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RESUMO 

O estudo da diversidade dos micro-organismos associados às plantas e dos vários 

compostos orgânicos produzidos nesta interação é importante para determinar os 

efeitos benéficos ou prejudiciais causados no hospedeiro. Este trabalho teve como 

objetivos estudar a diversidade de leveduras isoladas de frutos da palmeira 

macaúba, promissora na produção de biodiesel no Brasil, e caracterizar estes micro-

organismos quanto ao potencial de produção de enzimas extracelulares e fatores 

promotores de crescimento. Um total de 529 leveduras foi isolado a partir da 

superfície e dos tecidos internos de frutos com diferentes tempos de deposição no 

solo. Os isolados foram agrupados de acordo com suas características macro-

morfológicas e padrão de bandeamento por PCR fingerprinting, utilizando o iniciador 

(GTG)5, e identificados por meio do  sequenciamento das regiões D1/D2 do gene 

rRNA 26S e ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, utilizando os iniciadores NL1/NL4 e 

ITS1/ITS4. Foram identificadas 39 espécies pertencentes a 19 gêneros, sendo 

Meyerozyma guilliermondii, Candida sorboxylosa, Hanseniaspora opuntiae, 

Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens e Fellomyces polyborus as mais 

frequentemente isoladas. Comunidades de epifíticos apresentaram riqueza, 

abundância e taxa de colonização maiores do que as de endofíticos. Entre as 

comunidades coletadas em tempos distintos, foi observado o aumento da 

abundância em função do tempo de deposição dos frutos no solo (epifíticos), bem 

como uma elevada taxa de substituição de espécies. Durante todo o período 

experimental foi observada a dominância da espécie M. guilliermondii. Nos ensaios 

qualitativos em meio sólido, 6,6% dos isolados apresentaram resultados positivos 

para produção de amilase; 12% para celulase; 7,9% para pectinase; 1,2% para 

xilanase; 6,6% para lipase; 5,4% para proteinases; 88,8% foram capazes de 

solubilizar fosfato de cálcio; e 48,5% foram capazes de hidrolisar fitato de cálcio. Um 

total de 98% dos isolados foi capaz de produzir ácido indol-acético em meio 

suplementado com L-triptofano, em concentrações que variaram de 1,63 até 238,65 

g/mL*DO600, dosadas pelo método do reagente de Salkoviski. As atividades 

enzimáticas e a produção de fitase demonstradas pelos isolados apresentaram 

distribuição diferenciada, quando considerados os tempos de deposição dos frutos 

de macaúba no solo.  

Palavras-chave: Acrocomia aculeata, diversidade, enzimas, levedura, crescimento.  
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ABSTRACT 

 

The study of the diversity of microorganisms associated with plants and the various 

organic compounds produced in this interaction is important to determine the 

beneficial or harmful effects on the host. This work aimed to study the diversity of 

yeasts isolated from macaw palm fruit, a promising plant for biodiesel production in 

Brazil, and to characterize those microorganisms regarding the potential production 

of extracellular enzymes and growth promoting factors. A total of 529 yeast isolates 

was obtained from the surface and internal tissues of fruits with different times of 

deposition in the soil. The isolates were grouped according to their macro-

morphology and banding pattern by PCR fingerprinting using primer (GTG)5, and 

identified by sequencing the D1/D2 regions of the 26S rRNA gene and ITS1 – 5.8S - 

ITS2 rDNA using the primers NL1/NL4 and ITS1/ITS4. A total of 39 species 

belonging to 19 genera was identified. The most frequent taxa identified were 

Meyerozyma guilliermondii, Candida sorboxylosa, Hanseniaspora opuntiae, 

Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens and Fellomyces polyborus. 

Epiphytic communities presented higher values of richness, abundance and 

colonization rate than the endophytic communities. Among the communities collected 

at different times, the increase in abundance as a function of the time of deposition of 

the fruits in the soil (only for epiphytic) was observed as well as a high rate of species 

substitution. The dominance of M. guilliermondii was observed during the 

experimental period. In the qualitative assays on solid medium, 6.6% of the isolates 

were positive for amylase production; 12 % for cellulose; 7.9% for pectinase; 1.2% 

for xylanase; 6.6% for lipase; 5.4% for proteinases; 88.8% were able to solubilize 

calcium phosphate; and 48.5% were able to hydrolyze phytate calcium. A total of 

98% of the isolates was able to produce indole-3-acetic acid on liquid medium 

supplemented with L- tryptophan, at concentrations ranging from 1.63 to 238.65 g* 

mL-1*OD600
-1 . AIA concentrations were obtained using the photocolorimetric method 

of Salkoviski reagent. Enzyme activities and the production of phytase by isolates 

displayed distinct distribution when considering different times of macaw palm fruit 

deposition in the soil. 

 

Keywords: Acrocomia aculeata, diversity, enzymes, yeast, growth. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., popularmente 

conhecida como macaúba, é uma palmeira nativa, distribuída amplamente pelo 

território brasileiro. Sua madeira, folhas e frutos são comumente utilizados para 

diversos fins, como construção civil, consumo humano e alimentação de animais, 

uso medicinal e em cosméticos, produção de artesanato e paisagismo. 

Recentemente, grande valor econômico tem sido agregado à espécie, devido ao seu 

potencial de uso como matéria-prima na produção do biodiesel. Seu fruto, o coco da 

macaúba, apresenta alto teor de óleos, o que caracteriza esta espécie como a 

segunda maior em potencial produtor de biodiesel (litros de óleo por hectare), 

superada apenas pelo dendê (Elaeis guineensis). Por se tratar de uma espécie 

nativa, espontânea, perene e pioneira no processo de colonização, com alto 

potencial para utilização em sistemas agrosilvopecuários, seu uso como matéria-

prima para produção de biodiesel no Brasil, no lugar de monoculturas de plantas 

exóticas como a soja, tem sido recomendado por alguns autores, especialmente, 

nas áreas de cerrado. 

A exploração comercial da macaúba é realizada principalmente por 

agricultores familiares, que coletam os frutos a partir de populações naturais da 

espécie, trazendo benefícios sociais e econômicos para esta parcela da sociedade. 

Esta prática, entretanto, tem enfrentado dificuldades relacionadas ao manejo da 

espécie e à manutenção da qualidade do fruto nas etapas de coleta, armazenagem 

e transporte, sendo necessária a agregação de conhecimentos botânicos, 

ecológicos e agronômicos, que possibilitem a elaboração de planos de manejo para 

o extrativismo sustentável e o desenvolvimento de tecnologias para seu plantio 

comercial.  

Nos últimos anos, muitos estudos têm sido realizados com a macaúba, mas a 

maioria tem focado aspectos da ecofisiologia, etnobotânica, estrutura genética das 

populações naturais, manejo, técnicas de cultivo e produção, caracterização e 

aplicação do óleo presente no fruto. Contudo, pouca atenção tem sido dada à 

diversidade e ao papel da microbiota associada à palmeira.  

A interação dos micro-organismos com as plantas envolve uma série de 

fatores, entre eles a produção de substâncias químicas diversas por ambos os 
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organismos. São produzidas moléculas sinalizadoras; enzimas, que podem auxiliar 

tanto no processo de fixação e colonização dos micro-organismos nos órgãos 

vegetais, quanto na disponibilização de nutrientes; substâncias antibióticas; fito-

hormônios, entre outras moléculas biologicamente ativas. Estes compostos podem 

estar envolvidos em interações positivas ou negativas entre os micro-organismos e 

as plantas. Nas interações positivas, os micro-organismos proporcionam uma série 

de benefícios para o hospedeiro, atuando como produtores de fatores de 

crescimento da planta, aumentando a superfície de absorção das raízes, auxiliando 

na solubilização de nutrientes e atuando como agentes de controle biológico. Em 

contrapartida, a planta pode disponibilizar nutrientes e proteção para a microbiota 

associada. Os micro-organismos associados podem também atuar como saprófitas 

ou fito-patógenos, sendo a última um caso típico de interação negativa. A 

compreensão deste papel é importante não só para o entendimento da ecofisiologia 

da macaúba, mas também para subsidiar projetos de exploração comercial e 

industrial sustentáveis desta palmeira. 

Tendo em vista os aspectos citados acerca da importância dos micro-

organismos associados à macaúba para o seu desenvolvimento e conservação e 

considerando a escassez de trabalhos que investiguem essa biodiversidade, este 

trabalho teve como objetivos estudar a diversidade de leveduras isoladas dos frutos 

da palmeira macaúba, coletados em diferentes tempos de deposição no solo, bem 

como caracterizar estes micro-organismos quanto ao potencial de produção de 

exoenzimas e fatores promotores de crescimento. Particularmente, o conhecimento 

da microbiota associada aos frutos e da sua atividade enzimática permite identificar 

micro-organismos com potencial de causar doenças em plantios comerciais da 

palmeira, estabelecer critérios de manejo adequado durante todas as fases do 

processamento da macaúba (desde o desprendimento do coco, prazos de coleta a 

partir do solo, armazenagem em local provisório, transporte, estocagem até sua 

industrialização), que levem a manutenção da qualidade do coco e, 

consequentemente, do óleo e demais co-produtos obtidos desses frutos. Ademais, 

os estudos permitem a obtenção de linhagens microbianas produtoras de enzimas 

extracelulares com potencial de uso industrial e de endófitos e micro-organismos da 

rizosfera com potencial de utilização em estratégias de controle biológico de 

fitopatógenos e promotores de crescimento da macaúba. No caso específico de 



3 
 

enzimas hidrolíticas (lípase, protease, celulase, xilanase, amilase e protease), que já 

apresentam grande interesse industrial, estudos recentes vêm avaliando o seu uso 

na extração enzimática de óleos vegetais em escala comercial. 

Este trabalho faz parte de um projeto de investigação da microbiota associada 

à macaúba desenvolvido pela equipe do Laboratório de Microbiologia Aplicada, do 

Instituto de Ciências Biológicas da UFMG, e financiado pela Petrobrás S.A. Este 

projeto tem como objetivo investigar outros grupos de micro-organismos, como 

bactérias e fungos filamentosos, contribuindo para a compreensão total da 

diversidade e do papel ecológico dessa microbiota na sua relação com a planta. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A palmeira Acrocomia aculeata (macaúba) 

 

A palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., família Arecacea, é 

uma palmeira nativa das florestas tropicais cujo estipe atinge de 10 a 15 m de altura 

e 20 a 30 cm de diâmetro. É popularmente conhecida no Brasil como macaúba, 

bocaiúva, coco-de-espinho, macacauba, macaíba, entre outros nomes populares 

(LORENZI, 2010). Está distribuída por vários países da América tropical além do 

Brasil, a citar Argentina, Bolívia, Colômbia, Venezuela, Costa Rica, Honduras, 

México e Haiti. No Brasil, a espécie é encontrada nos estados Amazonas, Espírito 

Santo, Goías, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, Pará, Paraná, Rio 

de Janeiro e São Paulo, nas mais diversas formações: Floresta Ombrófila Densa, 

Floresta Estacional Semidecidual, Mata Ciliar e Cerrado (ÁRVORESBRASIL, 2012). 

Acrocomia aculeata possui a região dos nós do estipe coberto de espinhos 

escuros, pontiagudos com cerca de 10 cm de comprimento. A planta também 

apresenta espinhos na região central da folha, na espata. Os frutos, que compõem a 

dieta de muitos animais, são esféricos ou ligeiramente achatados. O epicarpo rígido 

envolve um mesocarpo fibroso, mucilaginoso, rico em glicerídeos, de coloração 

amarelo ou esbranquiçado, comestível. O endocarpo é fortemente aderido à polpa 

(mesocarpo), com parede enegrecida e amêndoa oleaginosa. A frutificação ocorre 

durante todo o ano e os frutos amadurecem, principalmente, entre setembro e 

janeiro (LORENZI, 2010). 

Estudos etnobotânicos evidenciaram o potencial de utilização da macaúba, 

sua madeira, folhas e frutos, para consumo humano, na fabricação de licores, 

sorvetes e farinhas; na construção civil, cobertura de casa, obtenção de madeiras 

para a construção de estacas e mourões; na alimentação de animais; para uso 

medicinal e cosmético; uso paisagístico; e uso artesanal (LORENZI, 2006). O uso do 

óleo contido no fruto da macaúba tem sido relatado em vários trabalhos, com 

aplicações na indústria de cerâmica (PARADIGMA, 2012), uso como óleo doméstico 

comestível no lugar do óleo de soja, na fabricação de sabão, como lubrificante para 

máquinas e como combustível (OLIVEIRA, 2006) e para produção do biodiesel. 

Além da utilização do óleo extraído da polpa da macaúba, outros produtos derivados 
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do fruto podem ser aproveitados, como o óleo da amêndoa, com potencial uso na 

indústria de cosméticos, e o endocarpo, que pode também ser utilizado como 

combustível na forma de carvão vegetal (CIPRIANO, 2006). 

 

2.2 Macaúba e biodiesel 

 

2.2.1 O Biodiesel 

 

O óleo diesel é o principal derivado de petróleo utilizado no Brasil, perfazendo 

48% do total de derivados comercializados, justificado pela predominância do 

transporte rodoviário como forma de transporte no país. Segundo a Agência 

Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis – ANP, em 2010, foram 

comercializados no Brasil 49 bilhões de litros de diesel, 33% a mais do que o 

consumido em 2001. Destes, aproximadamente 4,8 bilhões de litros de óleo diesel 

foram importados, totalizando um custo de 5,14 bilhões de dólares (ANP, 2014). 

A maior parte do óleo diesel utilizado no mundo tem origem mineral. Obtido 

por meio da destilação do petróleo, apresenta problemas como o caráter limitado 

das reservas e, portanto, a tendência ao seu esgotamento, além da geração de 

muitos gases poluentes como produtos da reação de combustão. Estes gases 

poluentes são causadores do efeito estufa e chuvas ácidas, que afetam o clima em 

escala mundial e trazem uma série de prejuízos econômicos aos setores públicos e 

privados (RAMOS et al., 2003; BENEDETTI et al., 2006). 

Como forma de minimizar os impactos ambientais causados pelo uso deste 

combustível, o Brasil tem implantado medidas importantes como o controle e a 

redução progressiva do teor de enxofre (S) no óleo diesel, na busca da melhoria da 

qualidade do ar (ANP, 2014). Contudo, é crescente a necessidade de investimentos 

em soluções alternativas de geração de energia, de caráter renovável e que sejam 

sustentáveis nos âmbitos social, econômico e ambiental. 

Dessa forma, o Governo Brasileiro criou, em 2004, o Programa Nacional de 

Produção e Uso de Biodiesel (PNPB), um programa interministerial que objetiva a 

implantação de forma sustentável, tanto técnica, como econômica, da produção e 

uso do biodiesel, com enfoque na inclusão social e no desenvolvimento regional, 

promovendo a geração de emprego e renda (MDA, 2011). Por meio da Lei 
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11.097/2005, o biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira, sendo fixado 

inicialmente em 2% (B2) e, a partir de 2013, em 5% em volume (B5), o percentual 

mínimo obrigatório de adição de biodiesel ao óleo diesel comercializado ao 

consumidor final, em qualquer parte do território nacional (BRASIL, 2005). 

O biodiesel é um éster produzido com base em óleos vegetais ou animais. 

Pode ser obtido por diferentes processos químicos, tais como esterificação, 

craqueamento térmico e transesterificação, sendo este último o processo mais 

difundido no Brasil e no mundo (PRATES et al., 2007). Na transesterificação, o 

processo inicia-se pela mistura do óleo vegetal ou gordura animal com um álcool 

(metílico ou etílico) e ainda um catalisador (hidróxido de sódio ou hidróxido de 

potássio) para acelerar o processo. Após a reação, obtêm-se a glicerina e o éster 

(biodiesel). A glicerina é um produto de alto valor agregado quando utilizado na 

indústria farmacêutica, de cosméticos, alimentos e bebidas, entre outros. Outros co-

produtos gerados são a torta e o farelo (PRATES et al., 2007). 

São matérias-primas potenciais para produção do biodiesel: soja, palma, 

algodão, macaúba, girassol, sésamo, amendoim, nabo forrageiro, sebo animal, óleo 

de fritura usado, tungue, pequi, buriti, mamona, dendê, pinhão manso, babaçu, 

milho, canola e outros materiais graxos (VIEIRA et al., 2007), com destaque para 

soja e sebo bovino que, em 2013, foram responsáveis por 70,9% e 24,8% da 

produção de biodiesel no país, respectivamente (ANP, 2014). A produção de 

biodiesel (B100) em unidades brasileiras em 2013 foi de aproximadamente 3,0 

bilhões de litros, com potencial instalado para 8,0 bilhões de litros (ANP, 2014). 

A produção do biodiesel traz benefícios sociais, econômicos e ambientais. O 

estímulo a sua produção promove a criação de empregos e renda, especialmente no 

campo, por meio do estímulo aos programas de agricultura familiar, mas também na 

agricultura empresarial, por meio dos segmentos de transporte, processamento e 

distribuição (MDA, 2011). Em termos ambientais, o biodiesel constitui uma forma de 

energia de origem renovável, tendo um melhor balanço de emissão de CO2, uma vez 

que os gases emitidos no processo de combustão podem ser compensados pelo 

que é absorvido no ciclo da cultura, como biomassa energética, por meio da 

fotossíntese. Além disso, o produto da combustão do biodiesel apresenta menor 

concentração de gases geradores de efeito estufa, menor concentração de enxofre, 

de material particulado e de demais produtos nocivos à saúde, como moléculas 
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aromáticas, quando comparado ao diesel de origem mineral. Ainda como vantagem, 

o biodiesel é um produto biodegradável (VIEIRA et al., 2007). 

 

2.2.2 A macaúba como matéria-prima para produção do biodiesel 

 

A macaúba, devido ao seu potencial para a produção de grandes quantidades 

de óleo por unidade de área, tem sido estudada como uma das espécies vegetais 

brasileiras promissoras para a produção de biodiesel (LIMA, 2011). 

Estudos em formações nativas de macaúbas relatam produção aproximada 

de 100 kg de frutos por árvore por ano (OLIVEIRA, 2006), e concluem que, em 

plantios racionais com espaçamento 7 m x 7 m, pode se esperar uma produtividade 

mínima de 20.000 kg/ha/ano de frutos, capacidade passível de aumento por meio da 

implantação de planos de manejo adequados e programas de melhoramento da 

espécie. Com uma produção potencial de 4.000 litros de óleo vegetal por hectare, 

1.200 quilos de carvão vegetal, e 5.300 quilos de farelos para rações, grande valor 

econômico tem sido agregado à espécie, o que é potencializado pela possibilidade 

de utilização na produção do biodiesel (OLIVEIRA, 2006). Tal produção de óleo só é 

superada pelo dendê (Elaeis guineensis), que pode atingir cerca de 5.550 litros por 

hectare (ASTÚRIAS, 2004).  

A utilização do óleo extraído da macaúba como matéria-prima para produção 

do biodiesel brasileiro, em substituição a outras culturas como a soja, tem sido 

sugerida em alguns trabalhos (ASTÚRIAS, 2004; LIMA, 2011). A produtividade de 

óleo pela macaúba pode superar em até dez vezes a produtividade de óleo pela soja 

(ASTÚRIAS, 2004). Além disso, o plantio da macaúba apresenta maiores benefícios 

ambientais, já que se trata de uma espécie nativa e perene, que pode ser cultivada 

em associação com outras espécies de plantas e em consórcio com atividades 

pecuárias, denominados sistemas agrosilvopastorais, em contraste com a soja, 

espécie exótica, de ciclo anual e cultivada em sistema de monocultura (LIMA, 2011). 

Outros benefícios ambientais associados ao cultivo da macaúba estão 

relacionados com a conservação dos recursos hídricos, conservação dos recursos 

nutricionais do solo e conservação da biodiversidade. A macaúba é considerada 

uma espécie pioneira, capaz de povoar regiões onde há restrição hídrica e 

degradação do solo (ARKCOLL, 1990). Suas raízes são mais alongadas e 
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concentradas do que de outras palmeiras, permitindo a absorção de água em 

profundidades maiores do solo, enquanto sua copa é relativamente restrita, o que 

permite a difusão de luz para as espécies vegetais em estratos inferiores (SILVA, 

2007). Tais características estimulam o uso da palmeira também nos processos de 

recomposição de reservas, em especial aquelas de uso sustentável, favorecendo 

sua conservação (ARKCOLL, 1990).  

Atualmente, a exploração da macaúba ocorre principalmente através da 

coleta dos frutos em grandes populações naturais, realizada muitas vezes por 

comunidades locais. Tal exploração, assim como a de frutos e produtos de outras 

palmeiras, como o coco-da-bahia, açaí e dendê, apresenta grande relevância social 

e econômica para muitos brasileiros que retiram desta atividade sua renda mensal e, 

muitas vezes, sua subsistência (LORENZI, 2006; GALVANI & FERNANDES, 2010).  

Contudo, esta prática pode apresentar baixa produtividade. Isso se deve à 

relativa pequena produção dos cocais nativos, associada aos métodos tradicionais 

de coleta, que usam muita mão de obra e têm logística deficiente. A maior parte dos 

frutos é coletada no solo, sem equipamentos e ferramentas específicos para a 

atividade, sem periodicidade padronizada ou sincronização da coleta com o 

transporte (OLIVEIRA, 2009; LIMA, 2011). A coleta tardia e o armazenamento em 

condições inadequadas levam à degradação do fruto da macaúba por micro-

organismos associados à planta e presentes no solo (SILVA, 2007). Eles produzem 

enzimas extracelulares, responsáveis pela redução da firmeza da polpa do fruto, 

devido à degradação de celulose, hemicelulose e pectina (LYND et al., 2002), e pela 

hidrólise do óleo e o consequente aumento da sua acidez, indesejável para a 

produção do biodiesel (SILVA, 2007). 

Outra questão relevante está relacionada ao desconhecimento de técnicas 

sustentáveis de extrativismo vegetal que, em geral, podem apresentar impactos 

ecológicos negativos, como redução no vigor das plantas, decréscimo na taxa de 

produção de sementes, germinação e estabelecimento de plântulas; ruptura no 

processo de interação planta-animal e no ciclo de reposição de nutrientes no solo 

(PINHEIRO, 2002; RIBAS & MIGUEL, 2004; LORENZI, 2006; HOMMA, 2012).  

Plantações de macaúba no Brasil e em muitos outros lugares do mundo ainda 

estão em fase primária (LIMA, 2011). A instalação das lavouras comerciais enfrenta 

dificuldades como a quebra de dormência da semente, que pode demorar de um a 
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dois anos para germinar (LORENZI, 2006), baixo crescimento inicial, dificuldades na 

propagação vegetativa da espécie por meio de técnicas convencionais, já que a 

espécie não tem meristema axilar (SOARES et al., 2011), e, pouco se conhece a 

respeito das suas exigências ecológicas (MOTTA et al, 2002).  

Sendo assim, a exploração comercial da macaúba depende da agregação de 

conhecimentos botânicos, ecológicos e agronômicos relacionados à espécie, 

permitindo a elaboração de planos de manejo para o extrativismo sustentável, bem 

como do desenvolvimento de tecnologias, que permitam seu plantio comercial. 

Técnicas de superação da dormência da semente têm sido estudadas (RIBEIRO et 

al., 2011b; RUBIO NETO et al., 2012). A cultura de embriões como ferramenta 

alternativa na produção de mudas de macaúba, com objetivo de proporcionar a 

propagação de clones elite, contribuindo para a aceleração dos programas de 

melhoramento, e a produção de plantas livres de patógenos apresentam resultados 

positivos (MOURA et al, 2007a, 2007b; SOARES et al., 2011), bem como o 

transplantio de brotos nativos (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2007).  

Iniciativas governamentais e privadas têm estimulado o desenvolvimento de 

projetos com objetivos de estudar tecnologias agronômicas, tais como, os sistemas 

de produção e o melhoramento genético de espécies oleaginosas, entre elas a 

macaúba, e analisar a qualidade das matérias-primas oriundas dessas pesquisas 

agronômicas, estabelecendo especificações técnicas e desenvolvendo os processos 

industriais de conversão de biomassa em biocombustíveis e outras formas de 

energia (PETROBRÁS, 2009; CASTELÕES, 2011). 

 

2.3 A Macaúba e os micro-organismos associados 

 

2.3.1 Interações micro-organismos e plantas 

 

Os micro-organismos podem ser encontrados associados às plantas, 

interagindo não apenas com os vários tecidos vegetais em que habitam, mas 

também entre si e com indivíduos de outros grupos biológicos residentes no mesmo 

local (BONFANTE & ANCA, 2009). Essas interações podem ser classificadas como 

positivas, neutras ou negativas, dependendo do modo de interação entre os 

organismos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O neutralismo é considerado a 
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ausência de interação, o que é raro nos ambientes naturais. Nas interações positivas 

(comensalismo, protocooperação e mutualismo) podem ser observadas vantagens 

seletivas para um dos envolvidos ou para ambos. Já nas interações negativas 

(competição, amensalismo, parasitismo e predação), pelo menos um dos 

organismos envolvidos é prejudicado (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).  

Em sua associação com a planta, micro-organismos podem colonizar os 

tecidos internos (endofíticos) ou apenas a superfície dos órgãos vegetais (epifíticos) 

(SAIKONNEN et al., 2004). Nos últimos anos, o termo endófito tem sido utilizado 

para descrever micro-organismos que se desenvolvem nos tecidos internos da 

planta, de forma assintomática e sem produção de alterações anormais, em pelo 

menos uma fase da vida do organismo (SAIKONNEN et al., 2004), diferenciando-os 

dos fitopatógenos. Contudo, os tipos de interação que estes micro-organismos 

estabelecem entre si e com a planta hospedeira podem variar, durante sua história 

de vida, de positivas a negativas e vice versa, dependendo da disposição e do 

estágio de desenvolvimento dos organismos envolvidos, bem como dos fatores 

ambientais (SAIKONNEN et al., 2004; SCHULZ e BOYLE, 2005). 

A colonização dos órgãos vegetais envolve diversas etapas, entre liberação 

de moléculas sinalizadoras, reconhecimento e adesão na superfície, rompimento de 

barreiras de proteção da planta, invasão dos tecidos (no caso dos endofíticos) e 

colonização (DE BOER et al., 2005). Em cada etapa deste processo são utilizadas 

estratégias diferentes.  

Antes da colonização acontece uma intensa troca de sinais entre planta e 

micro-organismo. No solo, por exemplo, estrigolactonas exsudadas pelas raízes de 

algumas plantas atuam na atração e influenciam na ramificação das hifas de 

micorrizas arbusculares (AKIYAMA et al., 2005). Já compostos fenólicos produzidos 

pelas plantas, em especial os flavonóides, influenciam no processo de colonização 

das raízes tanto por micorrizas arbusculares (STEINKELLNER et al., 2007) como por 

rizobactérias fixadoras de nitrogênio em leguminosas, que por sua vez emitem 

outras respostas químicas, como a produção de fatores Nod (fatores de nodulação), 

que desencadeiam a expressão de várias outras vias biossintéticas da planta 

(BADRI et al., 2009).  

O processo de colonização de tecidos vegetais por micro-organismos 

endofíticos pode ocorrer de forma passiva ou ativa. Estruturas como estômatos, 
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hidatódios (aberturas semelhantes a estômatos que permitem a eliminação de 

água), tricomas ou pequenas feridas (COMPANT et al., 2010) podem ser utilizados 

para entrada dos micro-organismos. Contudo, este processo pode ocorrer de forma 

ativa, envolvendo a produção de estruturas de fixação e invasão como apressórios e 

arbúsculos, estes últimos típicos de fungos micorrízicos arbusculares (SMITH & 

SMITH, 2011). Outra estratégia envolve a produção de enzimas extracelulares, que 

degradam estruturas de barreira como a cutícula e as paredes das células vegetais 

(HÉMATY et al., 2009; GIBSON et al., 2011). 

Os micro-organismos podem ser encontrados associados às partes aéreas 

das plantas (filoplano), como folhas, caules, flores e frutos ou em associação com as 

partes subterrâneas, as raízes (LINDOW & BRANDL, 2003). Em associação com os 

órgãos vegetais aéreos, podem ser encontrados micro-organismos endofíticos e 

epifíticos, sendo os últimos predominantes (LINDOW & BRANDL, 2003). Os micro-

organismos endofíticos podem iniciar sua colonização como epifíticos e 

posteriormente penetrar nos tecidos (BEATTIE & LINDOW, 1999) ou penetrar nos 

tecidos da raiz e atingir o filoplano por meio do sistema vascular da planta (WULFF 

et al. 2003). 

No caso dos micro-organismos epifíticos, devido às condições físicas e 

ambientais (umidade, temperatura, luminosidade) do filoplano serem bastante 

variáveis, o processo de colonização é garantido por uma série de fatores 

específicos. Nas folhas, por exemplo, fatores importantes são a fina camada de ar 

que cobre a superfície das folhas e que retém vapores de água emitidos do 

estômato e das nervuras (AXTELL & BEATTIE, 2002), liberação de açúcares 

simples “lixiviados” a partir do interior da planta por meio de pequenas lesões ou 

tricomas glandulares (MERCIER & LINDOW, 2000; LINDOW & BRANDL, 2003), 

sem contar a deposição de nutrientes exógenos como pólen e secreções de insetos 

(WARREN, 1972; FOKKEMA et al., 1983). Alguns micro-organismos epifíticos são 

capazes de alterar a superfície dos órgãos vegetais aéreos, com o objetivo de torná-

lo menos adverso ao seu desenvolvimento. A produção de agentes tensoativos por 

alguns micro-organismos reduzem os efeitos negativos da cutícula hidrofóbica das 

plantas no espalhamento da água (molhabilidade) e na difusão de substratos 

(BUNSTER et al.,1989; HUTCHISON et al., 1995). Outros micro-organismos são 
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produtores de substâncias que afetam o transporte de íons nas membranas 

celulares vegetais (HUTCHISON et al., 1995). 

Já na associação com as raízes, podem ser encontrados micro-organismos 

epifíticos, endofíticos e colonizadores da rizosfera. A rizosfera é definida como uma 

fina camada de solo diretamente influenciada pelas raízes das plantas, que pode 

variar de 1 a 3 mm de distância da raiz (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Uma grande 

densidade de micro-organismos encontra-se presente na rizosfera, devido à 

liberação de exsudatos ricos em compostos orgânicos como aminoácidos e 

proteínas, compostos fenólicos, ácidos orgânicos, açúcares simples e 

polissacarídeos complexos, entre outros. Também estão presentes polímeros como 

celulose, hemicelulose e lignina, provenientes de células vegetais mortas (DE BOER 

et al., 2005). Estes compostos são utilizados como nutrientes pela microbiota 

residente no local, incluindo também os micro-organismos endofíticos e epifíticos de 

raiz, que por sua vez, disponibilizam elementos como nitrogênio e fósforo nas suas 

formas inorgânicas, capazes de serem absorvidas pela planta e por outros 

organismos (DE BOER et al., 2005). 

A capacidade de disponibilizar nutrientes minerais para a planta e demais 

organismos residentes pode ser realizada por meio de vários mecanismos. Os 

micro-organismos são produtores de enzimas hidrolíticas, como celulases, xilanases, 

amilases, pectinases, lipases e proteases, que clivam polímeros complexos em 

moléculas mais simples capazes de serem metabolizadas ou absorvidas pelos 

organismos (BADRI et al., 2009). Eles também são produtores de ácidos orgânicos e 

enzimas fosfatases, entre elas as fitases, que atuam na solubilização de fósforo a 

partir de compostos inorgânicos insolúveis e compostos orgânicos (GYANESHWAR 

et al., 2002). Alguns fungos, como por exemplo, os micorrízicos, além de aumentar 

consideravelmente a superfície de absorção das raízes, possuem transportadores 

específicos de fósforo e nitrogênio, capazes de captá-los do solo e liberá-los 

diretamente para a planta (MALDONADO-MENDOZA et al., 2001; CAPPELAZZO et 

al., 2008; YADAV et al., 2010; PÉREZ-TIENDA et al., 2012). Finalmente, bactérias 

fixadoras de nitrogênio absorvem este elemento na sua forma molecular a partir da 

atmosfera e disponibilizam para a planta como nutrientes inorgânicos capazes de 

serem absorvidos (MIYAMOTO et al., 2004; THUITA et al., 2012). 
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Além da disponibilização de nutrientes para as plantas, os micro-organismos 

produzem vários metábolitos secundários que apresentam atividade biológica. A 

produção de fitohormônios como as auxinas, citocinas e giberelinas estimulam o 

crescimento da planta, aumentando a densidade de raízes e folhas, por exemplo 

(TSAVKELOVA et al., 2006). Estas substâncias podem exercer papel nos processos 

de sinalização entre plantas e micro-organismos (KEFFORD et al., 1960; NAVARRO 

et al., 2006), estimular a produção e a liberação de nutrientes pelas plantas, 

aumentando a sua disponibilidade para a microbiota residente (KÖRBER et al., 

1991) e promover o aumento da população do micro-organismo produtor do 

fitohormônio (BRANDL & LINDOW, 1998). 

Outros metabolitos secundários produzidos por micro-organismos associados 

às plantas consistem em sideróforos quelantes de íons (KATIYAR & GOEL, 2004; 

AHMAD et al., 2008) e substâncias antagonistas de crescimento, como ácido 

cianídrico e derivados (HCN), antibióticos e compostos orgânicos voláteis (AHMAD 

et al., 2008; VINALE et al., 2008), utilizados pelos micro-organismos que co-habitam 

a rizosfera especialmente como estratégias de competição (BERG & SMALLA, 2009; 

COMPANT et al., 2010; ALY et al., 2011).  

A atividade biológica apresentada por metabólitos secundários produzidos 

pelos micro-organismos associados às plantas tem sido explorada na agricultura e 

na indústria química e farmacêutica (ZHANG et al., 2006). Micro-organismos 

produtores de fitohormônios e outros fatores de promoção de crescimento na planta 

têm sido utilizados como biofertilizantes (TSAVKELOVA et al., 2006). Já aqueles 

produtores de substâncias antagonistas são utilizados como agentes de biocontrole, 

protegendo as culturas como fitopatógenos (BERG, 2009). Por fim, outras atividades 

apresentadas por metabólitos secundários descritas incluem imunossupressores, 

antioxidantes, anticancerígenos (STIERLE et al. 1993; GANGADEVI & 

MUTHUMARY, 2008), antibióticos (CASTILLO et al., 2002) e citotoxinas (DEBBAB et 

al., 2009). 

A relação entre a diversidade microbiana associada às plantas e sua grande 

diversidade funcional ainda é bastante desconhecida, mas parece assumir papéis 

importantes na estabilidade do ecossistema em que estão inseridos, na 

produtividade e na resiliência para estresses e distúrbios (TORSVIK & OVREAS, 

2002; SALEEM et al., 2007). Neste sentido, estudos visando compreender a 
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dimensão da diversidade microbiana associada às plantas e elucidar seu papel 

nesta interação podem contribuir tanto para a manutenção e conservação das 

espécies vegetais, quanto para o desenvolvimento de tecnologias agrícolas e 

industriais.  

 

2.3.2 Exoenzimas hidrolíticas produzidas por micro-organismos 

 

As enzimas hidrolíticas produzidas por micro-organismos associados a 

plantas assumem duas principais funções ecológicas: degradação de componentes 

celulares durante invasão e colonização de tecidos da planta e disponibilização de 

nutrientes. Para a invasão dos tecidos da planta, a cutícula e a parede das células 

vegetais constituem as principais barreiras que muitos agentes endofíticos precisam 

superar (HÉMATY et al., 2009).  

A cutícula é produzida pelas células epidérmicas das folhas, brotos jovens e 

outros tipos de órgãos das plantas. Ela é constituída predominantemente por cutina, 

um poliéster de cadeia longa com 16 a 18 carbonos (SHAH, 2005). Esta estrutura 

constitui uma camada lipídica, de espessura variável conforme a espécie vegetal, 

cujas funções são proteger a planta contra a desidratação e fitopatógenos (SHAH, 

2005). Existem algumas evidências que sugerem que enzimas lipases, cutinases e 

oxidases produzidas por micro-organismos possam apresentar papel na adesão e 

penetração dessa barreira lipídica das plantas (VAN KAN et al., 1997; CÓMMENIL et 

al., 1998; TENBERGE et al, 2002; REIS et al., 2005; CHASSOT et al, 2008; FENG et 

al., 2009), mas os mecanismos específicos ainda não foram elucidados.  

A parede vegetal, por sua vez, é predominantemente composta dos 

polissacarídeos celulose (35-50%) e hemicelulose (30-35%) e de lignina (10-25%), 

um polímero fenilpropanóide (SARKAR et al., 2009). A celulose é uma 

macromolécula complexa, formada de cadeias lineares de glicano, que se agregam 

na forma de microfibrilas, por meio de fortes interações intermoleculares, 

constituindo a estrutura primária da parede celular. Estas microfibrilas se organizam 

na forma de lamelas, intercaladas por moléculas de hemicelulose e pectina, que 

controlam a porosidade e elasticidade da parede (LEUROXEL et al., 2006).  

As hemiceluloses são complexos heteropolissacarídeos, entre os quais está o 

grupo das xilanas, compostas de um esqueleto de D-xilose e arabinose, ácido 
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urônico, cadeias laterais acetiladas, além dos grupos dos mananos, xiloglucanos e 

outros glucanos. Já as pectinas são polissacarídeos complexos, compostos de 

domínios homogalacturônicos e ramnogalacturônicos, parcialmente esterificados 

com grupos metoxila (LEUROXEL et al., 2006). 

Para transposição desta barreira, enzimas atuam diretamente na interface 

sólido-líquido catalisando a despolimerização de cadeias de celulose e hemicelulose 

por hidrólise dos polímeros em hidratos de carbono (GIBSON et al., 2011). Entre as 

enzimas envolvidas na degradação da parede celular estão incluídas as celulases, 

xilanases e pectinases (GIBSON et al., 2011). 

Celuloses e lignina constituem as moléculas mais recalcitrantes em resíduos 

vegetais. A capacidade de produzir enzimas que possam atuar na sua degradação é 

uma característica extremamente importante para o sucesso na colonização dos 

micro-organismos, possibilitando o uso deste material para sua nutrição e 

sobrevivência (GIBSON et al., 2011). Além destes compostos, várias outras 

moléculas complexas encontram-se disponíveis no solo, em superfícies e tecidos 

das plantas. Polímeros como amido, entre outros polissacarídeos, proteínas e 

acilesteróis fazem parte da constituição das células vegetais, bem como dos 

exsudados das plantas (BADRI et al., 2009). Neste sentido, enzimas hidrolíticas 

como amilases, proteases e lipases também são importantes na disponibilização dos 

nutrientes na sua forma simples, como monossacarídeos e aminoácidos, passíveis 

de utilização como fontes de carbono e energia pela planta e pelos demais 

organismos associados a ela (BOTHA, 2010). A seguir, uma breve descrição das 

enzimas hidrolíticas envolvidas nos processos de colonização e disponibilização dos 

nutrientes.  

As lipases (E.C.3.1.1.3) são carboxil-esterases que possuem como substrato 

natural os triacilgliceróis. Estas enzimas catalisam a hidrólise ou formação de 

ligações éster dos triacilgliceróis de cadeia longa (mais de dez carbonos), 

produzindo glicerol e ácidos graxos livres (BORNSCHEUER, 2002).  Baseado em 

sua estrutura tridimensional, estas enzimas tem sido classificadas como serina 

hidrolases, pois seu sítio ativo é composto pelo grupo catalítico Ser-Asp (Glu)-His 

(BORNSCHEUER, 2002). 

