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Caracterizacao morfoldgica de fungos em arboreas para
isolamento de leveduras

Morphological characterization of tree fungi for yeast
isolation

RESUMO

Entendendo a magnitude da biotecnologia no sistema atual, foi realizado um estudo piloto
com objetivo de avaliar técnicas para o isolamento de leveduras para que possa colaborar
com pesquisas acerca da bioprospecg¢do nacional. Para ser realizado, o projeto contou com
procedimento de coleta de 8 amostras de suberes de diferentes arbdreas, as quais foram
transferidas para meio liquido e incubadas. Apds dado o tempo para os microrganismos
presentes nas amostras passarem ao meio, o liquido e o material foram estriados em meio
sélido, dividos em dois tratamentos distintos em rela¢do ao indculo, os quais ainda foram
diferenciados entre o uso e ndo uso de antibidtico. Por fim, houve a padronizagdo na
forma de tabela e leitura dos resultados para a orientagdo de futuros trabalhos.
Considerando os recursos utilizados, o tratamento com transferéncia unicamente do
material em solugdo liquida e sem antibidtico foi o que apresentou maior indice de
colbnias caracteristicas de leveduras. Avaliando os resultados, recomenda-se a aplicagdo
de condi¢Ges anaerdbicas antes da incubagdo visando o crescimento direcionado de
col6nias de leveduras, além de utilizar antibidticos laboratoriais para um resultado com
maior pureza em relagdo a classe microbiolégica em demanda.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecgao. Coleta. Morfologia.

ABSTRACT

Understanding biotechnology’s magnitude on the actual system, a primary study was
performed to evaluate techniques in order to obtain a yeast isolation and contribute to
national bioprospecting research. In first place, the project required an eight sample
collection of suber from different trees, which were transferred to liquid medium and
incubated. After the time the microorganisms pass from the sample to the medium, the
liquid and the plant material were striated in solid medium through two treatments, which
were still divided into two more, the use and non-use of antibiotic. Finally standardization
in table form and the reading of results were made to guide future projects. Considering
the resources used, the treatment which only the solution material was transferred and
without antibiotic presented a higher rate of characteristic yeast colonies. Evaluating the
results, application of anaerobic conditions is recommended before the incubation, aiming
the growth of yeast colonies, besides using laboratorial antibiotics for a more pure colony
result.

KEYWORDS: Bioprospecting. Collect. Morphology.
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INTRODUGAO ... >
A flora, apesar de apresentar imensa diversidade, ainda possui uma
microfauna capaz de modificar todo um processo industrial, intensificando-o;
bactérias e leveduras estdo presentes nesta categoria, exibindo funcdes para o
proprio beneficio dos vegetais, em relagdes simbidticas, assim abrindo um novo
olhar para as vias metabdlicas evidenciadas nestas vinculagdes em virtude do uso
industrial apds coleta e cultivo destes microrganismos (PEDROSA et al., 2015).

As descobertas acerca do potencial microbiolégico, principalmente de
leveduras, nas ultimas décadas proporcionaram melhor utilizacdo de processos
bioldgicos atuantes na produtividade industrial.

As leveduras sdao microrganismos eucaridticos e unicelulares, possuem
elevada capacidade de realizar fermentacdo e producdo de macromoléculas
(MARTINS, 2011). Sua identificacdo pode ser realizada através de provas
bioquimicas, andlise de macro e micro morfologia e adicionalmente por
sequenciamento de DNA.

Com o avanco da biotecnologia, as leveduras vém tomando espa¢o nas
indUstrias. Estes microrganismos influenciam economicamente em setores
comerciais como industrias de alimentos, bebidas e biocombustiveis. Um
exemplo é a Saccharomyces cerevisiae que pode produzir, a partir de diferentes
matérias-primas, vinho, cerveja e proteinas microbianas (GUIMARAES, 2005).

