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RESUMO

As florestas tropicais sao ecossistemas com uma elevada riqueza de biodiversidade e
ocupam cerca de 7% da superficie terrestre. O bioma da Mata Atlantica € uma
representacido dessas florestas pluviais, contendo altas taxas de endemismo e
considerado uma prioridade de conservagcdo. As bromélias sdo plantas
predominantemente neotropicais, reconhecidas como hotspots regionais de diversidade
devido a sua capacidade de formar associacdes com diferentes taxons e portanto,
usadas como sistemas modelo para a ecologia. O conhecimento que se tem sobre a
diversidade de leveduras associadas ao filoplano (superficie das folhas) e o tanque de
agua (fitotelma) das bromélias tem sido relevante nos ultimos 20 anos, mas ainda
existem varias lacunas sobre os fatores estruturantes dessas comunidades e como elas
sdo mantidas através das diferentes regides. O objetivo deste trabalho foi descrever a
diversidade taxondémica de leveduras, focando na descricdo de espécies novas
associadas ao filoplano (folhas) e antosfera (estruturas florais) de bromélias coletadas
em quatro locais da Mata Atlantica do Norte de Alagoas - Brasil, como bem determinar
seus possiveis padrdes de distribuicdo geografica. No total, identificamos 303 leveduras
e relatamos uma riqueza de 114 espécies, cerca de 50% delas classificaram como
possiveis espéciesnovas, e houve uma prevaléncia (86%) de filo Basidiomycota no
filoplano. A analise da diversidade alfa da comunidade de leveduras no local de Maceid
mostrou os maiores valores de riqueza de espécies S = 42 e indice de Shannon-Weaver
H’ = 3,524, bem como uma menor dominancia (0,03893) em comparagdao com os outros
locais amostrados. Os quatro locais de amostragem apresentaram uma alta
heterogeneidade que naofoi explicada por nenhum dos fatores ambientais medidos, nem
por fatores geograficos como a distancia entre os pontos e sua distancia ao equador. No
entanto, observamos em todos os locais uma relagdo significativa entre a riqueza e a
composicdo das espécies de leveduras e bromélias, sugerindo uma relagdo entre as
leveduras e seus hospedeiros. As bromélias foram ratificadas como um modelo
ecolégico e um substrato preponderante para estudos com leveduras, em particular para

o isolamento e descrigao de novos taxa.

Palavra-chave: Comunidade de leveduras. Neotropico. Fatores biogeograficos.



ABSTRACT

The tropical rain forests are ecosystems with a high biodiversity richness that occupy
about 7% of the terrestrial surface. The Atlantic Forest biome is a representing of these
pluvial forests, containing high rates of endemism and considered a conservation priority.
Bromeliads are predominantly Neotropical plants, recognized as regional hotspots of
diversity due to its capability to form associations with different taxa and therefore used
as model systems for ecology. Knowledge about the diversity of yeasts associated with
phylloplane (leaf surface) and bromeliad water tank (phytotelma) has been relevant in the
last 20 years, but there are still several gaps left over the structuring factors of these
communities and how these are maintained across different regions. The objective of this
work was to describe the taxonomic yeast diversity, focusing on the description of new
species associated with the phylloplane (leaves) and antosphere (floral structures) of
bromeliads collected at four sites of the Northern Atlantic Forest of Alagoas - Brazil, as
well as to determine their possible patterns of geographic distribution. In total, we
identified 303 yeast and reported a richness of 114 species, about 50% of them classified
as possible new species, and there was a prevalence (86%) of phylum Basidiomycota on
phylloplane. Alpha diversity analysis of yeast community at Maceio site showed the
highest values of species richness S = 42 and Shannon-Weaver index H '= 3.524, as well
as a lower dominance (0.03893) compared to the other sites sampled. The four sampling
sites showed a high heterogeneity was not explained by any of environmental factors
measured nor by geographic factors such as the distance between the points and their
distance to the equator. However, we observed in all sites a significant relationship
between the richness and composition of yeast and bromeliad species, suggesting a
relationship between the yeasts and their hosts. Bromeliads were ratified as an
ecological model and a preponderant substrate for studies with yeasts, in particular for

the isolation and description of new taxa.

Key-word: Yeasts community. Neotropic.Biogeographic factors.
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1. Introdugao

O Brasil temuma grande variedade de Biomas, entre estes a Mata
Atlanticapresente em grande parte da regido litoranea e € catalogada como uma das
florestas umidas tropicais mais biodiversas ecatalogadas como (hotspot). Porém, &
fortemente ameacgado pelas ocupagbes do espago geografico gerados por atividades
antropicas (MYERS et al.2000; ROSADO et al.2012), assim como um dos que mais
cambios tem apresentado ao longo tempo evolutivo (SOBRAL-SOUZA, LIMA-RIBEIRO,
SOLFERINI, 2015).

Analises continuas dos remanescentes florestais e projecbes da
coberturavegetal do BiomaMata Atlantica evidenciam uma perda de mais de 90% de
seus 1,5 milhdes de quildbmetros quadrados (Km?) originais.O restante (10%)
apresentaum alto grau de fragmentacédo, afetando de maneira critica os atributos
bioldgicos, funcionais e ecossistémicos das comunidades ali estabelecidas (BELLOet al.
2015; MAGNAGO et al. 2014; RIBEIRO et al. 2009; SOBRAL-SOUZA; LIMA-RIBEIRO;
SOLFERINI, 2015).

A porcéao setentrional do Biomada Mata Atlantica (sensu Velloso et al. 1991) é
considerada “corredor central biolégico” associado ao centro de endemismo denominado
“‘Pernambuco”, quejunta as florestas costeiras e os brejos de altitude dos estados de
Alagoas, Paraiba e Pernambuco, apresentando uma diversa gama de servigos
ecossistémicos e suportando a maior biodiversidade deste Bioma(THOMAS et al. 1998,
LIMAet al. 2015).

As bromélias sdo umas dasplantas vasculares com flores mais diversas nos
ecossistemas brasileiros e a quarta mais importante no neotrdpico, apresentando um
alto grau de endemismo(BASILIO et al. 2015a; GIVNISH et al. 2011, 2014; MYERS et
al. 2000). Esta familia temcaracteristicas morfofisioldgicas que favorecem as
interrelagdes com macro e micro-organismos (LINDOW; BRANDL, 2003; GOFFREDI,;
JANG; HAROON, 2015), constituindo-se assim em hotspotsregionais de biodiversidade

econsideradasum modelo em miniatura para a ecologia por apresentar uma alta

15



sensibilidade a mudangas ambientais, assim como ter funcbes de biondicadores no
ecossistema (HOELTGEBAUM, 2003; LOUCA et al. 2016).

Uns dos taxons associados a bromélias sao as leveduras, que correspondem a
uma categoria taxonOmica artificial associado ao reino Fungi e que apresentam
caracteristicas gerais dos fungos assim como uma parede celular rigida composta por
polimeros de manose, glicanas e polimeros de N-acetilglucosamina (formando quitina),
nutricdo heterotréfica por absor¢do de moléculas em solugdo(STAMER; LACHANCE,
2011; ERWING; COW, 2016). Por outro lado, se diferenciam dos demais fungos por
serem unicelulares, enquantosua reprodugcaoassexuadaocorrepor fissdo ou brotamento,
sem producdo de ascas o basidiomas (KURTZMAN; ROBNETT, 1998; SUH et al. 2006).