As proteases (E.C.3.4) são enzimas que catalisam a clivagem de ligações 

peptídicas nas proteínas. De acordo com a faixa de pH em que a enzima apresenta 
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atividade, as proteases microbianas podem ser divididas em ácidas (pH entre 2 e 5), 

neutras (pH entre 5 e 8) e alcalinas (pH superior a 8), sendo que bactérias, em geral 

produzem proteases neutras ou alcalinas, enquanto os fungos produzem os três 

tipos de proteases (RAO et al., 1998). Baseado no tipo de reação catalisada, as 

proteases podem ser classificadas em exopeptidases, enzimas que clivam os 

peptídeos nas suas porções amino ou carboxi-terminal, e endopeptidases, enzimas 

que clivam ligações interiores nas moléculas dos peptídeos (RAO et al., 1998). De 

acordo com o tipo de natureza química do sítio catalítico, as proteases são divididas 

em serino proteases (S), aspártico proteases (A), cisteína proteases (C) e 

metaloproteases (M) (HARTLEY, 1960). Finalmente, um último critério de 

classificação é a relação evolutiva entre as enzimas, baseada na sua sequência de 

aminoácidos (RAWLINGS & BARRETT, 1993). 

As celulases, amilases, xilanases e pectinases são carboxi-hidrases, cujos 

substratos diferenciam-se pelo tipo de monossacarídeos presentes, bem como pelo 

tipo de ligação entre eles. As celulases são enzimas capazes de promover a 

hidrólise de ligações glicosídicas β-1,4 na celulose (BAYER et al., 1998). Elas 

podem ser divididas em três grupos de enzimas endo-(1,4)-β-D-glucanase (EC 

3.2.1.4), exo-(1,4)-β-D-glucanase (EC 3.2.1.91), e β-glicosidases (EC 3.2.1.21). As 

exoglucanases atuam nas extremidades da cadeia de celulose e liberam como 

produto β-celobiose, enquanto as endoglucanases atacam randomicamente ligações 

O-glicosídicas, resultando em cadeias de diferentes comprimentos. Finalmente, as 

β-glicosidases agem especificamente nos dissacarídeos da β-celobiose, produzindo 

glicose (KUHAD et al., 2011). As celulases podem ser encontradas na sua forma 

livre, apresentando um domínio de ligação à celulose e um domínio de ligação 

catalítico, ou ser encontradas em grandes complexos enzimáticos denominados 

celulossomos (BEGUIN & LEMAIRE, 1996; BAYER et al., 1998). 

Amilases são carboxi-hidrases que realizam a hidrólise da molécula de amido. 

Elas podem ser classificadas como amilases ou amilases, de acordo com o tipo 

anomérico do açúcar produzido pela reação enzimática (GUPTA et al., 2003). As -

amilases (1,4--D-glicano glicano-hidrolase, EC 3.2.1.1), possuem atividade endo-

hidrolítica e atuam aleatoriamente sobre ligações glicosídicas -1,4, produzindo uma 

mistura de glicose, maltose e dextrinas. Elas podem ser encontradas em animais, 

plantas, fungos e bactérias, sendo muito importantes no processo de hidrólise do 
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amido, pois promovem o ataque inicial aos grânulos de amido, possibilitando a ação 

de outras enzimas degradativas (GUPTA et al., 2003). Já as amilases (1,4--D-

glicano malto-hidrolase, EC 3.2.1.2) possuem atividade exo-hidrolítica e atuam na 

penúltima ligação -1,4-glicosídica do amido removendo, a partir da extremidade 

não redutora da cadeia, sucessivas unidades de -maltose, com inversão da 

configuração do carbono anomérico inicial do açúcar liberado. Estas enzimas podem 

ser encontradas em vegetais superiores e em algumas bactérias Gram-positivas 

(PUJADAS et al., 1996). 

Xilanases são carbohidrases que catalisam a hidrólise de ligações -1,4 da 

xilana, um heteropolímero composto principalmente por D-xilose e, em menor 

quantidade, por L-arabinose (BEG et al., 2001). Existem diferentes tipos de xilanase, 

contudo, elas atuam sinergicamente no processo de hidrólise da xilana. Endo--1,4-

xilanases (-1,4-D-xilano xilano-hidrolases, EC 3.2.1.8), -1,4 xilosidases (-1,4-D-

xiloside xilo-hidrolases, EC 3.2.1.37) e exoxilanases (-1,4-D-xilan xilo-hidrolases) 

são enzimas capazes de clivar ligações glicosídicas da cadeia principal do xilano, 

formada predominantemente por -xilopiranosídeos (SÁ-PEREIRA, 2003). Assim 

como nas celulases, as endoxilanases hidrolisam randomicamente ligações no 

interior da cadeia de xilana e exoxilanases hidrolisam ligações na extremidade da 

cadeia. Por fim, as xilosidases hidrolisam xilo-oligossacarídeos em monômeros de 

xilose (BEG et al., 2001). 

Pectinases são enzimas que auxiliam na clivagem das pectinas. A 

classificação destas enzimas é baseada no seu modo de ação sobre o esqueleto de 

galacturonano das pectinas, incluindo o tipo de ataque (randômico ou terminal) 

(ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011). Dessa forma, essas enzimas são separadas em 

três principais grupos: as enzimas de-esterificantes - pectinesterase (3.1.1.11) e 

pectina-acetil esterase (3.1.1.6); enzimas depolimerizantes, responsáveis pela 

clivagem de ligações -(1,4)-glicosídicas, por meio da hidrólise - 

endopoligalacturonases (3.2.1.15), exopoligalacturonases (3.2.1.67) e exo-poli--

galacturonases (3.2.1.82), ou por meio de reações de eliminação - 

endopectateliases (4.2.2.2), exopectateliases (4.2.2.9) e endopectinaliases 

(4.2.2.10); e as enzimas protopectinases, que solubilizam a protopectina, forma 

nativa unida com outros constituintes das células vegetais (ALIMARDANI-THEUIL et 

al., 2011). 
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Vários trabalhos investigam o potencial de produção das exoenzimas 

(enzimas secretadas) descritas por micro-organismos associados às plantas. Em 

associação com azeitonas verdes, foram obtidos 85 isolados de 14 espécies 

diferentes de leveduras, das quais as três espécies Pichia membranifaciens, Pichia 

galeiformis, Candida thaimueangensis e as três espécies Wickerhamomyces 

anomalus, Candida boidinii e Candida sorbosivorans apresentaram, 

respectivamente, atividades proteolíticas e lipolíticas expressivas (BAUTISTA-

GALLEGO et al., 2011). Atividade proteolítica também foi verificada em isolados dos 

gêneros Candida e Pichia, obtidos a partir de frutos de Parahancornia amapa 

amazônico (BRAGA et al., 1998). Associadas às frutas tropicais acerola, mangaba e 

maracujá, foram isoladas 300 leveduras, entre as quais, aproximadamente 21 

isolados apresentaram produção de pectinases, incluindo os gêneros 

Kluyveromyces, Stephanoascus, Pichia, Zygosaccharomyces, Candida e 

Debaryomyces (SILVA et al., 2005). 

Um estudo em que foram obtidos fungos endofíticos não-micorrízicos de 

raízes de plantas medicinais mostrou que cinco isolados identificados como 

Talaromyces flavus, Paecilomyces variabilis, Mortierella hyalina e Penicillium sp.(2) 

apresentaram atividade enzimática variada para amilase (apenas P. variabilis), 

celulase, lipase, protease e xilanase (BHAGOBATY & JOSHI, 2012). De 191 

leveduras e fungos leveduriformes endofíticos e epifíticos isolados do filoplano de 

bromélia, 40 a 60% apresentaram potencial amilolítico, celulolítico e proteolítico, 

destacando-se como produtores das exoenzimas espécies de Candida, 

Debaryomyces, Metschinikowia, Pichia, Zygossacharomyces, Cryptococcus, 

Fellomyces, Kockovaella, Rhodotorula, Sporobolomyces, Tremella, Aureobasidium, 

Itersonilia e Tilletiopsis (LANDELL, 2006).  

A produção de exoenzimas também tem sido relatada e caracterizada em 

fitopatógenos. Em Blumeria graminis, um fungo oídio causador de doenças foliares 

em cereais, foi relatada e caracterizada a secreção de lipases (Lip1) na superfície do 

hospedeiro durante o processo de infecção (FENG et al., 2009). Em Botrytis cinerea, 

fitopatógeno ubíquo, também tem sido observada a secreção de exoenzimas, como 

cutinases e esterases, durante a infecção de plantas (VAN KAN et al., 1997). 

Enzimas hidrolíticas produzidas pelos micro-organismos associados às 

plantas tem grande importância na interação entre esses organismos. Se por um 
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lado as enzimas são necessárias para a ciclagem dos nutrientes, por outro lado elas 

podem estar envolvidas em processos fitopatológicos, como já foi relatado, 

causando uma série de prejuízos às plantas. Estes prejuízos muitas vezes são 

refletidos nas atividades agrícolas. O desenvolvimento de doenças nas plantas 

cultivadas leva a quedas de produção consideráveis e muitas são as perdas com o 

apodrecimento pós-colheita. Estudos envolvendo o controle biológico ou químico 

destes micro-organismos ou mesmo a inativação dessas enzimas são importantes 

para redução dos prejuízos causados neste setor. 

Uma forma positiva de exploração das enzimas microbianas nas atividades 

humanas é seu uso em processos industriais. Entre as enzimas hidrolíticas 

comercializadas, a maioria de origem microbiana, as proteases, carboxi-hidrases e 

lipases estão entre as classes de enzimas mais importantes (ANDUALEMA et al., 

2012). Apesar destas enzimas também serem produzidas por plantas e animais, as 

enzimas de origem microbiana apresentam vantagens como a alta especificidade, 

com alta variedade de atividades catalíticas, alta produtividade e facilidade para 

manipulações por engenharia genética, e menores impactos ambientais 

(ANDUALEMA et al., 2012). 

Vários trabalhos reúnem informações acerca de características bioquímicas, 

fontes produtoras e aplicações industriais das carboxi-hidrases, entre amilases, 

celulases, xilanases e pectinases (BEG et al, 2001; KASHYAP et al., 2001; GUPTA 

et al., 2003; JAYANI et al., 2005; KUHAD et al., 2011), lipases (BORNSCHEUER, 

2002; ANDUALEMA et al., 2012) e proteases (KUMAR & TAKAGI, 1999). Entre as 

indústrias com maior potencial de aplicação citadas estão as indústrias alimentícia, 

química e farmacêutica, têxtil e de couro, produção de papel, na agricultura, 

produção de detergentes, alimentação de animais e produção de biocombustíveis, 

como o etanol e o biodiesel. 

 Apesar de sua produção ser econômica, rápida, fácil e eficiente, um grande 

limitador para o uso comercial das enzimas extracelulares é a tecnologia para sua 

purificação, que atualmente apresenta um custo superior ao da produção. Outras 

dificuldades estão relacionadas com a capacidade de catálise das enzimas, 

suscetibilidade a proteases e outros agentes químicos, bem como a adequação das 

condições ótimas de atividade, como pH, temperatura, grau de saturação, entre 

outros. Formas de contornar os problemas citados são a utilização de células 
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imobilizadas dos micro-organismos produtores, que reduz os custos com purificação 

das enzimas, e engenharia genética de proteínas (KUHAD et al., 2011; 

ANDUALEMA et al., 2012). 

 

2.3.3 Produção de auxinas e disponibilização de fósforo livre por micro-

organismos 

 

Auxinas são fitohormônios responsáveis pela extensão, divisão e 

diferenciação de células e tecidos vegetais, podendo estimular a germinação de 

sementes e tubérculos, promover a produção de xilema e formação de raízes, 

controlar processos de crescimento vegetativo, tropismo, florescência e frutificação 

das plantas, podendo afetar também a fotossíntese, biossíntese de vários 

metabolitos e produção de fatores de resistência a estresses ambientais (ZHAO, 

2010). 

Muitos micro-organismos associados às plantas são capazes de produzir 

auxina, entre outros fitohormônios, incluindo bactérias (KHALID et al, 2004; 

TSAVKELOVA et al., 2007; AHMAD et al., 2008; BHATTACHARYYA & JHA, 2012), 

leveduras (NASSAR et al., 2005; XIN et al., 2009; LIMTONG & KOOWADJANAKUL, 

2012) e fungos filamentosos (RINCÓN et al., 2003;  MAOR et al., 2004). 

O ácido indol-3-acético (AIA) é a principal auxina de ocorrência natural nas 

plantas (TSAVKELOVA et al., 2006). Células vegetais e micro-organismos 

compartilham algumas vias de biossíntese de AIA. Nas plantas, as vias de 

biossíntese de AIA podem ser dependentes ou independentes de triptofano, 

enquanto nos micro-organismos, elas são predominantemente dependentes deste 

aminoácido (ZHAO, 2010). Nas vias dependentes de triptofano, AIA pode ser 

formado por uma reação de desaminação oxidativa (através da formação de ácido 

indol-3-pirúvico) ou de descarboxilação (através da formação de triptamina, tendo o 

aldeído indol-3-acético como um intermediário) deste aminoácido (ZHAO, 2010). 

Entretanto, a via de biossíntese utilizada por micro-organismos melhor 

compreendida utiliza o triptofano, gerando como produto intermediário indol-3-

acetamida (CAMILLERI & JOUANIN, 1991). 

O papel ecológico dos micro-organismos produtores de auxinas, nas 

interações com as plantas, é diverso. Alguns fitopatógenos, como Agrobacterium, 
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produzem auxina para induzir as células vegetais a produzir mais nutrientes 

(KÖRBER et al., 1991). Já em bactérias fixadoras de nitrogênio, como Rhizobium, a 

produção de auxinas está relacionada com a formação dos nódulos nas raízes de 

leguminosas (KEFFORD et al., 1960). Sendo assim, a produção de auxinas parece 

ser um importante fator nos processos de sinalização planta-micro-organismo, 

adesão e colonização. Outros trabalhos recentes que demonstram isto envolvem os 

gêneros Trichoderma (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009), e as espécies 

Pseudomonas syringae (NAVARRO et al., 2006) e Sacharomycces cerevisae 

(PRUSTY et al., 2004). 

Independentemente da função ecológica das auxinas produzidas pelos micro-

organismos associados, seu efeito benéfico nas plantas é importante, pois este 

hormônio contribui para promoção do seu crescimento (BERG, 2009). Por este 

motivo, muitos estudos têm sido realizados com o intuito de isolar micro-organismos 

a partir de seus hospedeiros vegetais e caracterizá-los quanto à produção de 

auxinas e ao potencial de promoção de crescimento nas plantas.  

Estudos mostraram que bactérias não identificadas isoladas de tecidos da raiz 

de beterrabas (endofíticas) e da rizosfera de trigo, selecionadas quanto ao potencial 

de produção de auxinas e inoculadas em condições axênicas em mudas e sementes 

de suas plantas de origem, promoveram uma aceleração no processo de 

germinação das sementes, bem como o crescimento de raízes e partes aéreas, 

quando comparado com os grupos controle (KHALID et al., 2004; SHI et al., 2009). 

Cianobactérias do gênero Anabaena isoladas de rizosfera de arroz e trigo e 

selecionadas quanto à produção de AIA in vitro promoveram a aceleração do 

processo de germinação quando inoculadas em sementes de trigo desinfetadas, 

bem como promoveram o crescimento das plântulas em relação ao controle 

(PRASANNA et al., 2010). 

Foi demonstrado que a levedura ascomicética Cyberlindnera (Williopsis) 

saturnus, isolada a partir de tecidos da raiz de milho, apresentou potencial de 

produção de AIA in vitro e foi capaz de promover o crescimento das raízes e brotos 

das plântulas, ao ser inoculada em sementes desinfectadas de milho (NASSAR et 

al., 2005). De nosso conhecimento, este foi o primeiro relato de levedura endofítica 

de raiz produtora de auxinas capaz de promover o crescimento de plantas. Três 

isolados de leveduras endofíticas das espécies Rhodotorula graminis e Rhodotorula 
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mucilaginosa, obtidas de caules de álamos do gênero Populus, também 

apresentaram potencial de produção de auxinas in vitro (XIN et al., 2009). 

O potencial de uso dessas linhagens microbianas produtoras de auxina como 

inoculantes agrícolas possui muitas vantagens em relação aos fitohormônios 

sintéticos de alto custo, entre elas o amplo espectro de atividade, níveis ótimos de 

produção e presença de outros compostos biologicamente ativos, como as 

vitaminas, necessários para o desenvolvimento normal da planta (TSAVKELOVA et 

al., 2006). 

Outro grupo de micro-organismos que apresenta relevante papel como 

promotor de crescimento das plantas são os solubilizadores de fosfato 

(GYANESHWAR et al., 2002). O fósforo (P) é um elemento importante a todas as 

formas de vida por fazer parte de biomoléculas como ácidos nucléicos e ATP. 

Apesar de ser um elemento largamente distribuído na natureza, o fósforo encontra-

se predominantemente presente nos solos na sua forma inorgânica insolúvel, 

associado com íons de alumínio, cálcio ou ferro, ou na sua forma orgânica (mais de 

50%), principalmente como fitato, um sal hexafosfato de inositol. A forma solúvel do 

fósforo, capaz de ser absorvida pelos organismos, encontra-se em concentrações 

muito baixas, da ordem de micromolares (RODRÍGUEZ e FRAGA, 1999; 

GYANESHWAR et al., 2002). 

Alguns micro-organismos são capazes de disponibilizar este elemento em sua 

forma livre, capaz de ser absorvida e utilizada pelos demais organismos, 

desempenhando um importante papel na ciclagem deste elemento (BERG, 2009). 

Os micro-organismos podem usar vários mecanismos para promover a solubilização 

e/ou disponibilização do fósforo livre. Entre os mecanismos de solubilização de 

fosfato inorgânico, estão a redução do pH do ambiente por produção de ácidos 

orgânicos ou liberação de prótons, sequestro de íons e trocas iônicas no ambiente 

de crescimento, mecanismos de acúmulo de fósforo no interior das células 

microbianas (BHATTACHARYYA & JHA, 2012).  

Já a solubilização do fósforo presente em moléculas orgânicas é realizada 

principalmente por meio de enzimas fosfatases (RODRÍGUEZ et al., 2006). As 

fosfatases realizam uma reação de desfosforilação, clivando ligações fosfoéster ou 

fosfoanidridos, em moléculas orgânicas. As fosfatases são classificadas como 

ácidas, neutras ou alcalinas, dependendo das condições ótimas de pH da catálise 
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(RODRÍGUEZ et al, 2006). Entre as fosfatases estão as fitases (EC 3.1.3.8), umas 

das enzimas responsáveis pela hidrólise do fitato em derivados de fosfato mioinositol 

e fosfato inorgânico (SINGH & SATYANARAYANA, 2011). As plantas produzem 

fitato em concentrações muito baixas, entretanto, as fitases podem ser produzidas 

por micro-organismos associados à rizosfera e sua presença no solo aumenta o 

crescimento da planta (SINGH & SATYANARAYANA, 2011). 

Trabalhos recentes demonstraram a habilidade de solubilização de fosfatos 

por bactérias, leveduras e fungos associados a plantas. Em bactérias, a capacidade 

de solubilização de fosfato inorgânico insolúvel foi demonstrada em Bacillus sp. 

(RYU et al. 2005), Pantoea agglomerans P5, Microbacterium laevaniformans P7 e 

Pseudomonas putida P1A (MALBOOBI et al., 2009), bem como a produção de 

fitases extracelulares foi demonstrada em actinomicetos do gênero Streptomyces 

(GHORBANI et al, 2012). Leveduras dos gêneros Saccharomyces, Hansenula, 

Kloeckera, Rhodotorula, Debaryomyces (NARSIAN et al., 2010; HESHAM e 

MOHAMED, 2011), Candida (TSANG, 2011), Pichia (KAUR, 2010) e Blastobotrys 

(SANO et al., 1999) e fungos filamentosos dos gêneros Absidia (NENWANI et al., 

2010), Penicillium, Aspergillus (PRADHAN e SUKLA, 2006; SINGH e REDDY, 2011), 

Trichoderma (VINALE et al., 2008), Bradyrhizobium e Rhizobium (LEELAHAWONGE 

& PONGSILP, 2009) e da espécie Glomus intraradices (PRASAD et al., 2012), 

isolados de plantas, também foram caracterizados como solubilizadores de fosfatos 

orgânicos e inorgânicos. 

Como o fósforo é o segundo mais importante nutriente limitante do 

crescimento das plantas (sendo o nitrogênio o principal), os micro-organismos 

capazes de disponibilizar este elemento em sua forma livre têm sido considerados 

importantes promotores do crescimento vegetal. Sua utilização na agricultura tem 

sido amplamente estudada, pois reduz a necessidade de uso excessivo de 

fertilizantes (GYANESHWAR et al., 2002; RICHARDSON et al., 2009; HINSINGER 

et al., 2011; SINGH & SATYANARAYANA, 2011). Estes bioinoculantes têm como 

objetivo melhorar a saúde da planta e aumentar sua produtividade, em detrimento do 

uso dos agentes químicos sintéticos e ampliação das áreas cultiváveis, garantindo o 

abastecimento da crescente população e promovendo segurança para o consumo 

humano e para o meio ambiente (BERG, 2009).  
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2.3.4 Macaúba e microbiota associada 

 

Os trabalhos na literatura que investigam a diversidade e o papel dos micro-

organismos associados à palmeira macaúba são escassos. O potencial para 

controle biológico utilizando um isolado de levedura da espécie Saccharomycopsis 

crataegensis UFMG-DC 19.2, obtido a partir do fruto da macaúba, foi demonstrado 

contra o fitopatógeno de laranjas Penicillium digitatum LCP 4354 (PIMENTA et al., 

2010). Neste trabalho, entretanto, não foi realizado nenhum estudo acerca da 

diversidade de micro-organismos associados à palmeira. 

A diversidade de leveduras associadas aos frutos de uma população de 

palmeiras macaúba na região da Serra do Cipó, MG, em três diferentes períodos da 

coleta (fruto no cacho e após contato com o solo), foi caracterizada em um estudo 

pioneiro recente (FARIA, 2012). Neste trabalho, foram obtidos 112 isolados, 

pertencentes a 13 espécies diferentes, entre elas: Candida albicans, Candida 

tropicalis, Candida silvae, Clavispora lusitaniae, Pichia kudriavzevii, Meyerozyma 

guilliermondii, Pichia galeiformis, Pichia kluyveri, Pichia manshurica, Pichia 

membranifaciens, Wickerhamomyces anomalus, Galactomyces geotrichum e 

Trichosporon asahii, que colonizaram os frutos durante diferentes períodos de 

deposição no solo. Ainda neste trabalho, os potenciais de produção das exoenzimas 

protease, lipase, amilase, celulase, xilanase e pectinase pelas leveduras isoladas 

foram investigados, destacando-se como versáteis produtoras as espécies Pichia 

kudriavzevii, Clavispora lusitaneae, Meyerozyma guilliermondii e Pichia galeiformis 

(FARIA, 2012).  

O estudo da diversidade de leveduras, bem como de outros micro-

organismos, associados a populações de macaúbas de outras localidades, assim 

como o aprofundamento desses estudos, podem fornecer informações importantes 

sobre a ecologia dessa palmeira. Além disso, ainda não há relatos do potencial de 

produção de fatores de crescimento como auxinas e solubilizadores de fosfato pela 

microbiota associada à palmeira. Em geral, estudos que envolvem fungos 

associados a palmeiras no Brasil são escassos, tendo sido relatados isolamentos de 

tecidos de plantas de açaí (Euterpe oleracea Mart.) (RODRIGUES, 1994) e de coco 

(Cocus nucifera L.) (MARIANO et al., 1997). 
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O estudo da biodiversidade, bem como do papel dos micro-organismos 

associados à macaúba é relevante para o entendimento da ecofisiologia da 

palmeira, importante para a conservação da espécie e também para sua 

domesticação. Através destes estudos é possível identificar micro-organismos com 

potencial de produção de fatores de crescimento, em populações naturais ou em 

plantios comerciais, e com isso estabelecer critérios de manejo e conservação. 

Finalmente, o conhecimento do potencial de produção de metabólitos secundários e 

enzimas por esta microbiota associada pode ser utilizado tanto para determinação 

dos fatores que afetam a qualidade do fruto durante o período de pós-colheita, 

quanto para obtenção de enzimas de uso industrial e de bioinoculantes agrícolas.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a diversidade de leveduras associadas aos frutos de uma população 

de palmeira macaúba (Acrocomia aculeata (Jaq.) Lodd. ex Mart), de ocorrência 

natural em Casa Branca, Brumadinho/MG, e caracterizar os isolados quanto à 

produção de exoenzimas e fatores de crescimento. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Agrupar e identificar as leveduras isoladas de frutos de uma população de 

palmeiras macaúba (Acrocomia aculeata), por meio de sua macromorfologia e 

de técnicas moleculares: PCR fingerprinting e sequenciamento; 

 Avaliar a similaridade, riqueza, abundância e diversidade das populações de 

leveduras associadas aos frutos, por período de coleta; 

 Avaliar o potencial das leveduras isoladas quanto à produção das exoenzimas 

hidrolíticas lipase, protease, celulase, amilase, pectinase e xilanase; 

 Avaliar o potencial das leveduras isoladas quanto à produção da auxina ácido 

indol-3-acético (AIA) e quanto ao potencial de solubilização de fosfatos; 

 Verificar associação entre as atividades enzimáticas e habilidades de 

produção de fatores de crescimento apresentadas pelos isolados com os 

períodos de coleta. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material biológico 

 

Para realização deste trabalho foram utilizados 529 isolados de levedura, 

obtidos a partir de frutos de palmeiras macaúba, localizadas na região de Casa 

Branca, Brumadinho, MG. Os isolados estão depositados na Coleção de Micro-

organismos e Células do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. Tratam-se 

de 3 isolados originados do epicarpo (ENC), 50 isolados do mesocarpo (ENDO) e 

476 isolados da superfície do fruto da macaúba (345 + 131 replicatas de um mesmo 

morfotipo, item 4.1.2). Os procedimentos de amostragem dos frutos e isolamento 

das leveduras foram realizados pela equipe do Laboratório de Microbiologia Aplicada 

(LMA) do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, 

e encontram-se descritos nos itens 4.1.1 e 4.1.2. 

 

4.1.1 Área de coleta e amostragem 

 

A área de coleta do material biológico é a região de Casa Branca, um 

povoado situado em um vale na região serrana (sul) da grande Belo Horizonte, no 

entorno do Parque Estadual da Serra do Rola-Moça, município de Brumadinho, no 

estado de Minas Gerais (Figura 1). 

Neste local, a equipe do LMA realizou, nos meses de abril e maio de 2011, 

uma coleta de frutos de macaúba, que foram utilizados para o isolamento das 

leveduras a serem estudadas neste projeto. A área de coleta e amostragem foi 

definida observando fatores como a presença de endemia de indivíduos na área de 

amostragem, presença de frutos maduros nas palmeiras, o acesso a estas 

palmeiras, presença de animais na região e características do solo.  

A coleta dos frutos utilizados no isolamento foi feita a partir de 7 palmeiras de 

macaúbas, provenientes de formações nativas de diversas áreas na região (Figura 

1). Os frutos foram coletados de palmeiras selecionadas ao acaso, totalizando 24 

cocos por indivíduo, dos quais 4 foram levados para o laboratório. Os demais cocos 

ficaram no campo, acondicionados em sacos plásticos tipo engranzamento de nylon, 

mantidos sobre o solo, embaixo da palmeira de origem, protegidos com uma tela de 
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viveiro. Foram feitas coletas a cada sete dias, sendo os frutos coletados nos tempos 

0 (a partir da palmeira) 7, 14, 21, 28 e 35 dias (frutos já depositados no solo) 

(Apêndice A). Após a coleta em campo, os frutos foram levados ao laboratório, onde 

foi realizado o isolamento dos micro-organismos epifíticos e endofíticos. 

 

 

Figura 1. Imagem de satélite mostrando o município de Brumadinho/MG e o 

povoado de Casa Branca. Os pontos em verde referem-se à localização aproximada 

das palmeiras onde foram coletados os frutos. 

 

4.1.2 Isolamento e preservação de leveduras por método de cultivo 

 

A metodologia de isolamento das leveduras associadas ao fruto foi realizada 

diferentemente, com o objetivo de obter micro-organismos colonizadores da 

superfície do fruto (epifíticos) e dos tecidos internos do epicarpo e do mesocarpo 

(endofíticos), segundo metodologia descrita por Faria (2012).  
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Isolamento de leveduras epifíticas 

Para o isolamento das leveduras epifíticas, foram adicionados 100 mL de 

solução salina 0,85% em sacos plásticos de primeiro uso contendo o fruto coletado. 

Estes sacos foram colocados em banho de ultrassom por 30 minutos para ajudar no 

desprendimento dos micro-organismos da superfície do fruto. A seguir, alíquotas de 

1 ml da suspensão de micro-organismos foram diluídas serialmente em salina. De 

cada uma das diluições, alíquotas de 100 μL foram plaqueadas em meio Ágar 

Extrato de Malte e Levedura (YM/Difco) suplementado com 100 μgmL-1 de 

cloranfenicol (Sigma/EUA) para inibir o crescimento de bactérias. As placas foram 

incubadas a 25 - 28ºC por um período de até 60 dias, e os diferentes morfotipos de 

leveduras foram enumerados (UFCg-1) e purificados em novas placas de Petri 

contendo ágar YM. Foi amostrado pelo menos um isolado de cada morfotipo 

apresentado por fruto (345). Ademais, foram amostradas ao acaso 2 colônias com 

as mesmas características macromorfológicas (morfotipo), as quais foram chamados 

de replicata (131). Algumas replicatas foram submetidas à tipagem molecular, PCR 

fingerprinting (GTG)5, para verificar se a caracterização macromorfológica foi 

suficiente para correta seleção/definição de morfotipo. Tipagens idênticas entre as 

replicatas validaram a estratégia de seleção e enumeração dos isolados utilizada.  

As leveduras isoladas foram mantidas em Ágar Sabouraud (peptona 1%, 

dextrose 4% e ágar 2%) e conservadas em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de 

levedura 0,5%, extrato de malte 1%, NaH2PO4 0,2%) com 20% de glicerol a - 80ºC. 

Todos os isolados obtidos durante o estudo foram depositados na Coleção de Micro-

organismos e Células do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. 

 

Isolamento de leveduras endofíticas 

Para o isolamento das leveduras endofíticas, os frutos coletados foram limpos 

superficialmente com detergente neutro e enxaguados com água destilada 

esterilizada em abundância. Os fragmentos do epicarpo (casca) dos frutos foram 

cortados em tamanhos semelhantes (aproximadamente 1 cm2) com auxilio de micro 

retífica adaptada com uma lixa de cilindro. Três fragmentos do epicarpo de cada 

fruto foram desinfetados com álcool a 70% (v/v) por 1 min, água destilada estéril por 

1 minuto, e, subsequentemente, com hipoclorito a 2% (v/v) por 3 min e água 

destilada esterilizada por 3 minutos. Após desinfecção superficial, os fragmentos 
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foram transferidos para placas de Petri contendo YM suplementado com 100 μgmL-1 

cloranfenicol (Sigma/EUA). Alíquotas da água destilada esterilizada utilizada ao final 

do processo de desinfecção foram também plaqueadas em meio YM para assegurar 

que somente micro-organismos endofíticos foram isolados (controle negativo). Os 

isolados de foram preservados conforme descrito no item anterior. 

Para o isolamento das leveduras endofíticas do mesocarpo (polpa), 1 g da 

polpa de cada fruto foi triturado em homogeneizador Ultra Turrax com 9 mL de 

solução salina (0,85%) estéril. A seguir, alíquotas de 1 ml da suspensão foram 

diluídas serialmente. De cada uma das diluições, alíquotas de 100 μL foram 

plaqueadas em meio YM suplementado com 100 μgmL-1 de cloranfenicol 

(Sigma/EUA). As placas foram incubadas a 25 - 28ºC por um período de até 60 dias, 

e os diferentes morfotipos de leveduras obtidos foram enumerados (UFCg-1) e 

purificados em novas placas de Petri contendo meio YM, como descrito para os 

micro-organismos isolados da superfície do epicarpo. Os isolados foram preservados 

conforme descrito no item anterior. 

 

Identificação dos isolados 

A identificação dos isolados obedece aos seguintes critérios: o número 

cardinal refere-se ao fruto do qual o micro-organismo foi isolado; o número romano 

refere-se ao morfotipo ao qual o micro-organismo foi associado durante a contagem; 

e as letras a e b identificam as replicatas desses morfotipos. Caso o micro-

organismo tenha sido isolado do mesocarpo do fruto, a identificação é precedida 

pela sigla “EN", enquanto micro-organismos isolados de fragmentos do epicarpo tem 

sua identificação precedida por “ENC”. Dessa forma, pode-se dizer que o isolado 

EN164IIa foi obtido a partir do mesocarpo do fruto 164, tratando-se de uma das 

replicatas do morfotipo II. A correlação do fruto com sua palmeira de origem pode 

ser consultada no Apêndice A.  

 

Descrição posterior dos isolados 

Após purificação dos isolados obtidos durante a enumeração dos morfotipos, 

as características macromorfológicas (tamanho, cor e textura da colônia e aspectos 

das bordas) dos mesmos foram descritas detalhadamente, e os isolados foram 

enquadrados em 20 morfotipos diferentes (Apêndice B).  
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4.1.3 Seleção dos isolados para realização dos experimentos 

 

Devido ao grande número de isolados, foram selecionadas inicialmente 290 

amostras dos 529 isolados de leveduras obtidos a partir do fruto de macaúba, sendo 

257 isolados epifíticos e 29 endofíticos do mesocarpo e 3 endofíticos do epicarpo. 

Como critério de seleção foram utilizadas as características macro morfológicas das 

colônias (Apêndice B), sendo selecionado um isolado de cada morfotipo, por 

palmeira, por período de coleta. Como mencionado, entre os isolados, foram 

selecionadas também replicatas para condução dos ensaios de PCR fingerprinting. 

A partir desta etapa, nova seleção foi realizada, excluindo as replicatas dos isolados.  

O número de amostras foi reduzido para 241 isolados, sendo 3 endofíticos do 

epicarpo, 28 endofíticos do mesocarpo e 210 epifíticos, que foram submetidos às 

análises de prospecção enzimática e de produção de fatores de crescimento. 

 

4.2 Estudo das comunidades de leveduras associadas aos frutos das 

palmeiras de macaúba 

 

4.2.1 Identificação dos isolados de leveduras por métodos moleculares 

 

4.2.1.1 Extração do DNA total 

 

A extração de DNA genômico total das leveduras foi realizada com fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1). As leveduras foram crescidas em ágar 

Sabourraud (Sb) a 28°C por 48 horas. Uma alçada das colônias isoladas foi 

ressuspendida em 100 µL de tampão de lise (SDS 10%; NaCl 5 M; Tris-HCl 1 M; 

EDTA 0,5 M pH 8,0) e a solução incubada em banho-maria a 65°C por 30-60 

minutos. Após esse período foram acrescentados aos tubos 100 µL de fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico e estes levados ao vórtex por três minutos. Os tubos 

com essa suspensão foram centrifugados por 15 minutos a 9000 g e, 

posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, onde foi 

acrescido de igual volume de isopropanol. Após 60 minutos à temperatura ambiente, 

os tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos e o sobrenadante 

descartado por inversão. Foram adicionados 100 µL de etanol 70% gelado, 
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homogeneizado por inversão e centrifugado por 5 minutos. O sobrenadante foi 

novamente descartado e o etanol residual foi evaporado à temperatura ambiente por 

12 horas. Concluída essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 50 μL de água 

destilada esterilizada e armazenado em freezer a -20°C. A qualidade do DNA 

extraído foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1% e a concentração foi 

estimada por espectrofotometria, a 260 e 280 nm, em espectrofotômetro 

NanodropTM 1000. 

 

4.2.1.2 PCR utilizando o iniciador (GTG)5 

 

Os grupos de leveduras formados com base nas características macro 

morfológicas (Apêndice B) foram submetidos a PCR fingerprinting para agrupamento 

por perfil de bandeamento utilizando o iniciador (GTG)5 (5′-GTGGTGGTGGTGGTG-

3′) (SILVA-FILHO et al., 2005). Cada reação de PCR foi realizada em um volume 

final de 25 μL de uma mistura contendo: 200ng de DNA, 2,0 μL do iniciador (GTG)5 a 

10 pmolµl-1 (Invitrogen, EUA), 2,5 μL de tampão de PCR 10X, 1 μL de MgCl2 50mM, 

1,0 μL de dNTP a 10mM (cada) , 0,2μL de Taq DNA polimerase 5UμL-1 e o volume 

final completado com água destilada esterilizada. As reações de PCR foram 

realizadas utilizando o termociclador Veriti (Applied Biosystems) sob as seguintes 

condições: desnaturação inicial a 94 ºC por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 

desnaturação a 93ºC por 45 segundos, anelamento a 50 ºC por 1 minuto e extensão 

a 72 ºC por 1 minuto, seguida por extensão final a 72 ºC por 6 minutos. Os produtos 

da amplificação foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, em 

tampão Tris-Borato-EDTA 0,5% (TBE – 54g de Tris base, 27,5g de ácido bórico, 20 

mL de EDTA 0,5M, pH 8), submetidos à migração durante aproximadamente 1 hora 

e 30 minutos a 100 Volts. Os géis contendo brometo de etídio (0,006%) foram 

visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de fotodocumentação 

de gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.2.1.3 PCR utilizando os iniciadores NL1 e NL4 

 

A partir da confirmação dos perfis de similaridade obtidos por meio da PCR 

com o iniciador (GTG)5, um isolado de cada grupo foi submetido a PCR com os 
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iniciadores NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5’-

GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), para obter a amplificação da região D1/D2 do 

gene 26S rRNA (KURTZMAN & ROBBNET, 1998). 

A reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 μL contendo: 200ng 

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

tampão de PCR 10X, 1,5 μL de MgCl2 50mM, 1,0 μL de dNTP a 10 mM (cada), 0,2 

μL de Taq DNA polimerase 5UμL-1 e o volume final completado com água destilada 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Veriti 

(Applied Biosystems) sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 95 ºC por 2 

minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 93ºC por 15 segundos, 

anelamento a 54ºC por 25 segundos e extensão a 72 ºC por 20 segundos, seguida 

por extensão final a 72 ºC por 10 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampão TBE 0,5X, submetidos à migração 

durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos a 100 Volts. Os géis contendo 

brometo de etídio (0,006%) foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados 

pelo sistema de fotodocumentação de gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.2.1.4 PCR utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 

 

Para alguns isolados, foi necessária a amplificação e sequenciamento de 

outra região gênica. Nestes casos foi realizada a PCR com os iniciadores ITS1 (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), para 

obter a amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA (WHITE et al.,1990). 

A reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 μL contendo: 200ng 

de DNA, 1,5 μL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 pmolµL-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de 

tampão de PCR 10X, 1,5 μL de MgCl2 50mM, 1,0 μL de dNTP a 10 mM (cada), 0,2 

μL de Taq DNA polimerase 5UμL-1 e o volume final completado com água destilada 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Veriti 

(Applied Biosystems) sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 94 ºC por 5 

minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 93ºC por 1 minuto, anelamento a 

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

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

agarose a 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 1 hora a 
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100 V. Os géis foram corados com solução de brometo de etídio (0,006%), 

visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em um sistema de foto-

documentação de gel (Vilber Lourmat, France). 

 

4.2.1.5 Ensaios de sequenciamento 

 

Os produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA). Para cada amostra, 45 µL do produto de PCR foram 

transferidos para tubos de microcentrífuga de 200 µL, juntamente com 11,25 µL de 

solução de EDTA 125 mM e 135 µL da solução de etanol absoluto. A mistura foi 

homogeneizada, incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e, 

posteriormente, centrifugada a 9000 g por 25 minutos a 25ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento acrescido de 120 μL de etanol 70%. A mistura foi 

homogeneizada, seguida de centrifugação por 10 minutos a 9000 g, a 25ºC. Após 

evaporação do etanol à temperatura ambiente por 12 horas, o sedimento foi 

ressuspendido em 10 μL de água deionizada estéril. O DNA foi quantificado por 

meio do espectrofotômetro NanodropTM 1000 a 260 e 280 nm para estimar as 

concentrações necessárias a serem utilizadas na reação de sequenciamento.  