Tendo em vista a magnitude da biotecnologia no sistema atual, foi realizado
um estudo piloto com objetivo de avaliar técnicas para o isolamento de leveduras
em suber de oito arbdreas nativas presentes no campus da UTFPR de Ponta
Grossa. Assim, estes procedimentos podem corroborar futuras pesquisas acerca
da biodiversidade microbioldgica, utilizando como fontes drvores presentes nas
formacgdes vegetais, para que, desta forma, os processos tenham cada vez mais
eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

A coleta de suberes foi realizada de forma aleatdria, visto que se tratava de
testes, no Campus de Ponta Grossa da UTFPR em oito diferentes espécies de
arvores: Tabebuia sp., Araucaria angustifdlia, Eugenia pyriformis, Cedrus sp.,
Acacia sp. (Mimosa), Acacia sp. (Mimosa scabrella), Schinus sp. e Cassia
ferruginea, como mostra a figura 1.

Figura 1 — Arbodreas utilizadas para o isolamento de leveduras, em que A é Tabebuia sp.
(Ipé Roxo). B é Araucaria angustifdlia (Araucdria). C é Eugenia pyriformis (Uvaia). D é
Cedrus sp. (Cedro). E é Acacia sp. (Mimosa). F é Acacia sp. (Mimosa scabrella). G é Schinus

de Ouro).
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As amostras de stber de 1 cm” foram retiradas das arvores com o uso de
uma faca de chefe (ndo serrilhada), transferidas a oito sacos plasticos
identficados e posteriormente, no laboratério em cabine fluxo laminar,
transferidas sem esterilizacdo (visando a variedade microbioldgica) para tubo
Falcon com meio YM liquido autoclavado previamente. As amostras foram
incubadas em estufa por trés dias a 252C.

Para cada tratamento, as amostras foram testadas com e sem adicao de
antibidtico. Foi adicionada a concentra¢do de 0,01% (p/v) de amoxicilina com
auxilio de uma seringa esterilizada no meio YM sélido. Apds, o meio foi
transferido para Placa de Petri e inoculado com base no tratamento 1 ou 2.

Apds as 72 horas de incubacgdo a 25°C, as amostras foram transferidas para a
Placa de Petri, contendo o meio YM sdlido. A partir do material incubado foram
testados dois tipos de tratamento: material em solucdo (tratamento 1) e material
vegetal (tratamento 2). O tratamento 1 consistiu na transferéncia da amostra de
solucdo, por meio de estriamento com alg¢a, para a Placa de Petri com meio
solido. No tratamento 2 houve transferéncia de pedaco do material vegetal em
meio liquido do tubo Falcon para a Placa de Petri também com meio sélido. A
tabela 1 explicita cada um dos respectivos tratamentos:

Tabela 1 — Testes Efetuados

Tratamento 1 (T 1) Solugdo sem antibidtico
Tratamento 1.1 (T 1.1) Solugdo com antibidtico

Tratamento 2 (T 2) Amostra de suber sem antibidtico
Tratamento 2.1 (T 2.2) Amostra de suber com antibidtico

Fonte: Autoria prépria (2019).

A partir da inoculagdao, as amostras foram mantidas durante cinco dias na
estufa para uma primeira avaliacdo e posteriormente mais dois dias até a analise
final. Com sete dias de crescimento, foram realizadas as leituras de crescimento
das placas em relacdo a diversidade morfolégica das col6nias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o periodo de incubacgdo, foi observado um alto indice de proliferacdo
de microrganismos nas Placas de Petri, depois de isoladas e implantadas nos
quatro diferentes tratamentos estabelecidos, os resultados obtidos foram os
seguintes:
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Quadro 1= Crﬁg%ﬂpgnto microbioldgico nas diferentes espécies vegetais perante os
quatro tratamentos