Taxonomicamente, as leveduras sao agrupadas em dois filos: Ascomycota
(leveduras ascomicéticas) e Basidiomycota (leveduras basidiomicéticas) (LACHANCE,
2011; BOEKHOUT et al.2011; KURTZMAN;QUINTILLA, 2015; SYLVESTERet al. 2015).
A taxonomia de leveduras temsidoabordada convencionalmentea partir do uso de sua
morfologia celular (modo de divisdo celular e formagdo de estruturas reprodutivas) e a
fisiologia (testes de fermentacdo e assimilagdo de agucares e de diferentes fontes de
nitrogénio e crescimento em diferentes temperaturas). Nao obstante, a taxonomia
convencional de leveduras € insuficiente para alcancar uma identificacdo correta,
gerando uma baixa porcentagem de certeza nas relagdes filogenéticas (SCHOCH et
al.2012).

Na atualidade, uma alternativa aos estudos taxonémicos tradicionais é o uso de
ferramentas geradas a partir da biologia molecular baseadas em sequencias barcode
que tém permitido a descricdo e reorganizagdo taxonémica ao nivel de espécie e
género, principalmente de micro-organismos isolados do ambiente (HAWKSWORTH,
2004; BLACKWELL, 2005, 2011; JAMES et al 2006; BASS, 2011, WANG; SIPILA;
OVERMYER, 2016).Scorzetti e colaboradores (2002) sugeriram o uso de analises
combinadas (taxonomia convencional e molecular) para uma identificagdo das espécies
de leveduras, o que € denominado de taxonomia polifasica.

Os diferentes grupos filogenéticos de leveduras tem sido associagbées com o

filoplano de plantas tropicais desde os anos sessenta; Ruinen J. (1956)avalioua

16



presenca de grupos de leveduras aos componentes da planta.Algumas espécies de
leveduras tém naturalmente seu principal habitat emplantas ou residuos vegetais, sendo
as comunidades de leveduras estabelecidas na superficie das partes vivas das plantas
umas das mais numerosas e diversas (GLUSHAKOVA et al. 2006). As leveduras
habitam o filoplano de forma transiente ou residente, apresentando uma
heterogeneidade de associagdes ecoldgicas que permitem-lhes adquirir ou subministrar
um amplo grupo de sustancias e nutrientes, cumprindo diversas fungdes tais como
comensais, saprotrofosou mutualistas, além de contribuirem na formagao de barreiras
naturais das plantas contra fitopatbgenos mediante a produgdo de enzimas
extracelulares (STARMER; LACHANCE, 2011;LOPEZ et al. 2105).

Apesar de que adescricdo das comunidades de leveduras n&o éum
acontecimentonovo, estudos taxondmicos recentes tém aportado ampalmente com o
conhecimento da biodiversidade, o entendimento dos processos ecoldgicos, as
estruturas das comunidades, assim como das fungbesecologicas que se apresentam
nestas associagdes planta-levedura. Nos ultimos 20 anos a descrigdo de novas espécies
de leveduras isoladas de bromélias tem sido um fato importante (e.g. LANDELLet al.
2009, 2015; RUIVO et al. 2005; SAFAR et al. 2013), evidenciando que ha uma grande
diversidade inexplorada de leveduras associadas asbromélias, particularmente ao
filoplano (LANDELL; MAUTONE; VALENTE, 2006, FELIX et al. 2017).

Com baseno exposto acima, este trabalho teve como objetivos descrevera
diversidade de leveduras,priorizando a descricdo das provaveisespécies novas de
leveduras associadas ao filoplano de bromélias, em uma por¢cao da Mata Atlantica
Setentrional;assim como identificar padroes de distribuicdo e variagbesna composicao

das comunidades de leveduras na area amostrada.
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2. Objetivos
Objetivo geral

Descrevera diversidade de levedurasassociadas abroméliasnaMata Atlantica
Setentrional.

Objetivos especificos

Identificar padroes de distribuicdo e variagdes na composi¢cao das comunidades
de leveduras isoladas de bromélias na Mata Atlantica Setentrional;

Descrever as possiveis espécies novas encontradas.
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3. Revisao de literatura

3.1 Mata Atlantica

O Bioma Mata Atlantica (MA) abrange grande parte da regiao litoranea brasileira,
entre as coordenadas geograficas latitudes 5°-33° Sul e as longitudes 35°-57°
Oeste(LIMA et al. 2015). ODecreto N° 6.660 de 21 de Novembro de 2008regulamenta as
disposigdessobre a utilizagao e protegcao da vegetagao nativa do Bioma Mata Atlantica, o
qual descreve as formacbes florestais nativas e os ecossistemas associados da
configuragdo original da Mata Atlantica como: Floresta Ombrdéfila Densa; Floresta
Ombrofila Mista, também denominada de Mata de Araucarias; Floresta Ombrofila
Aberta; Floresta Estacional Semidecidual; Floresta Estacional Decidual, Campos de
Altitude; Areas das Formagdes Pioneiras ou manguezais, restingas, similar ao exposto
por Joly e colaboradores (2014) (Figura1).

Figura 1.Fitofisionomias da floresta Atlantica, Floresta Ombroéfila Densa; Floresta Ombroéfila Mista;
Floresta Ombrofila Aberta; Floresta Estacional Semidecidual; Floresta Estacional Decidual;

Campos de Altitude; Areas das Formagdes Pioneiras, restingas, adaptado de JOLY et al. (2014).
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A Mata Atlantica constitui a segunda maior Floresta Neotropical depois da
Floresta Amazonica, apresentando entre elas um passado de interconexdes recorrentes
que através de diferentes eventos ecologicos (e.g. eventos de glaciagao)diversificaram
osecossistemas(Figura2) (SOBRAL-SOUZA; LIMA-RIBEIRO; SOLFERINI, 2015).
Originalmente, a Mata Atlantica compreendiauma area de 1,5 milhdes de quilémetros
quadrados (Km?) distribuidos ao longo da costa leste do Brasil, desde o Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul, e prolongava-se até o Nordeste da Argentina e sudeste
do Paraguai (RIBEIRO et al. 2009). No atual territorio brasileiro, a Mata Atlantica cobre
aproximadamente 13% da area total do pais (1,1 milhdes Km? aproximadamente),
abrangendo 17 Estados - Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sergipe e Sao Paulo (IBGE, 2004).

Figura 2.Extensdao da Floresta Atlantica Neotropical (Mata Atlantica) e dos biomas associados
(Caatinga, Cerrado, Chaco), adaptado de SOBRAL-SOUZA; LIMA-RIBEIRO; SOLFERINI (2015).

Q‘iﬁﬂ; s () RegiSo Alpina

Este Bioma é considerado uns dos 34 hotspots de biodiversidade do mundo (LITMANet
al. 2015). Porém, € um dos ecossistemas mais ameagados do Brasil, sendo fortemente

afetado por processos ecolégicos histéricos e mais recentemente pela alta atividade
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antropicacom cerca de 83 milhdes de hectares desflorestados para a agricultura sé nos
anos 1980 e 1990,0 que tem alteradoconsideravelmente a composicédo floristica e
faunistica(MYERS et al. 2000; GIBBS et al. 2010; MAGNANOet al. 2014; BELLOet al.
2015). Projegbes da cobertura vegetal do bioma Mata Atlantica nas ultimas décadastém
evidenciado uma perda de mais de 90% da sua extensao original nos ultimos 500 anos
(Figura 3), e a porcao restante (10%) de areas remanescentes com um alto nivel de
fragmentacao (LIMA et al. 2015;MAGNANOet al. 2014), onde a maioria dos fragmentos
possui areas nao maiores do que100 hectares (RIBEIRO et al. 2009).