As reações foram realizadas usando o kit BigDye® Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems®) em combinação com o sistema de sequenciamento ABI 3730 DNA 

Analyser (Applied Biosystems®), no Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular 

do Centro de Pesquisa René Rachou, MG. Para as reações de sequenciamento 

foram utilizados 12-20 ng do DNA purificado e os reagentes presentes no kit 

BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems®). Todo o processo foi feito 

diretamente na placa de 96 poços. A reação de PCR foi realizada em um volume 

final de 10 μL contendo 0,8 μL do reagente BigDye® Terminator, 1,6 μL do tampão 

do kit, 5 pmol de primer (NL1 ou NL4 ou ITS1 ou ITS4) e 12-20 ng do DNA 

purificado, completando-se o volume final com água deionizada estéril. Após preparo 

da reação, a placa foi selada e levada ao termociclador. O programa da PCR 

consistiu de uma desnaturação inicial a 96ºC por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação a 96ºC por 15 segundos, anelamento a 50ºC por 15 segundo e 

extensão a 60ºC por 4 minutos. Para o processo de precipitação, foram adicionados 

ao produto da reação 2,5 μL de solução de EDTA 125 mM, dispensados na lateral 
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dos poços da placa, e 30 µL da solução de etanol absoluto. A placa foi levemente 

batida sobre a bancada para que as gotas do EDTA se misturassem à reação e, 

posteriormente, foi submetida à breve agitação em vórtex e incubada por 15 minutos 

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

centrifugada a 3000 g por 45 minutos a 25ºC e o sobrenadante foi descartado por 

inversão, sobre um papel absorvente. Em seguida, foram adicionados 30 μL de 

etanol 70% a cada poço. A placa foi novamente centrifugada 15 minutos a 3000 g, a 

25ºC e o sobrenadante foi então descartado. Para remoção do excesso de etanol, a 

placa foi invertida sobre um papel absorvente e submetida a um pulso em centrífuga 

a 500 g durante 1 segundo. Após evaporação do etanol à 60ºC por 10 minutos no 

termociclador, o DNA das amostras foi ressuspendido em 10 μL de Formamida HI DI 

e a placa foi submetida à agitação em vórtex por 2 minutos. A desnaturação foi 

realizada a 95ºC por 2 minutos, em termociclador. Após esta etapa, as amostras 

foram injetadas no sistema automatizado ABI 3730.  

As sequências foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Local 

Alignment Search Tool - versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para a comparação com as sequências 

depositadas no GenBank. A identificação dos isolados no nível de espécie foi 

proposta baseada na identidade igual ou maior do que 99% do fragmento 

sequenciado com sequências de referência depositadas no GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Foi observado também como critério o 

número de substituições de bases: 0 a 3 bases diferentes não contíguas, pode ser 

considerada a mesma espécie, e maior ou igual a 6 substituições, pode ser 

considerada uma espécie nova, para as sequências da região D1/D2; enquanto que, 

para a região ITS, até 8 substituições na mesma sequência pode ser considerada a 

mesma espécie (KURTZMAN e ROBBNET, 1998, FELL et al., 2000; SCORZETTI et 

al., 2002).  

 

4.2.2 Análises de ecologia 

 

A taxa de colonização dos frutos foi calculada tanto para epifíticos como para 

endofíticos, utilizando-se a fórmula: Nd/Nt x 100; onde Nd e Nt correspondem, 

respectivamente, ao número de frutos dos quais foi possível isolar uma ou mais 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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leveduras epifíticas/endofíticas e ao número total de frutos amostrados (ISAEVA et 

al., 2006). 

Valores de densidade média foram calculados dividindo a abundância total de 

leveduras observadas em comunidades associadas a frutos em diferentes tempos 

de deposição no solo (somatória dos valores de UFC/fruto de todos os isolados) pelo 

número de frutos coletadas em cada amostragem (ISAEVA et al., 2006). Os valores 

foram expressos em logaritmo na base 10. 

Para verificar se o número de unidades amostrais foi suficiente para amostrar 

a riqueza de leveduras a elas associadas, considerando as diferentes épocas de 

coleta, foram construídas curva de acumulação de espécies (curva de rarefação 

baseada em amostras) com os respectivos intervalos de confiança a 95% de 

probabilidade, a partir da média de 100 aleatorizações geradas com os dados 

obtidos em campo pelo software R 3.0.3 (R Development Core Team, 2014). O 

mesmo programa foi utilizado para a obtenção de uma estimativa da riqueza total 

com os estimadores Jackknife 1 e Bootstrap, calculada para comunidades 

associadas aos conjuntos coletados em tempos diferentes (MAGURRAN, 1988; 

FARIA, 2012; VIEIRA, 2012). 

A abundância relativa das espécies foi obtida por meio da razão entre valores 

de abundância total de cada espécie (somatória dos valores de UFC/fruto da 

espécie) e os valores de abundância total das leveduras, multiplicada por 100 e 

expressa em porcentagem, calculadas para cada comunidade associada aos frutos, 

coletados em diferentes períodos de deposição no solo (MAGURRAN, 1988; FARIA, 

2012). Curvas de abundância de espécies foram construídas para compreensão do 

padrão de distribuição das espécies em cada uma das comunidades de leveduras 

amostradas em tempos diferentes, utilizando o software R 3.0.3. 

A frequência relativa de cada espécie foi calculada de acordo com a equação: 

Fi = (Ji/K)*100, em que Fi é a freqüência da espécie i; Ji é o número de frutos nos 

quais a espécie i ocorreu e K é o número total de frutos. Também as frequências 

relativas foram calculadas para cada comunidade associada aos frutos, coletados 

em diferentes períodos de deposição no solo (FARIA, 2012). 

A diversidade de espécies de leveduras, por coleta, foi medida em termos de 

riqueza, equitabilidade e de diversidade pelos índices de Simpson e Shannon-

Wiener (MAGURRAN, 1988), com auxílio do o software R 3.0.3. Todos os resultados 
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foram obtidos com intervalo de confiança de 95% e valores de re-amostragem 

(bootstrap) calculados a partir de 1.000 interações (FARIA, 2012; VIEIRA, 2012).  

Análises partimentadas da diversidade foram obtidas por meio da diversidade 

beta ou medida de Whittaker (1960), que teve como objetivo comparar a similaridade 

em termos de diversidade alfa (incluindo riqueza e composição de espécies) 

existente entre as comunidades associadas a frutos coletados em diferentes 

períodos, e por meio da análise de contribuição particionada de diversidade descrita 

por Lu e colaboradores (2007), com a geração do coeficiente de diferenciação de 

amostras, que avalia o quanto as amostras (no caso, os frutos) variam entre si em 

termos de riqueza e abundância. 

Finalmente, Modelos Lineares Generalizados (GLMs, MCCULLAGH & 

NELDER, 1989; AUSTIN, 2002) foram utilizados para avaliar o efeito das palmeiras 

e do tempo nas variações de riqueza e abundância apresentadas entre as 

comunidades de leveduras amostradas em diferentes tempos. 

 

4.2.3 Avaliação do potencial de produção de enzimas hidrolíticas 

extracelulares 

 

Para avaliação do potencial de produção de enzimas hidrolíticas extracelulares, 

foram realizados testes qualitativos em meio sólido. Os resultados foram expressos 

em Indices Enzimáticos (IE), que correspondem à razão entre o diâmetro do halo e o 

diâmetro da colônia. Todas as amostras foram testadas em triplicata. 

 

4.2.3.1 Produção do inóculo para os ensaios em meio sólido 

 

Para a avaliação do potencial de produção de enzimas hidrolíticas 

extracelulares, as leveduras foram reativadas das culturas estoques, repicadas pela 

técnica do esgotamento em placas contendo ágar Sb e incubadas a 25-28ºC por 48 

horas. Decorrido esse tempo, as colônias foram transferidas com o auxílio de uma 

alça descartável para tubos de ensaio contendo 2 mL de salina esterilizada 

formando uma suspensão. A concentração de células foi padronizada por meio da 

escala de McFarland nº1, correspondente à presença de 3 x 108 UFC/mL para 

leveduras.  
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4.2.3.2 Amilases 

 

A habilidade de degradar amido foi usada como critério para determinação da 

produção de enzimas amilolíticas (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975). Os ensaios 

foram realizados em meio sólido contendo 1% de amido solúvel, 0,67% de YNB e 

2% de ágar. A placa com meio de cultura foi dividida em seis partes, onde foram 

aplicados 10 µL da suspensão de células de levedura. Os cultivos foram incubados a 

28ºC por 120 horas e, ao final deste período, a revelação foi realizada pela 

sublimação de iodo depositado nas tampas das placas. A atividade amilolítica 

extracelular foi avaliada pela medição da zona clara formada ao redor da colônia 

utilizando um paquímetro. O restante do meio permaneceu corado de violeta 

(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).  

 

4.2.3.3 Celulases 

 

A habilidade de degradar carboximetilcelulose foi usada como critério para 

determinação da produção de enzimas celulolíticas (TEATHER & WOOD, 1982). Os 

ensaios foram realizados em meio sólido contendo 1% de carboximetilcelulose, 

0,67% de YNB e 1,5% de ágar. Para o preparo deste meio, a carboximetilcelulose foi 

homogeneizada com o auxílio de um liquidificador. A placa com meio de cultura foi 

dividida em seis partes, onde foram aplicados 10 µL da suspensão de células de 

levedura. Os cultivos foram incubados por 120 horas a 28°C e a revelação foi 

realizada adicionando-se 5 mL de uma solução aquosa de vermelho Congo a 0,03% 

às placas inoculadas. Decorridos 15 minutos após esse procedimento, as placas 

foram lavadas com uma solução de NaCl 1M. A hidrólise da carboximetilcelulose foi 

evidenciada pela formação de um halo de coloração clara ao redor da colônia 

(TEATHER & WOOD, 1982). A atividade celulolítica extracelular foi avaliada pela 

medição da zona clara formada ao redor da colônia utilizando um paquímetro.  

 

4.2.3.4 Pectinases 

 

A habilidade de degradar pectina cítrica foi usada como critério para 

determinação da produção de enzimas pectinolíticas (BRIZZIO et al., 2007).  Os 
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ensaios foram realizados em meio sólido contendo 1% de pectina cítrica, 0,67% de 

YNB e 1,5% de ágar. Para o preparo deste meio, a pectina foi homogeneizada com 

o auxílio de um liquidificador e autoclavada separada do ágar. A placa com meio de 

cultura foi dividida em seis partes, onde foram aplicados 10 µL da suspensão de 

células de levedura. Os cultivos foram incubados por 120 horas a 28°C e a 

revelação foi realizada pela sublimação de iodo depositado nas tampas das placas. 

A hidrólise da pectina foi evidenciada pela formação de um halo de coloração clara 

ao redor da colônia (BRIZZIO et al., 2007). A atividade pectinolítica extracelular foi 

avaliada pela medição da zona clara formada ao redor da colônia utilizando um 

paquímetro.  

 

4.2.3.5 Xilanases 

 

A habilidade de degradar xilana foi usada como critério para determinação da 

produção de enzimas xilanolíticas (BHADRA et al., 2008). Os ensaios foram 

realizados em meio sólido contendo 1% de xilana, 0,67% de YNB e 2% de ágar. A 

placa com meio de cultura foi dividida em seis partes, onde foram aplicados 10 µL da 

suspensão de células de levedura. Os cultivos foram incubados por 120 horas a 

28°C e a revelação foi realizada adicionando-se 5 mL de uma solução aquosa de 

vermelho Congo a 0,03% às placas inoculadas. Decorridos 15 minutos após esse 

procedimento, as placas foram lavadas com uma solução de NaCl 1M. A hidrólise da 

xilana foi evidenciada pela formação de um halo de coloração clara ao redor da 

colônia (BHADRA et al., 2008). A atividade xilanolítica extracelular foi avaliada pela 

medição da zona clara formada ao redor da colônia utilizando um paquímetro.  

 

4.2.3.6 Proteases 

 

A habilidade de degradar caseína foi usada como critério para determinação 

da produção de enzimas proteolíticas (DUARTE et al., 2013). Os ensaios foram 

realizados em meio sólido contendo 2,5% de SkimMilk base (fonte de caseína), 

0,1% de glicose, 0,5% de peptona, 0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de 

malte e 1,5% de agar. Para o preparo deste meio, a base SkimMilk foi autoclavada 

separadamente dos demais componentes do meio e, após autoclavados, as 
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soluções foram misturadas a 60ºC, antes da distribuição nas placas. A placa com 

meio de cultura foi dividida em seis partes, onde foram aplicados 10 µL da 

suspensão de células de levedura, e os cultivos foram incubados por 120 horas a 

28°C. A hidrólise da caseína foi evidenciada pela formação de um halo translúcido 

ao redor da colônia (DUARTE et al., 2013). A atividade proteolítica extracelular foi 

avaliada pela medição da zona clara formada ao redor da colônia utilizando um 

paquímetro.  

 

4.2.3.7 Lipases 

 

A habilidade de degradar azeite de oliva foi usada como critério para 

determinação da produção de enzimas lipolíticas (COLEN, 2006). Os ensaios foram 

realizados em meio sólido contendo 1% de azeite de oliva; 0,5% de (NH4)2SO4; 0,2% 

de ureia; 0,1% de MgSO4.7H20; 0,1% de NaCl; 0,2% de sais biliares; 0,05% de 

extrato de levedura; e 1,5% de agar. Para o preparo deste meio todos os reagentes 

foram misturados e aquecidos até solubilização do agar e, posteriormente, a mistura 

foi homogeneizada com o auxílio de um liquidificador. A emulsão produzida pela 

mistura do azeite de oliva ao meio persiste mesmo após autoclagem. Dessa forma, 

foi possível obter um meio homogêneo para o ensaio qualitativo. A placa com meio 

de cultura foi dividida em seis partes, onde foram aplicados 10 µL da suspensão de 

células de levedura, e os cultivos foram incubados por 120 horas a 28°C. A hidrólise 

do óleo de oliva foi evidenciada pela formação de um halo translúcido ao redor da 

colônia (COLEN, 2006). A atividade lipolítica extracelular foi avaliada pela medição 

da zona clara formada ao redor da colônia utilizando um paquímetro.  

 

4.2.4 Avaliação do potencial de produção de fatores promotores de 

crescimento 

 

4.2.4.1 Ácido 3-indol- acético (AIA) 

 

A avaliação do potencial de produção de ácido indol acético foi realizada por 

meio de método quantitativo em meio líquido por ensaio fotométrico (GORDON & 

WEBER, 1951, NASSAR et al., 2005). Uma alíquota de 100 µL de suspensão de 
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leveduras (item 4.3.2.1) foi inoculada em 5 mL de caldo Sb suplementado com 5mM 

de L-triptofano e as culturas foram incubadas sob agitação no escuro a 28°C por 120 

horas. Após este período, uma alíquota do meio foi utilizada para medição da 

densidade ótica a 600nm (OD 600nm) e outra alíquota foi centrifugada, sendo 

recolhido o sobrenadante para utilização na quantificação da produção de AIA 

(NASSAR et al., 2005).  

Os ensaios de quantificação foram realizados em placas de 96 micropoços, 

onde ocorreram as reações enzimáticas. A mistura de reação, constituída de 120 µL 

de sobrenadante da cultura de leveduras e 80 µL da solução reagente de Salkoviski 

(2% de solução FeCl3 0,5 M e 98% de solução de ácido perclórico a 35%) 

(GORDON & WEBER, 1951) foi mantida a temperatura e luminosidade ambientes, 

por 30 minutos. Posteriormente, a absorbância foi determinada a 530nm no leitor de 

microplacas Varioskan Flash (Thermo Scientific). Como controle foi utilizado meio 

líquido esterilizado no lugar do sobrenadante. Todas as amostras foram cultivadas 

em triplicata e os ensaios enzimáticos conduzidos em duplicata. Uma curva-padrão 

de AIA foi construída com as leituras da absorvância das soluções de AIA comercial 

em concentrações de 0 a 100 g de AIA.mL-1 (GORDON & WEBER, 1951), 

resultando na equação y = 0,0026X (R2 = 0,996), usada para obtenção das 

concentrações de AIA nos sobrenadantes das culturas. As concentrações obtidas 

foram divididas pelos valores de OD 600nm apresentados pelas culturas, de modo a 

facilitar a comparação entre os isolados. O potencial de produção de AIA foi 

expresso em termos de g de AIA.mL-1.OD600
-1. 

 

4.2.4.2 Habilidade de solubilização de fosfato insolúvel 

 

A habilidade das leveduras isoladas em solubilizar fosfato inorgânico insolúvel 

foi avaliada em meio sólido (OLIVEIRA et al., 2009), por meio da solubilização de 

fosfatos de cálcio precipitados no meio. Foi utilizado o meio sólido Pikovskaya 

modificado (OLIVEIRA et al., 2009) composto de 0,3% de Na2HPO4; 1% de glicose, 

0,05% de (NH4)2SO4; 0,02% de NaCl; 0,02% de KCl; 0,01% de MgSO4.7H2O; 0,29% 

de CaCl2.2H2O; 0,19% de MgCl2; traços de MnSO4 e FeSO4 (concentração final igual 

a 0,1mg/L); e 2% de agar. O pH deste meio foi acertado para 7,0 com hidróxido de 

sódio. A placa com meio de cultura foi dividida em seis partes, onde foram aplicados 
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10 µL da suspensão de células de levedura (item 4.3.2.1), e os cultivos foram 

incubados por 120 horas a 28°C. A solubilização dos fosfatos inorgânicos 

precipitados no meio foi evidenciada pela formação de um halo translúcido ao redor 

da colônia (OLIVEIRA et al., 2009). O potencial de solubilização foi avaliado pela 

medição do halo utilizando um paquímetro e os resultados foram expressos em 

Indices de Solubilização (IS), que correspondem à razão entre o diâmetro do halo 

incluindo o diâmetro da colônia e o diâmetro da colônia. Todas as amostras foram 

testadas em triplicata. 

 

4.2.4.3 Fitases 

 

A habilidade das leveduras isoladas em produzir fitases foi avaliada em meio 

sólido (OLIVEIRA et al., 2009), por meio da hidrólise de fitato precipitado no meio na 

forma de fitato de cálcio. Foi utilizado o meio sólido Pikovskaya modificado 

(OLIVEIRA et al., 2009) composto de 1% de fitato de sódio - Na-IHP (Sigma-Aldrich); 

1% de glicose, 0,05% de (NH4)2SO4; 0,02% de NaCl; 0,02% de KCl; 0,01% de 

MgSO4.7H2O; 0,29% de CaCl2.2H2O; 0,19% de MgCl2; traços de MnSO4 e FeSO4 

(concentração final igual a 0,1mg/L); e 2% de agar. O pH deste meio foi acertado 

para 7,0 com hidróxido de sódio. A placa com meio de cultura foi dividida em seis 

partes, onde foram aplicados 10 µL da suspensão de células de levedura (item 

4.3.2.1), e os cultivos foram incubados por 120 horas a 28°C. A produção de fitases 

extracelulares foi evidenciada pela formação de um halo translúcido ao redor da 

colônia (OLIVEIRA et al., 2009). O potencial de solubilização foi avaliado pela 

medição do halo utilizando um paquímetro e os resultados foram expressos em 

Indices Enzimáticos (IE), que correspondem à razão entre o diâmetro do halo 

incluindo o diâmetro da colônia e o diâmetro da colônia. Todas as amostras foram 

testadas em triplicata. 

 

4.3 Caracterização das atividades enzimáticas e da produção de fatores de 

crescimento em função do tempo de deposição dos frutos no solo 

 

As diferenças entre as frequências observadas e esperadas das atividades 

enzimáticas e da habilidade na produção de fatores de crescimento apresentadas 
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pelos isolados entre os 6 tempos de deposição do fruto no solo foram resumidas e 

testadas usando testes de aderência e tabelas de contingência. Estas diferenças 

foram analisadas utilizando Mosaic Plot (FRIENDLY, 1994; GOTELLI & ELLISON, 

2010). Estas tabelas foram analisadas utilizando modelos log-lineares para ajustar 

as contagens esperadas em relação ao somatório marginal da tabela de 

contingência. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software R 3.0.3 

(R development core team, 2014). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Identificação dos isolados de leveduras por métodos moleculares 

 

O método da PCR fingerprinting utilizando o iniciador (GTG)5 (5′-

GTGGTGGTGGTGGTG-3′) (SILVA-FILHO et al., 2005) possibilitou agrupar os 290 

isolados de leveduras previamente selecionados em 27 grupos com padrões de 

bandeamento distintos, nos quais se enquadraram 181 isolados, restando 109 

isolados com padrões individuais de bandeamento (Apêndice C). Este método 

mostrou-se eficaz no agrupamento das leveduras, reduzindo o número de isolados a 

serem identificados por sequenciamento da região D1/D2 do gene 26S do rRNA. 

Para avaliar a confiabilidade do método, cinco isolados do grupo 1 (grupo com maior 

número de isolados) foram escolhidos aleatoriamente e submetidos ao 

sequenciamento, sendo que todos apresentaram o mesmo resultado (Tabela 1). 

Contudo, isolados de grupos diferentes foram posicionados em uma mesma 

categoria taxonômica, inclusive, com isolados inicialmente classificados como de 

padrão de bandeamento individual. A este fato podem ser atribuídas variações 

genéticas intra-específicas ou problemas relacionados à técnica, como artefatos 

técnicos ou mesmo inadequação do uso deste iniciador para algumas 

espécies/gêneros (SILVA-FILHO et al., 2005). 

Todos os isolados com padrão individual de bandeamento e representantes 

selecionados ao acaso de cada um dos grupos de padrões de bandeamento foram 

submetidos à identificação molecular por meio do sequenciamento da região D1/D2 

do gene codificante da subunidade 26S do RNA ribossômico, utilizando os 

iniciadores NL-1 e NL-4 (KURTZMAN & ROBBNET, 1998) (Tabela 1).  
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Tabela 1: Identificação das leveduras representantes de cada grupo de bandeamento obtido com a técnica PCR Fingerprinting, 

utilizando duas regiões do gene codificante do rRNA, região D1/D2 do gene da subunidade 26S e região ITS1-5,8S-ITS2. 

Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

13IV Bandoniozyma complexa KC113632 a 
HQ623538.1 b 

99% (506/507) 
100% (463/463) b 

0,0a,b Bandoniozyma complexa 

64Ia Bandoniozyma complexa KC113632 a 
HQ623538.1 b 

99% (513/514) 
100%(403/403) b 

0,0a,b Bandoniozyma complexa 

129III Bandoniozyma complexa KC113632 a 
HQ623538.1 b 

99% (542/543) 
100%(462/463) b 

0,0a,b Bandoniozyma complexa 

7IV Bulleromyces nemorosus AF472625.1 a 99% (475/478) 0,0 Bulleromyces nemorosus 

7II Candida asiatica AB543319.1 a 
JX188101.1 b 

99% (480/481) 
100% (416/416) b 

0,0a,b Candida asiatica 

89III Candida (Kurtzmaniella)  
natalensis 

U45818 a 
KF728775.1 b 

99% (462/463) 
99% (553/557) b 

0,0a,b Candida (Kurtzmaniella)  
natalensis 

106IV Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

U45818 a 
KF728775.1 b 

99% (510/511) 
99% (456/459) b 

0,0a,b Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

25Ia Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

U62311 a 100% (436/436) 0,0 Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

29IIIa (G13) Candida (Ogataea) boidinii U70242 a 100% (494/494) 0,0 Candida (Ogataea) boidinii 

31IV Candida (Ogataea) boidinii U70242 a 100% (481/481) 0,0 Candida (Ogataea) boidinii 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

EN142IIa (G4) Candida (Ogataea) boidinii U70242 a 100% (497/497) 0,0 Candida (Ogataea) boidinii 

151IIIb Candida (Ogataea) boidinii U70242 a 99% (473/474) 0,0 Candida (Ogataea) boidinii 

86Ia Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (479/480) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

87I Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (520/521) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

112II Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 100% (495/495) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

114IIIa (G22) Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (501/502) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

115IIIa Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (479/482) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

115IIIa Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (479/482) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

115Va Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (477/483) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

141IVa (G20) Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (492/493) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

143IIb Candida (Ogataea) cylindracea 
Candida sp. Z8Y15 

U45823 a 
JF781425.1 b 

96% (479/498)a 

100% (413/413)b 
0.0 a,b Candida sp.03 

150III Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (474/477) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 

164IIa Candida (Ogataea) cylindracea U45823 a 99% (456/458) 0,0 Candida (Ogataea) cylindracea 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

84III Candida (Pichia) californica DQ104729 a 100% (491/491) 0,0 Candida (Pichia) californica 

149IIb Candida (Pichia) californica DQ104729 a 100% (466/466) 0,0 Candida (Pichia) californica 

116IVa (G10) Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

U69880a 99% (499/500) a 0,0a Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

6V (G6) Candida sorboxylosa AB617984.1 a 99% (336/337) 2e-173 Candida sorboxylosa 

25II Candida sorboxylosa AB617984.1 a 99% (336/337) 2e-173 Candida sorboxylosa 

57IIIa Candida sorboxylosa AB617984.1 a 99% (336/337) 2e-173 Candida sorboxylosa 

60IIa Candida sorboxylosa AB617984.1 a 100% (338/338) 1e-175 Candida sorboxylosa 

85IIa (G25) Candida sorboxylosa AB617984.1 a 100% (338/338) 1e-175 Candida sorboxylosa 

113IIa Candida sorboxylosa AB617984.1 a 99% (337/38) 5e-174 Candida sorboxylosa 

115IIb Candida sorboxylosa AB617984.1 a 99% (337/338) 5e-174 Candida sorboxylosa 

149IIIa (G23) Candida sorboxylosa AB617984.1 a 100% (338/338) 1e-175 Candida sorboxylosa 

23I Candida sp. BCC 7717  
Candida sp. UFMG DC 166 

AY228491.1 a 
KF695404.1 b 

90% (310/345)a 

85% (321/378)b 
3e-117 a 
2e-98 b 

Candida sp. 01 

EN44 Candida sp. BCC 7717 
Candida sp. UFMG DC 166 

AY228491.1 a 
KF695404.1 b 

90%(310/345)a 

85% (321/378)b 
3e-117 a 
2e-98 b 

Candida sp. 01 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

ENC46 Candida sp. BCC 7717 AY228491.1 a 90% (310/345) 3e-117 Candida sp. 01 

89Ia (G3) Candida sp. BCC 7717 e 
Candida asparagi 

AY450921.1 a 
AY228491.1 b 

90% (312/347) a 
94% (260/277) b 

2e-118 a 
2e-111b 

Candida sp. 02 

EN105I Candida stellimalicola  
(clado irmão Starmera) 

U84234 a 100% (516/516) 0,0 Candida stellimalicola  
(clado irmão Starmera) 

11Ia (G2) Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

U45789a 
AJ539370.1b 

100% (454/454)a 
99% (477/478)b 

0,0a,b Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

EN53Ia Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

U45789 a 
AJ539370.1 b 

100% (470/470)a 

99% (478/479) b 
0,0a,b Candida (Yadamazyma) 

conglobata 

57IIa Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

U45789 a 
AJ539370.1 b 

100% (456/456)a 

99% (478/479)b 
0,0a,b Candida (Yadamazyma) 

conglobata 

113I Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

HQ283385 a 99% (470/476) 0,0 Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

127IIa Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

U45789 a 
AJ539370.1 b 

100% (464/464)a 

99%(421/422)b 
0,0a,b Candida (Yadamazyma) 

conglobata 

141Ib Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

HQ283385 a 99% (469/475) 0,0 Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

51IIb Cryptococcus sp. 11-1122 JX515990 a 
JX515991.1 b 

98% (473/482)a 

92% (450/488)b 
0,0a,b Cryptococcus sp. 01 

51IV Cryptococcus sp. 11-1122 JX515990 a 98% (454/463) 0,0 Cryptococcus sp. 01 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

61II Cryptococcus sp. 11-1122 JX515990 a 98% (429/437) 0,0 Cryptococcus sp. 01 

74II Cryptococcus sp. 11-1122 JX515990 a 98% (557/567) 0,0 Cryptococcus sp. 01 

130II Cryptococcus sp. UFMG-
BRO162 

JX280386.1 a 
JX268523.1 

100% (531/531) 
99% (409/412) b 

0,0a,b Cryptococcus sp. 02 

21I Eballistra oryzae AF229353 a 99% (493/499) 0,0 Eballistra oryzae 

4 Fellomyces polyborus 
CBS 6072 e CBS 6643=HB97 

AF189859 a 
AJ608672.1 b 

99% (485/494)a 
100% (519/519) b 

0,0a,b Fellomyces polyborus 

13IIb (G9) Fellomyces polyborus 
CBS 6072 e CBS 6643=HB97 

AF189859 a 
AJ608672.1 b 

99% (507/514)a 
100% (425/425) b 

0,0a,b Fellomyces polyborus 

98II Fellomyces polyborus 
CBS 6072 e CBS 6643=HB97 

AF189859 a 
AJ608672.1 b 

99% (485/492)a 
100% (526/526) b 

0,0a,b Fellomyces polyborus 

105II Fellomyces polyborus 
CBS 6072 

AF189859 a 99% (426/432)a 0,0a Fellomyces polyborus 

38II Hannaella luteola AF075482 a 100% (468/468) 0,0 Hannaella luteola 

80II Hannaella luteola AF075482 a 99% (510/512) 0,0 Hannaella luteola 

7V (G15) Hanseniaspora opuntiae AJ512453.1 a 
AJ512435.1 b 

100% (490/490)a 

99% (637/642) b 
0,0a,b Hanseniaspora opuntiae 

EN72II (G7) Hanseniaspora opuntiae AJ512453.1 a 100% (516/516) 0,0a Hanseniaspora opuntiae 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

76IIIa (G17) Hanseniaspora opuntiae AJ512453.1 a 
AJ512435.1 b 

99% (508/511)a 

99% (637/642) b 
0,0a,b Hanseniaspora opuntiae 

102II (G18) Hanseniaspora opuntiae AJ512453.1 a 
AJ512435.1 b 

99% (493/496)a 

99% (522/527) b 
0,0a,b Hanseniaspora opuntiae 

118III (G21) Hanseniaspora opuntiae AJ512453.1 a 
AJ512435.1 b 

100% (572/572)a 

99% (523/527) b 
0,0a,b Hanseniaspora opuntiae 

12Ia (G8) Hanseniaspora uvarum U84229 a 100% (510/510) 0,0 Hanseniaspora uvarum 

108IIb Hanseniaspora uvarum U84229 a 100% (519/519) 0,0 Hanseniaspora uvarum 

135IIa (G16) Hanseniaspora uvarum U84229 a 100% (509/509) 0,0 Hanseniaspora uvarum 

142IVa Hanseniaspora uvarum U84229 a 100% (572/572) 0,0 Hanseniaspora uvarum 

150II Hanseniaspora uvarum U84229 a 99% (478/479) 0,0 Hanseniaspora uvarum 

2IIIb (G11) Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (482/484) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

8III (G5) Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (480/482) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

8V, 18I, 35IIa, 

59IVa, EN75Ib 

(G1) 

Meyerozyma guilliermondii U45709.1a 99% (454/456) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

11V Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (506/508) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

16IIrec Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (501/503) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

18II Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (495/497) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

19Ia Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (474/476) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

65Ia Meyerozyma guilliermondii U45709 a 99% (454/456) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

EN69II Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (512/516) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

75Ib Meyerozyma guilliermondii U45709 a 99% (435/437) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

107I Meyerozyma guilliermondii U45709 a 99% (519/521) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

EN158I Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (502/504) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

160I Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (511/513) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

EN165 (G27) Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (568/570) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

ENC168 (G26) Meyerozyma guilliermondii U45709.1 a 99% (456/458) 0,0 Meyerozyma guilliermondii 

11III Metschnikowia sp. ZB145 JN581109 a 99% (461/467) 0,0 Metschnikowia sp. 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

129IIa Occultifur externus AF189909 a 100% (527/527) 0,0 Occultifur externus 

145III Occultifur externus AF189909 a 99% (456/462) 0,0 Occultifur externus 

EN105IIa (G19) Ogataea thermomethanolica 
O. nakhonphanomensis 

AB200285 a / 
FJ914927.1 b 
AB307722 a / 
FJ914925.1 b 

99% (489/492)a 

99% (501/509)b 
0,0a,b Ogataea sp. 

118II Ogataea thermomethanolica O. 
nakhonphanomensis 

AB200285 a / 
FJ914927.1 b 
AB307722 a / 
FJ914925.1 b 

99% (562/566)a 

99% (531/540)b 
0,0a,b Ogataea sp. 

57IVa Pichia kluyveri EF550251 a 99% (492/493) 0,0 Pichia kluyveri 

EN142IIIb Pichia kluyveri EF550251 a 99% (500/501) 0,0 Pichia kluyveri 

40IIa (G14) Pichia kudriavzevii EF550222 a 100% (574/574) 0,0 Pichia kudriavzevii 

146II Pichia kudriavzevii EF550222 a 100% (577/577) 0,0 Pichia kudriavzevii 

6IV Pichia membranifaciens EF550227 a 99% (468/471) 0,0 Pichia membranifaciens 

EN81III (G24) Pichia membranifaciens EF550227 a 100% (488/488) 0,0 Pichia membranifaciens 

82III Pichia membranifaciens EF550227 a 99% (501/507) 0,0 Pichia membranifaciens 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

83IIb Pichia membranifaciens EF550227 a 99% (502/508) 0,0 Pichia membranifaciens 

84IIb Pichia membranifaciens EF550227 a 99% (456/459) 0,0 Pichia membranifaciens 

87IIIa Pichia membranifaciens EF550227 a 99% (460/463) 0,0 Pichia membranifaciens 

152IIb Pichia membranifaciens EF550227 a 100% (575/575) 0,0 Pichia membranifaciens 

35IIIb Pseudozyma shanxiensis, 
Ustilago calamagrostidis,         

U. striiformis 
U. sporoboli-indici 

DQ008955 a, 
AY740119 a, 
AY740172 a 

AY772739.1 b 
 

99% (524/526)a 
97% (572/592) b 

0,0a,b Ustilago sp. 

31V Rhodotorula dairenensis AF070432 a 99% (481/482) 0.0 Rhodotorula dairenensisc 

69II Rhodotorula dairenensis AF070432 a 100% (457/457) 0.0 Rhodotorula dairenensisc 

71IIa Rhodotorula dairenensis AF070432 a 99% (502/503) 0.0 Rhodotorula dairenensisc 

157IVa (G28) Rhodotorula dairenensis AF070432 a 99% (467/468) 0.0 Rhodotorula dairenensisc 

44IIIa Rhodotorula mucilaginosa AF070432 a 100% (509/509) 0,0 Rhodotorula mucilaginosac 

6III Rhodotorula oryzae AY335161.1 a 99% (570/571) 0,0 Rhodotorula oryzae 
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Isolados e 

grupo de 

bandeamentod 

Espécies de referência e números de acesso 

no Genbank 

Similaridade 

(bases 

analisadas) 

e-value Identificação proposta 

145II Rhodotorula sp. M65 
Rhodotorula ingeniosa M65 

JQ9564 2.1 a 
JQ936165.1 b 

97% (572/592)a 

92% (347/377)b 
0.0a 

4E-145 b 
Rhodotorula sp. 

119II Sarocladium strictum HQ232141 a 99% (575/576) 0,0 Sarocladium strictum 

8IV Saturnispora sp. UFMG-CA1.2 KC832478.1 a 99% (540/545) 0,0 Saturnispora sp. 

25III Saturnispora sp. UFMG-CA1.2 KC832478.1 a 99% (448/452) 0,0 Saturnispora sp. 

32III Saturnispora sp. UFMG-CA1.2 KC832478.1 a 99% (467/471) 0,0 Saturnispora sp. 

EN114II Saturnispora sp. UFMG-CA1.2 KC832478 a 99% (448/452) 0,0 Saturnispora sp. 

100IIIa Wickerhamomyces anomalus EF550341 a 99% (582/583) 0,0 Wickerhamomyces anomalus 

142Vb Zygoascus hellenicus AY447007 a 100% (502/502) 0,0 Zygoascus hellenicus 

a Acessos de sequências de fragmentos da região D1/D2 do gene 26S do rRNA. Identificação realizada por meio do BLASTn.  
b Acessos de sequências de fragmentos da região ITS1-5,8S-ITS2 do rRNA. Identificação realizada por meio do BLASTn. 
c Identificação confirmada por meio das provas bioquímicas: assimilação de nitrato e nitrito como fonte exclusiva de nitrogênio. 
d Isolados e seus referidos grupos de bandeamento listados no Apêndice C. 
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O método de identificação utilizando o sequenciamento da região D1/D2 do 

gene 26S do rRNA possibilitou a identificação de 75 dos 117 isolados submetidos a 

esta técnica. Uma fração de 14% dos isolados foram identificados apenas no nível 

de gênero por apresentarem valores de similaridade entre 98 e 90% com outras 

sequências depositadas no GenBank. Outros isolados apresentaram sequências 

com identidade superior a 99% com sequências de mais de uma espécie. Foi o caso 

dos isolados pertencentes aos gêneros Ogataea, Hanseniaspora, Fellomyces, 

Candida, Ustilago e Rhodotorula. Análises filogenéticas utilizando a região D1/D2 

têm mostrado que algumas espécies pertencentes a estes gêneros estão 

intimamente relacionadas (KURTZMAN et al., 2011). Neste caso, foi necessária a 

utilização de outros marcadores filogenéticos, como regiões internas não 

codificadoras (ITS1 e ITS2) (SCORZETTI et al., 2002). Em alguns casos, esta 

resolução foi obtida por meio de testes bioquímicos, como, por exemplo, o teste de 

assimilação de nitrato e nitrito, usado para separar as espécies Rhodotorula 

dairenensis e R. mucilaginosa (KURTZMAN et al., 2011). 

Foram observadas algumas divergências entre os resultados obtidos com o 

alinhamento das sequências das regiões D1/D2 do gene 26S do rRNA e ITS1-5.8S 

rDNA-ITS2 dos isolados 4, 13IIb, 98II e 105II, identificados como pertencentes ao 

gênero Fellomyces. As sequências obtidas para a região D1/D2 apresentaram 99% 

de identidade com duas espécies distintas, diferindo em 3 e 5-6 bases dos acessos 

Fellomyces penicillatus NI e CBS 5492 (EU495001.1 e AF177405.1, 

respectivamente) e em 5-6 bases do acesso Fellomyces boorneensis CBS8282 

(AF189877.1). A sequência de uma terceira espécie filogeneticamente relacionada, 

Fellomyces polyborus CBS 6072, foi alinhada com as sequências dos isolados 

supracitados, apresentando 98% de identidade e diferindo em 6-7 bases do acesso 

de referência (AF189859.1).  

Já as sequências ITS obtidas apresentaram identidade de 99% com os 

acessos Fellomyces borneensis CBS 8322 = HB43, CBS 8320 = HB42, CBS 8321 = 

HB24 e CBS 8282, apresentando 6 bases de diferença (AJ608645.1, AJ608644.1, 

AJ608643.1 e AF444459.1, respectivamente) e de 100% e 98% com os acessos 

Fellomyces polyborus CBS 6643 = HB97 e  CBS 6072 (AJ608672.1 e NR073238.1, 

respectivamente, apresentando o último 10 bases de diferença). As diferenças 

observadas no alinhamento das sequências ITS dos isolados com os acessos 
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Fellomyces polyborus CBS 6643 = HB97 e CBS 6072 devem se ao fato de que 

essas duas linhagem são geneticamente heterogêneas, o que já foi demonstrado 

por outros autores (PRILLINGER et al., 1997; LOPANDIC et al. 2005). Ainda, o 

alinhamento com a sequência de acesso Fellomyces penicillatus CBS 5492 

(NR_073217.1) apresentou 98% de identidade, diferindo em 10 bases da sequência 

de referência. Alguns autores propõem outras técnicas moleculares como 

polimorfismo de fragmentos amplificados ao acaso (RAPD) e polimorfismo de 

comprimento de fragmento amplificado (AFLP), além do uso de regiões IGS1 e 

ITS1/ITS2, para estudo das relações filogenéticas e genotípicas de isolados do 

gênero Fellomyces (LOPANDIC et al., 2005).  