Ipé roxo + - + +
Colbnias Colbnias Coldnias
filamentosas e filamentosas filamentosas
redondas brancas brancas (houve
isoladas (houve escurecimento
avermelhame do agar)
nto do agar)
Mimosa + + + +
escabrela
Muitos Muitas col6nias Menor Maior
filamentos filamentosas guantidade de qguantidades
brancos, poucos cinzas e uma filamentos de filamentos
pretos e preta isolada brancos e brancos e
pequenas grande poucos escuros
coldnias pretas mancha de
isoladas coloragao
escura
Aroeira + + +
Quantidades Filamentos Liquefagdo do Filamentos
proporcionais brancos e meio brancos e
de filamentos poucos pretos pretos
brancos e
pretos
Araucdria + + + +
Filamentos Coldnias Filamentos, Pequenas
brancos e circulares colbnias colbnias
avermelhados brancas ao brancas circulares
redor da placa e circulares, brancas com
filamentos pretas e poros, 1 preta
brancos colbnia e filamentos
vermelha em brancos e
formato de avermelhados
anel
Cedro + + +
Filamentos Colonias Grande
brancos brancas e pretas guantidade de
expessos, ao redor da Liquefacdo do filamentos,
colbnias placae meio cama de
circularese 1 filamentos algodao
em formato de (houve
granola amarelamento
do agar)
Mimosa + + +
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Filamentos Pequenas Liquefagdo do Filamentos
circulares e colbnias meio brancos e 2
poucas colbnias circulares pequenas
circulares brancas e col6nias
pretas, além de circulares
filamentos pretas
brancos
Uvaia + - - -
Coldnias
circulares
brancas com
aspecto umido
Chuva de + - + +
ouro
Filamentos Diversos Filamentos em
brancos e filamentos em torno da
amarelos e uma torno da amostra
colbnia amostra (houve
vermelha (houve escurecimento
(houve avermelhame do agar)
escurecimento nto do agar)
do agar)

Nota: (+): houve crescimento e (-): ndo houve crescimento
Fonte: Autoria prépria (2019).

Houve diferentes resultados entre o tratamento com os suberes e apenas a
solucdo, em relacdo a quantidade de filamentos observados, coloragdo e forma
das col6nias formadas, assim como indica a Figura 2.

Figura 1 — Aspecto geral do crescimento microbiolégico

Fonte: Autoria Prépria (2019).

Considerando andlises macroscoépicas de coldnia (cor, aspecto, textura, etc.),
8 amostras apresentaram col6nias caracteristicas de levedura, ou seja, formato
circular, coloragdo esbranquicada e, em alguns casos, aspecto Umido. O
tratamento T1 foi o que apresentou maior indice de col6nias caracteristicas, nas
espécies vegetais Ipé roxo, Cedro, Mimosa e Uvaia. O tratamento T2 apresentou
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2 possiveis colnigs de levedura nas espécies vegetais Araucaria e Mimosa. Ja os
tratamentos T3 e T4 apenas apresentaram resultados na Araucaria.

A uvaia, no entanto, foi a que apresentou maior semelhanga entre as
caracteristicas padrdes de coldnias de levedura, caracteristica esperada, uma vez
que ja foi descrito isolamentos provenientes desta espécie vegetal e dado que de
acordo com Neto, Régo e Padilha (2016), tais microrganismos apresentam
interacdo simbidtica com darvores de frutas citricas pela alta concentracdo de
acucares e baixo pH, aspectos os quais favorecem seu crescimento.

Visto que o tratamento T1 foi o que apresentou maior porcentagem dos
resultados esperados (50%) e o que apontou a mais provavel colonia de levedura,
tal metodologia, portanto, pode ser desenvolvida para futura utilizacdo em
pesquisas ou procedimentos de ambito biotecnolégico.

CONCLUSAO

Tratando-se do processo de cultivo, entende-se que sete dias acabam sendo
tempo demasiado, assim indica-se andlises didrias para determinar o melhor
estagio de crescimento para o posterior estriamento. Com base na leitura das
placas, foi observada uma grande proliferacdo de microrganismos, assim indica-
se tratamento de anaerobiose nos tubos Falcon que conterdo as amostras, visto
que leveduras como a Saccharomyces cerevisae crescem em ambas as condi¢des
aerdébicas ou ndo, resultando em uma inibicdo desejada de col6nias filamentosas;
ou ainda uma diluicdo em série, levando, desta forma, a obtencdo de col6nias
mais isoladas.
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