Somente 2% da extensao atual da Mata Atlantica esta sob protecédo (RIBEIRO et
al. 2009; STEHMANNet al. 2009; Fundagcdo SOS Mata Atlantica & INPE 2015). Isto é
insuficiente, ja que estesremanescentes florestais constituem uma importante fonte de
diversidadedentro do bioma.Além disso, podemcontribuir comdiversos processos
ecolégicos como por exemplo a recolonizagdo de grupos florais e
faunisticos,favorecendoa recuperagdo e as associagdes ecologicas eassim
possibilitando o incremento nabiodiversidade (MAGNANOet al. 2014; BELLOet al. 2015).

Figura 3.Alterag6es composicionais na cobertura vegetal na Mata Atlantica gerada pelos processos
antrépicos de fragmentacgao e desflorestamento, adaptado de PINA-COSTAet al.(2014).
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A porgao Setentrional do Biomada Mata Atlantica (sensu VELLOSOet al. 1991) é
importante por ser considerada um “corredor central biolégico” associado ao centro de
endemismo “Pernambuco”, que abrange as florestas costeiras e os brejos de altitude
dos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco, supordando a maior biodiversidade
deste Bioma(THOMASet al. 1998). A perda da cobertura vegetal e a fragmentagao
sofridanesta zonaameagam o habitat de inumeras espécies, tornando-as mais
vulneraveis aos efeitos decorrentes da modificagdo da paisagem.Entre os grupos
taxonbmicos ameacadosestao as bromélias.Elas apresentam um alto endemismo nesta
area e fazem parte do 20% da flora vascular(LEITMANet al. 2015), além de apresentar
uma alta sensibilidade a mudancas ambientais,tornando-as boas biondicadoras, além de
proporcionaremuma ampla variedade de habitat para diversos macro e micro-
organismos (SCHUTTZ, ARAUJO; SA, 2012).

3.2 Bromeliaceae

Predominantemente  neotropicais,as bromélias sdao plantasde ampla
distribuicaodesde o nivel do mar até os 4500 metros de altitude.Foi encontrada somente
uma espécie endémica do continente Africano na costa atlantica da Guiné (Pitcairnia
feliciana) (FELIX-JACQUES, 2000; BENZING, 2000) (Figura 4).A histéria dasbromélias
tem origem entre os séculos XIV e XVI, quando foram introduzidas as primeiras espécies
através das viagens feitas pela coroa Espanhola ao novo mundo (HORNUNG-LEONI,
2011). Em 1600, Charles Plummer fez a introdugdo na Europa dos primeiros
representantes no velho continente onde surgiu o nome da familia, entre elas a espécie
de bromélia amplamente conhecida e cultivada para a alimentacdo,conhecida como
abacaxi (Ananas comosos)(MANETTI; DEIAPORTE; LAVERDE, 2009).
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Figura 4.Distribuicido geografica dos representantes da familia Bromeliaceae; Fonte:SMITH;

DOWNS (1979).

Na atualidadeas bromélias sdo uma das plantas com flores mais diversas nos
ecossistemas neotropicais, abrangendo aproximadamente 3320 espécies, distribuidas
em 58 géneros (GIVNISH et al. 2014, 2015, BASILICO et al 2015). Para os
ecossistemas brasileiros, a familia esta representada por 44 géneros e 1307
espécies, 150 taxons infra-especificos (MARTINELLI et al. 2008 BASILIO et al.
2015),com 80% de endemismo (FREITASet al. 2016).

As broméliaspossuem representantes com diversas predilecbes de uso de
habitats: rupicolas, epifitas e terrestres, geralmente, herbaceas, com plantas de pequeno
porte, como Tillandsia recurvata (L), com alguns centimetros de comprimento e
individuos como Puya raimondii Harms, exclusiva dos Andes montanhosos, que chegam
a atingir mais de oito metros de altura (HORNUNG-LEONI et al. 2013), assim como a
presenca de uma alta variedadede frutos e sementes, os quais sio utilizados como

indicadores taxonémicos dos grupos (Figura 5).
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Figura 5.Estruturas morfolégica de bromélias 1) Inflorescéncia, 2) Infrutescéncia, 3) Formacao
verticilada (roseta) das estruturas vegetativas adaptado de MARTINELI (2000).

Muitas espécies de bromélias séo epifitas, sendo a segunda maior familia nas
florestas neotropicais.Sua distribuicdo espacial esta estreitamente relacionada as
necessidades especiais (reproducgao, fixagdo, germinagao, crescimento e sobrevivéncia),
bidticas (disponibilidade de hospedeiros, dispersantes e polinizadores) e abidticas
(temperatura, intensidade luminosa e umidade do ar) (DE SOUZA; COLPO, 2017).0
desenho tridimensional da maioria das bromélias permite acumular aguaem uma
estrutura chamada fitotelmaou “tanque”, conferindo nichos com altas fontes de nutrientes
que permitem o estabelecimento de assembleias de uma extensa variedade de
organismos, como insetos e aves, 0s quais contribuem com o papel da polinizagao,
dispersao e o fluxo biolégico de (e.g. bactérias, leveduras, fungos filamentosos, virus e
arquéias). Adicionalmente estdo associados anfibios, lagartos/serpentes e pequenos
mamiferos (HAGLER et al. 1993; ROCHAet al. 2004; GOMES et al. 2015; LOUCA, et al.
2016).

Pelo menos trés espécies de bromélias que apresentamtanque sdo conhecidas
por serem carnivoras(Brocchinia reducta, B. hectioides e Catopsis berteroniana)
(GONSISKA; GIVNISH 2009).Outras bromélias témestruturas especializadas que
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auxiliam na absorgao de nutrientes do ambiente, como no caso do género Tillandsia,
onde as raizes principalmente tém a funcdo de fixacdo ao substrato.Adaptacdes
apresentadas por membros dafamilia,como os tricomas modificados em escamas,
permitem-lhes a absorgdo de agua e nutrientes da atmosfera diretamente pelas folhas,
deixando as raizes a funcdo de fixacdo aos hospedeiros nas plantas epifitas.Além
disso,espécies do género Tillandsia sao referenciadas na literatura como eficientes
bioindicadoras no monitoramento de excesso de poluentes, os quais se acumulam nos
tecidos da planta (MANETTI; DEIAPORTE; LAVERDE, 2009).
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As bromélias também sao utilizadascomo sistemas de modelos em miniatura
para ecologia, além de serem reconhecidas comohotspotsde biodiversidade regionais
(HOELTGEBAUM 2003; LOUCA et al. 2016), constituindo reservatérios de uma elevada
biodiversidade, evidenciada nos ultimos anos com a descricdo de novas espécies de
diferentes grupos taxondmicos reportados nos diferentes fragmentos de Mata Atlantica,
particularmente no estado Alagoas, entre eles anfibios e répteis (MOURA, 2006;
NUNES; POMBAL, 2011) e leveduras (PAGANI et al. 2016a; FELIX et al. 2017),
fornecendo um importante potencial para o conhecimento da diversidadeda Mata
Atlantica Setentrional.