Isolados identificados como Ustilago sp. apresentaram sequências da região 

D1/D2 com alinhamentos de 99% de identidade com várias espécies diferentes da 

ordem Ustilaginales, família Ustilaginaceae, como Pseudozyma shanxiensis 

(FJ515237.1, DQ008955.1) e Ustilago calamagrostidis (AY740119.1), ambas 

apresentando 2 bases de diferença entre a sequência analisada e a sequência de 

referência, Ustilago striiformis (KF381046.1, DQ875375.1, AY740172.1), 

apresentando 3 bases de diferença, entre outras espécies com alinhamentos de 

“score” mais baixos. Análises filogenéticas demonstram que as três espécies citadas 

são bastante próximas, estando localizadas no grupo Ustilago “stricto sensu”, clado 

Ustilago “lato sensu” (WANG et al., 2006, STOLL et al., 2005). Também é descrito 

que, apesar das pequenas diferenças entre as sequências das regiões D1/D2 das 

três espécies, P. shanxiensis não constitui espécie anamórfica de Ustilago por 

apresentar 18 substituições e 12 gaps na região ITS (WANG et al., 2006). Nos 

alinhamentos das sequências ITS realizados, não foi observada identidade 

significativa com as espécies de Ustilago supracitadas, mas com a espécie Ustilago 

sporoboli-indici (AY772739.1, AY772738.1, AY772737.1 e AY772736.1), sendo que 

há diferença de até 20 pares de bases entre as duas sequências e elevado número 

de gaps (13/592). Dessa forma, optou-se pela proposição da identificação dos 

referidos isolados apenas no nível de gênero. A repetição e realização de novos 

testes moleculares, bem como a análise das características fenotípicas desses 

isolados podem apontar se trata de uma nova espécie. 

Os isolados identificados como pertencentes ao gênero Ogataea 

apresentaram 100% de alinhamento da sequência da região D1/D2 com sequência 
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correlata da linhagem Pichia sp. FS26 gene (AB200286.1 – 566/566). Estudos com 

esta linhagem foram realizados para avaliar sua possível inserção no gênero 

Ogataea, contudo, os resultados foram inconclusivos (Limgtong, comunicação 

pessoal). Além disso, os mesmos isolados também apresentaram sequências ITS e 

da região D1/D2 com alta identidade a sequências depositadas para as espécies 

Ogataea thermomethanolica e Ogataea nakhonphanomensis, diferindo dos acessos 

de referência em 3-4 bases em 566, no caso da região D1/D2, e 9 bases em 540, no 

caso da região ITS. As duas espécies citadas são filogeneticamente próximas, 

diferindo em 7 substituições em 566 nucleotídeos nas sequências da região D1/D2 

(LIMGTONG et al., 2008a). Testes bioquímicos deverão ser realizados com o intuito 

de resolver a identificação desses isolados. 

A maioria das sequências obtidas da região D1/D2 apresentou número de 

bases entre 450 e 550 nucleotídeos, suficiente para realizar uma identificação 

confiável, tendo em vista seu tamanho de aproximadamente 600 bases.  Contudo, 

para os isolados identificados como Candida sorboxylosa foram obtidas sequências 

com número de bases inferior às demais. As sequências dos isolados obtiveram 

número de bases entre 300 e 350 (Figura 2), uma tendência também observada nas 

sequências depositadas no GenBank (acessos U62314, AF485970, AB617984.1, 

DQ466529.1, KF738159.1, AB773293.1 e EF550253.1). Esse número reduzido de 

bases está relacionado ao reduzido tamanho da região variável D2 da espécie 

(KURTZMAN et al, 2011). Em relação à identidade das sequências depositadas, as 

sequências obtidas diferiram em 3 bases contíguas em relação ao acesso do 

material tipo, U62314, e aos acessos AB773293, EF550253, e em apenas 0 a 2 

bases não contíguas, em relação aos acessos AB617984 (usado neste trabalho 

como referência), DQ466529 e AF485970. Ainda não há dados na literatura que 

provem a conspecificidade ou não dessas linhagens (KURTZMAN et al., 2011), 

assim manteve-se a proposta da identificação como C. sorboxylosa. 

Os demais 14% dos isolados identificados no nível de gênero distribuem-se 

entre Candida, Cryptococcus, Metschnikowia, Rhodotorula e Saturnispora. Enquanto 

foram obtidas ocorrências únicas de Metschnikowia sp. e Rhodotorula sp., os 

demais gêneros apresentaram mais de um isolado não resolvido. No caso dos 4 

isolados identificados como Saturnispora sp., todos apresentam 100% de 
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alinhamento entre si, de modo que é provável que se trata de isolados da mesma 

espécie. 

 

Figura 2: Gel de agarose a 1%, evidenciando as bandas referentes às regiões D1/D2 

do gene 26S rRNA obtidas com os iniciadores NL-1 (5’-

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-

3’) amplificada por PCR. No gel é possível verificar a banda de tamanho inferior, cuja 

caneleta está marcada como 6V, isolado identificado como Candida sorboxylosa. 

 

Para os isolados de Candida e Cryptococcus, ao comparar as sequências dos 

fragmentos gênicos do rRNA e sequências ITS, foram observados alguns padrões. A 

sequência da região D1/D2 dos isolados 23Ia, 89Ia, EN44 e ENC46 apresentam 

100% de similaridade quando alinhadas, enquanto a sequência ITS do isolado 89Ia 

difere em mais de 10% das sequências dos demais. Em relação ao isolado 143IIb, 

não foi observado alinhamento com identidade acima de 90% entre as sequencias 

obtidas com as sequências dos demais isolados 23I, 89Ia, EN44 e ENC46, também 

identificados como pertencentes à Candida. Isso indica que, provavelmente, tratam-

se de três espécies diferentes, identificadas neste trabalho como Candida sp. 01 

(23Ia, EN44 e ENC46), Candida sp. 02 (89Ia) e Candida sp. 03 (143IIb).  

Para os isolados identificados como Cryptococcus sp. foram propostas duas 

identificações, Cryptococcus sp. 01, para os isolados 74II, 61II, 51IV, 51IIb, cujas 

sequências da região D1/D2 apresentam 100% de identidade, e Cryptococcus sp. 

02, para o isolado 130II, cuja sequência difere da sequência dos demais em mais de 

40 nucleotídeos. Também as sequências de ITS dos dois grupos apresentam 
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grandes diferenças de identidade (aproximadamente 10%). A repetição das análises 

moleculares destes isolados é necessária para afirmar se tratam ou não de novas 

espécies.  

Foram isolados 2 fungos entre as leveduras obtidas. O isolado 21I, cuja 

identificação foi proposta neste trabalho como Eballistra oryzae, apresentou 

sequência da região D1/D2 do gene 26S rRNA com 99% de similaridade com a 

sequência correlata de Eballistra oryzae (AF229353.1), apresentando 6 bases de 

diferença. Esta espécie trata-se de um fungo basidiomiceto da ordem 

Georgefischeriales, família Eballistraceae, isolado inicialmente de arroz, na condição 

de patógeno, que possui em seu ciclo de vida uma fase leveduriforme (yeast-like) 

(BAUER et al., 2001). Já o isolado 119II, identificado como Sarocladium strictum, 

apresentou apenas 1 base substituída na região D1/D2, em relação ao acesso de 

referência (HQ232141).  Sarocladium strictum é um fungo anamórfico de estrutura 

bastante simples, isolado em geral do solo (SUMMERBELL et al., 2011). Tendo em 

vista suas características macromorfológicas, estes fungos foram isolados 

conjuntamente com os demais isolados de leveduras. Para confirmação desta 

identificação, outros testes moleculares serão realizados para estes isolados, como 

análise das sequências ITS e de outras regiões gênicas relevantes para os grupos. 

No total, foram identificadas 39 espécies, sendo 2 fungos, Sarocladium 

strictum e Eballistra oryzae, e 37 espécies de leveduras, distribuídas entre Candida 

(clados Kurtzmaniella, Meyerozyma, Ogataea, Pichia, Saccharomycopsis, 

Yadamazyma, clado irmão de Starmera e sem filiação), Hanseniaspora, 

Metschnikowia, Meyerozyma, Ogataea, Pichia, Saturnispora, Wickerhamomyces, 

Zygoascus (ascomicéticas), Bandoniozyma, Bulleromyces (Cryptococcus), 

Cryptococcus, Fellomyces, Hannaella, Occultifur, Rhodotorula e Ustilago 

(basidiomicéticas).  

Do nosso conhecimento, nosso grupo é pioneiro na descrição da microbiota 

associada a frutos de palmeira macaúba. Estudos caracterizando comunidades de 

levedura associadas a estes frutos coletados de palmeiras nativas localizadas no 

Parque Nacional Serra do Cipó, MG, foram realizados por Faria (2012). No estudo 

foram isoladas 13 espécies, das quais apenas 4 foram também identificadas no 

nosso estudo, entre elas Pichia kluyveri, P. membranifaciens, Wickerhamomyces 

anomalus e Meyerozyma guilliermondii (FARIA, 2012). 
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Praticamente todas as espécies de fungos e leveduras observadas como 

componentes da microbiota associada aos frutos de macaúba já foram isoladas de 

ambientes naturais como filosfera ou rizosfera de outras plantas, amostras de água, 

solo ou ar. Algumas espécies são descritas com frequência como associadas a 

frutos ou insetos polinizadores. Isolados das espécies Candida (Ogataea) 

cylindracea, Hannaella luteola, Pichia membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa e 

dos gêneros Metschnikowia, Fellomyces e Cryptococcus foram obtidos de frutas 

tropicais brasileiras como pitanga, acerola, umbu e mangaba (TRINDADE et al., 

2002). Hanseniaspora uvarum, Candida (Saccharomycopsis) amapae, C. 

sorboxylosa, Pichia kluyveri, Meyerozyma guilliermondii e Pichia membranifaciens 

foram isoladas de frutos amapá, cajuaçu e bacuri coletados em reservas florestais 

no norte do Brasil (MORAIS et al., 1995).  

Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma guilliermondii, Metschnikowia 

pulcherrima, Rhodotorula sp. e Candida sp. já foram isoladas a partir da superfície e 

de tecidos de vários frutos carnosos como ameixa e frutíferas florestais, enquanto 

Rhodotorula mucilaginosa foi isolada de suas superfícies (ISAEVA et al., 2010). 

Meyerozyma guilliermondii, Hanseniaspora uvarum, Pichia kluyveri, Rhodotorula 

mucilaginosa, Pichia membranifaciens, Cryptococcus sp. foram isoladas de polpa de 

graviola e mamão (fruto e folha) de pomares em Camarões (STRINGINI et al., 2008) 

e em frutos maduros e polpa de abacaxi na Tailândia e Austrália 

(CHANPRASARTSUKA et al., 2010). Hanseniaspora uvarum foi identificado por 

métodos independentes de cultura como componente da microbiota de seiva de 

palmeiras oleaginosas, como dendezeiro e tamareiro (STRINGINI et al., 2009). 

Isolados de Metschnikowia sp. foram obtidos a partir da carposfera de 

pomares orgânicos no norte da Itália, apresentando atividade antagonista contra 

fungo causador de podridões em pêssegos (ZHANG et al., 2010). Leveduras das 

espécies Candida (Ogataea) boidinii, Cryptococcus sp., Hanseniaspora uvarum, 

Metschnikowia pulcherrima, Meyerozyma guilliermondii, Pichia kluyveri, P. 

kudriavzevii, P. membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces 

anomalus foram isoladas de flores e frutos de árvores frutíferas (maçãs, peras e 

ameixas) na Eslováquia (VADKERTIOVÁ et al., 2012). 

Wicheramomyces anomalus e Candida (Ogataea) boidinii foram isoladas da 

polpa de azeitonas de mesa, após processo fermentativo industrial, enquanto 
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Candida stellimacolla (clado irmão Starmera) foi isolada da salmoura desses frutos 

(TOFALO et al., 2013). Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, 

Rhodotorula mucilaginosa, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Candida 

(Meyerozyma) carpophila e Candida stellimacolla (clado irmão Starmera) foram 

isoladas de sementes de cacau, durante processo fermentativo, sendo que isolados 

de Hanseniaspora apresentaram dominância nos estágios iniciais da fermentação 

(MOREIRA et al., 2013; PAPALEXANDRATOU et al., 2013; DANIEL et al., 2009). 

Candida stellimacolla (clado irmão Starmera), Hanseniaspora uvarum e H. opuntiae 

também foram detectados por métodos independentes de cultivo como 

componentes da microbiota associada a sementes de cacau (ILLEGHEMS et al., 

2012). Hanseniaspora uvarum, Candida carpophila, Rhodotorula mucilaginosa, 

Hanseniaspora opuntiae e Zygoascus hellenicus foram isoladas da superfície de 

frutos verdes, maduros e em estágio de fermentação de jujuba indiana (NYANGA et 

al., 2007) e de café (VILELA et al., 2010). 

Outras espécies associadas ao fruto da macaúba têm registros menos 

comuns na literatura, encontrando-se muitas vezes associadas a uma planta ou 

grupo de plantas específicas, isoladas a partir de outras partes da filosfera, como 

folhas, flores e caules. Os isolados já descritos de Rhodotorula oryzae foram obtidos 

de culturas de arroz no Japão (BAI et al., 2004) e de uma planta chamada 

Coccoloba uvifera (uva-da-praia) na ilha de Guadalupe, Antilhas (SENE et al., não 

publicado - acesso KF472161 – GeneBank). Rhodotorula dairenensis já foi isolada 

de amostras de ar, solo e água, de serapilheira, de flores de Canna indica, em 

Portugal, Cazaquistão, EUA e Japão (GADANHO & SAMPAIO, 2002) e de flores de 

plantas do Cerrado, no Brasil (COLLA et al., 2010). 

Bandoniozyma complexa, isolada da superfície do fruto da macaúba, é uma 

espécie descrita recentemente, cujo nome “complexa” refere-se às variações 

genotípicas e fenotípicas observadas entre suas linhagens (VALENTE et al., 2012). 

A maioria dos isolados dessa espécie foi coletada no Brasil, a partir de diversas 

fontes, entre elas ar do interior de uma madeireira, folhas de bromélia, lago e até de 

parafusos em processo de corrosão, e um dos isolados foi encontrado associado ao 

fruto abacaxi, em Taiwan (VALENTE et al., 2012). Candida asiatica foi descrita em 

2010, a partir de isolados obtidos de amostras de água de estuário, de solo, folhas 

de samambaias e frutos (figo), na Tailândia, Taiwan e Japão (LIMTONG et al., 
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2010). Candida (Pichia) californica foi descrita em 2006, a partir de um isolado obtido 

de uvas (WU et al., 2006), identificado anteriormente como Cryptococcus 

californicus. Candida (Yamadazyma) tallmaniae foi descrita em 2011 

(GROENEWALD et al., 2011), a partir de leveduras isoladas de flores na Guiana 

Francesa. 

Isolados dos gêneros Saturnispora e Ogataea foram encontrados nas 

comunidades epifíticas e endofítica dos frutos de macaúba. Representantes de 

espécies pertencentes à Saturnispora já foram isoladas de amostras de água 

salobras de estuários (“salt marshes”), de exsudatos e de madeira de árvores, de 

chucrute, de uvas silvestres e de papo e asas de Drosophila (KURTZMAN et al., 

2011; MORAIS et al., 2005). Espécies de Ogataea já foram isoladas de exsudatos 

de árvores na Tailândia, O. nakhonphanomensis (LIMTONG et al., 2008); em 

amostras de solo na Tailândia, O. thermomethanolica (LIMTONG et al. 2005); e 

outras espécies possuem representantes isolados de espécies vegetais (filosfera e 

seiva), madeira em decomposição, insetos, basidiocarpos de outros fungos e água 

(KURTZMAN et al., 2011). 

Isolados micocinogênicos de Bulleromyces nemorosus, forma teleomórfica de 

Cryptococcus nemorosus, foram obtidos de plantas herbáceas em uma reserva 

natural na Rússia (GOLUBEV et al., 2003). Isolados identificados como pertencentes 

ao gênero Ustilago foram obtidos da superfície do fruto de macaúba. Considerando 

que a maioria das espécies descritas neste gênero é parasita de gramíneas, a 

detecção de isolados de Ustilago associados aos frutos sugere uma origem exógena 

(STOLL et al., 2005). 

Outras espécies ainda não possuem registros de associações com plantas, 

sendo este trabalho um registro inédito. A espécie Candida (Yadamazyma) 

conglobata possui isolados já descritos a partir de material clínico humano 

(KURTZMAN et al., 2011) e de amostras de água de florestas de mangue na 

Tailândia (LIMTONG et al, 2008b). Há registros de Occultifur externus isolada de 

serrapilheira e amostras de água do mar em Portugal (KURTZMAN et al., 2011). 

Candida (Kurtzmaniella) natalensis foi descrita a partir de uma levedura isolada de 

uma amostra de solo na África do Sul (KURTZMAN et al., 2011). Outros relatos 

dessa espécie estão associados com isolamentos a partir de amostras de queijo 
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(IMRAN et al., 2010; LARPIN-LABORDE et al., 2011) e de fezes de cachorro 

(FOSTER et al., 2013).  

As espécies identificadas já foram isoladas de amostras do ambiente natural, 

sendo que uma parcela considerável já foi descrita como componente da microbiota 

associada à filosfera de diversas plantas. Foi observada uma significativa diferença 

entre a riqueza e composição de espécies identificadas neste estudo, em relação ao 

trabalho de Faria (2012), pioneiro na caracterização de leveduras associadas aos 

frutos de macaúba, o que pode ser associado às diferentes localizações das 

palmeiras das quais os frutos foram coletados. Este fato, somado à ocorrência de 

espécies de caráter cosmopolita, como Meyerozyma guilliermondii e Rhodotorula 

mucilaginosa, contrastando com a identificação de gêneros altamente associados a 

um grupo de espécies vegetais, como por exemplo, Ustilago, sugerem que a 

composição de espécies associadas aos frutos da macaúba pode ser fortemente 

influenciada pelo ambiente externo. De qualquer forma, este trabalho contribui não 

apenas para agregar conhecimento a respeito da ecologia da palmeira macaúba 

como também para agregar conhecimento à ecologia das espécies leveduras de  

descritas.  

 

5.2 Análises de ecologia 

 

As análises de ecologia foram realizadas com base na resolução taxonômica 

obtida por meio do sequenciamento das regiões D1/D2 e ITS de genes do rRNA das 

leveduras e fungos leveduriformes isolados; na extrapolação dessa identificação 

para os demais isolados segundo os critérios de seleção descritos na metodologia; e 

na numeração das Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por fruto, obtidas 

durante o processamento dos frutos de macaúba e isolamento dos micro-

organismos. Infelizmente, alguns isolados não puderam ser identificados, por não ter 

sido possível reativá-los após congelamento a -80ºC. Seus valores de abundância, 

contudo, foram considerados nos estudos de ecologia. As análises de ecologia 

foram realizadas separadamente para as comunidades de epifíticos e endofíticos. 

Das 39 espécies identificadas, 26 pertencem ao filo Ascomycota e 13 ao filo 

Basidiomycota (Tabela 2). Os 345 isolados epifíticos foram distribuídos entre 38 das 

39 espécies, 85,8% pertencentes ao Filo Ascomycota e 8,9% ao Filo Basidiomycota, 
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enquanto os 53 isolados endofíticos foram distribuídos entre 10 espécies, todas 

pertencentes ao Filo Ascomycota. Apenas 1 espécie foi encontrada exclusivamente 

entre os isolados endofíticos, Candida stellimalicola (clado irmão Starmera) (Tabela 

2). A predominância de ascomicetos, em relação aos basidiomicetos, como 

colonizadores de ambos interior e superfície dos frutos e outras partes da filosfera 

também foi relatada em outros trabalhos (ISAEVA et al., 2010; LIMTONG & 

KOOWADJANAKUL, 2012; VADKERTIOVÁ et al., 2012), inclusive para fungos 

filamentosos (VIEIRA, 2012). 

 
Tabela 2: Porcentagens de isolados epifíticos e endofíticos de cada uma das 

espécies ou gênero identificados. 

Espécies Epifíticos (%) Endofíticos (%) 

Candida (Kurtzmaniella) natalensis  0,58 (2)  0 

Candida (Meyerozyma) carpophila  1,16 (4) 0 

Candida (Ogataea) boidinii  1,45 (5) 1,89 (1) 

Candida (Ogataea) cylindracea  4,35 (15) 0 

Candida (Pichia) californica  0,58 (2) 0 

Candida (Saccharomycopsis) amapae  0,58 (2) 0 

Candida (Yadamazyma) conglobata  1,16 (4) 3,77 (2) 

Candida (Yamadazyma) tallmaniae  0,87 (3) 0 

Candida asiatica  0,29 (1) 0 

Candida sorboxylosa  7,83 (27) 0 

Candida sp 01  0,29 (1) 3,77 (2) 

Candida sp 02  0,29 (1) 0 

Candida sp.03  0,29 (1) 0 

Candida stellimalicola (clado irmão Starmera) 0 3,77 (2) 

Hanseniaspora opuntiae  6,38 (22) 3,77 (2) 

Hanseniaspora uvarum  2,9 (10) 0 

Metschnikowia sp  0,29 (1) 0 

Meyerozyma guilliermondii  47,25 (163) 66,04 (35) 

Ogataea sp.  0,29 (1) 1,89 (1) 

Pichia kluyveri  0,29 (1) 1,89 (1) 

Pichia kudriavzevii  1,16 (4) 0 

Pichia membranifaciens  5,8 (20) 1,89 (1) 

Sarocladium strictum  0,29 (1) 0 

Saturnispora sp. 0,87 (3) 1,89 (1) 

Wickerhamomyces anomalus  0,29 (1) 0 

Zygoascus hellenicus 0,29 (1) 0 

Total Ascomicetos 85,8% 90,6% 
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Espécies Epifíticos (%) Endofíticos (%) 

Bandoniozyma complexa  0,87 (3) 0 

Bulleromyces nemorosus (Cryptococcus) 0,29 (1) 0 

Cryptococcus sp 02 0,29 (1) 0 

Cryptococcus sp. 01  1,16 (4) 0 

Eballistra oryzae  0,29 (1) 0 

Fellomyces polyborus  2,03 (7) 0 

Hannaella luteola  0,58 (2) 0 

Occultifur externus  0,58 (2) 0 

Rhodotorula dairenensis  1,74 (4) 0 

Rhodotorula mucilaginosa  0,29 (1) 0 

Rhodotorula oryzae  0,29 (1) 0 

Rhodotorula sp.  0,29 (1) 0 

Ustilago sp.  0,29 (1) 0 

Total Basidiomicetos 8,9% 0% 

Isolados não identificados (4) 5,3 (18) 9,4 (5) 

 Total de isolados 100% (n=345) 100% (n=53) 

 

A taxa de colonização e riqueza total observadas na superfície do fruto 

(94,6% e S = 38) são bastante superiores às observadas nos tecidos internos (22% 

e S = 10, para mesocarpo; 1,8% e S=2, para epicarpo) (Tabela 3). Variações de 85 a 

100% na taxa de colonização de leveduras epifíticas, contrapondo-se com variações 

de 20 a 90% na taxa de colonização de endofíticos, foram relatadas em carposferas 

de diferentes espécies de plantas (ISAEVA et al., 2010).  

 

Tabela 3: Comparação entre as variáveis taxa de colonização, densidade e riqueza 

total de leveduras cultiváveis epifíticas e endofíticas.  

Origem das 
leveduras 

Taxa de 
colonização 

Riqueza de 
espécies 

observada 

Densidade média 
Log10(UFC/fruto) 

T0    T1    T2    T3    T4   T5 

Leveduras epifíticas 94,6% 38 6,7 7,1  7,5 7,9 7,9 8,5 

Leveduras endofíticas 
do mesocarpo 

22,0% 10 6,0 4,8 6,8 6,8 5,9 7,9 

Leveduras endofíticas 
do epicarpo 

1,8% 2   NA    

Total de frutos  168 168 28 (x 6 tempos) 

NA: no isolamento de endofíticos do epicarpo, foi avaliado o número de colônias 
associadas ao fragmento, não permitindo o cálculo de densidade média (UFC) por 
fruto.  



66 
 

É possível perceber que a densidade nas comunidades epifíticas aumenta em 

função do tempo, de forma gradativa, enquanto a densidade oscila entre as 

comunidades endofíticas associadas a frutos coletados em tempos diferentes. Ainda 

assim, em todos os casos, os valores de densidade média de leveduras epifíticas 

por fruto foram superiores aos de leveduras endofíticas, variando de 4 a 200 vezes 

para maior, a depender do tempo de coleta. Os valores observados para densidade 

média de endofíticos e epifíticos, de maneira geral, assemelham-se a dados da 

literatura (LINDOW & BRANDL, 2003; NYANGA et al., 2007; ISAEVA et al., 2010; 

MOREIRA et al., 2013).  

Densidades, riqueza e taxas de colonização inferiores para as leveduras 

endofíticas podem apresentar diversas explicações. No interior dos tecidos vegetais, 

os micro-organismos endofíticos estão expostos à ação de vários metabólitos de 

defesa produzidos pelas plantas, como terpenóides, benzoxazinonas, flavonoides e 

isoflavonóides (BAIS et al., 2006), os quais podem regular a densidade da 

microbiota associada (SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005). Na 

maioria das vezes, a colonização por endofíticos é localizada: os micro-organismos 

apresentam padrão de distribuição heterogênea (agregação), onde em algumas 

porções não se detecta crescimento algum, enquanto em outras, podem ser 

encontrados em densidades que variam de 105- 106 UFC/g do tecido, o que pode 

dificultar a obtenção de amostras representativas deste habitat (SCHULZ & BOYLE, 

2005; ISAEVA et al., 2010). Outra questão bastante discutida que pode influenciar 

essas variáveis é a origem incerta dos micro-organismos endofíticos, podendo os 

mesmos ser derivados do ambiente externo ou terem sido transmitidos verticalmente 

da planta-mãe para os frutos (SAIKKONEN et al., 2004; NASSAR et al., 2005; 

SCHoULZ & BOYLE, 2005; ISAEVA et al., 2010). A transmissão vertical ocorre por 

me das sementes da planta, já colonizadas, e geralmente é realizada por micro-

organismos especializados, que apresentam uma história evolutiva relacionada a de 

seus hospedeiros (SAIKKONEN et al., 2004). Se derivados do meio externo, estes 

micro-organismos provavelmente iniciaram o processo de colonização como 

epifíticos e, por meio de estratégias diversas, como a produção de enzimas, 

transporiam as barreiras de proteção da planta e atingiram os tecidos vegetais 

internos (SCHULZ & BOYLE, 2005; BEATTIE & LINDOW, 1999). Neste caso, a 

diversidade de taxas é maior, podendo ser dependente do ambiente onde a planta 
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está inserida. A hipótese de colonização a partir do ambiente externo é reforçada 

pela detecção de isolados da mesma espécie tanto na superfície quanto no interior 

dos tecidos das plantas, observado neste trabalho (Tabela 2) e na literatura (ISAEVA 

et al., 2010).   

A colonização da superfície do fruto é dependente de outros fatores. A 

influência dos mecanismos de defesa da planta na microbiota epifítica é menor, e a 

estrutura e distribuição das espécies nas comunidades são moduladas 

principalmente pelas interações (positivas ou negativas) estabelecidas entre as 

populações (LINDOW & BRANDL, 2003). A produção de outros metabólitos 

específicos é importante para garantir a colonização dos epífitas, incluindo 

substâncias antagonistas, que conferem vantagem adaptativa na competição com 

outros micro-organismos (LINDOW & BRANDL, 2003), e substâncias tensoativas, 

importantes para colonização de superfícies hidrofóbicas (HUTCHISON et al., 1995). 

A distribuição dos micro-organismos é menos heterogênea, em relação a dos 

endofíticos (ISAEVA et al., 2010) e a diversidade dos micro-organismos é 

determinada ainda por fatores ambientais abióticos, como umidade e temperatura, e 

bióticos, como a presença de insetos e pássaros que podem atuar como vetores 

(MORAIS et al., 1995). 

As curvas de acumulação de espécies (S) construídas tanto para as amostras 

coletadas a partir da superfície do fruto quanto para as amostras obtidas a partir do 

mesocarpo não estabilizaram (Figura 3). Curvas de extrapolação de espécies foram 

construídas utilizando os estimadores Bootstrap e Jacknife 1, para avaliar o quanto a 

riqueza observada se aproximou da riqueza potencialmente presente nas amostras 

(Figura 3). O valor de riqueza total estimado para as comunidades epifíticas variou 

de 45,2 ± 2,3 (Bootstrap) a 54,9 ± 4,3 (Jacknife 1), para a amostra de 168 frutos, 

cuja riqueza observada foi igual a 38 espécies. Já para as comunidades endofíticas, 

a riqueza estimada foi 4 vezes menor, variando de 12,6 ± 1,5 (Bootstrap) a 16 ± 2,8 

(Jacknife 1). 

Semelhanças entre as curvas de acumulação de amostras e de extrapolação 

de riqueza, utilizando os estimadores Bootstrap e Jacknife 1, indicam que, mesmo 

não tendo sido atingida a estabilidade da curva de acumulação, os valores de 

riqueza capturados pela amostragem utilizada aproximaram-se bastante dos valores 

máximos potenciais de riqueza das comunidades estudadas.  
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(A) Epifíticos 

 

 

(B) Endofíticos 

 

 

 

Figura 3: (A) Comparação entre as curva de acumulação e de extrapolação de 
espécies, reunindo amostras epifíticas (A) e endofíticas (B) isoladas durante todo o 
período de coleta (T0 a T5). Método de acumulação randômico, com 100 
permutações. 
 

Para a comunidade de leveduras epifíticas, as diferenças entre os valores de 

riqueza estimada e riqueza observada sugerem que 5 a 15 espécies raras, no total, 

poderiam ainda ser encontradas. No caso dos endofíticos, o valor de riqueza 

observada (S=10) encontra-se dentro da faixa de variação dos valores de riqueza 

estimados (Figura 3). Em ambos os casos, os valores estimados pelo modelo de 

Bootstrap, e consequentemente a curva obtida, foram os que mais se aproximaram, 

dos valores de riqueza observada. Este modelo estima a riqueza total utilizando 

        S=38                E(S) Bootstrap          E(S) Jacknife 1   
                                    45,2 ± 2,3                  54,9 ± 4,3 

        S=10                E(S) Bootstrap          E(S) Jacknife 1   
                                    12,6± 1,53                  16 ± 2,8 
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dados de todas as espécies, não se restringindo às espécies raras, enquanto o 

método Jackknife 1 utiliza apenas o número de espécies que ocorrem em apenas 

uma amostra (MARRUGAN, 2004).  

Curvas de acumulação de espécies também foram construídas para cada 

conjunto de frutos coletados em tempos diferentes. As curvas obtidas para as 

amostras epifíticas (Apêndice D) e endofíticas (Apêndice E) mostraram 

comportamentos semelhantes à curva total de amostras, sendo que foram 

observados grandes desvios para o segundo grupo, em virtude do pequeno número 

de espécies e sua baixa frequência entre os frutos. Apesar das curvas não 

estabilizarem, as riquezas observadas para cada um dos grupos temporais também 

apresentam valores muito próximos aos obtidos através dos estimadores Jacknife 1 

e Bootstrap (Tabela 4).  

 

Tabela 4: Dados da riqueza observada e riqueza estimada de leveduras e fungos 

epifíticos e endofíticos, utilizando os estimadores Jackknife 1 e Bootstrap, para cada 

um dos tempos de amostragem.  

 

  Riqueza estimada 

 
Riqueza 

observada 
Jackknife1 Bootstrap n 

Epifíticos     

T0 16 26,6 ± 4,0 20,2 ± 2,0 28 

T1 13 17,8 ± 2,2 15,4 ± 1,4 28 

T2 12 16,8 ± 2,6 14,3 ± 1,4 28 

T3 12 17,8 ± 2,7 14,3 ± 1,3 28 

T4 14 21,7 ± 3,1 17,2 ± 1,5 28 

T5 15 21,8 ± 2,9 18,0 ± 1,7 28 

T0 1 1,0 1,1 ± 0,3 28 

T1 2 3,0 ± 1,0 2,4 ± 0,5 28 

T2 5 6,9 ± 1,4 6,0 ± 0,9 28 

T3 3 4,9 ± 1,4 3,9 ± 0,9 28 

T4 2 3,0 ± 1,0 2,4 ± 0,5 28 

T5 3 4,9 ± 2,0 3,7 ± 1,0 28 
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A não estabilização das curvas de acumulação de amostras sugere, em uma 

primeira análise, que um maior esforço amostral poderia capturar maior riqueza de 

espécies. Todavia, o número de amostras coletados foi alto e, talvez, a questão 

esteja relacionada aos métodos escolhidos para avaliação da diversidade da 

microbiota associada ao fruto, não se restringindo ao aumento da amostragem. A 

utilização de um único meio de cultura complexo para o isolamento das leveduras, 

insuficiente para suprir a exigência nutricional de todos as espécies presentes nas 

amostras, certamente diversa neste requisito; a opção pelo isolamento de micro-

organismos cultiváveis, não somando a estes a parcela da microbiota não-cultivável; 

e a opção por reduzir o número de isolados a serem submetidos ao sequenciamento 

de regiões do gene do rRNA, por meio dos critérios de seleção e agrupamento 

estabelecidos, podem ter contribuído para a subestimação da riqueza das amostras 

(STRINGINI et al., 2008, 2009; TAKASHIMA et al., 2012; PAPALEXANDRATOU et 

al., 2013). Esta riqueza, ainda que subestimada, apresentou valores altos, com a 

descrição de 39 espécies de leveduras e fungos leveduiformes, sendo que 35 destas 

foram descritas pela primeira vez como associadas aos frutos de macaúba. 

Os dados apresentados na Tabela 4 permitem concluir que, em termo de 

riqueza de espécies, as alterações foram pouco expressivas tanto para as 

comunidades epifíticas quanto endofíticas. Entre as comunidades epifíticas, o maior 

número de espécies de leveduras e fungos foi observado no tempo 0, ou seja, 

diretamente após a coleta dos frutos na palmeira. Já entre as comunidades 

endofíticas, o maior número de espécies de leveduras e fungos foi observado no 

tempo 2 (Tabela 4). A riqueza, por si só, não é capaz de retratar a diversidade do 

sistema. Para compreender melhor o comportamento dessas comunidades ao longo 

do tempo, foram analisadas as variações dos valores de abundância e da 

composição de espécies. 

As curvas de abundância auxiliaram na descrição do modo de distribuição das 

espécies nas comunidades epifíticas e endofíticas. Primeiramente, serão expostos 

os dados das análises de epifíticos e, posteriormente, de endofíticos.  

Curvas utilizando os valores de abundância de isolados epifíticos obtidos a 

partir do conjunto total de frutos coletados (Figura 4) e a partir do o conjunto de 

frutos coletados em diferentes tempos (Figura 5) são mostradas em seguida.  
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Figura 4: Curva de abundância utilizando o número total de amostras epifíticas isoladas em T0 a T5 (esquerda). Foi utilizado o 
modelo Log-Normal, família poisson. Número total de espécies: 38. Abundância total: 14 x109 Unidades Formadoras de Colônia. 
Gráfico com “rank” de espécies mais abundantes (direita). Espécies com abundância igual ou menor a 1,0 x 106 UFC não foram 
incluídas no gráfico. Em ordem crescente: Bulleromyces nemorosus, Candida sp. 01, Ogataea sp., Rhodotorula oryzae, 
Rhodotorula sp., Sarocladium strictum (1,0 x 106 UFC); Rhodotorula mucilaginosa (8,0 x 105 UFC), Cryptococcus sp. 01 (6,0 x 105 
UFC), Pichia kluyveri (6,0 x 105 UFC), Saturnispora sp. (3,0 x 105 UFC); Hannaella luteola e Wickerhamomyces anomalus (2,0 x 
105 UFC), Candida asiatica,  Cryptococcus sp 02 e Eballistra oryzae (1,0 x 105 UFC). 
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Figura 5: Curvas de abundância utilizando o número de amostras epifíticas coletadas 
em cada um dos períodos de coleta T0 – T5 (esquerda). Foi utilizado o modelo Log-
Normal, família poisson. Gráficos de abundância relativa das espécies T0-T5 
(direita). A abundância relativa das espécies foi calculada somando-se o total da 
contagem de UFC da espécie por fruto, em cada época de coleta, dividido pelo total 
de contagens de UFC do período em questão, expressos em porcentagens. 
Legenda referente às pranchas das páginas 72 - 74. 
 

Juntamente com as curvas, foram dispostos os gráficos de abundância 

relativa para facilitar a visualização das espécies dominantes e de baixa abundância.  

De modo geral, as amostras epifíticas ajustaram-se ao modelo de distribuição 

Logarítmo-Normal, muito usado para descrever a distribuição de espécies em 

comunidades naturais (MARRUGAN, 2004). É possível visualizar uma espécie 

dominante, destacada das demais no inicio da curva, e uma a quatro espécies com 

abundância baixa, observadas ao final, próximas ao eixo do X (Figuras 4 e 5). A 

distribuição observada no modelo Log-Normal deriva de espécies coexistindo em 

condições de competição parcial, em vez de direta, com adaptações promovendo 

uma diferenciação de nicho sem a exclusão competitiva de um habitat 

(MARRUGAN, 2004). O comportamento da abundância das espécies das 

comunidades epifíticas amostradas em tempos diferentes apresentou perfis 

semelhantes ao da curva de abundância contendo o total das amostras (Figura 5). 

A espécie dominante nas comunidades epifíticas, observada tanto na análise 

dos dados totais, como na análise compartimentada por tempo, foi Meyerozyma 

guilliermondii (Figuras 4 e 5). Contudo, o ranking de espécies (ordenamento 

decrescente das espécies mais abundantes) observado no gráfico da Figura 4 não 

se mantém nos gráficos da Figura 5, variando consideravelmente entre as 

comunidades de frutos coletados em tempos diferentes. Na curva apresentada na 

Figura 4 relativa ao conjunto total de isolados epifíticos, abaixo de M. guilliermondii 

vem as espécies Candida (Yamadazyma) tallmaniae, C. (Ogataea) cylindraceae, C. 

sorboxilosa, Hanseniaspora uvarum, Candida sp. 03, Pichia membranifaciens e H. 

opuntiae, em ordem descrescente de abundância total. Entretanto, C. (Ogataea) 

cylindraceae e C. (Yamadazyma) tallmaniae apenas passam a compor as 

comunidades epifíticas a partir de T3 e T4, enquanto Candida sp. 03 encontra-se 

presente apenas em T5. Considerando que ao longo do tempo os valores de 

abundância total nas comunidades aumentam (Tabela 5) é razoável que o grau de 
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importância dessas espécies também seja alto, quando o sistema é avaliado como 

um todo.  

Além do aumento dos valores de abundância total nas comunidades 

epifíticas, entre as curvas foi possível verificar sutis mudanças na equitabilidade do 

sistema, confirmadas pelos índices de Simpson (1-D) (Tabela 5). Em T0, observa-se 

um maior número de espécies e uma distribuição das espécies mais equitativa (1-D 

= 0,66), tornando essa comunidade mais diversa em relação às demais. Essa 

observação é confirmada pelos valores de Índice de Shanon (H), mostrados na 

Tabela 5.  

 

Tabela 5: Diversidade das comunidades de leveduras e fungos epifíticos, em função 

do tempo de deposição dos frutos no solo. 

