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RESUMO - Leveduras do género Saccharomyces sdo 0s microrganismos mais utilizados em processos
fermentativos, por isso tém uma ampla bibliografia de estudos cientificos. Entretanto, pouca informacéo existe
sobre a distribuicdo natural desta espécie. O objetivo deste trabalho foi o isolamento das leveduras
Saccharomyces em arboreas brasileiras e avaliar a influéncia das condigdes abidticas. Os isolamentos foram
feitos a partir do suber de arvores selecionadas na UTFPR Campus Ponta Grossa. A amostragem foi realizada
pela retirada de um centimetro quadrado das suber e transferidas para tubos com meio Sniegowski, o qual foi
incubado a 32°C por 10 dias. Na sequéncia 100uL do meio foram transferidos para placas com meios de cultura
YPD para crescimento. Apos periodo de crescimento, realizou-se andlise microscopica das culturas. Obteve-se
resultados com desenvolvimento de col6nias leveduriformes em duas das trés espécies de arboreas estudadas,
sugerindo a presenca de leveduras do género Saccharomyces nas arbéreas coletadas.

ABSTRACT - Yeasts of the genus Saccharomyces are the microorganisms most applied in fermentation
processes, so they have an extensive bibliography of scientific studies. However, there is little information on the
natural distribution of this species. The objective of this work was to isolate Saccharomyces yeasts from Brazilian
trees and evaluate the influence of abiotic conditions. The isolations were performed from the selected trees at
UTFPR Campus Ponta Grossa. Sampling was performed by removing a square centimeter from the suber and
transferred to tubes with Sniegowski medium, which was incubated at 32 °C during 10 days. Then, 100uL of the
medium was transferred to plates with YPD agar and incubated at 32 °C. After the growth period, the microscopic
analysis of the cultures was performed. Development of yeast colonies' was observed in two s of the three tree
species studied, suggesting the presence of yeasts of the genus Saccharomyces in the sampled trees.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces; leveduras; arboreas.

KEYWORDS: Saccharomyces; yeasts; arboreas.
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1. INTRODUCAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae, integrante do complexo Saccharomyces sensu stricto, é 0
principal micro-organismo utilizado na atualidade (Teixeira, 2015), principalmente nos processos de fermentagéo
alcoolica industriais de alimentos e bebidas (Borneman, Pretorius, 2015). O vinho é uma bebida muito consumida
ao redor do mundo e tem um papel econémico muito importante, sendo produzidos mais de 26 bilhdes de litros
anualmente (Teixeira, 2015). Devido a demanda do mercado por produtos com aroma e sabor cada vez mais
aprimorados, fez-se necessario o desenvolvimento de técnicas e pesquisas para o melhoramento destas
caracteristicas, além do aperfeicoamento dos processos de producéo (Pretorius, 2000, Teixeira, 2015).

Longe dos processos fermentativos, as espécies de Saccharomyces sdo isoladas principalmente de
habitats arboreos. Tais as espécies de leveduras sdo constantemente isoladas de casca, folhas e solo circundante
de Quercus (carvalho) e outras espécies de arbéreas (Teixeira, 2015). Tanto S. cerevisiae quanto S. paradoxus sao
amplamente distribuidas e tém sido isolados a partir de florestas temperadas na América do Norte (Sniegowski et
al., 2002; Charron et al., 2014), na Europa (Sampaio e Gongalves, 2008; Almeida et al., 2015), Asia (Wang et
al., 2012 ; Almeida et al., 2015) e Oceania (Zhang et al., 2010). Muitas pesquisas, tem sido densenvolvidas para
entender a distribuicdo das espécies de Saccharomyces (Boyton et al., 2014; Charron et al., 2014), entretanto ainda
ndo se sabe ao certo se 0s habitats arbdreos sdo um habitat priméario ou se dos muitos ambientes onde tais espécies
ja foram isoladas anteriormente (Teixeira, 2015).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo ndo-patogénico, e tem sido amplamente
aplicado na produgdo de produtos consumiveis como cerveja, vinho e o pdo. Além disso, 0S processos
fermentativo e tecnoldgico bem estabelecidos para a producgdo em larga escala com a levedura Saccharomyces
cerevisiae (Ostergaard et al., 2000), tornam este microrganismo bastante atrativo para muitos processos
biotecnoldgicos. Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo principal avaliar se condi¢es abidticas
refletem no isolamento diferencial de leveduras em arbdreas nativas brasileiras, contribuindo para o conhecimento
da biodiversidade da ecologia associada as arbéreas.

2. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizadas coletas em trés arbdreas nativas localizadas na
UTFPR-Ponta Grossa. As espécies de arboreas selecionadas foram: Handroanthus albus (Ip& Amarelo), Plinia
cauliflora (Jabuticabeira) e Schinus terebinthifolia (Aroeira). A localizacdo aproximada das arbdreas sdo
destacadas em vermelho na figura 1 (A, B e C). As coletas foram realizadas seguindo o protocolo porposto por
Bensasson (2016), no qual as arvores sdo selecionadas, fotografadas, assim como o ambiente ao seu redor. Luvas
de latex foram utilizadas para fazer a coleta das amostras onde 1 cmz2 foram retiradas manualmente das arvores na
altura de 1,5 m e acondicionadas em tubos universais de 7 mL contendo o0 meio Sniegowski (Extrato de levedura
3 g/L; extrato de malte 3 g/L, pacto peptona 5 g/L, sucrose 10 g/L; etano 76 mL/L, &cido cloridrico 1 mL/L e
finalmente como antibidtico Cloranfenicol 400 ug/L e agua destilada p.s.p). Ap6s a coleta foi realizado um
controle negativo, no qual passou-se alcool na luva de latex e tocou-se o fundo de um tubo universal de 7 mL em
condicao estéril também contendo meio Sniegowski.