Entre a diversidade associada a bromélias , Klann e colaboradores (2016),
isolaramdo fitotelma da bromélia Werauhia gladioliflora oito espécies de
Betaproteobacteria das ordens Neisseria e Burkholderiales (também isoladas de outros
ambientes anteriormente), que s&o organismos com a capacidade de utilizar N-acetil-D-
glucosamina e umavariedade de fontes de carbono, refletindo um nicho
predominantemente colonizado por organismos que participam na ciclagem de
nutrientes (decomposi¢ao) e em particular do ciclo do carbono; fortalecendo a tese de
que os micro-organismos(entre estes fungos filamentosos e leveduras)prticipam de
diversos ciclos biogeoquimicos e por consequéncia a base da vida na terra (GIBBONS,
2017).

3.3 Diversidade de Fungos

O Reino Fungi(também chamado Reino Mycetae) e o Reino irmao Straminipila,
conformam o supergrupo (SAR) (Figura 6) (RAGHUKUMAR, 2017).0s fungos sao
reconhecidos por servirem como organismos modelo para biotecnologia, biologia celular,
genética e ciéncias da vida em geral (EBERSEGERet al. 2012; RAGHUKUMAR, 2017).A
diversidade de fungos nos trépicos € mais rica do que nas regides temperadas
(BLACKWELL, 2011; BERRIN, et al. 2012), e hipoteses sustentadaspor Tedersso e
colaboradores (2014),atribuiram esta diversidade as variaveis:climaticas (e.qg.
temperatura e precipitagao), espaciais (e.g. distancia do equador) e edaficos (e.g. pH e
concentragdo de nutrientes)como relevantes na distribuicdo geografica dos fungos,
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mantendo os pardmetros de incrementos da biodiversidade em diregcao aos trépicos
(regra de Rapoport), tanto como acontece com 0s macro-organismos e bactérias

marinhas.

Figura 6.Classificacdo doseucariotos proposta por Adl e colaboradores, 2005, ressalta-se
Opisthoconta grupo que contém os fungos.Fonte:RAGHUKUMAR et al. (2017).
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GUO, 2012) e cumprem varios papeéis nos ecossistemas.Atuamcomo mutualistas,
patdgenos e saprotrofos, além de contribuir amplamente em uma gama de processos
ecossistémicos, incluindo a decomposi¢cdao de carbono organico e a deposi¢cao de
carbono recalcitrante (TRESEDER; LENNON, 2015;BERBEE; JAMES; STRULLU-
DERRIEN, 2017),esta ultima dirigida pelos fungos saprétrofos de vida livre, os fungos
ectomicorrizicos (conhecidos pela sigla ECM), obtém também do solopotencialmente o
carbono. Por outro lado, as transformagdes de nitrogénio e fésforo,entre outras fungoes,
sdo processos favorecidos pela secrecdo de um amplo conjunto de proteinas
extracelulares capazes de decompor os biopolimeros de matéria organica
morta(TEDERSOQO et al. 2014), conferindo aos fungos a capacidade de interagircom os
principais taxons (e.g, bactérias, plantas, algas verdes e animais, incluindo insetos)
(BLACKWELL, 2011) e colonizar diferentes tipos de habitats:e.g. rochas de desertos
(GONCALVESet al. 2016), regides de mineragdocom ambientes altamente poluidos com
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metais (NARENDRULA-KOTHA; NKONGOLO, 2016), fontes termais e hipersalinas em
lago (KAMBURA et al. 2016); ambientes marinhos (JONESet al. 2015).

O reino Fungi conta com cerca de 120.000 espécies ja descritas
(HAWKSWORTH; LUCKING, 2017) e estima-se que existam de 1,5 a 6 milhdes de
espécies de fungos em nosso planeta, distribuidos em 156 ordens, 46 classes e 12
filos(CHAMBERGO; VALENCIA,2016; TEDERSSOet al. 2017).0 aumento do
conhecimento sobre a diversidade de fungos tem previsbes de incrementar-
seprincipalmentepelo uso de novas ferramentas de biologia molecular, favorecendo a
descobertade novos taxons epermitindo com isto identificar mais fungdes e papéis que
os fungos témno ecossistema (BLACKWELL, 2011, HUGHESet al. 2006).0s fungos séo
osmoheterotréficoseestdo intimamente envolvidos com a ciclagem biogeoquimica de
nutrientes, assim como na produtividade vegetalnos ecossistemas,consideradosunsdos
principais decompositores (TEDERSOO et al. 2014).

O conhecimento que se tem a nivel filogenético dos fungos ainda é escasso.Por
isso a taxonomia deste grupo desempenha um papel central na compreensdo da
diversidade da vida (HIBBETT, 2016) e como foi exposto acima, em particular deste
grupo de organismos, considerados altamente relevante nos ecossistemas pelas
fungcbes ecologicas que desempenham e as relagbes que tém com outros
organismos.Os integrantes do reino Fungi s&o agrupados em trés categorias
taxondmicas artificiais, baseadas em suas caracteristicas morfoldgicas: leveduras
(unicelulares), yeast-like (Qque pode alternar entre o estado unicelular e a formagéo de
pseudo-hifas e aglomerados celulares) ou fungos filamentosos (multicelulares, formando
hifas verdadeiras) (BASTIDAS; HEITMAN, 2009; BOEKHOUT et al. 2011).

3.4 Leveduras

As levedurassistematicamente sdo uma categoria artificialque pertencem ao
Reino Fungi, apresentam um estado unicelular no seu ciclo de vida, com uma alta

complexidade na sua morfologia celulare pelos diferentes estagios celulares
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transicionais (BASTIDAS; HEITMAN, 2009; KNOP, 2011); asquais podem exibir
transicbes a hifas verdadeiras ou uma fase intermediaria através da formacgédo de
pseudo-hifas e aglomerados celulares, denominadosfungos dimorficos ou fungos
semelhantes a leveduras(yeast-like),no entanto podemapresentar uma transi¢do de
leveduras a pseudo-hifas e finalmente hifas septadas,sem produgcdo de ascomas ou
basidiomas(indicado na figura 7) (HEITMAN, 2011; KURTZMAN, FELL; BOEKHOUT
2011).

Figura 7.Transi¢cées trimérficas em Candida albicans. Na imagem da esquerda, descreve-se a
transicdo de células de leveduras de C. albicans para pseudo-hifas (esquerda) e hifas (direita)
como dois destinos diferentes no desenvolvimento.Para cada espécie, sofisticagbes nas
transicoes tém evoluido individualmente, as quais devem ter surgido, como uma adaptagao

evolutiva para condigées ambientais particulares. Adaptado de HEITMAN (2011).
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Além da fisiologia que pode ser afetada pelos processos de poliploidizagdo nas
leveduras, caracteristicas nas estruturas, como a parede celular, podem também sofrer
modificagdes.Como nos outros fungos, a parede celular de leveduras € formada por
polissacarideos que geram estruturas microfibrilares entremeadas, representados
principalmente por quitinas e B-glicanas que dao as caracteristicas de rigidez da parede
fungica, outros compostos, como 3 homo- e hétero-polissacarideos, proteinas, pequenos

lipideos e sais inorganicos também sdo encontrados na parede e atuam como
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elementos de sedimentacdo, protecdo, evitam a perda de agua, entre outras fungdes
(LARSet al. 2016).