  T0 T1 T2 T3 T4 T5 

Riqueza (S) 16 13 12 12 14 15 

Abundância totala 1,5x108 3,6x108 8,4x108 2,0x109 2,4 x109 8,4 x109 

Dominância (D)b 0,34 0,68 0,91 0,68 0,53 0,83 

Simpson (1-D)c 0,66 0,32 0,09 0,32 0,47 0,17 

Shannon (H)d 1,42 0,73 0,26 0,73 0,93 0,46 

aNúmero de indivíduos totais, em Unidades Formadoras de Colônias (UFC); 
bDominância (D)  1 – Índice de Simpson, varia de 0 (táxa em iguais quantidades) a 
1 (um táxon domina completamente a comunidade); cÍndice de Simpson (1 – D), 
mede equitabilidade da comunidade, de 0 a 1; dÍndice de Shannon (entropia), índice 
de diversidade que leva em conta não só o número de táxons, mas também o 
número de indivíduos. Varia de 0 para comunidades com um único táxon até valores 
elevados para comunidades com muitos táxons, cada um com alguns indivíduos. 
 

Em T0, Meyerozyma guilliermondii apresenta abundância relativa em torno de 

51,3%, seguida de Candida (Yadamazyma) conglobata com 20,4%, Hanseniaspora 

uvarum com 15,5%, Metschnikowia sp. com 6,9%, e as demais espécies com 

abundâncias relativas entre 1,1 e 0,07%, totalizam 5,9% dos valores de abundância 

(Figura 5). Já nas comunidades epifíticas de frutos coletados após contato com o 

solo, os valores de abundância relativa de Meyerozyma guilliermondii aumentam 

consideravelmente: 81,7% em T1; 95,3% em T2; 79,8% em T3; 70% em T4; e 

89,4% em T5. O aumento da abundância relativa dessa espécie reduz bastante o 

valor das abundâncias das demais espécies. Com isso, a equitabilidade do sistema 

também diminue, atingindo valores mínimos (1-D igual a 0,09) em T2 (Tabela 5).  
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Registros de altos valores de abundância de Meyerozyma guilliermondii em 

amostras naturais são escassos. Em um trabalho realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa, foi verificado valores de abundância relativa de 66,7% de Meyerozyma 

guilliermondii na superfície de frutos de macaúba coletados após 40 dias de 

deposição no solo (FARIA, 2012). Contudo, neste mesmo trabalho, sua frequência e 

abundância como espécie endofítica em frutos de macaúba foram geralmente baixas 

em relação às demais espécies. 

Meyerozyma guilliermondii, por sua vez, é uma espécie cosmopolita, 

amplamente distribuída na natureza. Há registros de isolados obtidos a partir de 

plantas, insetos, produtos alimentícios, sedimento de estuários e material clínico 

humano e veterinário (revisado por KURTZMAN et al., 2011). Tamanha variedade de 

habitats possivelmente está associada à plasticidade fisiológica entre isolados desta 

espécie. A capacidade de produção de exoenzimas por Meyerozyma guilliermondii 

já foi descrita em diversos trabalhos (BUZZINI & MARTINI, 2002; WANG et al., 2007; 

FARIA, 2012; THONGEKKAEW et al., 2012; DUARTE et al., 2013). Também as 

capacidades de produção de auxinas e solubilização de fosfato já foram relatadas 

para esta espécie (LIMTONG & KOOWADJANAKUL, 2012; NAKAYAN et al., 2013). 

Tais habilidades conferem vantagens adaptativas aos isolados desta espécie. 

O contato com o solo alterou significativamente a condição do fruto de 

macaúba e da microbiota a ele associada. Em geral, o solo apresenta uma grande 

riqueza de micro-organismos, entre fungos filamentosos, bactérias e leveduras. A 

plasticidade metabólica desses micro-organismos é alta, bem como suas taxas de 

produtividade, o que aumenta seu “fitness” e, consequentemente, suas vantagens 

competitivas. A partir do momento em que o fruto é depositado no solo, parte dessa 

microbiota passa a colonizar também sua superfície e tecidos, competindo por 

espaço e nutrientes com a microbiota anteriormente presente, passando então a 

compor as comunidades epifítica e endofíticas do fruto. Diante desse panorama, a 

plasticidade fisiológica apresentada por M. guilliermondii, somados ao alto valor de 

abundância dessa espécie em T0, podem ter contribuído para o sucesso ecológico e 

a manutenção da sua população no fruto de macaúba depositado no solo. 

Após contato com o solo, também foram observadas mudanças no padrão de 

abundância das espécies. Em T1, as espécies Candida (Meyerozyma) carpophila, 

Pichia kudriavzevii, Ustilago sp. e Hanseniaspora opuntiae seguem abaixo de 
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Meyerozyma guilliermondii, abarcando 17,4% da abundância total, enquanto as 

demais espécies juntas perfazem menos de 1% (Figura 5). Em T2, outras espécies 

aparecem como mais abundantes abaixo de M. guilliermondii, entre elas Fellomyces 

polyborus e Bandonyozyma complexa, que juntas compreendem 3,0%, enquanto as 

demais compreendem aproximadamente 1% da abundância total (Figura 5). E esta 

observação pode ser feita em relação aos demais tempos, com um número grande 

de espécies (>50%) totalizando menos de 1-2% da abundância total, e 3 a 5 

diferentes espécies assumindo abundâncias maiores abaixo de M. guilliermondii, 

entre elas: para T3, C. sorboxylosa, Pichia membranifaciens, C. (Ogataea) 

cylindracea e H. uvarum; para T4, C. (Yamadazyma) tallmaniae, C. sorboxylosa e C. 

(Ogataea) cylindracea; para T5, C. (Ogataea) cylindracea, Candida sp. 03, H. 

uvarum e C. sorboxylosa (Figura 5).  

Assim, como a composição de espécies mais abundantes de cada 

comunidade de epifíticos variou em função do tempo de deposição dos frutos no 

solo, também foi observada a variação no conjunto total das espécies. Esta pode ser 

confirmada por meio dos altos valores de medida de diversidade beta de Whittaker 

(βW) (1960), que variaram de 0,36, entre T0 e T2, a 0,68, entre T0 e T5 (Tabela 6). 

Esta medida tem sido utilizada para avaliar mudanças de diversidade em um 

sistema, mediante um gradiente físico ou temporal (WHITTAKER, 1960; TUOMISTO, 

2010a,b). De modo geral, enquanto a diversidade alfa () mede a diversidade em 

uma comunidade, amostrada em um determinado período, a diversidade beta () 

mede a variação dessa diversidade entre comunidades de períodos diferentes. 

Segundo esta medida, quanto maior o valor de βW, menor o número de espécies 

compartilhadas entre duas comunidades, analisadas par a par.  

A Figura 6 permite visualizar de modo mais fácil a distribuição das espécies 

entre comunidades associadas a frutos coletados em diferentes tempos de 

deposição no solo. Algumas espécies foram isoladas em praticamente todos os 

tempos de coleta, M. guilliermondii, C. sorboxylosa, H. opuntiae, P. membranifaciens 

e H. uvarum, enquanto outras, como Candida asiatica, Eballistra oryzae, Hannaella 

luteola, Pichia kluyveri e mais 15 espécies, foram isoladas em apenas um dos 

tempos (Figura 6). Algumas espécies, como Bandoniozyma complexa e C. 

(Yamadazyma) conglobata, foram isoladas em tempos alternados (Figura 6). 
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Tabela 6: Tabela de diversidade beta - Medida de Whittaker (βW)* (1960) para 

comunidades epifíticas 

  T0 T1 T2 T3 T4 T5 

T0 0      

T1 0,59 0     

T2 0,36 0,52 0    

T3 0,57 0,60 0,42 0   

T4 0,53 0,70 0,46 0,46 0 

 T5 0,68 0,43 0,56 0,48 0,52 0 

*A medida de Whittaker (βW) é obtida pela equação: βW = (S/– 1, em que S = 
número total de espécies;  α = número médio de espécies.  
 

 

Quando observamos as abundâncias relativas das espécies que foram 

isoladas em apenas um período de coleta, observamos que, em geral, elas são 

menores do que 0,7% (Figura 5), com valores de abundância total inferiores a 1,0 x 

106 UFC totais (Apêndice F). Exceções para este padrão são Metschnikowia sp., C. 

(Meyerozyma) carpophila, Ustilago sp., Candida sp. 03 e Zygoascus hellenicus.  

Valores baixos de abundância podem ser uma das causas da exclusão 

competitiva de espécies (GIACOMINI, 2007). Segundo esta hipótese, estas espécies 

de ocorrência única teriam colonizado a superfície do fruto por um breve período de 

tempo, sendo excluídas por espécies dominantes ou por outras recém-chegadas 

mais competitivas. Contudo, espécies com valores de abundância de igual ou menor 

grandeza mantiveram-se ao longo do tempo nas comunidades de epifíticos (Figura 

5). Dessa forma, talvez as espécies não tenham sido excluídas, mas tenham se 

mantido em abundâncias tão baixas, incapazes de serem detectadas pelos métodos 

de análise utilizados. Esta segunda hipótese explica as alternâncias de ocorrências 

observadas para algumas espécies.  
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Figura 6: Figura esquemática da distribuição das espécies entre os tempos de 
coleta. Linhas pretas referem-se às leveduras epifíticas e linhas cinza, às leveduras 
endofíticas. 
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Uma terceira hipótese está relacionada com fatores intrínsecos à amostra e à 

metodologia de coleta. Foi observado que existe uma grande diferença de riqueza e 

abundância de espécies entre as comunidades associadas a cada fruto (unidade 

amostral), representado estatisticamente pelo coeficiente de diferenciação de 

amostras, igual a 0,95 para as amostras epifíticas. Este coeficiente foi obtido por 

meio da análise de contribuição particionada de diversidade descrita por Lu e 

colaboradores (2007) e avalia as contribuições das amostras e das variações entre 

as amostras para a diversidade total do sistema. As comunidades epifíticas de um 

fruto, por sua vez, possuem no máximo 5 espécies diferentes, o que pode ser 

observado na identificação dos isolados (os números romanos presentes na 

identificação dos isolados só chega até o número V). Somado a estes fatores ou, 

talvez, como uma consequência deles, a frequência das espécies isoladas por fruto 

é baixa, variando de 3,6% (em que a espécie é observada em apenas 1 dos 28 

frutos amostrados) a 35,7% (em que a espécie é observada em até 10 dos 28 frutos 

amostrados), com exceção da espécie Meyerozyma guilliermondii, cuja frequência 

varia de 67,9 a 96,4% (Figura 7). Analisando estes fatores em conjunto, podemos 

pensar que espécies isoladas a partir de um conjunto de frutos coletados em um 

determinado período poderiam ser detectadas em outros períodos de coleta, se a 

amostragem fosse ampliada. Esta alternativa, contudo, seria de difícil execução 

devido à laboriosidade das análises em laboratório. De qualquer forma, as três 

hipóteses apresentadas para explicar o padrão de distribuição das espécies entre os 

tempos de coleta dos frutos não se excluem. 

As elevadas frequências relativas de Meyerozyma guilliermondii observadas 

nos frutos de macaúba, em conjunto com as baixas frequências observadas para as 

demais espécies, contribuem para os altos valores de abundância relativa desta. 

Isso significa que as abundâncias de M. guilliermondii em cada fruto nem sempre 

assumirão valores muito mais altos do que as abundâncias das demais espécies, 

mas, como são mais frequentes que as demais, a somatória das suas abundâncias 

aumenta o valor da abundância relativa dessa espécie em relação à abundância 

total do sistema. Do mesmo modo, o aumento da frequência desta espécie ao longo 

do tempo contribui para o aumento da abundancia relativa, apesar deste não ser o 

único fator que explica este fenômeno, como discutido anteriormente.  
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Figura 7: Gráficos de frequência relativa das espécies epifíticas por período de 
coleta. A frequência relativa de cada espécie foi calculada de acordo com a 
equação: Fi=(Ji/K)*100, em que Fi é a freqüência da espécie i; Ji é o número de 
frutos nos quais a espécie i ocorreu e K é o número total de frutos. Legenda 
correspondente à figura da página 82. 
 

Entre as espécies com frequências relativas mais altas, além de M. 

guilliermondii, pode-se citar P. membranifaciens (21,4%, em T1); C. (Meyerozyma) 

carpophila e H. opuntiae (14,3%, em T1); H. opuntiae (21,4%, em T2); C. 

sorboxylosa (35,7%, em T3), P. membranifaciens, H. opuntiae e H. uvarum (17,9%, 

em T3); C. (Ogataea) cylindracea (17,9%, em T4); e C. (Ogataea) cylindracea 

(14,3%, em T5) (Figura 7). Observa-se que essas espécies nem sempre 

correspondem às espécies com maiores abundâncias relativas nas respectivas 

comunidades de epifíticos (Figura 5). Em T0, as espécies citadas como mais 

abundantes apresentam frequências relativas de 3,6 a 7,1%, tão baixas quanto de 

Ustilago sp., em T1, Fellomyces polyborus e Bandonyozyma complexa em T2, C. 

(Ogataea) cylindracea em T3; C. (Yamadazyma) tallmaniae em T4, Candida sp. 03 e 

H. uvarum, em T5. De modo geral, a grande maioria das espécies que compõem as 

comunidades em cada período, de 58 a 75%, foi isolada de apenas 1 fruto 

(frequência relativa igual a 3,6%) ou 2 (frequência relativa igual a 7,1%). Assim como 

a baixa abundância, baixas frequências relativas também podem deixar as espécies 

vulneráveis à exclusão competitiva (GIACOMINI, 2007). 

Para descrição do modo de distribuição das espécies nas comunidades de 

endofíticos também foram construídas curvas utilizando os valores de abundância 

dos isolados obtidos a partir do conjunto total de frutos coletados (Figura 8) e a partir 

do conjunto de frutos coletados em diferentes tempos (Figura 9). Da mesma forma 

que nas curvas das comunidades de epifíticos, foram dispostos os gráficos de 

abundância relativa adjacentes para facilitar a visualização das espécies dominantes 

e de baixa abundância.  
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Figura 8: Curva de abundância utilizando o número total de amostras endofíticas isoladas em T0 a T5 (esquerda). Foi utilizado o 
modelo Log-Normal, família poisson. Número total de espécies: 10. Abundância total: 1,1 x 108 (UFC). Gráfico com rank de 
espécies mais abundantes (direita). 
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Figura 9: Curvas de abundância utilizando o número de amostras endofíticas 
coletadas em cada um dos períodos de coleta T0 – T5 (esquerda). Foi utilizado o 
modelo Log-Normal, família poisson. Gráficos de abundância relativa das espécies 
T0-T5 (direita). A abundância relativa das espécies foi calculada somando-se o total 
da contagem de UFC da espécie por fruto, em cada época de coleta, dividido pelo 
total de contagens de UFC do período em questão, expressos em porcentagens. 
Legenda referente à prancha da página 85. 
 

Um padrão diferenciado de distribuição das espécies foi observado para as 

amostras endofíticas. A curva de abundância utilizando o total de amostras 

apresentou ajuste ao modelo Logarítmo-Normal, assim como a curva de epifíticos, 

também apresentando Meyerozyma guilliermondii como espécie dominante (Figura 

8). Entretanto, quando as comunidades são analisadas tempo a tempo, o padrão 

observado é o de uma colonização recente, com a observação de uma espécie em 

T0, e o pequeno aumento na riqueza, ao longo dos tempos, pela inclusão de 

espécies com menor abundância (Figura 9). Tal padrão apresenta melhor ajuste ao 

modelo da série geométrica, que prediz uma distribuição menos uniforme das 

espécies, semelhante a uma reta. Esta distribuição é comum em comunidades em 

estágios iniciais de sucessão, em que as espécies chegam ao habitat em intervalos 

de tempos regulares, ocupando frações de nicho remanescentes (MARRUGAN, 

2004). 

Meyerozyma guilliermondii foi a única espécie de levedura isolada do 

mesocarpo do fruto de macaúba em T0. Mesmo após a deposição dos frutos no 

solo, esta espécie manteve suas abundâncias relativas acima de 90%, durante todo 

o período de coleta (Figura 9). Este padrão foi semelhante ao observado para a 

comunidade epifítica. Ainda que a ampla distribuição dessa espécie na natureza e 

sua grande plasticidade fisiológica, discutidas anteriormente, sejam importantes 

fatores que contribuam para sua dominância nas comunidades de leveduras 

endofíticas e epifíticas, o fato dessa espécie ser encontrada em tão altas 

abundâncias colonizando superfície e tecidos internos, mesocarpo e epicarpo 

(Tabela 2), sugere uma forte adaptação de M. guilliermondii aos frutos da palmeira 

macaúba. Como já discutido anteriormente, esta espécie já foi descrita como 

associada a frutos de macaúba coletados em localidade diferente da avaliada neste 

trabalho, colonizando mesocarpo e superfície do epicarpo, contudo em menores 

proporções às descritas neste estudo (FARIA, 2012). 
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Após o contato do fruto com o solo, outras espécies passaram a compor a 

comunidade de leveduras endofíticas, contribuindo para o aumento da riqueza, que 

chega ao seu valor máximo no Tempo 2, quando S é igual a 5 (Figura 9). 

Considerando que em T0, apenas M. guilliermondii fazia parte da composição da 

comunidade endofítica, é provável que as demais espécies observadas nos tempos 

de coleta posteriores tenham tido origem no ambiente externo (ISAEVA et al., 2010). 

Essa hipótese é reforçada pelo isolamento das mesmas espécies a partir da 

superfície do fruto, como é o caso de 8 das 10 espécies encontradas associadas aos 

tecidos internos. Candida sp. 01, compôs a comunidade epifítica em T1, sendo 

posteriormente isolada do mesocarpo em T2; C. (Yamadazyma) conglobata e H. 

opuntiae, presentes em T2 (endofíticos) já haviam sido isoladas da superfície em T0; 

e o mesmo pode ser observado para as espécies P. membranifaciens (T3), 

Saturnispora sp. (T4), C. (Ogataea) boidinii (T5) e P. kluyveri (T5). As duas exceções 

são C. sttelimalicola (clado irmão Starmera), isolada exclusivamente do mesocarpo 

do fruto, e Ogataea sp., que foi isolada do mesocarpo (T2) antes de ser isolada da 

superfície do fruto (T4) (Figura 6). 

Com exceção de M. guilliermondii, as abundâncias relativas das espécies que 

compõem as comunidades endofíticas, em diversos períodos de coleta, são 

inferiores a 5% (Figura 9). Estes valores baixos refletem na equitabilidade do 

sistema, representada pelos valores de índice de Simpson, que variam entre 0 (T0) 

e 0,17 (T2) (Tabela 7). O maior valor de equitabilidade, em conjunto com o maior 

número de espécies observadas, fazem da comunidade endofítica associada aos 

frutos coletados em T2 a mais diversa entre as demais, fato confirmado pelo índice 

de Shanon apresentado, H = 0,38 (Tabela 7).  

O aumento da diversidade das comunidades endofíticas, atingindo o máximo 

em T2 pode ser explicada pela mudança de condição do fruto no momento que o 

mesmo é disposto no solo. Como discutido anteriormente, o contato com o solo 

propicia a ação da microbiota presente neste substrato sobre as estruturas externas 

do fruto de macaúba, o que pode levar à formação de microfissuras no epicarpo, 

possibilitando a colonização dos tecidos internos. Este fato contribui para o aumento 

da riqueza e da abundância total de leveduras na comunidade endofítica. Contudo, 

após T2 observa-se um declínio nos valores de riqueza e diversidade no sistema 

(Tabela 7), provavelmente relacionado à colonização dos tecidos do mesocarpo por 
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outros micro-organismos, como fungos filamentosos e bactérias, aumentando a 

competição entre os componentes da comunidade endofítica.  

 

Tabela 7: Diversidade das comunidades de leveduras e fungos endofíticos, em 

função do tempo de deposição dos frutos no solo. 

 

T0 T1 T2 T3 T4 T5 

Riqueza (S) 1 2 5 3 2 3 

Abundância totala 2,6x107 1,8x106 1,9x108 4,0x106 2,2x107 2,0x109 

Dominância (D)b 1 0,98 0,83 0,95 0,999 0,92 

Simpson (1-D)c 0 0,02 0,17 0,05 0,001 0,08 

Shannon (H)d 0 0,07 0,38 0,13 0,007 0,17 

aNúmero de indivíduos totais, em Unidades Formadoras de Colônia (UFC); 
bDominância (D)  1 – Índice de Simpson, varia de 0 (taxa em iguais quantidades) a 
1 (um táxon domina completamente a comunidade); cÍndice de Simpson (1 – D), 
mede equitabilidade da comunidade, de 0 a 1; dÍndice de Shannon (entropia), índice 
de diversidade que leva em conta não só o número de táxons, mas também o 
número de indivíduos. Varia de 0 para comunidades com um único táxon até valores 
elevados para comunidades com muitos táxons, cada um com alguns indivíduos. 
 

Comparando os valores de diversidade nas comunidades de endofíticos à 

diversidade nas comunidades de epifíticos, observamos que a primeira é menor, 

flutuando entre 0,38 (máximo, T2) e 0 (mínimo, T0), bem como a riqueza e os 

valores de abundância total observados (Tabelas 5 e 7). Diferente do observado 

para as comunidades epifíticas, o aumento da abundância não ocorreu em função 

do tempo de deposição do fruto no solo, apresentando oscilações entre um tempo e 

outro (Tabela 7). Oscilações entre abundâncias de leveduras associadas a frutos em 

um gradiente de tempo também foram observadas em estudos com o fruto amapá, 

sendo atribuídas a diversos fatores, entre eles: interações negativas entre os micro-

organismos, por meio da produção de substâncias “killer”; mudanças no substrato, 

seja pela redução de nutrientes de fácil absorção, seja pela disponibilização de 

outras moléculas por meio da ação enzimática em moléculas complexas; 

colonização por espécies trazidas por vetores animais, entre outras (MORAIS et al., 

1995). 

Assim como observado entre as comunidades epifíticas, há variações na 

composição das comunidades de leveduras endofíticas isoladas em função do 

tempo de coleta, claramente percebidas ao observarmos os gráficos da Figura 9 e 
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medidas de diversidade beta de Whittaker (Tabela 8). Pelas medidas de Whittaker, 

observamos que as diferenças entre as comunidades podem variar de 14%, entre 

T1 e T2, até 75%, entre T0 e T5. Apesar de a maior diferença ter sido observada 

entre as comunidades relacionadas ao primeiro e ao último tempo de coleta, assim 

como observado entre as comunidades epifíticas, diferenças entre tempos próximos 

nem sempre são menores do que entre tempos distantes. Exemplos disso são as 

medidas de Whittaker entre T3 e T4 (0,67) e entre T3 e T5 (0,27).  

 

Tabela 8: Tabela de diversidade beta - Medida de Whittaker (βW)* (1960) para 

comunidades endofíticas 

  T0 T1 T2 T3 T4 T5 

T0 0      

T1 0,50 0     

T2 0,60 0,14 0    

T3 0,60 0,43 0,25 0   

T4 0,33 0,60 0,67 0,67 0 

 T5 0,75 0,40 0,27 0,27 0,56 0 

* A medida de Whittaker (βW) é obtida pela equação: βW = (S/– 1, em que S = 

número total de espécies;  α = número médio de espécies.  

 

Assim como observado para as comunidades epifíticas, os valores de riqueza 

e abundância das comunidades de cada fruto variaram bastante entre si. Em vários 

frutos, não foi possível detectar a presença de leveduras associadas, enquanto em 

outros, os valores de abundância apresentados foram altos. Esta característica da 

amostra é refletida nas taxas de colonização baixa (Tabela 3), apresentada 

anteriormente. O coeficiente de diferenciação de amostras apresentado pela análise 

de contribuição particionada de diversidade foi bastante alto, igual a 0,884 (LU et al., 

2007) e, tal como para as amostras epifíticas, uma ampliação da amostragem 

poderia permitir o isolamento de outras espécies ou a obtenção de maior frequência 

destas nos frutos. Neste caso, além da ampliação do número de frutos, poderia-se 

pensar no aumento da amostragem dos tecidos do mesmo, mesocarpo e epicarpo. 

Como discutido anteriormente, os endofíticos, em geral, apresentam padrões de 
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agregação (SCHULZ e BOYLE, 2005; ISAEVA et al., 2010), o que dificulta a 

obtenção de amostras representativas. 

Todas essas questões afetam os dados de frequência relativa, que para as 

espécies nas comunidades endofíticas apresentaram valores consideravelmente 

baixos de T0 a T4 (7,1 a 14,3%), com aumento significativo em T5 (57,1%) (Figura 

10). As demais espécies, em geral, apresentaram ocorrências em 1 ou 2 frutos, no 

máximo (frequências relativas entre 3,6 e 7,1%). As baixas frequências, bem como 

as baixas abundâncias observadas para estas amostras as tornam mais 

susceptíveis ao processo de exclusão competitiva. 
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Figura 10: Gráficos de frequência relativa das espécies endofíticas por período de 
coleta. A frequência relativa de cada espécie foi calculada de acordo com a 
equação: Fi=(Ji/K)*100, em que Fi é a freqüência da espécie i; Ji é o número de 
frutos nos quais a espécie i ocorreu e K é o número total de frutos. 
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Além do tempo de deposição dos frutos no solo, o efeito de uma segunda 

variável, a palmeira, foi considerado na análise das variações de riqueza e 

abundância das comunidades observadas. Para isso, os valores de riqueza e 

abundancia dos frutos foram agrupados em suas respectivas palmeiras de origem, 

sendo particionados em função do tempo de coleta (Tabelas 9 e 10, 

respectivamente), e análises utilizando as palmeiras como unidades amostrais foram 

realizadas. Até então, todas as análises de ecologia realizadas utilizaram o fruto da 

macaúba como unidade amostral, caracterizando as comunidades de leveduras 

endofíticas e epifíticas associadas às palmeiras de uma determinada área, no caso, 

da região de Casa Branca, Brumadinho, MG. Os dados contidos nas Tabelas 9 e 10 

foram utilizados para a construção dos gráficos das Figuras 11 e 12, que permitem a 

comparação visual entre palmeiras e as épocas de coleta distintas.  

 

Tabela 9: Riqueza de espécies epifíticas e endofíticas entre palmeira e tempo.  

  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Riqueza total* 

Epifíticos                 

T0 2 9 6 3 2 3 3 16 

T1 4 6 2 4 3 2 2 13 

T2 2 5 3 2 2 4 5 12 

T3 5 6 5 1 4 2 4 12 

T4 2 6 4 2 3 5 4 14 

T5 1 10 4 9 1 2 1 15 

Riqueza total 8 18 17 13 9 10 11  

Endofíticos 

        T0 0 0 0 0 0 0 1 1 

T1 0 0 0 0 2 1 1 2 

T2 1 0 0 0 2 1 2 5 

T3 2 0 1 0 0 1 1 3 

T4 0 2 0 0 0 0 1 2 

T5 1 3 1 1 1 1 1 3 

Riqueza total 3 4 2 1 3 1 3  

* Valores apresentados como riqueza total não correspondem ao somatório dos 
valores apresentados nas linhas/colunas, pois há sobreposição de espécies entre os 
tempos. 
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Figura 11: Variação da riqueza de epifíticos (A e B) e endofíticos (C e D) por 
palmeiras de macaúba, local de coleta dos frutos (P1 – P7) e por tempo de 
deposição dos frutos no solo (T0 – T5). As linhas grossas nos gráficos representam 
a mediana, as caixas, o erro padrão, as linhas tracejadas, o desvio padrão e os 
pontos, valores atípicos (“outliers”).   
 

Para avaliar se as variações de riqueza e abundância foram significativas 

entre plantas e entre tempos, foram utilizados Modelos Lineares Generalizados 

(GLMs, MCCULLAGH & NELDER, 1989; AUSTIN et al., 2002).  Os resultados 

dessas análises estatísticas podem ser consultados no Apêndice G.  

De modo geral, foi possível observar que a riqueza de epifíticos foi 

influenciada positivamente pelas palmeiras, ou seja, houve diferença significativa de 

riqueza entre as plantas (P = 0,007), principalmente pela composição de espécies na 

Palmeira 2 (Tabela 9, Figura 11A). As comunidades de leveduras epifíticas 

associadas aos frutos desta palmeira, coletados em diferentes períodos de tempo, 

apresentam maiores valores de riqueza em relação às demais. Enquanto a riqueza 

das comunidades associadas aos seus frutos variam de 5 a 10 espécies, a riqueza 
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máxima observada em comunidades das demais palmeiras é de 4 (P5), 5 (P1, P6 e 

P7), 6 (P3) ou 9 (P4). Também o número total de espécies isoladas desta palmeira é 

maior, S=18, aproximando apenas de P3, S=17. Quando observado o 

comportamento das comunidades dessa palmeira em função do tempo, percebe-se 

que há claramente uma redução da riqueza de T0 a T2, com o posterior aumento de 

T3 a T5. Este comportamento assemelha-se bastante ao observado nas análises 

utilizando os frutos como unidade amostral, apresentadas anteriormente, mas não é 

consenso entre a maioria das palmeiras, com exceção de P3.  

O comportamento discrepante da palmeira 2, em relação às demais, inclusive 

à palmeira 1, cuja localidade é compartilhada (Figura 1), não pode ser explicada 

pelos dados apresentados neste trabalho. Fatores como a idade da planta, estágio 

de maturação dos frutos, composição inicial da comunidade microbiana e suas 

características fisiológicas e bioquímicas, comportamento de cada fruto após seu 

contato com o substrato, e fatores ambientais externos bióticos e abióticos aos quais 

as amostras foram submetidas durante o período experimental, podem ter 

contribuído para tais variações. 

Não foi possível verificar variações significativas da riqueza de epifíticos em 

função do tempo, quando utilizamos as palmeiras como unidade amostral (Apêndice 

G), apesar o gráfico da Figura 11B apresentar desvios altos em T5, sugerindo um 

aumento da riqueza do sistema neste tempo de coleta. Em geral, o comportamento 

da riqueza nessas comunidades é oscilante, muito provavelmente em função da 

diferença de riquezas observadas entre as palmeiras. As variáveis Palmeira e 

Tempo não explicaram a variação observada na riqueza de endofíticos (P > 0,100, 

Tabelas 9, Figura 11 C,D) e o comportamento das amostras apresentou-se diverso 

entre as palmeiras, com a observação da ausência de espécies em vários 

momentos, resultado das baixas taxas de colonização dos frutos.  

Já a abundância dos epifíticos foi fortemente influenciada pelo tempo (P < 

0,0001, Apêndice G). No gráfico da Figura 12B, pode ser visualizado claramente o 

aumento da abundância nas comunidades de leveduras em função do tempo de 

deposição dos frutos nos solo. Este resultado também foi observado pelas análises 

de ecologia utilizando os frutos como unidade amostral e os fatores que influenciam 

neste comportamento já foram discutidos anteriormente. Já a variação da 

abundância de epifíticos entre as palmeiras não foi significativa, em relação aos 
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valores de abundância analisados (P > 0,100), o que pode ser visualizado no gráfico 

da Figura 12A). 

 

Tabela 10: Abundância de todas as espécies epifíticas e endofíticas por planta e 

tempo. Todos os valores representados em escala log (LOG X, base10). 

 
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 

Abundância 

total 

Epifíticos         

T0 7,0 7,1 7,8 7,4 7,3 6,5 7,0 8,2 

T1 7,5 7,2 7,3 7,3 8,0 7,9 7,9 8,6 

T2 7,0 8,2 7,7 7,3 8,2 8,5 8,2 8,9 

T3 8,5 8,5 7,6 7,5 7,9 8,3 9,0 9,3 

T4 7,8 8,9 8,2 8,3 7,6 8,9 8,5 9,4 

T5 7,4 9,7 7,6 8,1 9,2 7,7 9,2 9,9 

Abundância 

total 
8,0 9,0 8,2 6,8 8, 1 8,9 7,8 

 Endofíticos         

T0 0 0 0 0 0 0 7,4 7,4 

T1 0 0 0 0 5,3 6,1 5,3 6,2 

T2 5,8 0 0 0 7,7 8,1 7,2 8,3 

T3 6,5 0 4,9 0 0 5,9 0 6,6 

T4 0 4,6 0 0 0 0 7,3 7,3 

T5 8,0 9,0 8,2 6,7 7,9 8,8 6,5 9,3 

Abundância 

total 
8,6 9,8 8,6 8,6 9,3 9,1 9,5  

 

Do mesmo modo, também não foram significativas as variações abundância 

de endofíticos entre palmeiras e tempos (P > 0,100, Apêndice G, Tabela 10). O 

grande número de “outliers”, representandos pelos pontos nos gráficos mostram o 

comportamento desigual dos dados nesta amostra (Figura 12 C,D). 
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Figura 12: Variação da abundância de epifíticos (A e B) e endofíticos (C e D) por 
palmeiras de macaúba, local de coleta dos frutos (P1 – P7) e por tempo de 
deposição dos frutos no solo (T0 – T5). As linhas grossas nos gráficos representam 
a mediana, as caixas, o erro padrão, as linhas tracejadas, o desvio padrão e os 
pontos, valores atípicos (“outliers”).   
 

A comparação dos resultados das análises de ecologia realizadas neste 

estudo com outros trabalhos na literatura nem sempre foi possível, devido à 

escassez de trabalhos com este enfoque e/ou pela diferente natureza entre o atual 

estudo e a literatura. Algumas comparações foram feitas com os dados 

apresentados por Faria (2012), no qual comunidades de leveduras coletadas de 

frutos com 3 diferentes tempos de exposição no solo foram analisadas, contudo, os 

resultados apresentaram diferenças significativas discutidas ao longo deste texto, 

evidenciando que essa microbiota pode variar conforme o ambiente no qual a 

palmeira se encontra.  
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Análises ecológicas semelhantes foram utilizadas em um estudo sobre 

diversidade de fungos em oxicoco (Vaccinium macrocarpon) em diferentes estágios 

de desenvolvimento do ovário (TADYCH et al., 2012). Outro trabalho relevante 

nessa área é o estudo da sucessão ecológica da comunidade de leveduras em 

frutos amapá caídos no solo e dos fatores que regulam os processos ecológicos, 

elaborado por Morais e colaboradores (1995). Ademais, estudos envolvendo a 

caracterização de microbiota associada a frutos, em função de um gradiente 

temporal, foram conduzidos com café (VILELA et al., 2010); morango do 

Mediterrâneo (SANTO et al., 2012); caqui (HIDALGO et al., 2012) e cacau (GÁLVEZ 

et al., 2007). Em todos estes trabalhos, a caracterização da microbiota, na maioria 

dos trabalhos, limita-se à identificação das espécies, muitas vezes comparando 

métodos cultiváveis aos métodos independentes de cultivo, sua enumeração ao 

longo do tempo, e, no caso dos trabalhos que analisam processos fermentativos, 

são realizadas análises físicas e químicas do substrato, cujos resultados são 

associados à microbiota. 
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5.3 Caracterização do potencial de produção de enzimas hidrolíticas 

 

Foram realizados ensaios qualitativos em meio sólido para verificação do 

potencial de produção das enzimas hidrolíticas extracelulares celulases, amilases, 

pectinases, xilanases, lipases e proteinases pelas leveduras isoladas. Para estes 

ensaios, foram utilizados 241 isolados, destes 30 endofíticos e 211 epifíticos. 

Resultados positivos foram evidenciados pela produção de halos translúcidos no 

entorno das colônias crescidas em meios específicos para cada enzima (Figura 13).  

 

 

Figura 13: Fotografias de testes para ação de enzimas e halos evidenciando a 
atividade para: A – Amilase; B – Celulase; C- Pectinase; D – Xilanase; E – Lipase; F 
– Proteinase. 
 

As Tabelas 11-14 listam isolados de leveduras que apresentaram índices 

enzimáticos superiores a 1,0 nos testes qualitativos de avaliação da produção das 

exocarbohidrases. Contudo, durante a realização dos testes, na etapa de revelação 

dos halos, a solução adicionada para revelação promoveu a lavagem das células 

componentes da colônia crescida sobre o meio sólido, evidenciando a formação de 

halos sob algumas colônias. Estes halos, por terem o mesmo diâmetro da sua 
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respectiva colônia, possuem índice enzimático igual a 1,0. Isolados que 

apresentaram este comportamento encontram-se listados na Tabela 13. 

Entre os isolados com atividade para exocarbohidrases, 16 (6,6%) 

apresentaram atividade amilolítica (Tabela 11), 29 (12%) apresentaram atividade 

celulolítica (Tabela 12), 19 (7,9%) apresentaram atividade pectinolítica (Tabela 13) e 

3 (1,2%) apresentaram atividade xilanolítica (Tabela 14). Todos estes isolados foram 

obtidos a partir da superfície do fruto.  

Um total de 207 isolados apresentou a capacidade de produzir halos sob suas 

colônias (IE igual a 1,0), dos quais 95 (39,4%) foram positivos para amilase, 34 

(14,1%) para celulase, 47 (19,5%) para pectinase e 31 (12,8%) para xilanase 

(Tabela 15). Entre estes isolados, foi observada uma pequena parcela de 

endofíticos, variando de 10 a 3 endofíticos por enzima, incluindo um endofítico de 

epicarpo (ENC46), todos pertencentes à espécie Meyerozyma guilliermondii e ao 

gênero Candida. 

Isolados com atividade para proteinase constituem 5,4% do total testado (13 

isolados), sendo 1 isolado de origem endofítica, da espécie Candida stellimalicola 

(Tabela 16). Um total de 16 (6,6%) isolados presentaram resultado positivo para 

lipases, todos de origem epifítica (Tabela 17). Os gêneros e espécies aos quais os 

isolados positivos pertencem constam nas tabelas a seguir. 
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Tabela 11: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de amilases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Bandoniozyma complexa Epifítico 13IV  0,5 ± 0,0 1,2 ± 0,0 2,2 ± 0,3 

Epifítico 129III  0,6 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,6 ± 0,1 

Epifítico 64Ia 0,7 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,4 ± 0,1 

Eballistra oryzae Epifítico 21I  0,6 ± 0,0 0,9 ± 0,0 1,5 ± 0,0 

Fellomyces polyborus 
 

Epifítico 4 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,2 2,1 ± 0,3 

Epifítico 105II  0,6 ± 0,1 1,7 ± 0,2 2,9 ± 0,7 

Epifítico 13IIb 0,6 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,8 ± 0,2 

Hannaella luteola Epifítico 80II  0,7 ± 0,0 1,3 ± 0,0 1,9 ± 0,0 

Hanseniaspora opuntiae Epifítico 102II  0,7 ± 0,0 1,2 ± 0,0 1,8 ± 0,1 

Meyerozyma guilliermondii Epifítico 145I  0,8 ± 0,0 3,2 ± 0,2 4,0 ± 0,2 

Epifítico 67IIa 1,3 ± 0,0 1,5 ± 0,0 1,2 ± 0,0 

Epifítico 13Ia 0,6 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 18I  0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Rhodotorula sp. Epifítico 145II  0,7 ± 0,0 1,7 ± 0,2 2,4 ± 0,4 

Sarocladium strictum Epifítico 119II  0,8 ± 0,0 2,5 ± 0,0 3,1 ± 0,0 

Ustilago sp. Epifítico 35III  0,8 ± 0,0 3,3 ± 0,2 4,3 ± 0,5 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia. Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4566314
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Tabela 12: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de celulases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Bandoniozyma complexa  Epifítico 64Ia 0,6 ± 0,1 0,7 ± 0,1 1,2 ± 0,2 

Bulleromyces nemorosus  Epifítico 7IV  0,6 ± 0,0 4,4 ± 0,1 7,3 ± 0,1 

Candida (Yadamazyma) conglobata  Epifítico 11Ia 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,0 

Fellomyces polyborus Epifítico 4  0,5 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,3 ± 0,1 

Epifítico 13IIb 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,1 ± 0,0 

Hannaella luteola  Epifítico 38II  0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,0 1,4 ± 0,2 

Hanseniaspora opuntiae Epifítico 102II 0,6 ± 0,0 1,8 ± 0,0 3,0 ± 0,0 

Epifítico 7V 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Hanseniaspora uvarum  Epifítico 12Ia 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,0 

Metschnikowia sp. Epifítico 11III 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,0 

Meyerozyma guilliermondii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Epifítico 6Ia 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,0 1,3 ± 0,5 

Epifítico 9IIa 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,0 

Epifítico 11V 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,2 ± 0,1 

Epifítico 16IIrec 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,0 

Epifítico 75Ib 0,7 ± 0,0 0,8 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 8III  0,6 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 2IIIb 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 67IIa 1,2 ± 0,0 2,4 ± 0,1 2,0 ± 0,1 

Epifítico 8V 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,2 ± 0,1 

Epifítico 16I 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,2 ± 0,1 

Epifítico 13Ia 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,2 ± 0,1 

Epifítico 5IIa 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 10 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 18I 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Meyerozyma guilliermondii (cont.) 
 