As coletas de material vegetal para os experimentos de isolamento foram realizadas em trés datas
distintas em 2019, essa datas visam esclarecer se ha influéncia de condices edafoclimaticas para o isolamento
destas leveduras. Assim houve coleta em abril, setembro e novembro, estes meses tem temperaturas e humidade
distinta, sendo abril 0 més mais frio e novembro o mais quente.

Figura 1 — Localizacdo aproximada das arboreas utilizadas no estudo na UTFPR Campus Ponta Grossa. A -
Localizagdo aproximada da arborea “Ipé Amarelo”. B - Localizagdo aproximada da arborea “Jabuticabeira”.. C
— Localizagdo aproximada da arborea “Aroeira”. Nota: Em vermelho regido onde localiza-se as arboreas do
estudo. Fonte: Google Earth (2020).
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O material coletado foi incubado por 10 dias a 32 °C, ap6s esse periodo, foram repicadas em meio YPD
(YYeast Extract-Peptone-Dextrose) para que fosse feita a identificacdo das col6nias individualmente. As colbnias
foram novamente incubadas a uma temperatura 6tima de 32°C, tendo seu crescimento acompanhado nos dias 3, 5
e 10 apds o plagueamento, observando assim crescimento gradual nos respectivos dias e melhor visualizagéo de
colonias leveduriformes, exceto na Aroeira que ndo apresentou crescimento. Em seguida a obtencédo das colénias
isoladas, foi feito o procedimento coloragdo de Gram para obter a confirmacéo de ser ou ndo levedura. Os isolados
obtidos foram repicados para meio BDA (Batata-Dextrose-Agar - Himedia) para seu armazenamento a longo
prazo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do material coletado para isolamento neste, apresentaram crescimento de colonias levedurifomes nas
amostras obtidas de Ipé amarelo e Jabuticabeira (tabela 1) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR) — Campus Ponta Grossa. As coldnias isoladas da Jabuticabeira e do Ipé Amarelo (popularmente
conhecido como Tabebuia). As coldnias isoladas apresentaram cor branca, brilho opaco, forma circular Figura 2
(A e B). De acordo com Yarrow et al., (1998), as colonias das leveduras do género Saccharomyces sdo
caracterizadas por apresentarem colénias de cor branca ou creme, opaca, de forma circular, superficie lisa e
elevacdo plana. Neste sentido, todo o crescimento de levedura isolada a partir de suber de Ipé amarelo e
Jabuticabeira foram observados para este descritivo, como mostram as figura 2 (A, B, C e D).

Entre as trés coletas realizadas, a espécie arborea Aroeira ndo apresentou crescimento de colénias com
caracteristicas leveduriformes em nenhuma das trés coletas, distintamente dos isolados obtidos nas coletas
realizadas com o suber de Ipé amarelo e Jabuticabeira, para ambas as espécies foi possivel isolar microrganismos
leveduriformes nas trés datas de coletas utilizadas neste trabalho. Até o presente momento as condigdes
edafoclimaticas ndo se mostrou-se o principal fator para isolamento e sim a espécie em que o material foi coletado
conforme é possivel observar na tabela 1.
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Tabela 1 — Datas das coletas e resultados do isolamento de coldnias leveduriformes em arbéreas

Datas das coletas

Arborea 10/04/2019 31/09/2019 13/11/2019
Ipé amarelo 2 colonias 3 colbnias 3 colbnias
Jabuticabeira 3 coldnias 2 colbnias 3 colbnias

Aroeira

Sem colénia isolada

Sem colénia isolada

Sem colénia isolada

Figura 2 — Crescimento em placa das leveduras obtidas neste estudo. A e B — Caracteristica de crescimento da
etapa de isolamento C - Isolado obtido a partir de casca de Ipé amarelo (Tabebuia ) — placa frente, dia 5. D —
Isolado obtido a partir de casca de Ipé Amarelo — placa frente, dia 5. Fonte: Autoria Propria.

Para confirmamos que os isolados obtidos eram leveduras e ndo bactérias, realizamos a coloragdo de
Gram para visualizagdo das caracteristicas celulares com aumento de 40X, como pode ser observado na figura 3.
Através da observacdo ao microscopio otico verificamos tratar-se de leveduras a qual demonstrou agregados
celulares gram positivos, indo de encontro com o descrito por Larone (1995).

Figura 3 — Visualizagdo ao microscopio das leveduras obtidas no isolamento com aumento de 40 X e usando
corante cristal violeta. A — Isolado obtido a partir da casca de Jabuticabeira visto ao microscépio. B - Isolado
obtido a partir da casca de Ipé Amarelo visto ao microscéopio. Fonte: Autoria Propria.

A fim de determinar identidade das espécies isoladas procederemos a identificacdo molecular das
leveduras obtidas neste estudo, com o sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal.
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4. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento deste trabalho concluiu-se que foi possivel o isolamento de leveduras com
caracteristicas de Saccharomyces em duas arboreas da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus
Ponta Grossa mostrando a possibilidade de acessar a diversidade natural deste microrganismos com a procura de
acesso endémicos da flora brasileira. Quanto aos diferentes periodos do ano, pdde-se observar na tabela 1 os
resultados provenientes das coletas e isolamentos. Este projeto prevé acompanhamento das coletas para avaliar
como as leveduras se mantém viaveis ao longo do ano, assim novas coletas sao feitas na primavera e no verao.
Além disso, é verificada a condicéo florestal e das arvores isoladas para saber como e se esta condicdo reflete no
isolamento das leveduras.
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