3.4.1 TAXONOMIA DE LEVEDURAS

A taxonomia de leveduras tem evoluido com o uso das ferramentas de biologia
molecular o que implica uma vantagem na capacidade discriminatoria adicional,
considerando que a taxonomia convencional € insuficiente para alcangar uma
identificacdo confiavel das leveduras(SCHOCHet al. 2012), por tantomelhorando assim o
conhecimento das filogenias de leveduras.

Inicialmente pensou-se que todas as leveduras faziam parte do filo
Ascomycota,no entanto trabalhos posteriorestrouxeram a descoberta de que algumas
leveduras produziam balistoconidia e basidia com basidiésporos (KURTZMAN et al.
2015). Isso fezmudar profundamente as perspectivastidas sobre as leveduras,tornando-
as fungosdistribuidos em dois filos:Ascomycota (leveduras ascomicéticas) e
Basidiomycota (leveduras basidiomicéticas)que a sua vez conformama ao sub-reino
Dikarya (HIBBETT, JAMES; VILGALYS,2007;LACHANCE, 2011;KURTZMAN;
QUINTILLA, 2015; SYLVESTEREet al. 2015).

As técnicas de diagndstico molecular para a identificagdo das espécies de
fungos baseiam-se na amplificacdo do DNA ribossémico (rDNA) mediante o uso da
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A regido do rDNA em fungos,
incluindoleveduras,é constituida porregides codificadas 18S, 5,85 e 28S, e estéo
separadas por regides espagadoras transcritas internas(sequéncias ITS1 e ITS2),que se
apresentam altamente conservadas ao nivel intraespecifico, mas séo refinadamente
variaveis interespecificamente,constituindo uma caracteristica genética que permite o
uso geral desses loci como indicadores taxonOmicos (Barcode).Finalmente,cada
repeticdo € separada por uma regidao espagadora nao transcrita (NTS)(FELL et al, 2000;
KURTZMAN; ROBNETT, 1998; FELL; BOEKHOUT; ET, 2000; SCHOCH et al. 2012).

Kurtzman e colaboradores (1998), avaliaram a taxonomia de mais de 500
espécies de leveduras ascomicéticas, onde aquelas que apresentavam uma variagao ou

divergéncia de mais de 1% de substituicbes de nucleotidios no dominio D1/D2, foram
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descritas como espécies diferentes.Incluindo assim taxas heterotalicos, homotalicos e
anamorficos, aportando que quase todas as leveduras ascomicéticas avaliadas podem
ter sua taxonomia determinada pelo uso de sequéncia dos dominios D1/D2 (450-600
nucleotideos) da regido LSU (subunidadelonga) do rDNA (Figura 8A), sendo este
apoiado por estudos posteriores realizados no filo Basidiomycota e Ascomycota.

Além da regidao LSU, implementou-se o uso das regides compreendidasentre os
genes 18S e 28S nas quais encontram-se entre os espagadores transcritos ITS1-2para
reconhecer limites entre espécies, ja que é altamente conservado e nao deve ser
incluido ao comparar substituicbes em ITS (Figura 8B). Esta avaliagéo aporto na solugéao
para definir linhagens problematicos taxonomicamente como no caso de Cryptococcus
ater, Cryptococcus magnus, qua nao constituiam espécies diferentes e foi renomeando
C. ater como C. magnus. (FELL et al. 2000). Anos depois, Scorzetti e colaboradores
(2002), avaliaram o poder de resolugédo apresentado pelas duas regides em leveduras
do subfilo Basidiomycota, concluindo que o uso destes marcadores para Basidiomicetos
contribuiu enormemente com a resolugéo de incertezas na taxonomia de alguns taxons,

ratificando o uso destas regidées como Barcode para a identificagao de fungos.

Figura 8.Regi6es utilizadas comobarcode para leveduras (A) D1\D2regidao LSU (subunidade maior)
do rDNA (B) ITS, espacgador interno transcrito (ITS), localizado entre os genes SSU e LSU rDNA.

Adaptadas dehttps://www.studyblue.com/notes/note/n/yeast-molecular-taxonomy/deck/9823159.
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Analises combinadas de multiplos genes (5.8S, 16S, 18S, 26S, TEF-1a, RPB2,

CO1), tém sido efetuadas na busca de uma melhor descrigdo taxonémica das leveduras,
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aumentando o nivel de confiabilidade nas relagdes filogenéticas dos grupos (KATZ
EZOV et al. 2006; GROENEWALD et al. 2011; ARAUJO, 2012; SCHOCH et al. 2012;
HAGEN et al. 2015; KURTZMAN;QUINTANILLA, 2015; LIU et al. 2015; WANG et al.
2015b; VU et al. 2017). A abordagem destas analises teve um forte impacto sobre a
compreensao das relagdes filogenéticas de fungos, incluindo as leveduras, o que gerou
novas regras na nomenclatura, sendo estas apresentadas e acolhidas majoritariamente
no Codigo Internacional de Nomenclatura recentemente implementado para algas,
fungos e plantas (Cddigo de Melbourne) (HAWKSWORTH et al. 2011; TAYLOR, 2011).
E assim que analises feitas deaproximadamente 7000 sequencias de leveduras
emKurtzman e colaboradores (2015), com a finalidade de avaliar as analisesdas
sequéncias de DNA (loci barcode)para identificagdo de espécies de leveduras e
determinar as relagdes filogenéticas entre espécies. Seconcluiu com o rearranjo de
algumas relagdes filogenéticas ea recalsificagcdo taxonomica de algumas outras
leveduras; também foi chamanda a atencdo na necessidade de conhecer além das
informagdes genéticas, as condi¢des e caracteristicas ecoldgicas as quais proporcionem
informacdes essenciais para a compreensao do papel que as leveduras apresentam nos
ecossistemas;na figura 9 se apresentam as distribuicbes geograficas dos individuos que
proporcionaram as sequéncias analisadaso que evindencia a auséncia de estudos
taxondmicos e de diversidade de leveduras em algumas regides do mundo incluindo

Brasil.

Figura 9.Dados geograficos das aproximadamente 7000 linhagens de leveduras presentes
disponiveis publicamente na cole¢cdo do Westerdijk Fungal Biodiversity Institute-CBS. Fonte:

KURTZMAN et al. (2015).
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Uma abordagem similar foi realizada em 2016 por Vu e colaboradores com mais
de 9000 sequéncias, que correspondiam a mais de 1700 espécies de leveduras
reconhecidas atualmente. Na qual se fortalece a iniciativa do uso dos marcadores
moleculares de rDNAconsiderados barcodepara leveduras (D1/D2 e ITS),para a
identificacdo deespécies. Trabalho que ratifcouoque foi feito por SCHOCH e
colaboradores (2012) onde se considera ITS como o marcador com maior probabilidade
de identificagdo exitosa na identificacdo de fungos em geral. Atualmente, ITS e LSU
funcionam melhor na discriminagdo de espécies para leveduras do que para fungos
filamentosos, com porcentagem alta de 88,4% para ITS e 84,6% para a regido LSU (VU
et al. 2016), contribuindo na resolugao das relagdes filogenéticas para os dos grupos de

leveduras tanto Ascomycota como Basisiomycota.
3.4.2 FILO ASCOMYCOTA

O filo Ascomycota foi considerado por muito tempo, o grupo que abrangia todas
as leveduras.Além disso € o maior filo dos fungos e um dos mais diversos e ubiquos que
usam uma ampla variedade de nichos ecoldgicos (habitats atmosféricos, terrestres e
aquaticos) (SCHOCH et al. 2009, STARMER; LACHANCE, 2011), participandoem
diferentes processos ecoldgicos, assim como em eventos de associagdo com
outrosorganismosatravés de  simbioses (STARMER; LACHANCE, 2011).