Epifítico 17IVa 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,0 

Epifítico 1 0,6 ± 0,0 0,7 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 9Ia 0,6 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Sarocladium strictum  Epifítico 119II  2,8 ± 0,0 3,1 ±  0,1 1,1 ± 0,0 

Ustilago sp. Epifítico 35III  0,6 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,7 ± 0,0 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia, Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 

 

Tabela 13: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de pectinases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Bandoniozyma complexa  
  

Epifítico 64Ia 0,5 ± 0,0 1,2 ± 0,0 2,4 ± 0,0 

Epifítico 13IV  0,5 ± 0,0 1,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 

Epifítico 129III 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 1,9 ± 0,1 

Candida (Yadamazyma) conglobata  Epifítico 11Ia 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Candida sorboxylosa Epifítico 11IV 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,1 1,3 ± 0,2 

Eballistra oryzae Epifítico 21I 0,6 ± 0,0 1,7 ± 0,0 2,8 ± 0,0 

Fellomyces polyborus 
 
 

Epifítico 4 0,6 ± 0,0 1,8 ± 0,0 3,3 ± 0,3 

Epifítico 105II 0,6 ± 0,1 2,5 ± 0,0 4,3 ± 0,7 

Epifítico 13IIb 0,6 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,6 ± 0,3 

Epifítico 126II 0,5 ± 0,0 0,9 ± 0,1 1,9 ± 0,2 

Epifítico 14IIa 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Hanseniaspora opuntiae Epifítico 102II 0,5 ± 0,0 1,4 ± 0,4 2,6 ± 0,6 

Hanseniaspora uvarum  Epifítico 97III 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,0 1,8 ± 0,0 

Tabela 12: continuação. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355


103 
 

Metschnikowia sp. Epifítico 11III 0,4 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,2 ± 0,1 

Meyerozyma guilliermondii Epifítico 16I 0,6 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 13Ia 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Epifítico 19IIb 0,5 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Ustilago sp. Epifítico 35III 0,6 ± 0,0 1,9 ± 0,0 3,2 ± 0,0 

Wickerhamomyces anomalus Epifítico 100IIIa 0,6 ± 0,1 1,0 ± 0,0 1,8 ± 0,2 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia, Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 

 

Tabela 14: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de xilanases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Bandoniozyma complexa  Epifítico 129III 0,7 ± 0,0 0,9 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Bulleromyces nemorosus  Epifítico 7IV 0,7 ± 0,0 0,8 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Rhodotorula oryzae Epifítico 6III 0,6 ± 0,0 0,6 ± 0,0 1,1 ± 0,1 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia, Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 

 

 

 

 

Tabela 13: continuação. 
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Tabela 15: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de exocarbo-hidrases, apresentando índices enzimáticos iguais a 1,0. 

Espécies Isolados 

 Amilase Celulase Pectinase Xilanase 

Bandoniozyma complexa  - 13IV, 129III - 13IV, 64Ia 

Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

88II 116IVa - - 

Candida asiatica - 7II - - 

Candida (Ogataea) boidinii  29IIIa, 31II, 31IV - 29IIIa, 31II, 31IV - 

Candida (Pichia) californica  84III - - - 

Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

25Ia - 25Ia - 

Candida (Yadamazyma) 
conglobata  

11Ia, EN53Ia 6IIb 57IIa, EN53Ia - 

Candida (Ogataea) cylindracea 86Ia, 87I, 141IVa - - - 

Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

89III - - - 

Candida sorboxylosa 11IV, 25II, 57IIIa, 
87IVa, 90IIa 

81IIa, 25II 25II, 57IIIa - 

Candida sp. 01 23I, EN44, ENC46 - 23I, EN44 23I 

Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

- - - 141Ib 

Candida sp. 02  89Ia - - - 

Cryptococcus sp. 02 - 130II - 130II 

Cryptococcus sp. 01   - 74II, 61II - - 

Eballistra oryzae - 21I - - 

Fellomyces polyborus 14IIa - - 4, 13IIb 

Hannaella luteola 38II 80II 38II 80II 

Hanseniaspora clermontiae - 75IIa - - 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2065486
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062250
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062250
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062321
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4566314
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Hanseniaspora opuntiae  30IIa, 38IIIa, 40III 134IIIa, 150IVb 30IIa, 38IIIa, 40III 102II 

Hanseniaspora uvarum  97III - 29IIb 150II 

Metschnikowia sp. 11III - - - 

Meyerozyma guilliermondii 2I, 8II, 8III, 8V, 9Ia, 
10, 9IIa, 11V, 16I, 

16IIrec, 17IVa, 19Ia, 
19IIb, 23IIb, 29Ia, 

35Ib, 35IIa, 38Ia, 41Ia, 
46Ia, EN47I, EN49Ia, 

51Ia, 57Ia, 59Ia, 
59IVa, 61Ia, EN69Ia, 
71Ia, 73Ia, EN75Ib, 

75Ib, 81Ib, 138II, 77Ia, 
EN77I, EN81IIa, 88Ia, 
90Ia, 92Ia, 93Ia, 97I, 

EN102, 107I, 125I 

18II, 19Ia, 81Ib, 138II, 
7I, 19IIb, EN75Ib, 

77Ia, EN77I, EN81Ia, 
EN81IIa, 97I, 130I, 

133I, 145I, 149I 

2I, 11V, 16IIrec, 19Ia, 
23IIb, 8II, 17IVa, 29Ia, 
35Ib, 35IIa, 38Ia, 41Ia, 

51Ia, 57Ia, 59IVa, 
61Ia, 69Ia, 71Ia, 73Ia 

81Ib, EN166Ia, 
EN168Ia, ENC168, 

13Ia, 73Ia, 77Ia, 
EN81IIa, EN102, 145I 

 149I, EN149I, 165 

Occultifur externus - - - 129IIa, 145III 

Pichia kluyveri  57IVa - 57IVa - 

Pichia kudriavzevii  40IIa, 44IIa - 44IIa - 

Pichia membranifaciens 5I, 11II, 18III, 51IIIa, 
73II, 75IIIa, 76IIa, 

EN81III, 81IVa, 82III, 
83IIb, 84IIb, 87IIIa 

11II, 76IIa 5I, 11II, 18III, 51IIIa, 
73II 

- 

Rhodotorula dairenensis 69II, 31V - 69II, 71IIa, 31V 69II, 71IIa 

Rhodotorula mucilaginosa 44IIIa - - - 

Rhodotorula oryzae - 6III - - 

Rhodotorula sp. - - - 145II 

Sarocladium strictum  - - - 119II 

Saturnispora sp. 8IV, 25III, 32III - 8IV, 25III, 32III - 

Ustilago sp. - - - 35III 

Zygoascus hellenicus - - - 142Vb 

Tabela 15: continuação. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
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Tabela 16: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de proteinases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Candida (Yadamazyma) 
conglobata  

Epifítico 127IIa 1,4 ± 0,0 1,6 ± 0,1 1,1 ± 0,0 

Candida (Ogataea) 
cylindracea  

Epifítico 141IVa 1,4 ± 0,0 1,6 ± 0,1 1,1 ± 0,0 

Epifítico 164IIa 1,8 ± 0,2 2,1 ± 0,2 1,2 ± 0,0 

Epifítico 150III 1,6 ± 0,1 1,7 ± 0,0 1,1 ± 0,0 

Candida stellimalicola 
(clado irmão Starmera)  

Endofítico 105Ia 2,2 ± 0,8 2,5 ± 0,7 1,2 ± 0,1 

Eballistra oryzae Epifítico 21I 1,6 ± 0,2 4,6 ± 0,1 3,0 ± 0,2 

Meyerozyma guilliermondii  Epifítico 145I  2,0 ± 0,1 4,9 ± 0,1 2,4 ± 0,2 

Epifítico 67IIa 2,1 ± 0,1 2,6 ± 0,1 1,3 ± 0,0 

Occultifur externus  Epifítico 145III 1,8 ± 0,1 2,0 ± 0,1 1,1 ± 0,0 

Epifítico 129IIa 1,6 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,1 ± 0,0 

Ogataea sp. Epifítico 118II 1,3 ± 0,0 1,6 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Sarocladium strictum  Epifítico 119II 2,5 ± 0,2 2,9 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Ustilago sp. Epifítico 35III 2,8 ± 0,4 4,7 ± 0,3 1,7 ± 0,2 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia, Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 
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Tabela 17: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de lipases extracelulares, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Espécie 
Origem do 

isolado 
Isolado 

Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + halo 

(cm) 

Índice 
Enzimáticoa 

Candida (Ogataea) 
cylindracea  

Epifítico 141IVa 1,1 ± 0,0 3,5 ± 0,4 3,3 ± 0,3 

Epifítico 86Ia 0,8 ± 0,0 2,1 ± 0,3 2,6 ± 0,3 

Epifítico 164IIa 0,9 ± 0,0 3,7 ± 0,2 4,1 ± 0,3 

Epifítico 115Va 0,9 ± 0,1 3,5 ± 0,0 4,0 ± 0,4 

Epifítico 112II 0,6 ± 0,1 2,3 ± 0,3 3,8 ± 0,2 

Epifítico 114IIIa 0,9 ± 0,0 3,3 ± 0,5 3,6 ± 0,3 

Epifítico 112III 0,6 ± 0,0 1,6 ± 0,4 2,9 ± 1,0 

Epifítico 114IIb 0,6 ± 0,0 2,2 ± 0,2 3,4 ± 0,1 

Epifítico 150III 1,1 ± 0,0 3,2 ± 0,2 3,0 ± 0,4 

Epifítico 115IIIa 0,5 ± 0,0 1,6 ± 0,0 3,4 ± 0,0 

Epifítico 143IIb 0,7 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,6 ± 0,1 

Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

Epifítico 141Ib 0,7 ± 0,0 0,9 ± 0,0 1,3 ± 0,0 

Epifítico 113I 0,9 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Fellomyces polyborus Epifítico 14IIa 0,8 ± 0,1 1,6 ± 0,1 2,1 ± 0,2 

Meyerozyma guilliermondii  Epifítico 88Ia 0,8 ± 0,0 2,6 ± 0,1 3,2 ± 0,1 

Sarocladium strictum  Epifítico 119II 1,4 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,1 ± 0,0 
aÍndice enzimático (IE): razão entre o halo de degradação e o diâmetro da colônia, Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram IE maior que 1,0. 
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Nos ensaios enzimáticos qualitativos, isolados de diferentes espécies de 

levedura e fungos leveduriformes apresentaram resultados positivos para produção 

de exoenzimas hidrolíticas, bem como isolados de uma mesma espécie 

apresentaram potenciais diferenciados de produção das enzimas testadas, 

evidenciando plasticidade fisiológica intra e interespecífica. Esta plasticidade foi 

observada em outros trabalhos, como a caracterização de leveduras isoladas de 

vários ambientes de florestas tropicais brasileiras para a produção de exoenzimas 

(BUZZINI & MARTINI, 2002), caracterização de leveduras associadas a frutas 

tropicais brasileiras (BRAGA et al., 1998; TRINDADE et al., 2002). Além disso, 

alguns autores afirmam não ter observado correlação específica entre o perfil 

enzimático de amostras individuais e a sua fonte / localidade de isolamento (BRAGA 

et al., 1998; TRINDADE et al., 2002). 

A proporção de isolados que apresentaram atividades enzimáticas foi baixa, 

entre 1,2 a 12%. No caso das carbohidrases isso poderia ser justificado pelo fato de 

que as moléculas utilizadas para avaliação da produção enzimática, 

carboximetilcelulose, pectina, amido e xilana, não foram usadas como indutoras e 

sim como fonte exclusiva de carbono, oferecendo maior dificuldade ao crescimento 

inicial das leveduras. Contudo, no caso de lipases e proteinases, foram usados 

meios complexos acrescidos de indutores.  

A proporção de isolados produtores de carbohidrases aumenta quando 

levamos em conta os isolados com índices enzimáticos iguais a 1,0 (Tabela 15). 

Este resultado sugere que estes isolados produzem carbohidrases que, ou não 

apresentam uma taxa de difusão alta no meio, ou estão ligadas à célula (enzimas 

citossólicas ou ligadas à parede celular) (TONOMURA & TANABE, 1964; AGUILAR 

& HUITRÓN, 1993; SKORY & FREER, 1995; PÉREZ-DE MOURA et al., 2013; YAN 

& WU, 2013). Os estudos envolvendo enzimas ligadas à célula em fungos são 

escassos (PÉREZ-DE-MORA et al., 2013), contudo, estas enzimas podem oferecer 

vantagens em relação às enzimas secretadas. Para o micro-organismo, pode 

significar uma maior produtividade, em virtude de uma menor taxa de difusão dos 

produtos da catálise e, portanto, menor competição com os demais membros da 

comunidade por estas moléculas (PÉREZ-DE-MORA et al., 2013). Para sua 

aplicação biotecnológica, pode significar redução dos custos do processo: enquanto 

ligadas às células, a atividade enzimática é mantida durante o período de vida da 
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levedura, aumentando o tempo de atividade em relação às enzimas secretadas no 

meio; o reuso das leveduras permite o reuso das enzimas, sem a necessidade de 

custos adicionais com adição das enzimas secretadas; e a separação do produto da 

reação e do catalisador é facilitada (revisado por HASUNUMA & KONDO, 2012). Por 

estes motivos, tem sido empregados esforços na construção de micro-organismos 

com complexos enzimáticos expressos na superfície da célula, usados como 

verdadeiras fábricas enzimáticas (HASUNUMA & KONDO, 2012; MATANO et al, 

2012). 

A ausência de atividade detectada nos ensaios em meio sólido, em geral, 

pode ser atribuída à incapacidade de secreção da enzima pelo isolado, ao 

direcionamento da produção ao metabolismo intracelular, como já discutido, ou à 

insuficiência dos métodos de detecção, como por exemplo, a utilização de condições 

de pH, temperatura e fatores nutricionais específicos que não são suficientes para 

abranger as condições de atividade de todas as enzimas (SILVA, 2011). Somado a 

estas questões, a difusão da enzima e, consequentemente, o tamanho do halo 

hidrolítico são influenciados pela massa molecular que a enzima possui, que pode 

impedi-la de difundir pelo ágar e dessa forma, a atividade pode ser considerada 

inexistente ou baixa (SILVA, 2011). Por este motivo, os dados dos IE foram 

utilizados com cautela, assumindo neste trabalho apenas o apontamento das 

potenciais atividades de cada isolado e das espécies às quais pertencem. A 

utilização de testes quantitativos faz-se necessária para avaliar o real potencial de 

produção enzimática por estes micro-organismos e para avaliar a atividade das 

enzimas isoladas, de modo a verificar a possibilidade de aplicações industriais. 

Entre os fungos isolados juntamente com as leveduras, ambos apresentaram 

atividade de amilase e proteinase, enquanto Sarocladium strictum foi positivo 

também para celulase e lipase, e Eballistra oryzae, para pectinase. Atividades 

celulolíticas (GOLDBECK et al., 2013), amilolíticas (ABDEL-SATER & ISMAIL, 1993) 

e lipolíticas (OKEKE & OKOLO, 1990) já foram descritas para Sarocladium strictum. 

Em nossa pesquisa, não foram encontrados estudos relacionados a enzimas 

produzidas por Eballistra oryzae. Considerando a ecologia dessa levedura, é 

provável que seja produtora de enzimas relacionadas à degradação de moléculas 

constituintes da célula vegetal. O pequeno número de pesquisas relacionadas a esta 

espécie, descrita desde 1914 sob o nome de Entyloma oryzae, pode ser devido ao 
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fato de que a doença causada por este fungo não tem tido grandes impactos 

econômicos nos seus locais de ocorrência (MycoBank, 2014). 

Entre os basidiomicetos, isolados de todas as espécies, com exceção de 

Cryptococcus sp. 01 e 02, Rhodotorula dairenensis e Rhodotorula mucilaginosa, 

apresentaram resultado positivo para pelo menos uma das exoenzimas avaliadas. 

Isolados da espécie Bandoniozyma complexa apresentaram atividades diferenciadas 

para todas as exocarbohidrases, sendo que índices enzimáticos maiores ou iguais a 

dois foram observados para as enzimas amilase e pectinase. Tendo em vista a 

recente descrição desta espécie (VALENTE et al., 2012), pouco ainda se sabe sobre 

suas características fisiológicas. Apesar de estudos quantitativos serem desejáveis 

para melhor avaliar o potencial de produção de exocarbohidrases por Bandoniozyma 

complexa, os resultados obtidos com os isolados de macaúba sinalizam a 

possibilidade de uso biotecnológico de isolados da espécie. 

Isolados de Fellomyces polyborus e Ustilago sp. apresentaram atividade de 

celulase, amilase e pectinase, com altos índices enzimáticos para as duas últimas 

enzimas (IE entre 3 e 4,3), diferenciando-se nas atividades de lipase, positiva para 

Fellomyces, e proteinase, positiva para Ustilago. Entre os isolados de F. polyborus, 

apenas o isolado 14IIa apresentou resultado positivo para lipase, enquanto um dos 

isolados, 98II, não apresentou atividade enzimática. Atividades pectinolíticas foram 

descritas para isolados de Fellomyces obtidos a partir de umbu (TRINDADE et al., 

2002) e de Ustilago (BIELY & SLÁVIKOVÁ, 1994). Atividades amilolíticas foram 

descritas para Fellomyces sp., isolada de folhas de bromélias (LANDELL, 2006). O 

isolado de Wickerhamomyces anomalus apresentou atividade pectinolítica, relatada 

também para isolados da mesma espécie, obtidos a partir de água de degelo da 

região Antártica (CARRASCO et al., 2012), frutos de macaúba (FARIA, 2012), lulo 

peludo, fruto tropical encontrado no Brasil (DA SILVA et al., 2005), e café (MASOUD 

& JERSPERSEN, 2006). 

Atividades amilolíticas e celulolíticas de Hannaela luteola, observada entre os 

isolados de macaúba já foram descritas para leveduras isoladas de ambientes 

diversos de florestas tropicais brasileiras (BUZZINI & MARTINI, 2002). Produção de 

amilase também foi descrita para vários isolados do gênero Rhodotorula (LANDELL, 

2006; MAUTONE, 2008; BRANDÃO et al., 2011). O isolado de Bulleromyces 

(Cryptococcus) nemorosus apresentou atividade para celulase, com elevado IE 
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(7,3), e para xilanase, enquanto Rhodotorula oryzae e Occultifur externus 

apresentaram atividade para xilanase e proteinase, respectivamente. Como já 

discutido, estas espécies apresentam poucos isolados descritos na literatura, sendo 

estes os primeiros registros de produção enzimática, segundo nossas pesquisas. 

Produção de endo-β-1,4-glucanase foram relatadas para Rhodotorula oryzae (CHI et 

al., 2009) e atividades celulolíticas e xilanolíticas já foram descritas para outras 

espécies de Cryptococcus (BIELY & PETRAKOVA, 1984; IEFUJI et al., 1996; 

THONGEKKAEW et al., 2008, 2012; BRANDÃO et al., 2011). 

Entre os ascomicetos, várias espécies apresentaram resultados negativos 

para os testes de avaliação do potencial de produção de exoenzimas, entre elas 

Candida (Kurtzmaniella) natalensis, C. (Meyerozyma) carpophila, C. (Ogataea) 

boidinii, C. (Pichia) californica, C. (Saccharomycopsis) amapae, Candida asiatica, 

Candida sp. 01, Candida sp. 02, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia 

membranifaciens, Saturnispora sp. e Zygoascus hellenicus. A literatura, no entanto, 

traz relatos de atividades enzimáticas diversas para isolados de algumas dessas 

espécies (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2011; SILVA, 2011; RODRIGUEZ-GOMEZ et 

al., 2010; BRAGA et al., 1998), reforçando a variabilidade fisiológica intra-específica 

observada. 

Dos 22 isolados de Hanseniaspora opuntiae testados, apenas dois 

apresentaram atividade enzimática. O isolado 102II apresentou altos índices 

enzimáticos para amilase, celulase e pectinase, enquanto o isolado 7V apresentou 

discreto índice enzimático para celulase. Entre os 8 isolados de Hanseniaspora 

uvarum, também apenas 2 apresentaram atividades discretas para celulase (12Ia) e 

pectinase (97III). Atividades pectinolítica e celulolítica já foram descritas para 

Hanseniaspora uvarum (MASOUD e JERSPERSEN, 2006; BRANDÃO et al., 2011), 

contudo, não foram encontrados registros das atividades enzimáticas supracitadas 

em Hanseniaspora opuntiae. 

Isolados dos gêneros Ogataea e Metschnikowia, apresentaram atividade para 

proteinase e para celulase e pectinase, respectivamente. Atividades pectinolíticas e 

lipídicas foram demonstradas para amostras de Metschnikowia sp. isoladas de solo 

da região Antártica (CARRASCO et al., 2012) e de pitanga e mangaba (TRINDADE 

et al., 2002). 
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Dos 84 isolados de Meyerozyma guilliermondii testados, 20 apresentaram 

atividade positiva para pelo menos uma das enzimas testadas (exceto xilanase), 

sendo que a maioria foi positiva para celulase. Índices enzimáticos elevados foram 

obtidos para amilase (145I e 13Ia, IE entre 4 e 5), lipase (88Ia, IE igual a 3,1) e 

proteinase (145I, IE igual a 2,4). Atividades para estas enzimas já foram descritas 

para leveduras desta espécie isoladas de frutos de macaúba (FARIA, 2012), de 

amostras naturais, entre água, solo, insetos e plantas de florestas tropicais 

brasileiras (BUZZINI & MARTINI, 2002), da superfície de troncos e frutos de uma 

reserva florestal na Tailândia (THONGEKKAEW et al., 2012) e de ambientes 

marinhos (WANG et al., 2007) e gélidos (DUARTE et al., 2013). 

As atividades enzimáticas em geral foram pontuais e discretas, com 

resultados positivos para isolados de C. (Yadamazyma) conglobata e C. 

sorboxylosa, com atividade para celulase e pectinase; C. (Yadamazyma) conglobata, 

C. (Ogataea) cylindracea e C. stellimalicola (clado irmão Starmera), com atividade 

para proteinase; e C. (Ogataea) cylindracea, C. (Yamadazyma) tallmaniae e Candida 

sp. 03, com atividade para lipase. Não foram encontrados registros anteriores das 

referidas atividades enzimáticas para as espécies citadas. Uma exceção foi a 

espécie C. (Ogataea) cylindracea, a qual 10 dos 11 isolados testados apresentaram 

altos índices enzimáticos para o teste de lipase. Esta espécie tem atraído grande 

interesse devido à habilidade de produção de lipases que possuem numerosas 

aplicações na indústria alimentícia, farmacêutica, de pesticidas, entre outras 

(HOUDE et al., 2004; SALIHU et al., 2011; ANDUALEMA & GESSESSE et al., 2012; 

NAGAJARAN, 2012; BADGUJAR et al., 2013). Atividades proteolíticas para C. 

(Ogataea) cylindracea também foram descritas para isolados de pitanga (TRINDADE 

et al., 2002). 

A plasticidade fisiológica demonstrada por meio dos dados anteriores reforça 

a importância de se amostrar vários isolados do mesmo macromorfotipo durante o 

processamento do material biológico e isolamento dos micro-organismos, evitando 

assim a perda de variabilidade fenotípica e genotípica.  
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5.4 Caracterização do potencial de produção de fatores de crescimento 

 

5.4.1 Produção de ácido indol-acético 

 

A avaliação do potencial de produção de ácido indol-acético (AIA) foi 

realizada por métodos quantitativos. Os valores das dosagens de AIA presentes nos 

sobrenadantes foi correlacionado com valores de densidade ótica da cultura a 600 

nm, de modo a associar o crescimento da levedura com a quantidade de AIA 

produzida (Tabela 18 e Apêndice H). Os ensaios foram realizados em microplaca de 

96 poços, como mostrado na Figura 14. Dos 241 isolados testados, apenas cinco 

apresentaram resultados negativos para produção de AIA: 6IIb, Candida 

(Yadamazyma) conglobata; 59III, Candida sorboxylosa; 9IIa e 23IIb, Meyerozyma 

guilliermondii; e 145III, Occultifur externus. 

 

 

 
Figura 14: Ensaio de dosagem de AIA, utilizando o método do reagente de 
Salkoswky. Resultados positivos apresentam mudança de coloração de amarelo 
para rosa. As dosagens foram feitas em leitor de Elisa, a 530 nm. 
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Tabela 18: Categorização dos isolados de levedura por faixa de concentração de AIA produzido nas condições testadas: 

crescimento em meio Sabouraud suplementado com triptofano a 5 mM, a 28ºC sob agitação, por 120 horas. 

Identificação Faixas de concentração de AIA (g/mL) 

1-20 20-40 40-60 60-80 80-100 > 100* 

Bandoniozyma complexa 64Ia, 129III 13IV - - - - 
Bulleromyces nemorosus - - 7IV - - - 
Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

- 116IVa 88II    

Candida asiatica - - 7II - - - 
Candida (Ogataea) boidinii - 29IIIa - 31II, EN142IIa 151IIIb, 31IV 144IIa (112,9) 
Candida (Pichia) californica 149IIb 84III - - - - 
Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

25Ia - - - - - 

Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

57IIa, EN53Ia 127IIa 11Ia - - - 

Candida (Ogataea) 
cylindracea 

86Ia, 112II, 
115Va, 150III, 

112III 

141IVa,114IIb, 
114IIIa, 

115IIIa, 164IIa 

- - - 87I (122,5) 

Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

89III, 106IV - - - - - 

Candida sorboxylosa 151IIa, 106IIa, 
142IIa, 81IIa, 
136IIa, 85IIa, 

25II, 60IIa 

114IV, 87IVa, 
11IV, 113IIIa, 
113IIa, 115IIb, 

57IIIa 

92IIIa, 6V, 
88IVa, 86IIb, 

26IIa 

8I, 149IIIa - 90IIa (100,4) 

Candida sp. 01 - ENC46, EN44 - 23I - - 
Candida sp.02 89Ia - - - - - 
Candida sp. 03 - - - 143IIb - - 
Candida stellimalicola (clado 
irmão Starmera) 

EN105Ia - - - - - 
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Identificação Faixas de concentração de AIA (g/mL) 

1-20 20-40 40-60 60-80 80-100 > 100* 

Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

162I - 141Ib, 113I - - - 

Cryptococcus sp. 01 74II, 51IV 51IIb 61II - - - 
Cryptococcus sp. 02 - 130II - - - - 
Eballistra oryzae - 21I - - - - 
Fellomyces polyborus 105II, 98II 126II, 4 - 13IIa 14IIa - 
Hannaella luteola - - 80II - 38II - 
Hanseniaspora opuntiae 150IVb, 102II, 

81IIIa, 92IIa, 
EN72IIa, 37IIa, 
76IV, 56II, 60III, 

75IIa 

121III, 106IIIa, 
131IIa, 118III, 
65IIb, 38IIIa, 
30IIa, 76IIIa 

134IIIa, 41IIIa, 
7V, 40III 

- - - 

Hanseniaspora uvarum 142IVa, 97III 108IIb, 135IIa, 
150II, 88IIIb, 

29IIb 

- 12Ib - - 

Metschnikowia sp. - - 11III - - - 
Meyerozyma guilliermondii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ENC168, 
EN166Ia, 65Ia, 
75Ib, 81Ib, 73I,  
59Ia, EN149I, 
EN161I, 97I, 

EN153I, 38Ia, 
EN139I, 117I , 
130I, EN49Ia, 
EN47Ia, 29Ia, 
145I, 160I, 8II, 

77Ia, 57Ia,53Ia, 
133I, EN102, 

ENC106Ia, 165, 
115I, EN145I, 

138II, 36Ib, 
168Ia, 19Ia, 

2I, 18II, 
16IIrec, 8III, 

6Ia, 51Ia, 
90Ia, 156I, 
17IVa, 8V, 

59IVa, 35Ib, 
101I, 35IIa, 
EN81IIa, 1, 
41Ia, 19IIb, 
EN158I, 18I, 
67IIa, 5IIa, 

88Ia 

11V, 13Ia, 
9Ia, 7I, 10, 

14Ia 

16I, 114I, 85I 2IIIb - 

Tabela 18: continuação. 
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Identificação Faixas de concentração de AIA (g/mL) 

1-20 20-40 40-60 60-80 80-100 > 100* 

Meyerozyma guilliermondii 
(cont.) 

93Ia, EN81Ia, 
EN77I, 107I, 

109I, EN75Ib, 
71Ia, 125I, 

149I, 61Ia, 46Ia 
121I, EN69Ia, 
92Ia, EN69II, 

Occultifur externus - 129IIa - - - - 
Ogataea sp. EN105IIa, 118II - - - -  
Pichia kluyveri 57IVa EN142IIIb - - - - 
Pichia kudriavzevii 40IIa 146II - 44IIa - - 
Pichia membranifaciens 75IIIb, 141IIa, 

76IIa 
73II, 152IIb 87IIIa, 6IV, 5I, 

150Vb, 11II, 
83IIb, 115IVa, 
164IIIa, 84IIb 

82III, EN81III, 
81IVa, 18III, 

51IIIa 

- 47II (113,9) 

Rhodotorula dairenensis 152IV 71IIa 31V - - 157IVa 

(126,6), 69II 
(238,6) 

Rhodotorula mucilaginosa 44IIIa - - - - - 
Rhodotorula oryzae - - - - 6III - 
Rhodotorula sp. - 145II - - - - 
Sarocladium strictum 119II - - - - - 
Saturnispora sp.  - 8IV, 25III, 

EN114II 
- 32III - - 

Ustilago sp. - - - - 35III - 
Wickerhamomyces anomalus 100IIIa - - - - - 
Zygoascus hellenicus 142Vb - - - - - 

* Os valores indicados entre parênteses referem-se às concentrações de AIA obtidas para cada um dos isolados citados.

Tabela 18: continuação. 
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Entre os 98% dos isolados de levedura associados aos frutos da macaúba 

que foram capazes de produzir AIA in vitro, nas condições testadas (meio 

Sabouraud suplementado com L-triptofano a 5mM, a 28ºC), a produção de AIA 

variou de 1,63 até 238,65 gmL-1 DO600
-1. A maioria dos isolados apresentou 

produção de AIA em concentrações abaixo de 100 gmL-1, sendo que 40,2% dos 

isolados apresentaram concentrações de AIA até 20gmL-1; 30,7%, entre 20 – 40 

gmL-1; 13,7%, entre 40 - 60gmL-1; 7,5%, entre 60 – 80 gmL-1; e 3,3%, entre 80 e 

100 gmL-1 (Tabela 18). 

 Já foi demonstrado que, mesmo leveduras produtoras de AIA em 

concentrações relativamente baixas podem apresentar efeitos positivos quando 

associadas às plantas. Um isolado de Cyberlindnera (Williopsis) saturnus, endofítico 

de raíz de milho, apresentou produção de AIA na concentração de 22,5 gmL-1 e foi 

capaz de promover o crescimento de raízes e partes aéreas desta planta, em 

experimentos sob condições gnotobióticas (em cultura pura) e em casa de 

vegetação (NASSAR et al., 2005). Isolados de Candida valida, Rhodotorula glutinis e 

Trichosporon asahii, produtores de AIA (29,5, 24,1 e 31,7 gmL-1) e giberelina (6,2, 

4,5 e 7,7 gmL-1), demonstraram capacidade de atuar como promotores de 

crescimento e controle biológico em beterraba em experimentos em casa de 

vegetação (EL-TARABILY, 2004). 

Nas espécies cujos isolados apresentaram valores mais altos para produção 

dessa substância foi observada ampla variação intra-específica: Fellomyces 

polyborus (10-90 gmL-1), Hannaella luteola (50-92 gmL-1), Meyerozyma 

guilliermondii (0-95 gmL-1), Candida sorboxylosa (0-100 gmL-1), Candida 

(Ogataea) boidinii (32-113 gmL-1), Pichia membranifaciens (17-114 gmL-1), 

Candida (Ogataea) cylindracea (8-122 gmL-1) e Rhodotorula dairenensis (3-238 

gmL-1) (Tabela 18, Apêndice H). Tal variação já foi relatada em outros trabalhos 

com leveduras produtoras de AIA (TSAVKELOVA et al. 2006; LIMTONG & 

KOOWADJANAKUL, 2012). 

Concentrações de AIA entre 121,4 - 314,3 gmL-1 foram relatadas para 

amostras de Candida maltosa isoladas do filoplano de diversas plantas tailandesas 

(LIMTONG & KOOWADJANAKUL, 2012). Neste trabalho, 50% das leveduras 

isoladas de filoplano, correspondente a 49 isolados pertencentes a 20 espécies 
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diferentes foram capazes de sintetizar AIA in vitro. A produção de AIA variou entre 

24,3 a 314,3 gmL-1 e aproximadamente 72% dos isolados produziram AIA nas 

concentrações de 20 a 60 gmL-1. Entre as espécies isoladas, Hanseniaspora 

opuntiae, Meyerozyma guilliermondii e Pichia kudriavzevii produziram AIA em 

concentrações iguais a 44,8, 68,1 e 27,1gmL-1, respectivamente (LIMTONG & 

KOOWADJANAKUL, 2012). Dois isolados de Rhodotorula mucilaginosa, obtidos de 

árvores do gênero Populus, foram descritos como produtores de AIA, atingindo 

concentrações desta substância entre 20 e 40 g g-1de célula (peso seco) (XIN et 

al., 2009). 

Ainda existem poucos trabalhos na literatura demonstrando o potencial de 

produção de AIA por leveduras associadas a plantas, quando comparados com os 

estudos com bactérias e fungos. Outros relatos estão associados com Ustilago 

maydis, uma levedura parasita do milho, produtora de galhas (SOSA-MORALES et 

al., 1997; REINEKE et al., 2008) e com Saccharomyces cerevisae (SHIN et al., 

1991). A caracterização das leveduras isoladas de macaúba quanto à produção de 

AIA realizada neste estudo e o trabalho de Limtong e Koowadjanakul (2012) 

demonstram que uma grande variedade de espécies apresenta esta habilidade, 

estimulando a realização de novos estudos, inclusive para avaliação do potencial 

das leveduras como agentes promotores de crescimento em plantas. 

Estudos in vivo são necessários para avaliar se as leveduras associadas ao 

fruto da macaúba são capazes de promover a aceleração do processo de 

germinação das sementes, promover o crescimento dos órgãos vegetais em mudas 

da palmeira macaúba e/ou promover o aumento da produtividade das plantas. Como 

já exposto, esses fatores também têm sido limitantes na produção de frutos em 

quantidades suficientes para utilização da macaúba como matéria prima na 

produção de biodiesel (LORENZI, 2006; LIMA, 2011). A obtenção de bioinoculantes 

a partir de micro-organismos associados a esta planta podem contribuir para o 

sucesso de implantação de plantações comerciais, cuja maior produtividade seja 

capaz de suprir a demanda industrial. 
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5.4.2 Solubilização de fosfatos e produção de fitases 

 

Foram realizados ensaios qualitativos em meio sólido para verificação do 

potencial de solubilização de fosfatos orgânicos e inorgânicos pelas leveduras 

isoladas. Resultados positivos foram evidenciados pela produção de halos 

translúcidos no entorno das colônias (Figura 15). 

  

Figura 15: Fotografias de placas contendo meios de culturas específicos para os 
ensaios de fitase (direita) e solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis 
(esquerda), nos quais é possível visualizar os halos no entorno das colônias. 
 

O número de isolados que apresentaram resultados positivos para os testes 

com fosfato inorgânico foi maior do que o de isolados positivos para os testes com 

fitato. Um total de 214 (88,8%) isolados foi capaz de promover a solubilização de 

formas insolúveis do fosfato cálcico, precipitado no meio de cultura, sendo 27 destes 

de origem endofítica (Tabela 19), enquanto 117 (48,5%) isolados foram capazes de 

promover a solubilização e hidrólise do fitato de cálcio precipitado no meio de 

cultura, sendo 8 destes de origem endofítica (Tabela 20). 

Em todas as espécies de leveduras avaliadas, foram observados isolados  

com potencial para solubilização de fosfato inorgânico apresentaram resultados 

positivos. Foi observado que isolados da mesma espécie apresentaram índices de 

solubilização (IS, aqui considerados como a razão entre o halo translúcido produzido 

no meio ao redor da colônia e o halo da colônia) diferentes, tanto para fosfato 

inorgânico (Tabela 19) quanto para fitato, sendo que alguns não chegaram a crescer 

ou produzir halo no meio de cultura (Tabela 20). Isolados que apresentaram 

resultados negativos para o ensaio com fosfato inorgânico pertencem às espécies 

Candida (Saccharomycopsis) amapae (1 isolado), Fellomyces polyborus (3 

isolados); Hanseniaspora opuntiae (14 isolados); H. uvarum (5 isolados); Ogataea 

sp. (1 isolado); Pichia membranifaciens (1 isolado);  e Saturnispora sp. (2 isolados).  
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Tabela 19: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de 

solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e a razão entre essas 

duas medidas. 

Identificação 
Diâmetro 

da colônia 
(cm) 

Diâmetro 
da colônia 
+ halo (cm) 

Isolados segundo índice de solubilizaçãoa 

1,0 – 1,5 1,5 – 2,0 2,0 – 2,5 2,5 – 3,0 

Bandoniozyma complexa 0,7 – 0,8 1,1 – 1,5 - 13IV, 129III, 64Ia - - 
Bulleromyces nemorosus 0,7 1,0 7IV - - - 
Candida asiatica 0,75 1,1 7II - - - 
Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

0,9 1,9 - 88II - - 

Candida (Ogataea) boidinii 0,75 – 1,0 1,2 – 2,7 - 151IIIb, 29IIIa, 31IV 31II EN142IIa, 
144IIa 

Candida (Pichia) californica 0,8 – 0,9 1,5 – 1,8 - 84III 149IIb - 
Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

0,8 1,3 - 25Ia - - 

Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

0,7 – 0,8 1,15 – 1,7 - 57IIa, 11Ia, 127IIa, 
EN53Ia, 6IIb 

- - 

Candida (Ogataea) 
cylindracea 

0,7 – 1,0 1,4 – 2,0 - 114IIIa, 164IIa, 
114IIb, 112III 

141IVa, 86Ia, 87I, 
115IIIa, 150III, 

112II 

115Va 

Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

0,7 – 0,8 1,6 – 1,8 - - 89III, 106IV - 

Candida sorboxylosa 0,55 – 1,2 0,75 – 2,5 81IIa 136IIa, 142IIa, 
114IV, 87IVa, 92IIIa, 

59III, 8I, 11IV, 6V, 
90IIa, 60IIa, 57IIIa, 

25II 

88IVa, 26IIa, 
106IIa, 86IIb, 
85IIa, 151IIa, 

149IIIa, 115IIb, 
113IIa 

113IIIa 

Candida sp 01 0,8 – 1,1 1,3 – 1,6 23I ENC46, EN44 - - 
Candida sp.02 0,7 1,2 89Ia - - - 
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Candida sp. 03 1,0 1,9 - 143IIb - - 
Candida stellimalicola (clado 
irmão Starmera) 

0,8 1,5 - EN105Ia - - 

Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

0,9 – 0,95 1,9 – 2,1 - - 162I, 141Ib, 113I - 

Cryptococcus sp  01 0,7 – 0,8 1,05 – 1,75 51IV 74II, 51IIb 61II - 
Cryptococcus sp. 02 0,8 1,2 130II - - - 
Eballistra oryzae 0,7 1,25 - 21I - - 
Fellomyces polyborus 0,7 – 0,95 1,0 – 2,5 105II - 14IIa 126II 
Hannaella luteola 0,7 1,0 – 1,4 80II 38II - - 
Hanseniaspora opuntiae 0,7 – 1,5 0,95 – 2,3 134IIIa 102II, 150IVb, 

131IIa, 38IIIa, 40III, 
7V 

30IIa - 

Hanseniaspora uvarum 1,0 - 1,1 1,65 – 2,4 - 108IIb, 142IVa 97III - 
Metschnikowia sp 0,6 1,1 - 11III - - 
Meyerozyma guilliermondii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0,6 – 1,15 1,0 – 1,9 16IIrec, 1, 
6Ia, 11V, 

2IIIb, 61Ia, 
67IIa, 8II, 

85I, 59IVa, 
EN114I, 

9Ia, 53Ia, 
EN69Ia 

9IIa, 138II, 
EN168Ia, 18II, 

ENC168, 36Ib, 2I, 
EN166Ia, 19Ia, 

75Ib, 81Ib, 65Ia, 
8III, 23IIb, 160I, 

EN161I, EN158I, 
133I, 19IIb, 107I, 
121I, 149I, 101I, 

51Ia, 125I, EN81Ia, 
97I, EN153I, 92Ia, 
EN81IIa, EN102, 

130I, EN149I , 
EN145I , 156 I, 145I, 
90Ia, 93Ia, 17IVa, 
57Ia, EN139I, 7I, 
35IIa, ENC106Ia, 

165, 117I, 88 Ia, 
14Ia 

- 

Tabela 19: continuação. 
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Meyerozyma guilliermondii 
(cont.) 
 