Caracteristicamente, a reprodugcdo sexual em ascomicetos resulta em diferentes
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numeros de esporossexuais formados por meiose(duzias como no caso de
Vanderwaltozyma polyspora), chamados ascésporos € carregados em umasco
semelhante a um saco (pl. Asci) (KNOP, 2011; RAGHUKUMAR, 2017.

Ascomycotaestd constituido por trés classes: FEuascomycetes grupo
polifiléticoque abrange majoritariamente fungos filamentosos e alguns dimoérficos bem
como formas mitosporicas ou conidiarias.Archiascomycetes (um taxon basal parafilético
com poucos géneros, com alta relevancia, como no caso de Pneumocystis jiroveci,
agente causal da pneumonia por pneumocistos).Finalmente Saccharomycetes
(leveduras verdadeiras) que sdo um grupo monofilético com ampla relevancia nos
ambientes como mutualistas (e.g. Suhomyces kilbournensis associados a insetos, solo e
plantacdes de milho) (KURTZMAN et al. 2016), as quias estdo distribuidos em trés
subfilos: Pezizomycotina, Taphrinomycotina e Saccharomycotina (LUMBSCH,;
HUHNDORF, 2010; KURTZMAN, 2011).

A filogenia do Filo Ascomycota,baseada em analises das sequéncias de RNA e
DNA ribossémicos, fornecidos pelas técnicas modernas de sequenciamento,assim como
analisesfilogenéticasmediante oestudo de genes unicos, suportados posteriormente por
andlises de multigenes,0 que tém permitido a revelagdo de grupos de fungos
previamente desconhecidos é representada na figura 10(BLACKWELL; SPATAFORA,
2011;KURTZMAN et al. 2015).

Figura 10.Filo Ascomycota, incluindo as trés classes Archiascomycetes, Saccharomycetes e
Euascomycetes neste ultimo as principais linhagens da politomia foram suportadas a partir de
andlises de rDNA nuclear e RNA polimerase Il. Adaptado de BLACKWELL; SPATAFORA (2011).
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3.4.3 FILO BASIDIOMYCOTA

O filo Basidiomycota € o segundo maior filo do Reino Fungi,apresentando
relevanciaem diferentes campos, principalmente na saude, economia e nutricdo (AVINet
al. 2012). Recentemente o filo foi reclassificado em 4 subfilos (Pucciniomycotina,
Ustilaginomycotina, Agaricomycotinae o proposto Wallemiomycotina) (ZHAOet al. 2017).
Descrigdes dos subfilos tém sido abordadas por Fell e colaboradores em 2000, Hibbett e
colaboradoresem 2007 e finalmente Zhao e colaboradores em2017.

Pucciniomycotina (Urediniomycetes), caracterizado por apresentar ciclos de vida
dimorficos que incluem estados unicelular (leveduras) saprétrofos e um estado
filamentoso patogénico. O segundo subfilo € Ustilaginomycotina (Ustilaginomycetes),
neste ainda existe uma grande controvérsia por membros que apresentam
convergéncias evolutivas com o subfilo Pucciniomycotina.No entanto,sdo fungos
dimorficos semelhantes a leveduras que apresentam uma diversa classificacdo, onde os

mais caracteristicos sdo os Urediniomycetes filamentosos, que tem em seus micélios
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septados a caracteristica de ter poros simples que permitem as interconexdes celulares
e em particular as leveduras neste grupo tém sido catalogadas como grupo polifilético.

Por outro lado, Agaricomycotina (Hymenomycetes) é o terceiro subfilo.
Apresenta septos bem estruturados e doliporos nas hifas.Uma das classes mais
representativaséTremellomycetes,a qualfoi reestruturada filogeneticamentepor Liu e
colaboradores em 2015 atendendo as dificuldades nas filogenias moleculares, onde
usaram 7 genes diferentes abrangendo a maioria das leveduras e fungos filamentosos
presentes, gerando a reorganizagdo em cinco ordens, 17 familias e 54 géneros,
incluindo sete novas familias e 18 novos géneros.

Finalmente o subfilo reconhecido recentementecomo Wallemiomycotina(Classe -
Wallemiomycetes), representada na filogenia pelo holétipo Wallemia tropicalis, e nas
analises filogenéticas usando maxima verossimilhanga aparece como grupo irmao dos
outros trés subfilos de Basidiomycota. Porém nas analises de filoprotedmica € suportado
como grupo irmdo de Agaricomycotinano mesmo clado Agaromicotina+
Wallemiomycotina e como grupo irmao de Ustilaginomycotina, mas outras analises sao
sugeridas para sustentar mais esta hipétese (ZHAO et al. 2017).

As analises expostas por Zhao e colaboradores em 2017para a reclassificacao
do filo Basidiomycota(figura 11)foram baseadas no reconhecimento de taxa superior
propostopor diversos autores,incluindoZhao e colaboradores em 2016.A sistematica e
taxonomia fundamenta-se no uso de uma combinagao de caracteres, incluindo dados
moleculares, morfoldgicos, ecoldgicos e biogeograficos, além da abordagem de
classificagdo usando tempos geoldgicos de divergéncia entre os grupos, avangando
desta maneira no entendimento dos processos de especiacdo dos taxons, ampliando
ainda mais as ferramentas para analisar e entender as relagdes filogenéticas entre

fungos.
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Figura 11.Principais clados do filo Basidiomycota, incluindo os 3 subfilos Agaricomycotina,
Pucciniomycotina Ustilaginomycotina, e o quarto subfilo proposto Wallemiomycotina, usando o
principio de maxima verossimilhanca e dados de sequéncia de seis genes tradicionalmente
utilizados em sistematica molecular de fungos (nrLSU, nrSSU, 5.8S, TEF1-a, RPB1 e RPB2).

Adaptado de ZHAO et al. (2017).
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3.5ECOLOGIA E BIODIVERSIDADE DE LEVEDURAS

As leveduras podem colonizar diferentes ambientes,esta habilidade
estarelacionadacom carateres fisioldgicosque permitem-lhes metabolizar uma ampla
gama de substratos e nutrientes.Sabe-se que asleveduras sdo responsaveis pela
utilizagdo de uma variada gama de fontes de carbono, incluindocelulose, hemicelulose,
fenol e os subprodutos gerados pela atividade da degradacédo de lignocelulose por
enzimas hidroliticas (MASINOVA et al. 2016),assim como a decomposicdo de

compostos organicos (incluindo moléculas téxicas). Da mesma forma diversos
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componentes celulares de membrana, permitemas leveduras suportarem condicbes
extremas, diferentede outros organismos eucariotos(e.g. Mrakia frigida e Leucosporidium
fellii leveduras psicrofilicas ou Hortaea werneckiiisoladade ambientes halofilos nos quais
a membranacelular adquiriu como carater evolutivouma maior quantidade de glicerol,
favorecendo fungdesde osmoregulagdo)(CHENet al. 2012; MAGGUIet al. 2013;
TRESEDER; LENNON, 2015; YURKOVet al. 2015).

O estabelecimento das leveduras nos habitats esta favorecido pela capacidade
destas de produziremenzimas, as quais favorecerem os processos fisioldgicos e
ecolégicos nohospedeiro (GLUSHAKOVA E CHERNOV, 2004; FERNANDEZ et al. 2011;
MESTRE et al. 2014).Alem de favorecer o estabelecimento das comunidades, participam
na geragao de produtos que sao usadospelos vetores e polinizadores contribuindo com
sua dispersdao. Como também s&o encontradasem associagbes mistas de fungos-algas
(liquens) (STARMER; LACHANCE, 2011) estabelecendo assembleias nas quaisos
papeis que desempenham ainda ndo sao bem conhecidos; assim como em associacdes
com animais (PAGANI et al. 2016b).

Estima-se também que entre 60-80% dos processos de intercambio gaseoso
(respiragcao) no solo sao levados acabo pelos fungos,entre estes as leveduras, e que
contribuem consideravelmente a biomassa microbiana no solo.Também tém sido
apresentadosavangosno conhecimento sobre o papel que as leveduras desempenham
como promotores do crescimento em plantas,levandoem conta as multiplas
interacbesnas assembleias microbianas que se constituem frequentemente,por meio de
estruturas de polissacarideos extracelulares conhecidas como biofimes(COUEE, 2015;
FUet al. 2016; MASINOVA et al. 2016).

Além disso, as leveduras tém sido isoladas de ambientes antarticos e tropicais
(BRANDAO et al. 2017), particulas de matéria no ar presentes em ambientes com altos
niveis de polugdo (ALGHAMDI et al. 2014), ambientes xerofiticos (PULSCHEN et al.
2015), ambientes marinhos (JONES et al. 2015) e em associacdo com plantas, onde
uma das hipéteses na colonizagdo é a transferéncia horizontal da planta “mae” aos

brotos ou entre a mesma planta (FORTE et al. 2016).
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Hawksworth e colaboradores (2017)estimaram a biodiversidade de
fungosincluindo levedurasno planeta em 2,2 a 3,8 milhdo de espécies, baseado na
diversidade de plantas vasculares e da possivel relagdo planta-fungo, no seu estudo
realizado em zonas temperadas estimou-seesta proporcdo em 1:6 para 1991 uma
relagdo conservadora, ja que na atualidade esta relagdo estdo em torno de 9.8:1.

Relagao suportada pelo numero de plantas vasculares atualmente reportada de 380.000.
3.6ASSOCIAGCAO PLANTA- MICRO-ORGANISMOS

Margulis e Fester (1991) discutiramsobre a evolugdo dos organismos e
adependéncia que estes tinham das interagdes, principalmente de cooperagao
eassociagcdes mutualistas.As plantas no seu processo de colonizagdo da terra
desenvolveram fortes associagdes mutualistas com uma variedade ampla de micro-
organismos(microbiota) eprovavelmente, estas interagdespermitiram a fixagao
dasplantas aos substratos, resisténcia ao estresse (LEBEIS, 2015), absorgcéo e
aquisicdo de nutrientes em ambientes oligotréficos, imunizagédo, disponibilizagédo de
sustancias uteis para o metabolismo e crescimento, a partir de subprodutos ou processo
favorecidos por os micro-organismosna rizosfera e filosfera, favorcendo os diferentes
processos biogeoquimicos na terra (MARTIN, 1992; VORHOLT, 2012; UROZ E
BARKER, 2017).

Por outro lado, diversos micro-organismos contribuem para amanutengdo da
salde da planta, tal como supress&o e antagonismo a patégenos (FONSECA; INACIO,
2006; ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014; MOLLER et al. 2015).Se entende
entdo, que as interagbes apresentadas entre fungos e plantas contribuem diretamente
para moldar algumas das comunidades mais biodiversas da terra (SHAFFER, et al.
2016). Embora, os micro-organismos estejamassociados as diferentes estruturas nas
plantas, por¢cao aérea da planta (filosfera) ou porgédo subterrédnea (rizosfera)(LINDOW;
BRANDL, 2003; COUEE, 2015; BRINGEL, 2017), o solo é definido como uma das
principais fontes, dos micro-organismos, que interagem com plantas e como esta

microbiota depende da disponibilidade de recursos e as condi¢des fisiolégicas que
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estejam presentes, nas diferentes estruturas da planta e entre plantas (VORHOLT, 2012;
MASINOVA et al. 2016; MARTIN;UROZ ; BARKER, 2017).

3.6.1. MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS A FILOSFERA DE PLANTAS

A filosfera € um habitat no qual estabelecem-se muitas assembleias de micro-
organismos, estas se podem subdividir em relacdo a disponibilidade de substrato
(nutrientes e recursos em geral),que sdo fornecidos pelos hospedeiros para os
processos fisioldogicos dos micro-organismos. A sua vez estes fatores controlam a
diversidadeda microbiota em cada uma das regides da planta (habitats: caulosfera
(caule), carposfera (frutos), antosfera (flores) e filoplano (superficie das
folhas)(FONSECA; INACIO, 2006; BALDRIAN, 2017).

Também é um ambiente altamente heterogéneo e rico em nutrientes, que
permitem a coexisténcias e diversificagdo de uma ampla gama da vida microbiana
(VACHER et al. 2016) e que compreende um dos nichos terrestres mais extensos do
planeta.Estima-se que a area foliar das plantas da terra sejade 6,4 X 108 km? o que
corresponde e excede a area total da biosfera (FIKEL, et al. 2011; BALDRAIN, 2016)
proporcionando assim um habitat para centenas milhdes de micro-organismos que tém
representantes dos fungos em particular das leveduras.

Muitas espécies de micro-organismos incluindo as leveduras s&o fortes
colonizadores do filoplano das plantas(LIMTONG e NASANIT, 2017).Essa colonizagéo é
dada de diversas maneiras: por meio da transferéncia horizontal na planta (e.g. folhas de
uma planta adulta para outra), por dispersao aérea direta pelo vento ou através de
vetores, em particular insetos (WHIPPS et al. 2008; BULGARELLI et al. 2013, VACHER
et al. 2016),outras podem se estabelecer nas sementes, na rizosfera ou nos galhos das
plantas (VORHOLT, 2012, YURKOV et al. 2013, 2015). A colonizagédo esta favorecida
pela alta capacidade de complementariedade de nicho funcional que apresentam os
micro-organismos (BRADLEY et al. 2017). No casodos fitopatégenos, por exemplo,
estes podem ser transmitidos de uma planta-reservatério para plantas vizinhas
(BECKSTEAD et al. 2010; WILSON et al. 2014).
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E assim que as dinamicas de sucessdo da microbiota no filoplano estdo
relacionadas a multiplos fatores fisicos, quimicos e biolégicos que controlam as
mudancas cronolégicas dacomposigdo damicrobiota na filosfera das plantas (LOPEZ-
GONZALEZ et al. 2015;LEBEIS, 2015; FORTE et al. 2016;THAKUR, 2017). De fato, a
estrutura das comunidades microbianas depende claramente da fenologia das
folhas,apresentando trocade espécies (do termino em inglés “turnover’) de acordo como
estado do filoplano. Apermanéncia de muitos destes micro-organismos (transientes)
depende das condicdes microclimaticas, competitividade e da disponibilidade de
recursos suficientes,enquanto outros sdo permanentes (residentes neste habitat) e
cumprem funcdes estabelecidas no hospedeiro (FONSECA; INACIO, 2006;MARTIN;
UROZ; BARKER, 2017).