35Ib, 109I, EN47I, 
41Ia, 115I, 59Ia, 

18I, 16I, 71Ia, 73Ia, 
EN77I, 8V, 38Ia, 

29Ia, EN69II, 13Ia, 
46Ia, 5IIa, 77Ia, 

EN49Ia, EN75Ib, 10 
Occultifur externus 0,7 – 1,2 1,25 – 1,95 - 145III, 129IIa - - 
Ogataea sp. 0,65 1,1 - 118II - - 
Pichia kluyveri 0,7 – 0,8 1,1 – 1,95 - 57IVa EN142IIIb - 
Pichia kudriavzevii 0,8 – 1,8 1,3 – 2,7 146II 44IIa, 40IIa - - 
Pichia membranifaciens 0,65 – 1,2 1,0 – 2,0 83IIb, 

EN81III, 6IV 
87IIIa, 82III, 47II, 
115IVa, 141IIa, 

51IIIa, 84IIb, 81IVa, 
164IIIa, 150Vb 

18III, 152IIb, 73II, 
11II, 75IIIa 

76IIa 

Rhodotorula dairenensis 0,65 – 0,75 1,35 - 1,6 - - 31V, 69II, 
157IVa, 152IV, 

71IIa 

- 

Rhodotorula mucilaginosa 0,8 1,0 44IIIa - - - 
Rhodotorula oryzae 0,7 0,85 6III - - - 
Rhodotorula sp. 0,9 2,5 - - - 145II 
Sarocladium strictum 1,20 2,00 - 119II - - 
Saturnispora sp. 0,7 0,9 – 1,1 32III EN114II - - 
Ustilago sp. 0,8 1,4 - 35III - - 
Wickerhamomyces anomalus 1,0 2,6 - - - 100IIIa 
Zygoascus hellenicus 1,2 2,55 - - 142Vb - 
aÍndice de solubilização: razão entre o halo de solubilização e o diâmetro da colônia. Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram índice maior que 1,0. 

Tabela 19: continuação. 
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Entre as espécies cujos isolados apresentaram os maiores IS no teste de 

solubilização de fosfato inorgânico estão Candida sorboxylosa, Rhodotorula sp., 

Candida (Ogataea) boidinii, Candida (Ogataea) cylindracea, Fellomyces polyborus, 

Wickerhamomyces anomalus e Pichia membranifaciens, somando 8 isolados (3,7%) 

com IS maiores que 2,5; e Meyerozyma guilliermondii, Pichia kluyveri, 

Hanseniaspora uvarum, Candida (Yadamazyma) conglobata, Candida 

(Kurtzmaniella) natalensis, Candida (Yamadazyma) tallmaniae, Rhodotorula 

dairenensis, Cryptococcus sp. 01, Hanseniaspora opuntiae, Zygoascus hellenicus, 

Candida (Pichia) californica, somando 39 isolados (18,2%) com IS entre 2,0 e 2,5. A 

maior parte dos isolados apresentou IS entre 1,5 e 2,0 (134 isolados, 62,6%) e uma 

menor fração, entre 1,0 e 1,5 (33 isolados, 15,4%) (Tabela 19). 

Isolados de Meyerozyma guilliermondii e Rhodotorula mucilaginosa, obtidos 

de rizosfera e amostras de solo, demonstraram capacidade na solubilização de 

fosfato inorgânico insolúvel, em ensaios em meio de cultura sólido (IS = 1,8 e 1,2, 

respectivamente) e em meio líquido (190,8 e 97,7 mg de fósforo livre/L, 

respectivamente) (NAKAYAN et al., 2013). Estes dois isolados também 

apresentaram produção de AIA, em concentrações de 10,6 e 8,9 g/mL, 

respectivamente. Ainda neste trabalho, a capacidade de promoção de crescimento 

desses dois isolados foi demonstrada através de experimentos in vitro e casa de 

vegetação, utilizando milho, couve-da-China e alface, e, no caso da M. 

guilliermondii, os efeitos foram demonstrados também em plantação de milho. Estes 

isolados não só promoveram o aumento do vigor das sementes, do tamanho e peso 

seco das raízes e partes aéreas, mas também contribuíram para absorção de 

nitrogênio, fósforo e potássio do solo pela planta (NAKAYAN et al., 2013).  

Promoção de crescimento em tomate foi observada após inoculação da 

levedura halotolerante Rhodotorula sp. PS4, isolada da rizosfera da planta 

espinheira marinha em um deserto indiano. Neste trabalho, o potencial de 

solubilização de fósforo inorgânico da levedura atingiu o máximo de 277,7 mg de 

fósforo L-1, em condições de pH neutro (MUNDRA et al., 2011). Outros isolados de 

Rhodotorula, originados de rizosfera (NARSIAN et al., 2010; XIAO et al., 2013) 

demonstraram esta habilidade. Outros poucos gêneros/espécies de levedura 

isoladas de amostras de solo e rizosfera já foram relatados como solubilizadores de 

fosfato inorgânico, entre eles Candida rugosa, Saccharomyces rouxii (XIAO et al., 
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2013), Candida tropicalis (AMPRAYN et al., 2012), S. cerevisae (XIAO et al., 2013; 

HESHAM & MOHAMED, 2011); Saccharomyces, Hansenula, Klockera e 

Debaryomyces (NARSIAN et al., 2010); Barnettozyma (Williopsis) californica (FALIH 

& WAINWRIGHT, 1995). 

Em todos os trabalhos citados foi observada a redução do pH no meio de 

cultura, concomitante à solubilização do fosfato inorgânico. Em geral, esta redução 

pode estar associada à produção de ácidos orgânicos ou à liberação de íons H+ 

durante a assimilação de NH4
+ ou outras reações metabólicas que desencadeiam a 

excreção de prótons (revisado por ARCAND & SCHNEIDER, 2006). Segundo alguns 

autores, a diversidade de ácidos produzidos pelos micro-organismos pode tornar 

falho o método de análise qualitativa da solubilização de fosfato inorgânico em placa 

(MENDES et al., 2013; JOHRI et al., 1999). Tamanhos de halos variados, ou mesmo 

a não detecção de halos, podem ser atribuídos às diferenças de taxas de difusão no 

meio de cultura, ou diferenças nas propriedades de acidificação, quelação e/ou troca 

iônica dos ácidos (JOHRI et al., 1999), levando a resultados falso-negativos. Apesar 

disso, a grande maioria dos trabalhos de prospecção de micro-organismos quanto a 

solubilização de fosfatos usa o método em placa para triagem (NAKAYAN et al., 

2013; XIAO et al., 2013; HESHAM & MOHAMED, 2011; MUNDRA et al., 2011; 

NUOBARIENE et al., 2011; NARSIAN et al., 2010; FALIH & WAINWRIGHT, 1995). 

As espécies Candida asiatica, Candida sp. 01, Bulleromyces nemorosus, 

Cryptococcus sp. 02, Metschnikowia sp., Rhodotorula mucilaginosa, R. oryzae, 

Sarocladium strictum e Ustilago sp. não apresentaram isolados capazes de 

promover a hidrólise do fitato na sua forma precipitada. Entre as espécies cujos 

isolados apresentaram maiores índices enzimáticos (> 2) estão Candida (Ogataea) 

boidinii, C. sorboxylosa, Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula sp., C. 

(Yadamazyma) conglobata, Hanseniaspora uvarum, Pichia kluyveri, 

Wickerhamomyces anomalus e C. (Yamadazyma) tallmaniae, totalizando 9,4% dos 

isolados com resultados positivos (11 isolados). A grande maioria dos isolados 

positivos para hidrólise de fitato (70,9%) apresentaram IS até 1,5, somando 83 

isolados, enquanto os demais (19,7%) apresentaram IS entre 1,5 – 2,0, totalizando 

23 isolados (Tabela 20). 
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Tabela 20: Isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no teste qualitativo de avaliação do potencial de produção 

de fitato, evidenciando diâmetro da colônia, do halo de degradação e respectivos índices enzimáticos. 

Identificação 
Diâmetro da 
colônia (cm) 

Diâmetro da 
colônia + 
halo (cm) 

Isolados segundo índice de solubilizaçãoa 

1,0 – 1,5 1,5 – 2,0 2,0 – 2,5 

Bandoniozyma complexa 0,9 – 1,0 1,0 – 1,2 13IV, 129III, 64Ia - - 
Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

0,9 1,1 116IVa - - 

Candida (Ogataea) boidinii 1,0 – 1,3 1,1 – 2,7 151IIIb, 31IV - EN142IIa, 144IIa, 
31II 

Candida (Pichia) californica 1,0 – 1,1 1,2 – 1,4 149IIb, 84III - - 
Candida (Meyerozyma) 
carpophila 

0,9 - 1,0 1,0 25Ia - - 

Candida (Yadamazyma) 
conglobata 

0,8 - 1,0 1,2 – 2,2 11Ia 53Ia 127IIa 

Candida (Ogataea) cylindracea 0,8 – 1,2 1,2 – 1,7 87I, 86Ia, 115IIIa, 
150III, 114IIb, 164IIa, 

112III 

141IVa, 114IIIa, 
112II, 115Va 

- 

Candida (Kurtzmaniella) 
natalensis 

0,9 – 0,95 1,5 – 1,75 - 89III, 106IV - 

Candida sorboxylosa 0,85 – 1,2 1,0 - 2,6 106IIa, 26IIa, 86IIb, 
88IVa, 151IIa, 85IIa, 
6V, 8I, 142IIa, 114IV, 
92IIIa, 87IVa, 90IIa, 
59III, 11IV, 149IIIa, 

60IIa, 115IIb, 113IIa, 
57IIIa 

- 113IIIa 

Candida sp. 03 1,15 1,8 143IIb - - 
Candida sp.02 0,8 1,1 89Ia - - 
Candida stellimalicola (clado 
irmão Starmera) 

0,95 1,1 EN105Ia - - 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062250
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062250
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Candida (Yamadazyma) 
tallmaniae 

1,05 – 1,15 2,0 – 2,25 - 162I, 113I 141Ib 

Cryptococcus sp  01 0,85 – 0,95 0,95 – 1,5 51IV, 74II 61II - 
Eballistra oryzae 0,8 1,3 - 21I - 
Fellomyces polyborus 1,0 – 1,2 1,3 – 2,2 - 126II, 14IIa - 
Hannaella luteola 1,0 1,15 38II, 80II - - 
Hanseniaspora opuntiae 0,8 – 1,7 1,0 – 2,15 106IIIa, 131IIa, 

134IIIa, 102II, 40III, 
30IIa 

- - 

Hanseniaspora uvarum 1,0 2,2 - - 97III 
Meyerozyma guilliermondii 0,8 – 1,1 0,9 – 2,5 16IIrec, 19Ia, 88Ia, 

109I, EN158I, 14Ia, 
85I, 117I, 145I, 165, 

EN81Ia, 121I , 
EN145I, 125I , 16I, 

18I, 19IIb, 160I 

- 51Ia 

Occultifur externus 1,2 1,95 - 129IIa - 
Ogataea sp. 0,8 1,2 118II - - 
Pichia kluyveri 0,95 2,1 - - EN142IIIb 
Pichia kudriavzevii 1,7 – 2,05 2,2 44IIa, 146II - - 
Pichia membranifaciens 0,8 – 1,15 0,95 – 1,8 82III, 87IIIa, 47II, 11II, 

51IIIa, 164IIIa, 73II, 
75IIIa, 83IIb, 141IIa 

152IIb, 76IIa, 18III - 

Rhodotorula dairenensis 0,85 – 0,95 1,0 – 1,4 157IVa, 152IV, 31V, 
69II, 71IIa 

- - 

Rhodotorula sp. 1,1 2,55 - - 145II 
Saturnispora sp. 0,8 – 0,9 1,0 – 1,1 32III, EN114II - - 
Wickerhamomyces anomalus 1,1 2,3 - - 100IIIa 
Zygoascus hellenicus 1,5 2,75 - 142Vb - 
aÍndice enzimático: razão entre o halo de hidrólise e o diâmetro da colônia. Foram considerados apenas isolados que 

apresentaram índice maior que 1,0. 

Tabela 20: continuação. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
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Uma grande variedade de espécies de leveduras já foi descrita como 

potencialmente produtoras de fitase (SANO et al., 1999; OLSTORPE et al., 

2009; NUOBARIENE et al., 2011; 2012; TSANG, 2011; HELLSTRÖM et al., 

2012). Em estudo com 122 amostras de mais 60 espécies de diferentes 

origens, praticamente 100% apresentaram potencial de produção de fitases, 

com resultados mais expressivos para isolados das espécies Blastobotrys 

adeninivorans, Candida (Starmerella) bombi, Candida (Wickerhamomyces) 

vartiovaarae, Pichia fermentans, Bulleromyces laurentii e Wickerhamomyces 

anomalus (OLSTORPE et al., 2009). Isolados de Blastobotrys adeninivorans 

tem sido relatados em muitos trabalhos como bons produtores de fitase (SANO 

et al., 1999; OLSTORPE et al., 2009; NUOBARIENE et al., 2011; 2012). Em 

geral, as leveduras testadas tem origem em coleções de micro-organismos, 

amostras de solo e amostras de alimentos. 

Entre as espécies de leveduras isoladas do fruto de macaúba que 

apresentaram resultados positivos no teste qualitativo para fitases já foram 

descritas atividade para Pichia kudriavzevii, Hanseniaspora uvarum, 

Wickerhamomyces anomalus, Pichia membranifaciens (OLSTORPE et al., 

2009; NUOBARIENE et al., 2011; 2012; TSANG, 2011; HELLSTRÖM et al., 

2012), Meyerozyma guilliermondii (TSANG, 2011),  

Isolados com resultados negativos para solubilização de fosfato 

inorgânico insolúvel também apresentaram resultado negativo para 

solubilização de fitato, com exceção do isolado de Candida 

(Saccharomycopsis) amapae (116IVa) e de um dos isolados de H. opuntiae 

(106IIIa) (Tabela 20). Alguns trabalhos verificaram que a secreção de ácidos 

orgânicos pode aumentar as taxas de hidrólise do fitato, quando este se 

encontra complexado a metais, incluindo Ca2+ (PATEL et al., 2010; TANG et 

al., 2006; FREDRIKSON et al., 2002). Na presença de cátions metálicos (Ca2+, 

Al3+, Fe2+, Fe3+, Zn2+), o fitato precipita e os ácidos orgânicos podem auxiliar na 

sua solubilização e atuar na complexação dos cátions, permitindo que os 

grupos fosfatos desprotonados possam ser acessados pelo sítio catalítico da 

enzima fitase (TANG et al., 2006). Por mais que ambas características, 

produção de ácidos orgânicos e de fitases, sejam desejáveis para que o micro-

organismos possam efetivamente solubilizar fosfatos orgânicos em substratos 

complexos, os isolados supracitados deverão ser submetidos a um segundo 
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teste de triagem, tendo em vista que o princípio do método utilizado foi a 

hidrólise do fitato precipitado com cálcio. 

A utilização dos ensaios em meio sólido como forma de verificar o 

potencial de produção de fitases por micro-organismos também tem sido 

avaliado por alguns autores (TSENG et al., 2000; OLSTORPE et al., 2009; 

NUOBARIENE et al., 2011; 2012). Testes utilizando meios sólidos, com fitatos 

insolúveis, podem ser imprecisos na avaliação da produção de fitases, quando 

estas enzimas são de origem intracelular (citossólica ou ligada à parede 

celular), pois a formação de halo translúcido no entorno da colônia depende de 

fitases extracelulares. Além disso, o tamanho do halo não pode ser diretamente 

correlacionado com a produção/atividade das enzimas (FREDRIKSON et al., 

2002). Outros testes em meios sólidos, que avaliam o crescimento das 

leveduras utilizando o fitato como fonte exclusiva de fósforo, em comparação 

com controles positivo (meio com fosfato) e negativo (meio sem fósforo), são 

de difícil interpretação, especialmente em virtude do crescimento residual nos 

controles negativos (OLSTORPE et al., 2009; NUOBARIENE et al., 2011; 

2012).  

Um teste de triagem em microplacas, por meio da comparação das 

curvas de crescimento das leveduras em meios líquidos contendo fitato como 

fonte exclusiva de fósforo, em relação a controles positivos e negativos, foi 

apresentado como uma alternativa prática aos testes em meio sólido 

(OLSTORPE et al., 2009). A eficácia deste teste de triagem, em relação aos 

testes em meio sólido, é controversa. Os autores que o propuseram afirmam 

não ter observado diferenças qualitativas significantes entre a produção de 

fitases nos meios sólidos e líquidos, além de observarem que maiores taxas de 

crescimento no teste de triagem nem sempre estão relacionadas às maiores 

taxas de produtividade/atividade das fitases, observadas nos ensaios 

quantitativos (OLSTORPE et al., 2009). Contudo, em outros trabalhos, foram 

observadas diferenças nos resultados dos testes para o mesmo isolado 

(NUOBARIENE et al., 2011). 

Do nosso conhecimento, entre as espécies/gêneros de levedura isoladas 

neste trabalho com resultado positivo para os testes de solubilização de 

fosfatos orgânicos e inorgânicos, aproximadamente 80% ainda não tem relatos 

na literatura para este tipo de habilidade. Em geral, existem poucos trabalhos 
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que descrevem leveduras solubilizadoras de fosfato orgânico e inorgânico, em 

relação aos trabalhos com fungos filamentosos e bactérias. Ademais, a maioria 

deles utiliza isolados originados de amostras de solo ou rizosfera de plantas, o 

que se justifica pela grande disponibilidade de fósforo nestes substratos. 

Poucos trabalhos investigam o potencial de solubilização de leveduras isoladas 

de frutos e outras partes aéreas da planta.  

Neste trabalho, foi demonstrado que várias espécies de leveduras 

epifíticas e endofíticas associadas aos frutos da macaúba apresentam 

potencial para solubilização de fosfatos orgânicos e inorgânicos, muitas ainda 

não descritas para esta habilidade na literatura, merecendo maior atenção por 

parte dos pesquisadores. A presença dessas leveduras associadas ao fruto de 

macaúba pode apresentar vantagens e desvantagens. Uma das vantagens 

está no potencial dessas leveduras de auxiliar na promoção do crescimento da 

planta in vivo por meio do aumento da disponibilização de fosfato solúvel para 

a mesma. Assim como no caso das leveduras produtoras de AIA, caso essa 

habilidade seja comprovada, os isolados podem ser considerados potenciais 

bioinoculantes, podendo auxiliar no aumento da produtividade dos frutos pelas 

palmeiras, sendo utilizados inclusive na implantação de plantações comerciais. 

Entre as desvantagens, podemos citar a acidificação do óleo presente no fruto, 

promovida pelos ácidos orgânicos oriundos do metabolismo dessas leveduras, 

indesejável para o processo de produção de biodiesel (SILVA, 2007), um dos 

principais usos potenciais dessa planta. 

 

5.5 Atividade enzimática e produção de fatores de crescimento em função 

do tempo 

 

Foram realizados testes estatísticos para avaliar se as atividades 

enzimáticas e/ou produção de fatores de crescimento demonstradas pelos 

isolados de leveduras apresentaram distribuição diferenciada, quando 

considerados os tempos de deposição dos frutos de macaúba no solo. Foram 

usados inicialmente testes de aderência, que constituem testes de hipóteses 

que avaliam de modo geral a distribuição dos dados. Para isso, a identidade 

das espécies foi desconsiderada e os tempos foram representados como a 

somatória das atividades de cada enzima/fator de crescimento. Nesta análise, 
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para os dados de atividade enzimática, foram considerados os testes que 

apresentaram IE maior do que 1 e, no caso das carbohidrases, também foram 

considerados os testes com IE igual a 1 (Tabela 15). 

Segundo os resultados apresentados pelos testes de aderência, a 

atividade enzimática/produção de fatores de crescimento foi dependente do 

tempo (χ2= 165.75; df = 40; P < 0.0001). A associação parcial indicou valores 

significantes quando avaliadas as hipóteses de diferença entre os tempos (χ2= 

27.15 df = 5; P < 0.0001) e entre as habilidades (χ2= 529.73 df = 8; P < 0.0001).  

Com o objetivo de avaliar o comportamento de cada enzima nos tempos, 

foi utilizada uma representação gráfica chamada Mosaic Plot (FRIENDLY, 

1994), em que os dados são representados na forma de áreas. O gráfico 

mostra as diferenças observada e esperada das atividades enzimáticas/ 

produção de fatores de crescimento nos tempos de deposição do fruto no solo, 

sendo, dessa forma, avaliados os comportamentos dos resíduos (Figura 16).  

 

Figura 16: Mosaic Plot, evidenciado a distribuição das atividades enzimáticas e 
habilidades na produção de fatores promotores de crescimento em função do 
tempo de deposição dos frutos no solo. Linhas sólidas e pontilhadas indicam, 
respectivamente, desvios positivos e negativos dos dados em relação às 
frequências esperadas.  O sombreamento de cada retângulo é proporcional 
aos resíduos padronizados do modelo ajustado (valores indicado na legenda). 
Retângulos cinza e pretos indicam desvios significativos nas freqüências 
esperados (com α = 0,05 e α = 0,0001, respectivamente).  
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Através da interpretação do Mosaico, percebe-se que a atividade da 

enzima celulase foi significativamente mais frequente entre os isolados 

associados aos frutos coletados em T0, quando comparado com os demais 

tempos cujos isolados apresentaram pouca atividade. Também a atividade 

para a enzima pectinase é mais expressiva entre isolados associados a frutos 

coletados em T0 e T1, enquanto para a atividade de amilase, os valores são 

mais expressivos entre os isolados relacionados aos frutos coletados em T1. 

Comportamento oposto é observado para as atividades das enzimas xilanase, 

proteinase e lipase, cujos valores são mais significativos entre isolados 

associados a frutos coletados mais tardiamente, a partir de T4, apresentando 

padrão de atividade similar entre si. A habilidade de solubilização de fosfato 

inorgânico e produção de ácido indol-acético (AIA) apresentaram distribuição 

igualitária entre os tempos, não apresentando variações significativas. Já 

atividade para fitase aumenta entre os isolados associados aos frutos 

coletados no intervalo T3-T5. 

As áreas dos retângulos são proporcionais à frequência dos dados 

(FRIENDLY, 1994), que pode ser correlacionada nesta análise à proporção dos 

isolados (neste caso, cada um representando um valor de atividade) que 

demonstraram a habilidade de produção das enzimas e/ou dos fatores de 

crescimento. Dessa forma, observamos retângulos maiores e mais 

homogêneos nas colunas referentes à solubilização de fosfato e produção de 

AIA, habilidades demonstradas por mais de 89% dos isolados testados, e 

retângulos menores nas estreitas colunas referentes às atividades de xilanase, 

lipase e proteinase, para as quais a proporção de isolados foi 

consideravelmente menor (inferior a 15%). Assim, esta informação visual 

corrobora os dados numéricos apresentados anteriormente no item 5.3.  

A distribuição homogênea na produção de ácido indol-acético e 

promoção da solubilização de fosfatos inorgânicos sugere que estas 

habilidades encontram-se entre as leveduras isoladas da filosfera, com e sem 

interferência da microbiota do solo. A produção de ácidos orgânicos faz parte 

do metabolismo dos micro-organismos solubilizadores de fosfato inorgânico 

(ARCAND & SCHNEIDER, 2006), estejam eles em contato com o solo ou com 

a superfície de um órgão vegetal. Já a produção de ácido indol-acético, traz 

benefícios mútuos para micro-organismos e plantas nas duas condições: 
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quando ligados à planta, podem induzir seu crescimento, inclusive por meio da 

biossíntese de metabólitos, usados como fonte de nutrientes para ambos 

organismos;  quando em associação com os frutos desprendidos, auxiliam no 

seu processo germinativo e na formação dos órgãos vegetais, beneficiando-se 

nutricionalmente deste processo (BERG, 2009). Já a expressão mais 

significativa de fitases após o contato do fruto com o solo pode estar 

relacionada com a presença do fitato, geralmente presente em grandes 

concentrações neste substrato (GYANESHWAR et al., 2002), sugerindo dessa 

forma que os micro-organismos associados ao fruto de macaúba após um 

determinado tempo possam ser provenientes do solo. 

A sequência da expressão das atividades enzimáticas pelos isolados de 

leveduras no processo de colonização do fruto da macaúba permite algumas 

análises interessantes. A ordem de expressão das enzimas, celulases  

pectinases  amilases  lipases e proteinases  xilanases, sugere um 

processo de colonização do fruto de macaúba de fora para dentro. Celulases e 

pectinases atuam na degradação de componentes da parede celular das 

células vegetais, umas das primeiras e principais barreiras para colonização 

dos tecidos da planta (GIBSON et al., 2011; HÉMATY et al., 2009).  As 

amilases, por sua vez, estão relacionadas com reservas de nutrientes 

armazenadas no interior das células vegetais (BADRI et al., 2009). Juntas, 

essas três enzimas podem estar relacionadas à produção de microfissuras no 

epicarpo do fruto, promovendo o acesso dos micro-organismos aos tecidos 

internos (COMPANT et al., 2010).  

Lipases também podem auxiliar na degradação da cutícula hidrofóbica 

dos órgãos vegetais (HÉMATY et al., 2009), bem como proteinases podem 

auxiliar na degradação da parede celular (BADRI et al., 2009), contudo, no 

caso do fruto de macaúba, elas estão mais relacionadas com o substrato 

altamente oleaginoso e proteico do mesocarpo. Por fim, as xilanases auxiliam 

na quebra de moléculas mais recalcitrantes, cuja degradação, em geral, é 

complexa (GIBSON et al., 2011; BEG et al., 2001).  

Certamente, este processo não ocorre da forma linear como descrito 

anteriormente, muito menos depende exclusivamente da comunidade de 

leveduras que colonizam o fruto da macaúba. Como já discutido, esta 

comunidade convive em interação com outros micro-organismos, como fungos 
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filamentosos e bactérias, que também atuam sobre o substrato, por meio da 

produção de enzimas e metabólitos secundários, como ácidos orgânicos. Com 

a modificação do substrato, outras moléculas passam a estar disponíveis para 

a microbiota associada ao fruto, promovendo a seleção de indivíduos com 

habilidades metabólicas que possibilitem sua utilização como recurso 

nutricional (GIBSON et al., 2011).  

Assim como as abordagens apresentadas, outras podem ser utilizadas 

para explicar o padrão de distribuição das atividades enzimáticas e habilidade 

em produção de fatores de crescimento entre as comunidades de leveduras 

associadas a frutos coletados em diferentes tempos de deposição no solo. De 

qualquer maneira, o contato com o solo e com seus micro-organismos pode 

acelerar o processo de degradação dos componentes do fruto da macaúba, 

inclusive dos lipídeos presentes no mesocarpo, cujo alto conteúdo tanto 

interessa a indústria do biodiesel (LIMA, 2011). Além da degradação dos 

lípideos, a produção de ácidos pelos micro-organismos também é indesejável 

no processo de produção do biodiesel (SILVA, 2007).  
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6 CONCLUSÕES 

 

A microbiota associada aos frutos de palmeiras macaúba localizadas na 

região de Casa Branca, Brumadinho, MG apresentou em sua composição 39 

espécies de leveduras e fungos leveduriformes, pertencentes a 19 gêneros 

distintos. Um total de 14% dos isolados foi identificado no nível de gênero, 

Candida sp. 01, Candida sp. 02, Candida sp. 03, Saturnispora sp., Ogataea sp., 

Metschnikowia sp., Ustilago sp., Cryptococcus sp. 01, Cryptococcus 02, 

Rhodotorula sp., por não apresentarem identidade acima de 99% de suas 

sequências com as demais depositadas no GenBank.  Para estes isolados, 

estudos adicionais são necessários para afirmar se tratam de espécies novas. 

Todas as espécies identificadas já foram isoladas de amostras do 

ambiente natural, incluindo a filosfera de diversas plantas. A diferença na 

composição de espécies de leveduras associadas aos frutos coletados neste 

trabalho em relação à descrita para frutos coletados de palmeiras macaúba em 

outra localidade sugere forte influência do ambiente externo na composição 

das comunidades de leveduras associadas a esta planta. Esta hipótese é 

reforçada pela ocorrência de espécies de caráter cosmopolita, como M. 

guilliermondii e Rh. mucilaginosa, bem como de gêneros fortemente 

associados a um grupo de espécies vegetais, como Ustilago. 

De modo geral, o número de espécies observadas nas comunidades 

epifíticas e endofíticas aproximou-se bastante do número de espécies 

estimadas, em especial com os estimador Bootstrap, sugerindo que o esforço 

amostral foi suficiente para capturar a riqueza total do sistema.  

Diferenças entre as comunidades de epifíticos e endofíticos foram 

observadas. Das espécies citadas, 38 foram isoladas a partir da superfície dos 

frutos, enquanto 10 foram isoladas do mesocarpo e epicarpo. Candida 

stellimalicola (clado irmão Starmera) foi encontrada exclusivamente associada 

ao mesocarpo dos frutos. Entre os isolados epifíticos, foi observada a 

predominância de ascomicetos, em relação aos basidiomicetos, enquanto a 

comunidade de endofíticos foi composta unicamente de ascomicetos. Além 

disso, na comunidade epifítica foram observadas maiores taxas de colonização 
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dos frutos, maiores valores de abundância total e, consequentemente, de 

densidades médias de leveduras por fruto. 

Mudanças no comportamento das comunidades de leveduras epifíticas e 

endofíticas foram observadas em função do tempo de deposição dos frutos no 

solo. Nas comunidades de epifíticos ocorreu, inicialmente, um decréscimo no 

valor de riqueza de espécies durante os primeiros 21 dias, seguido de um 

aumento do número de espécies observado. Já a abundância total do sistema 

aumentou em função do tempo. Durante todo o período experimental foi 

observada forte dominância da espécie M. guilliermondii e uma alta taxa de 

substituição de espécies entre comunidades de leveduras associadas a frutos 

coletados em períodos diferentes, refletida nos altos valores de diversidade 

beta de Whittaker. Esta espécie foi encontrada associada a um grande número 

de frutos, apresentando altos valores de frequência relativa. As espécies M. 

guilliermondii, C. sorboxylosa, H. opuntiae, P. membranifaciens, H. uvarum, F. 

polyborus foram isoladas durante todo o período experimental, sendo 

observadas em várias das comunidades de epifíticos associados a frutos nos 

diferentes tempos de coleta, enquanto um número grande de espécies foi 

observada em apenas um dos períodos. O maior valor de diversidade na 

comunidade epifítica foi encontrado em T0, quando os frutos ainda não haviam 

sido dispostos sobre o solo. 

A riqueza nas comunidades de endofítícos, por sua vez, aumentou após 

o contato dos frutos com o solo, apresentando um decréscimo após os 

primeiros 14 dias. Em T0, apenas a espécie M. guilliermondii foi encontrada 

associada ao mesocarpo dos frutos. Os valores de abundância total do sistema 

oscilaram em função do tempo, sem contudo apresentar uma tendência. 

Durante todo o período experimental foi observada forte dominância da espécie 

M. guilliermondii e uma alta taxa de substituição de espécies entre 

comunidades de leveduras associadas a frutos coletados em períodos 

diferentes, refletida nos altos valores de diversidade beta de Whittaker, assim 

como observado para as comunidades de epifíticos. A frequência relativa de M. 

guilliermondii aumentou em função do tempo de deposição dos frutos no solo. 

O maior valor de diversidade na comunidade epifítica foi encontrado em T2, 

após 14 dias de deposição dos frutos sobre o solo. 
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Foi demonstrado que as comunidades de leveduras apresentam 

variações maiores entre os frutos de macaúba do que quando analisadas por 

fruto. Em outras palavras, a diversidade de leveduras no fruto é pequena, e as 

variações dessa diversidade entre os frutos apresentam maior contribuição 

para os valores de diversidade total do sistema. Também foi demonstrado que 

houve diferença significativa de riqueza entre palmeiras, em especial, nos 

frutos coletados na palmeira 2, que apresentaram número de espécies maior 

do que os frutos coletados nas demais palmeiras. 

Grande plasticidade fisiológica inter e intra-específica foi observada tanto 

na produção de exoenzimas, quanto na produção dos fatores de crescimento. 

Com relação às atividades enzimáticas, aproximadamente 90% dos isolados 

apresentaram capacidade de crescer em pelo menos um dos meios contendo 

polissacarídeos como fonte exclusiva de carbono. Destes, uma pequena fração 

apresentou potencial de produção das exoenzimas amilase (6,6%), celulase 

(12%), pectinase (7,9%) e xilanase (1,2%). Nos testes de lipase e proteinase 

extracelulares, foram observados resultados positivos para 6,6% e 5,4% dos 

isolados, respectivamente.  

Mais da metade das espécies apresentaram representantes com 

atividade para pelo menos uma das exoenzimas, enquanto Meyerozyma 

guilliermondii, Bandoniozyma complexa, Sarocladium strictum, Eballistra 

oryzae, Fellomyces polyborus, Ustilago sp., Hanseniaspora opuntiae, 

Bulleromyces (Cryptococcus) nemorosus e Metschnikowia sp. apresentaram 

isolados com atividade para várias enzimas. Do nosso conhecimento, este 

estudo trata-se do primeiro relato de produção de exoenzimas para isolados 

das espécies Bandoniozyma complexa, Eballistra oryzae, Bulleromyces 

(Cryptococcus) nemorosus, Rhodotorula oryzae, Occultifur externus e C. 

(Yamadazyma) tallmaniae, cuja ecologia ainda é pouco conhecida. 

A capacidade de solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis e de 

produção de ácido indol-acético foi detectada em representantes de todas as 

espécies, em altas proporções entre os isolados. Já o potencial de produção de 

fitases extracelulares foi apresentado por metade dos isolados, entre 30 

espécies diferentes. Para a grande maioria das espécies testadas, este se trata 

do primeiro relato de produção dos fatores de crescimento supracitados, 

segundo revisão bibliográfica realizada. 
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Atividades enzimáticas e a produção de fitase demonstradas pelos 

isolados de leveduras apresentaram distribuição diferenciada, quando 

considerados os tempos de deposição dos frutos de macaúba no solo. 

Expressão das enzimas celulase, amilase e pectinase foram observadas em 

tempos anteriores, enquanto a expressão de lipases, proteinases e xilanases 

foram detectadas em tempos posteriores. A detecção de fitases foi 

significativamente mais alta após 28 dias de deposição dos frutos no solo. A 

produção de ácido indol-acético e promoção da solubilização de fosfatos 

inorgânicos insolúveis não apresentaram diferenças significativas entre os 

períodos de coleta. 

Em síntese, o estudo da diversidade de leveduras associadas aos frutos 

da palmeira macaúba e dos vários compostos orgânicos produzidos nesta 

interação é importante para determinar os efeitos benéficos ou prejudiciais que 

eles causam sobre a planta. Neste estudo foi demonstrado que uma grande 

variedade de espécies de leveduras e fungos leveduriformes pode ser 

encontrada associada aos frutos de macaúba, em particular à superfície do 

mesmo. O comportamento desta microbiota não é estático, sendo influenciado 

por fatores externos, como o contato do fruto com o solo, e por fatores internos, 

como as interações entre as diversas populações que compõe esta microbiota. 

O potencial de produção de exoenzimas demonstrado por esses micro-

organismos é significativo, podendo contribuir para a degradação tanto do 

epicarpo, produzindo microfissuras no mesmo e desse modo permitindo o 

acesso de outros micro-organismos ao interior do fruto; quanto do mesocarpo, 

promovendo a degradação das substâncias da polpa, incluindo o óleo, 

substância de interesse da indústria do Biodiesel. Por outro lado, essas 

enzimas podem apresentar aplicações importantes em diversos setores 

industriais, podendo o homem se beneficiar dessa habilidade. A produção de 

substâncias e enzimas que possam atuar na promoção do crescimento da 

planta, apresentadas pelas leveduras caracterizadas neste estudo, é um tipo 

de interação positiva micro-organismo – planta, podendo ser explorada na 

agricultura por meio da utilização desses micro-organismos como 

bioinoculantes. Contudo, algumas das substâncias produzidas por estas 

leveduras, como, por exemplo, os ácidos orgânicos que auxiliam na 

solubilização de fosfato, podem ser indesejáveis quando o fruto é utilizado 
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como matéria-prima na produção do biodiesel, por promover a acificação do 

óleo do mesocarpo. De qualquer forma, a agregação desses conhecimentos é 

essencial para elaboração de projetos de exploração comercial e industrial 

sustentáveis desta palmeira.  
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APÊNDICE A: Frutos x Palmeiras x Período de coleta 

 

1ª Coleta 
26/04/2011 

2ª Coleta 
02/05/2011 

3ª Coleta 
09/05/2011 

4ª Coleta 
16/05/2011 

5ª Coleta 
23/05/2011 

6ª Coleta 
30/05/2011 

Frutos Planta Frutos  Planta Frutos  Planta Frutos  Planta Frutos  Planta Frutos  Planta 

F1 

P1 

F25 

P1 

F53 

P1 

F81 

P1 

F109 

P1 

F137 

P1 
F2 F26 F54 F82 F110 F138 

F3 F27 F55 F83 F111 F139 

F4 F28 F56 F84 F112 F140 

F5 

P2 

F29 

P1 

F57 

P2 

F85 

P2 

F113 

P2 

F141 

P2 
  F6 F30 F58 F86 F114 F142 

  F7 F31 F59 F87 F115 F143 

  F8 F32 F60 F88 F116 F144 

  F9 

P3 

F33 

P2 

F61 

P3 

F89 

P3 

F117 

P3 

F145 

P3 
  F10 F34 F62 F90 F118 F146 

  F11 F35 F63 F91 F119 F147 

  F12 F36 F64 F92 F120 F148 

  F13 

P4 

F37 

P3 

F65 

P4 

F93 

P4 

F121 

P4 

F149 

P4 
  F14 F38 F66 F94 F122 F150 

  F15 F39 F67 F95 F123 F151 

  F16 F40 F68 F96 F124 F152 

  F17 

P5 

F41 

P4 

F69 

P5 

F97 

P5 

F125 

P5 

F153 

P5 
  F18 F42 F70 F98 F126 F154 

  F19 F43 F71 F99 F127 F155 

  F20 F44 F72 F100 F128 F156 

  F21 

P6 

F45 

P5 

F73 

P6 

F101 

P6 

F129 

P6 

F157 

P6 
  F22 F46 F74 F102 F130 F158 

  F23 F47 F75 F103 F131 F159 

  F24 F48 F76 F104 F132 F160 

  F49 

P7 

F77 

P7 

F105 

P7 

F133 

P7 

F161 

P7 

F165 

P7 
  F50 F78 F106 F134 F162 F166 

  F51 F79 F107 F135 F163 F167 

  F52 F80 F108 F136 F164 F168 
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APÊNDICE B: Descrição das características macro morfológicas das leveduras 

isoladas dos frutos da macaúba. 

 

Morfotipo Características 

M1 Branca, lisa, brilhante, borda lisa, cremosa 

M2 Branca, lisa, sem brilho, borda lisa, cremosa 

M3 Laranja, lisa, sem brilho, borda lisa, cremosa 

M4 Salmão, lisa, brilhante, borda lisa, mucóide 

M5 Rosa claro, borda filamentosa, centro elevado, cremosa 

M6 Bege, rugosa, fosca, borda irregular, centro elevado, cremosa 

M7 Amarelo/bege, lisa, mucóide 

M8 Branca/bege, irregular, opaca, borda filamentosa, ponto branco no 

centro 

M9 Branca perolada, lisa, brilhante, cremosa  

M10 Bege, fosca, colônias grandes expansivas, cremosa 

M11 Branca, achatada, opaca, borda brilhante, ponto no centro, cremosa 

M12 Branca, lisa, opaca, cremosa 

M13 Branca perolada, lisa, brilhante, achatada, cremosa 

M14 Branco/bege, rugosa, borda filamentosa, aspecto de flor, cremosa 

M15 Bege, rugosa, fosca, aspecto de "chantilly", cremosa 

M16 Bege, fosca, borda filamentosa, cremosa 

M17 Bege, lisa, brilhante, cremosa 

M18 Amarela, rugosa, centro e borda elevados, cremosa 

M19 Rosa/bonina, rugosa 

M20 Branca, translúcida, lisa, borda regular, cremosa 
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APÊNDICE C: Relação de leveduras agrupadas segundo padrão de 

bandeamento obtido nos ensaios de PCR fingerprinting utilizando o iniciador 

GTG5 (5′-GTGGTGGTGGTGGTG-3′) 

 

Leveduras agrupadas segundo padrão de bandeamento Grupo 
pertencente 

ENC106Ia, EN47I, EN49Ia, EN69Ia, EN75Ib, EN77I, EN81Ia, 
EN81IIa, EN102, EN114I, EN139I, EN145I, EN149I, EN153I, 
EN161I, 5IIa, 7I, 10, 16I, 18I, 29Ia, 35IIa, 38Ia, 41Ia, 41Ib, 46Ia, 
51Ia, 53Ia, 57Ia, 59Ia, 59IVa, 61Ia, 71Ia, 73Ia, 77Ia, 90Ia, 92Ia, 
93Ia, 97I, 109I, 117I, 121I, 125I, 130I, 133I, 145I, 149I, 156I, 85I, 
101I, 6IIb, 8II, 8V, 9Ia, 13Ia, 14Ia, 14Ib, 17IVa, 17IVb, 19IIa, 19IIb, 
35Ib, 88Ia, 115I, 136IIa, 1, 5IIb, 67IIa (68 isolados) 

1 

11Ia, 11Ib, 6IIa (3 isolados) 2 

89Ia, 89Ib (2 isolados) 3 

EN142IIa, EN142IIb, 31II , 144IIa (4 isolados) 4 

19Ib, 36Ib, 81Ib, 6Ia, 8III, 9IIa (6 isolados) 5 

6V, 8I, 11IV, 86IIb, 88IVa, 114IV, 136IIa, 151IIa, 87IVa, 26IIa, 
59III (11 isolados) 

6 

72IIa, 81IIIa, 92IIa, 30IIa, 76IV, 35Ia, 37IIa, 38IIIa, 56II, 60III, 
65IIb (11 isolados) 

7 

12Ia, 12Ib, 29IIb, 88IIIb (4 isolados) 8 

13IIb, 126II, 14IIb, 14IIa (4 isolados) 9 

88II, 116IVa, 116IVb (3 isolados) 10 

2I, 2IIIb, 23IIb, 138II (4 isolados) 11 

29IIIa, 29IIIb (2 isolados) 13 

40IIa, 44IIa (2 isolados) 14 

7V, 40III (2 isolados) 15 

97III, 135IIa (2 isolados) 16 

75IIa, 76IIIa (2 isolados) 17 

102II, 106IIIa, 134IIIa, 141IIIa, 150IVa, 150IVb (6 isolados) 18 

EN105IIa, EN105IIb (2 isolados) 19 

141IVa, 141IIIb (2 isolados) 20 
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118III, 121III, 131IIa (3 isolados) 21 

112III, 114IIIa (2 isolados) 22 

149IIIa, 149IIIb (2 isolados) 23 

EN81III, 5I, 81IVa, 115IVa, 115IVb, 141IIa, 141IIb, 150Va, 150Vb, 
152IIa, 164IIIa, 11II, 18III, 47II, 51IIIa, 73II ,75IIIa, 76IIa (18 
isolados) 

24 

85IIa, 90IIa, 92IIIa, 106IIa, 113IIIa, 142IIa, 81IIa, A (8 isolados) 25 

ENC168, EN166Ia, EN168Ia (3 isolados) 26 

102IIa, 165 (2 isolados)  27 

152IV, 157IVa (2 isolados) 28 

ENC46, EN44, EN53Ia, EN105Ia, EN58I, EN114II, EN142IIIb, 7II, 
8IV, 11III, 13IV, 18II, 21I, 23I, 25Ia, 46Ib, 57IIa, 64Ia, 86Ia, 98II, 
108IIb,113I, 113IIIb, 165I, 87IVb, 75Ib, 127IIa, 136IIa, 149IIb, 
150III, 160I, 84III, 89Ia, 89Ia, 16IIrec, 19Ia, 88Ib, 114IIb, 115IIIa, 
143IIb, 57IIIa, 60IIa, 113IIa, 65IIa, 19Ib, 142IVa, 106IV, 115Va, 
115Vb, 152IIb, 6IV, 23IIa, 82III, 83IIb, 84IIb, 87IIIa, 141Ib, 146II, 
74II, 87I, 4, 13IIa, 105II,142Vb, 51IV, 61II, 151IIIb, 51IIb, 57IVa, 
84IIa, 115IIb, 100IIIa, 129III, 80II, 112II, 149IIa, 11V, 143IIb, 
131IIb, 164IIa, 6III, 44IIIa, 129IIa, 145III, 7IV, 38II, 130II, 145II, 
32III, 31V, 69II, 71IIa, 75IIIb, 118II, 150II, 119II, 25II, 138II, B, 
69II, 65Ia, 81I, 107I, 30IIa, 25III, 89III, 31IV, 35III, 162I  (109 
isolados) 

Padrões 
individuais  

* Grupo 12 inexistente. 
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APÊNDICE D: Curva de acumulação de espécies de leveduras epifíticas, para 

cada um dos períodos de coleta. 

 

 

Foram consideradas as siglas T0 para o grupo de frutos levados diretamente 
ao laboratório depois de colhidos, T1, T2, T3, T4, T5, referem-se aos tempos 
de deposição dos frutos no solo antes do processamento: 7, 14, 21, 28 e 35 
dias. 
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APÊNDICE E: Curva de acumulação de espécies de leveduras endofíticas, 

para cada um dos períodos de coleta. Foram consideradas as siglas T0 para o 

grupo de frutos levados diretamente ao laboratório depois de colhidos, T1, T2, 

T3, T4, T5, referem-se aos tempos de deposição dos frutos no solo antes do 

processamento: 7, 14, 21, 28 e 35 dias. A curva referente a T0 não foi obtida 

por possui apenas uma espécie. 
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APÊNDICE F: Comparação entre os valores de abundância naturais e os valores de abundância relativa de espécies epifíticas. 

 Espécies de leveduras 
isoladas  

Valores de abundância naturais (UFC/fruto) Valores de abundância relativa (%) 

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T0 T1 T2 T3 T4 T5 

 Bandoniozyma complexa   1,0E+05 0 1,4E+07 0 1,0E+07 0 0,069 0 1,688 0 0,421 0 

 Bulleromyces nemorosus  1,0E+06 0 0 0 0 0 0,687 0 0 0 0 0 

 C. (Saccharomycopsis) 
amapae  0 0 0 4,0E+05 1,0E+07 0 0 0 0 0,019 0,421 0 

 Candida asiatica  1,0E+05 0 0 0 0 0 0,069 0 0 0 0 0 

 Candida boidinii  0 4,0E+05 0 0 0 6,9E+06 0 0,111 0 0 0 0,081 

 Candida californica  0 0 0 1,0E+06 0 1,8E+06 0 0 0 0,049 0 0,021 

 Candida carpophila  0 3,0E+07 0 0 0 0 0 8,210 0 0 0 0 

 Candida conglobata  3,0E+07 0 3,0E+05 0 4,0E+05 0 20,412 0 0,036 0 0,017 0 

 Candida cylindracea  0 0 0 6,6E+07 8,9E+07 2,9E+08 0 0 0 3,186 3,722 3,342 

 Candida natalensis   0 0 1,0E+06 1,0E+05 0 0 0 0 0,119 0,005 0 0 

 Candida sorboxylosa  3,0E+05 4,0E+05 1,5E+06 1,7E+08 1,2E+08 7,9E+07 0,206 0,111 0,178 8,125 5,182 0,926 

 Candida sp. 01  1,0E+06 0 0 0 0 0 0,687 0 0 0 0 0 

 Candida sp. 02  0 0 0 1,1E+06 0 0 0 0 0 0,053 0 0 

 Candida sp. 03  0 0 0 0 0 1,2E+08 0 0 0 0 0 1,372 

 Candida tallmaniae  0 0 0 0 4,6E+08 7,3E+07 0 0 0 0 19,222 0,856 

 Cryptococcus sp 02  0 0 0 0 1,0E+05 0 0 0 0 0 0,004 0 

 Cryptococcus sp. 01  4,0E+05 0 2,0E+05 0 0 0 0,275 0 0,024 0 0 0 

 Eballistra oryzae  1,0E+05 0 0 0 0 0 0,069 0 0 0 0 0 

 Fellomyces polyborus  1,4E+06 0 1,1E+07 2,0E+06 7,0E+05 0 0,962 0 1,320 0,097 0,029 0 

 Hannaella luteola   0 2,0E+05 0 0 0 0 0 0,055 0 0 0 0 

 Hanseniaspora opuntiae  1,0E+06 5,5E+06 6,3E+06 7,7E+06 6,9E+06 2,9E+07 0,687 1,520 0,749 0,374 0,290 0,342 

 Hanseniaspora uvarum   2,3E+07 2,0E+05 6,0E+05 3,6E+07 0 1,1E+08 15,464 0,055 0,071 1,745 0 1,301 

 Metschnikowia sp  1,0E+07 0 0 0 0 0 6,873 0 0 0 0 0 
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 Meyerozyma 
guilliermondii  7,5E+07 3,0E+08 8,0E+08 1,6E+09 1,7E+09 7,6E+09 51,340 81,783 95,279 79,882 70,107 89,367 

 Occultifur externus   0 0 0 0 4,0E+06 1,0E+06 0 0 0 0 0,168 0,012 

 Ogataea sp  0 0 0 0 1,0E+06 0 0 0 0 0 0,042 0 

 Pichia kluyveri   0 0 4,0E+05 0 0 0 0 0 0,048 0 0 0 

 Pichia kudriavzevii   0 1,8E+07 0 0 0 1,0E+05 0 4,921 0 0 0 0,001 

 Pichia membranifaciens  1,6E+06 1,0E+05 2,4E+06 8,9E+07 3,0E+06 1,1E+07 1,100 0,028 0,285 4,307 0,126 0,129 

 Rhodotorula dairenensis  0 1,0E+05 6,0E+05 0 0 7,0E+05 0 0,028 0,071 0 0 0,008 

 Rhodotorula 
mucilaginosa  0 8,0E+05 0 0 0 0 0 0,221 0 0 0 0 

 Rhodotorula oryzae   1,0E+06 0 0 0 0 0 0,687 0 0 0 0 0 

 Rhodotorula sp.  0 0 0 0 0 1,0E+06 0 0 0 0 0 0,012 

 Sarocladium strictum  0 0 0 0 1,0E+06 0 0 0 0 0 0,042 0 

 Saturnispora sp.   1,0E+05 2,0E+05 0 0 0 0 0,069 0,055 0 0 0 0 

 Ustilago_sp  0 1,0E+07 0 0 0 0 0 2,764 0 0 0 0 

 Wickerhamomyces 
anomalus  0 0 0 2,0E+05 0 0 0 0 0 0,010 0 0 

 Zygoascus hellenicus  0 0 0 0 0 3,0E+07 0 0 0 0 0 0,352 

 Isolados não 
identificados  5,0E+05 5,0E+05 1,1E+06 4,4E+07 4,9E+06 1,6E+08 0,344 0,138 0,131 2,148 0,206 1,878 

Total 1,5E+08 3,6E+08 8,4E+08 2,1E+09 2,4E+09 8,5E+09 100 100 100 100 100 100 
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APÊNDICE G: Resultados da aplicação de Modelos Lineares Generalizados 

(GLM) para avaliar possíveis associações entre tempo de deposição dos frutos 

de macaúba no solo e a palmeira da qual os frutos foram coletados na variação 

de riqueza e abundância das comunidades de leveduras associadas.  

Modelos lineares generalizados: endofíticos e epifíticos 

 

    Deviance Df     

 
Df Resid. Resid. Dev Pr(>Chi) 

Epifítico 
     Abundância 

     NULL   41 0.20054  

Palmeira 6 0.029236 35 0.171303 0.1118 

Tempo 5 0.08627 30 0.085033 1.20E-05 

      Riqueza      

NULL 
  

158 1.3443 
 Palmeira 6 0.1510 152 1.1933 0.0071 

Tempo 5 0.0173 147 1.1760 0.8453 

Palmeira:Tempo 30 0.2091 117 0.9669 0.7496 

      Endofítico 
     Abundância 
     NULL 
  

36 0.76659 
 Palmeira 6 0.085033 30 0.68155 0.6185 

Tempo 5 0.169807 25 0.51175 0.1152 

Palmeira:Tempo 8 0.179379 17 0.33237 0.3137 

      

Riqueza 
     NULL 
  

36 1.50E-04 
 Palmeira 6 3.64E-05 30 1.14E-04 0.1664 

Tempo 5 1.44E-05 25 9.95E-05 0.6064 
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APÊNDICE H. Resultados do teste quantitativo de avaliação do potencial de produção de ácido indol-acético pelos isolados de 

levedura de palmeira macaúba. 

Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 13 IV  Bandoniozyma complexa 0,55 0,09 20,55 1,05 37,33 

Epifítico 64 I a Bandoniozyma complexa 0,47 0 5,5 0,23 11,65 

Epifítico 129 III  Bandoniozyma complexa 0,37 0,06 0,92 0,46 2,51 

Epifítico 7 IV  Bulleromyces nemorosus 0,74 0,01 32,53 2,83 44,16 

Epifítico 89 III  Candida (Kurtzmaniella) natalensis 0,67 0,12 7,52 0,88 11,21 

Epifítico 106 IV  Candida (Kurtzmaniella) natalensis 0,66 0,01 8,1 0,04 12,27 

Epifítico 25 I a Candida (Meyerozyma) carpophila 0,98 0,03 7,85 1,53 8,03 

Epifítico 29 III a Candida (Ogataea) boidinii 1,08 0,02 34,43 5,44 31,82 

Epifítico 31 II  Candida (Ogataea) boidinii 1,06 0,09 68,79 11,11 64,87 

Epifítico 31 IV  Candida (Ogataea) boidinii 0,86 0,01 75,53 5,71 88,28 

Endofítico 142 II a Candida (Ogataea) boidinii 1,21 0,1 75,13 17,82 62,17 

Epifítico 144 II a Candida (Ogataea) boidinii 0,39 0,01 44,15 6,2 112,91 

Epifítico 151 III b Candida (Ogataea) boidinii 0,57 0,2 49,5 6,77 86,73 

Epifítico 86 I a Candida (Ogataea) cylindracea 0,73 0,09 10,16 1,84 13,97 

Epifítico 87 I  Candida (Ogataea) cylindracea 0,87 0,16 106,73 17,5 122,49 

Epifítico 112 II  Candida (Ogataea) cylindracea 0,8 0,04 8,23 0,39 10,24 

Epifítico 112 III  Candida (Ogataea) cylindracea 1,03 0,09 11,78 0,41 11,39 

Epifítico 114 II b Candida (Ogataea) cylindracea 0,89 0,01 29,22 2,12 32,84 

Epifítico 114 III a Candida (Ogataea) cylindracea 0,98 0,05 25,85 1,44 26,47 

Epifítico 115 III a Candida (Ogataea) cylindracea 1,01 0,01 24,81 1,99 24,58 

Epifítico 115 V a Candida (Ogataea) cylindracea 0,81 0,07 6,78 2,32 8,33 

Epifítico 141 IV a Candida (Ogataea) cylindracea 0,84 0 26,59 2,27 31,65 

Epifítico 150 III  Candida (Ogataea) cylindracea 0,38 0,05 4,7 0,88 12,48 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2062250
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2065486
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2065486


173 
 

Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 164 II a Candida (Ogataea) cylindracea 0,4 0,11 12,54 0,68 31,6 

Epifítico 84 III  Candida (Pichia) californica 0,33 0,01 9,91 0,49 30,21 

Epifítico 149 II b Candida (Pichia) californica 0,18 0,01 1,21 0,46 6,7 

Epifítico 88 II  Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

0,65 0,06 32,87 0,98 50,87 

Epifítico 116 IV a Candida (Saccharomycopsis) 
amapae 

0,46 0,08 12,07 0,22 26,03 

Epifítico 6 II b Candida (Yadamazyma) conglobata 0,02 0 0 0 0 

Epifítico 11 I a Candida (Yadamazyma) conglobata 0,68 0,1 33,77 2,21 49,95 

Endofítico 53 I a Candida (Yadamazyma) conglobata 0,89 0,04 1,59 0,2 1,78 

Epifítico 57 II a Candida (Yadamazyma) conglobata 0,63 0,05 4,62 1,19 7,29 

Epifítico 127 II a Candida (Yadamazyma) conglobata 0,84 0,22 22,38 6,85 26,77 

Epifítico 113 I  Candida (Yamadazyma) tallmaniae 0,86 0,01 37,7 4,92 43,58 

Epifítico 141 I b Candida (Yamadazyma) tallmaniae 0,72 0,01 38,5 2,83 53,21 

Epifítico 162 I  Candida (Yamadazyma) tallmaniae 1,07 0,02 17,49 1,14 16,29 

Epifítico 7 II  Candida asiatica 0,66 0,08 37,87 1,92 57,07 

Epifítico 6 V  Candida sorboxylosa 0,73 0,24 31,89 0,14 43,58 

Epifítico 8 I  Candida sorboxylosa 0,56 0,02 42,26 7,49 75,04 

Epifítico 11 IV  Candida sorboxylosa 0,95 0,27 27,54 4,16 29 

Epifítico 25 II  Candida sorboxylosa 0,96 0,12 7,13 0,93 7,46 

Epifítico 26 II a Candida sorboxylosa 0,92 0,05 47,38 15,2 51,68 

Epifítico 57 III a Candida sorboxylosa 0,83 0,07 25,4 1,33 30,69 

Epifítico 59 III  Candida sorboxylosa 1,07 0,09 0 0 0 

Epifítico 60 II a Candida sorboxylosa 0,71 0,01 11,33 1,26 15,87 

Epifítico 81 II a Candida sorboxylosa 0,81 0,02 12,98 0,08 15,99 

Epifítico 85 II a Candida sorboxylosa 0,68 0 13,23 0,03 19,42 

Epifítico 86 II b Candida sorboxylosa 0,92 0,06 46,47 2,79 50,32 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 87 IV a Candida sorboxylosa 0,51 0,04 12,88 0,61 25,14 

Epifítico 88 IV a Candida sorboxylosa 0,55 0,11 27,26 4,27 49,39 

Epifítico 90 II a Candida sorboxylosa 0,71 0,05 71,63 4,48 100,45 

Epifítico 92 III a Candida sorboxylosa 0,4 0,05 16,74 1,16 41,39 

Epifítico 106 II a Candida sorboxylosa 0,66 0,02 10,29 0,39 15,54 

Epifítico 113 II a Candida sorboxylosa 0,57 0,06 11,91 0,54 21,02 

Epifítico 113 III a Candida sorboxylosa 0,72 0,04 23,31 0,83 32,19 

Epifítico 114 IV  Candida sorboxylosa 0,52 0,02 12,18 1,38 23,57 

Epifítico 115 II b Candida sorboxylosa 0,57 0,14 14,9 2,34 26,27 

Epifítico 136 II a Candida sorboxylosa 0,57 0,18 9,43 1,18 16,62 

Epifítico 142 II a Candida sorboxylosa 0,48 0,02 7,61 0,77 15,79 

Epifítico 149 III a Candida sorboxylosa 0,76 0,06 48,85 4,62 63,88 

Epifítico 151 II a Candida sorboxylosa 1 0,04 14,08 2,38 14,07 

Epifítico 23 I  Candida sp 01 0,32 0,36 25,02 0 78,68 

Endofítico 44   Candida sp.01 0,9 0,02 34,93 1,04 38,73 

ENC 46   Candida sp.01 0,74 0,06 20,77 2,38 28,22 

Epifítico 89 I a Candida sp.02 0,67 0,11 9,35 0,67 13,88 

Epifítico 143 II b Candida sp. 03 0,22 0,03 13,57 0,63 61,61 

Endofítico 105 I a Candida stellimalicola  
(clado irmão Starmera) 

0,81 0,02 9,69 0,15 12 

Epifítico 51 II b Cryptococcus sp  01 0,53 0,11 12,89 0,56 24,34 

Epifítico 51 IV  Cryptococcus sp  01 0,32 0,171841 5,66 0,77 17,41 

Epifítico 61 II  Cryptococcus sp  01 0,11 0,01 6,67 0,52 61,98 

Epifítico 74 II  Cryptococcus sp  01 0,63 0,02 7,52 1,35 11,89 

Epifítico 130 II  Cryptococcus sp. 02 0,16 0,02 6,19 1,17 38,61 

Epifítico 21 I  Eballistra oryzae 0,69 0,12 19,44 0,12 28,05 

Epifítico 4   Fellomyces polyborus 0,81 0,15 30,93 2,07 38,42 
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Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 13 II a Fellomyces polyborus 0,35 0,15 28,46 1,99 80,33 

Epifítico 14 II a Fellomyces polyborus 0,2 0,24 17,85 0 90,57 

Epifítico 98 II  Fellomyces polyborus 0,34 0,17 3,98 0,84 11,75 

Epifítico 105 II  Fellomyces polyborus 0,34 0,04 3,44 0,15 10,01 

Epifítico 126 II  Fellomyces polyborus 1,04 0,01 28,07 0,76 26,94 

Epifítico 80 II  Hannaella luteola 0,22 0,04 11,06 1,41 50,06 

Epifítico 38 II  Hannaella luteolla 0,22 0,27 20,57 0 91,83 

Epifítico 75 II a Hanseniaspora clermontiae 0,41 0,04 8,2 0,54 19,98 

Epifítico 76 III a Hanseniaspora clermontiae 0,47 0,03 9,54 1,07 20,11 

Epifítico 7 V  Hanseniaspora opuntiae 0,67 0,02 33,43 1,93 49,58 

Epifítico 30 II a Hanseniaspora opuntiae 1,1 0,08 38,37 2,2 34,73 

Epifítico 37 II a Hanseniaspora opuntiae 0,56 0,06 7,82 0,42 13,96 

Epifítico 38 III a Hanseniaspora opuntiae 0,8 0,09 20,46 1,3 25,73 

Epifítico 40 III  Hanseniaspora opuntiae 0,84 0,01 48,58 2,64 57,64 

Epifítico 56 II  Hanseniaspora opuntiae 0,84 0,06 10,68 1,9 12,72 

Epifítico 60 III  Hanseniaspora opuntiae 0,92 0 6,94 0,58 7,58 

Epifítico 65 II b Hanseniaspora opuntiae 0,77 0,01 15,9 0,31 20,56 

Endofítico 72 II a Hanseniaspora opuntiae 0,92 0,08 12,41 3,45 13,45 

Epifítico 76 IV  Hanseniaspora opuntiae 0,57 0,01 11,06 2,17 19,24 

Epifítico 81 III a Hanseniaspora opuntiae 0,62 0,02 11,14 0,7 18 

Epifítico 92 II a Hanseniaspora opuntiae 0,77 0,03 7,65 0,34 9,97 

Epifítico 102 II  Hanseniaspora opuntiae  0,7 0,18 11,56 2,38 16,52 

Epifítico 106 III a Hanseniaspora opuntiae 0,7 0,04 24,56 0,76 34,93 

Epifítico 118 III  Hanseniaspora opuntiae 0,29 0,05 11,45 0,5 39,36 

Epifítico 121 III  Hanseniaspora opuntiae 0,4 0,08 9,42 0,76 23,38 

Epifítico 131 II a Hanseniaspora opuntiae 0,38 0,01 14,64 2,91 38,94 

Epifítico 134 III a Hanseniaspora opuntiae 0,34 0,04 14,4 1,5 42,21 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4566314
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 141 III a Hanseniaspora opuntiae 0,29 0,04 15,68 3,68 54,86 

Epifítico 150 IV b Hanseniaspora opuntiae 1,34 0,01 7,59 0,26 5,64 

Epifítico 12 I b Hanseniaspora uvarum 0,55 0,01 34,52 1,19 62,33 

Epifítico 29 II b Hanseniaspora uvarum 0,49 0,06 19,67 0,48 39,78 

Epifítico 88 III b Hanseniaspora uvarum 0,4 0,02 15,72 2,97 39,12 

Epifítico 97 III  Hanseniaspora uvarum 0,9 0,03 14,99 2,24 16,67 

Epifítico 108 II b Hanseniaspora uvarum 0,95 0,01 32,37 1,06 33,93 

Epifítico 135 II a Hanseniaspora uvarum 0,54 0,02 19,44 0,03 36,06 

Epifítico 142 IV a Hanseniaspora uvarum 1,3 0,03 19,11 1,75 14,69 

Epifítico 150 II  Hanseniaspora uvarum 0,62 0,19 22,67 1,38 36,77 

Epifítico 11 III  Metschnikowia sp 0,76 0,34 31,17 3,41 41,08 

Epifítico 1   Meyerozyma guilliermondii 0,95 0,03 34,23 3,24 36,04 

Epifítico 2 I  Meyerozyma guilliermondii 1,08 0,01 31,76 1,08 29,42 

Epifítico 2 III b Meyerozyma guilliermondii 0,3 0,03 28,33 1,74 95,4 

Epifítico 5 II a Meyerozyma guilliermondii 0,9 0,27 33,54 1,63 37,31 

Epifítico 6 I a Meyerozyma guilliermondii 0,95 0,03 34,49 0,49 36,31 

Epifítico 7 I  Meyerozyma guilliermondii 0,67 0,05 36,08 0,73 53,54 

Epifítico 8 II  Meyerozyma guilliermondii 0,93 0,12 4,87 2,18 5,21 

Epifítico 8 III  Meyerozyma guilliermondii 0,92 0,14 31,52 0,62 34,21 

Epifítico 8 V  Meyerozyma guilliermondii 0,94 0,09 34,75 2,36 36,79 

Epifítico 9 I a Meyerozyma guilliermondii 1,01 0,05 43,88 3,46 43,32 

Epifítico 9 II a Meyerozyma guilliermondii 0,52 0,04 0 0 0 

Epifítico 10   Meyerozyma guilliermondii 0,57 0,05 32,82 0,85 57,79 

Epifítico 11 V  Meyerozyma guilliermondii 0,87 0,13 35,75 1,48 40,86 

Epifítico 13 I a Meyerozyma guilliermondii 0,89 0,02 37,54 2,56 42,38 

Epifítico 14 I a Meyerozyma guilliermondii 0,45 0,06 26,43 5,56 59,36 

Epifítico 16 I  Meyerozyma guilliermondii 0,38 0,43 23,23 0 60,66 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
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Origem Isolado Identificação 
Valor 

médio DO 
600nm 

Desvio 
padrão 

DO 600nm 

Valor médio  

[AIA] g/mL 

Desvio 
padrão 
[AIA] 

Relação 
[AIA] / DO 

600nm 

Epifítico 16 II r Meyerozyma guilliermondii 0,69 0 22,35 0,65 32,57 

Epifítico 17 IV a Meyerozyma guilliermondii 0,64 0,13 13,95 1,15 21,7 

Epifítico 18 I  Meyerozyma guilliermondii 0,73 0,04 23,67 0,36 32,52 

Epifítico 18 II  Meyerozyma guilliermondii 0,77 0,05 23,37 4,18 30,34 

Epifítico 19 I a Meyerozyma guilliermondii 1,04 0,08 25,6 2,54 24,62 

Epifítico 19 II b Meyerozyma guilliermondii 1,13 0,04 32,08 3,17 28,37 

Epifítico 23 II b Meyerozyma guilliermondii 0,98 0,03 0 0 0 

Epifítico 29 I a Meyerozyma guilliermondii 1,19 0,11 13,25 5,92 11,15 

Epifítico 35 I b Meyerozyma guilliermondii 0,95 0,03 22,58 0,19 23,75 

Epifítico 35 II a Meyerozyma guilliermondii 1 0,02 21,64 1,68 21,75 

Epifítico 36 I b Meyerozyma guilliermondii 1 0,07 23,27 2,31 23,36 

Epifítico 38 I a Meyerozyma guilliermondii 0,81 0,05 7,04 2,04 8,67 

Epifítico 41 I a Meyerozyma guilliermondii 0,89 0,01 22,6 0,71 25,38 

Epifítico 46 I a Meyerozyma guilliermondii 0,96 0,11 18,07 1,66 18,84 

Endofítico 47 I  Meyerozyma guilliermondii 0,86 0,17 9,09 1,24 10,59 

Endofítico 49 I a Meyerozyma guilliermondii 1,02 0,09 19,31 0,08 18,93 

Epifítico 51 I a Meyerozyma guilliermondii 0,76 0,226325 16,07 3,61 21,16 

Epifítico 53 I a Meyerozyma guilliermondii 0,81 0,16 11,81 1,27 14,5 

Epifítico 57 I a Meyerozyma guilliermondii 0,8 0,15 10,02 1,21 12,48 

Epifítico 59 I a Meyerozyma guilliermondii 0,89 0,08 4,44 0,21 4,97 

Epifítico 59 IV a Meyerozyma guilliermondii 0,86 0,05 19,53 1,47 22,58 

Epifítico 61 I a Meyerozyma guilliermondii 0,66 0,03 11,15 0,71 16,83 

Epifítico 65 I a Meyerozyma guilliermondii 0,88 0,09 11,74 0,24 13,29 

Epifítico 67 II a Meyerozyma guilliermondii 0,54 0,26 18,35 10,99 33,92 

Endofítico 69 I a Meyerozyma guilliermondii 0,73 0,1 12,5 2,49 17,17 

Epifítico 71 I a Meyerozyma guilliermondii 0,84 0,21 12,56 1,85 14,87 

Epifítico 73 I a Meyerozyma guilliermondii 1,01 0,13 10,45 0,86 10,35 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
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Endofítico 75 I b Meyerozyma guilliermondii 1 0,06 14,75 1,14 14,78 

Epifítico 75 I b Meyerozyma guilliermondii 0,7 0,04 10,47 0,95 14,95 

Epifítico 77 I a Meyerozyma guilliermondii 0,61 0,17 7,6 0,69 12,44 

Endofítico 77 I  Meyerozyma guilliermondii 0,98 0,22 13,99 5,45 14,27 

Epifítico 81 I b Meyerozyma guilliermondii 0,56 0,05 10,53 1,51 18,93 

Epifítico 85 I  Meyerozyma guilliermondii 0,35 0,05 23,17 0,17 65,44 

Epifítico 88 I a Meyerozyma guilliermondii 0,71 0,13 26,68 1,75 37,6 

Epifítico 90 I a Meyerozyma guilliermondii 0,7 0,06 14,92 1,88 21,23 

Epifítico 92 I a Meyerozyma guilliermondii 0,86 0,27 14,74 0,25 17,22 

Epifítico 93 I a Meyerozyma guilliermondii 0,9 0,12 12,36 0,57 13,78 

Epifítico 97 I  Meyerozyma guilliermondii 0,95 0,25 5,59 0,46 5,89 

Epifítico 101 I  Meyerozyma guilliermondii 0,89 0,02 22,2 3,54 24,89 

Endofítico 102   Meyerozyma guilliermondii 0,88 0,04 12,53 0,33 14,16 

ENC 106 I a Meyerozyma guilliermondii 0,84 0,04 10,87 1,52 12,95 

Epifítico 109 I  Meyerozyma guilliermondii 0,68 0,11 9,91 2,38 14,55 

Endofítico 114 I  Meyerozyma guilliermondii 0,57 0 35,38 0,96 62,33 

Epifítico 115 I  Meyerozyma guilliermondii 1,05 0,07 13,73 0,14 13,05 

Epifítico 117 I  Meyerozyma guilliermondii 1,08 0,18 10,18 0,7 9,43 

Epifítico 121 I  Meyerozyma guilliermondii 0,69 0,03 11,82 0,61 17,01 

Epifítico 125 I  Meyerozyma guilliermondii 0,75 0,27 11,39 1,03 15,13 

Epifítico 130 I  Meyerozyma guilliermondii 1,04 0,31 10,22 2,23 9,84 

Epifítico 133 I  Meyerozyma guilliermondii 0,92 0,2 11,88 3,33 12,89 

Epifítico 138 II  Meyerozyma guilliermondii 0,39 0,04 8,57 1,66 21,82 

Endofítico 139 I  Meyerozyma guilliermondii 1,23 0,01 11,49 0,97 9,35 

Endofítico 145 I  Meyerozyma guilliermondii 0,92 0,25 12,2 0,04 13,21 

Epifítico 145 I  Meyerozyma guilliermondii 1,13 0,04 13,63 1,29 12,05 

Endofítico 149 I  Meyerozyma guilliermondii 0,72 0 5,7 1,65 7,91 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
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Epifítico 149 I  Meyerozyma guilliermondii 0,57 0,07 9,53 0,44 16,79 

Endofítico 153 I  Meyerozyma guilliermondii 1,33 0,02 11,43 1,26 8,6 

Epifítico 156 I  Meyerozyma guilliermondii 0,58 0 12,41 0,62 21,39 

Endofítico 161 I  Meyerozyma guilliermondii 1,22 0,04 10,23 0,67 8,4 

Endofítico 166 I a Meyerozyma guilliermondii 0,98 0,18 10,95 0,27 11,16 

Endofítico 168 I a Meyerozyma guilliermondii 1,17 0,01 27,96 3,32 23,96 

ENC 168   Meyerozyma guilliermondii 1,18 0,01 11,76 0,48 9,93 

Endofítico 69 II  Meyerozyma guilliermondii  0,81 0,14 15,02 1,38 18,51 

Endofítico 81 I a Meyerozyma guilliermondii  1,23 0,04 17,42 2,27 14,19 

Endofítico 81 II a Meyerozyma guilliermondii  0,58 0,1 14,39 3,17 25 

Epifítico 107 I  Meyerozyma guilliermondii  0,89 0,03 12,67 1,39 14,27 

Endofítico 158 I  Meyerozyma guilliermondii  0,54 0,01 15,64 2,02 29,01 

Epifítico 160 I  Meyerozyma guilliermondii  1,01 0,24 12,29 1,55 12,16 

Epifítico 165   Meyerozyma guilliermondii  0,99 0,18 12,89 0,04 13,05 

Epifítico 129 II a Occultifur externus 0,17 0 4,02 0,52 23,81 

Epifítico 145 III  Occultifur externus 0,41 0,09 0 0 0 

Endofítico 105 II a Ogataea sp. 0,7 0,05 1,14 0,31 1,63 

Epifítico 118 II  Ogataea sp. 0,55 0,11 5,39 0,81 9,84 

Epifítico 57 IV a Pichia kluyveri 0,73 0,06 12,77 1,93 17,5 

Endofítico 142 III b Pichia kluyveri 1,2 0,04 35,26 2,85 29,3 

Epifítico 40 II a Pichia kudriavzevii 0,91 0,12 9,36 0,63 10,34 

Epifítico 44 II a Pichia kudriavzevii 0,37 0,41 26,2 0 71,42 

Epifítico 146 II  Pichia kudriavzevii 0,58 0 21,35 1,69 36,61 

Epifítico 5 I  Pichia membranifaciens 0,73 0,24 36,39 1,37 49,73 

Epifítico 6 IV  Pichia membranifaciens 0,81 0,15 32,49 3,17 40,35 

Epifítico 11 II  Pichia membranifaciens 0,79 0,21 33,26 6,24 41,95 

Epifítico 18 III  Pichia membranifaciens 0,48 0,07 33,45 3,42 70,25 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516389521
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_24430355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4929
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_6164808
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Epifítico 47 II  Pichia membranifaciens 1,04 0,05 118,66 20,19 113,92 

Epifítico 51 III a Pichia membranifaciens 0,83 0,01 62,77 1,56 75,93 

Epifítico 73 II  Pichia membranifaciens 0,71 0,01 14,84 0,71 20,85 

Epifítico 75 III b Pichia membranifaciens 0,62 0,04 10,75 2,37 17,38 

Epifítico 76 II a Pichia membranifaciens 0,73 0,06 13,51 0,81 18,63 

Endofítico 81 III  Pichia membranifaciens 0,53 0 32,6 2 61,36 

Epifítico 81 IV a Pichia membranifaciens 0,37 0,09 24,9 5,65 67,84 

Epifítico 82 III  Pichia membranifaciens  0,38 0,09 23,87 7,69 63,45 

Epifítico 87 III a Pichia membranifaciens  0,65 0,22 28,22 10,43 43,37 

Epifítico 115 IV a Pichia membranifaciens 0,69 0,06 37,64 1,32 54,58 

Epifítico 141 II a Pichia membranifaciens 0,73 0,1 13,33 0,53 18,16 

Epifítico 150 V b Pichia membranifaciens 0,5 0,01 20,5 0,14 41,36 

Epifítico 152 II b Pichia membranifaciens 0,89 0,14 22,17 0,62 24,81 

Epifítico 164 III a Pichia membranifaciens 0,4 0,01 24,08 0,71 59,48 

Epifítico 83 II b Pichia membranifaciens  0,44 0,07 21,09 6,45 47,74 

Epifítico 84 II b Pichia membranifaciens  0,48 0,13 26,81 9,12 55,58 

Epifítico 31 V  Rhodotorula dairenensis 0,97 0,07 40,97 5,23 42,19 

Epifítico 69 II  Rhodotorula dairenensis 0,92 0,07 220,49 4,6 238,65 

Epifítico 71 II a Rhodotorula dairenensis 0,55 0,04 18,21 2,45 33,35 

Epifítico 152 IV  Rhodotorula dairenensis 1,33 0,02 22,51 1,75 16,95 

Epifítico 157 IV a Rhodotorula dairenensis 0,5 0,02 63,9 4,4 126,66 

Epifítico 44 III a Rhodotorula mucilaginosa 0,72 0,07 2,41 1,87 3,34 

Epifítico 6 III  Rhodotorula oryzae 0,3 0,03 28,26 1,2 95,18 

Epifítico 145 II  Rhodotorula sp. 0,88 0,05 21,23 4,28 24,24 

Epifítico 119 II  Sarocladium strictum 0,55 0,06 6,72 0,66 12,23 

Epifítico 8 IV  Saturnispora sp 1,02 0,01 40,29 0,2 39,43 

Epifítico 25 III  Saturnispora sp. 1,15 0,09 31,94 0,89 27,81 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156099684
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Epifítico 32 III  Saturnispora sp. 0,77 0,1 55,49 0,5 72,14 

Endofítico 114 II  Saturnispora sp. 0,49 0 14,17 0,42 28,79 

Epifítico 35 III  Ustilago sp. 0,33 0,05 26,9 2,2 82,73 

Epifítico 100 III a Wickerhamomyces anomalus 0,92 0 11,88 0,27 12,89 

Epifítico 142 V b Zygoascus hellenicus 1,15 0,14 13,6 0,98 11,8 

 