Em geral,0 estabelecimento dosmicro-organismos no filoplano depende da
capacidade de responder e se adaptar as mudangas que este habitat apresenta, bem
como explorar nichos altamente especificos, como tricomas e depressdes estomaticas
(VORHOLT, 2012). O filoplano apresenta condigcbes que podem chegar a ser muito
extremas para o estabelecimento e permanéncia das assembleias de micro-organismos
(VACHER et al. 2016;FORTE et al. 2016).

Diversas caracteristicas que pode atuar de maneira seletiva no estabelecimento
da microbiota € a composicdo da cuticula, que pode afetar a distribuicdo das
comunidades,e outra variavel que regula a presenga é a exposicdo constante das
folhasa radiacdo UV, como também a indisponibilidade de agua e de nutrientes,
flutuagbes na temperatura,assim como o gendotipo do hospedeiro, os quais saofatores
que condicionam o estabelecimento dosmicro-organismos epifiticos ou endofiticos no
filoplano(VACHER et al. 2016;FORTE et al.2016;FU et al. 2016) (Figura 12).
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Figura 12.Atributos estruturais e fungao da filosfera.A filosfera se estende da superficie até os
tecidos internos da folha e é o habitat de uma microbiota complexa que usam os agucares e os
nutrientes inorganicos exsudados para a superficie da folha através da lixiviagdo. Os micro-
organismos colonizam os tecidos foliares internos a traves dos estomas e estruturas celulares em
forma de canales. Adaptado de TAIZ; ZEIGER (2010).
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No entanto, diversos micro-organismos, em particular leveduras,apresentam
tragos funcionais que permitem-lhes colonizar as regides aéreas das plantas (por
exemplo leveduras Basidiomycota produtoras de pigmentos, géneros como,
Symmetrosopora, Rhodotorula e Sporobolomyces produzem carotendides que tem
propriedades antioxidantes, conferindo nelas uma vantagem competitiva para
oestabelecimento nestes substrato,onde a irradiacdo UV é maior; além de serem
produtos de um alto interesse comercial (e.g. Rhodotorula phaffia) (AL-TURKI et al.
2016; COBBAN et al. 2016).

Alem dos fatores ambientais, a estrutura e composicdo quimica das folhas das
platas (e.g aproporgéo de lignina)condicionam a presenga de micro-organismos nestes
nichos; em particular deleveduras endofiticas,que s&o leveduras maisespecializadas que
particupam naconversao de substratos como didxido de carbono, acucares e acidos
organicos frecuentemente encontrados nas folhas.Mais de 70 leveduras foram

analisadas por Sitepu e colaboradores (2016),das quais50% estavam associadas a
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decomposicao de lignocelulase, o substrato mais amplo nas estruturas vegetais;
mostrando a habilidade das leveduras na colonizagdo das folhas.Por outro lado, a
microbiota esta exposta a varias toxinas hospedeiras e devem se adaptar a um ambiente
onde fontes de carbono e aminoacidos podem nao estar disponiveis (SLAVIKOVAet al.
2007; LACHANCE, 2011; VACHEREet al. 2016).

3.6.2. LEVEDURAS NO FILOPLANO

Micro-organismos apresentam diversas relagbées com hospedeiros vegetais, das
quais podem ser como patégenos, simbiontes entre outras, estas associagdes
sugeremque existem outros fatores como as associagbes com o0s insetos, 0os quais
funcionavam como vetores altamente especificos (VEGA;BLACKWELL,2005).A
proporg¢ao de leveduras no filoplano pode ser tdo elevada como (500 células / cmz), mas
a composicao das assembleias € altamente variavel dentro da mesma planta ou entre
plantas adjacentes (INACIO et al. 2010). O mesmo patrdo de distribuicdo foi achado
para bactérias por Louca e colaboradores (2016), usando as bromélias como modelo de
estudo.

Silva e colaboradores (2005; 2006) relacionaram o filoplano de
diferentesespécies de plantas do Mediterraneo com a ocorréncia e a diversidade de
leveduras muitas delas associadas as plantas por apresentar a capacidade de hidrolisar
ou fracionar um variado grupo de compostos depositados nas folhas. Issto favorece a
fixacdo das comunidades neste substrato. Para as analises deste estudo utilizou-se
ferramentas taxondémicas convencionais e técnicas moleculares para a determinagao
das relagbes filogenéticas das espécies, os resultados obtidos demonstraram que
aproximadamente 90% das leveduras isoladas do filoplano desse trabalho
forambasidiomicética (de um total de cerca de 850 linhagens).

Conforme ao anterior, as leveduras podem estar associadas ao filoplano como
comensais, saprofitas ou mutualistas, desempenhando fun¢gdes variadascomo ainibigao
deagentes fitopatégenos (STARMER; LACHANCE, 2011, FONSECA; INACIO, 2006;
GOMES et al. 2015). Do mesmo modo podem desenvolver interagbes que l|hes

permitematuar em processos ecoldgicos importantes, como a decomposi¢do da matéria
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organica, alcoois simples ea ciclagem de nutrientes (BALDRIAN, 2017), favorecendo o
crescimento das raizes, folhas e o desempenho da planta (através da producdo de
fitohormonios), entre outras atividades (HERRERA; POZO 2010; MOLLER et al. 2015).

Consequentemente, estudos tém sido realizados analisando o potencial como
agentes de biocontrole de fungos patogénicosem frutas e vegetais comercialmente
importantes (LIMAet al. 2011;SEPULVEDA, et al. 2011), bem como associadas com
substratos vegetais principalemte com a filosfera das plantas (folhas, diferentes tipos de
frutos, flores e inflorescéncias), que tém diferentes conteudos de agucares e fontes de
carbono e nitrogénio, encontradas em associacdo (INACIOet al. 2006; MEYER;
LEVEAU, 2012; LANDELL et al. 2015; FUet al. 2016; FELIX, et al. 2017).

De maneira mais especifica, as bromélias possuem condi¢ées morfologicas e
fisiolégicas que as constituemcomo nichos ecologicos fundamentaise modelos
ecoldgicos a pequena escala para o estudo das assembleias microbianas(LOUCAet al.
2016; GIBBONS, 2017). Estas relagbes foram tratadas por Leroy (2016), que evidenciou
o papel fundamental que cumprem a presenga de micro-organismos, na ministragao
denutrientes essenciais paraas bromélias, favorecendo a sua fisiologiafuncional e a
sobrevivéncia do hospedeiro, até o fitness da planta.

Por outro lado, Landell e colaboradores (2006) fizeram a primeira abordagem
relacionando as leveduras com este modelo de ecossistema em miniatura (as
bromélias). Nessaabordagem foi utilizanda taxonomia convencional,
relatandoassocia¢des de leveduras basidiomicéticas (aproximadamente 70%)com maior
afinidade por estes substratos (folhas); onde os géneros mais representativos
foram,Papiliotrema; Rhodotorula, Sporobolomyces. No entanto, as leveduras com
afinidade ascomicética (aproximadamente 30%) foram representadas pelo género
Candida (com algumas espécies ndo determinadas).Ja Hagler e colaboradores (1993)
sugeriram a presencga de linhagens possivelmente ndo descritas de leveduras isoladas
de bromélias, por divergéncias nas caracteristicas fisiologicas e/ou morfologicas, o que
abriu as portas para a descrigao de espécies novas.

Recentementeo estudo da diversidade de leveduras associadas a bromélias tem

sido incrementado, corroborando o ja planteado de descricdo de espécies novas, e
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assim que no artigo relacionado a esta dissertacdo de Felix e colaboradores (2017),
foram descritas duas espécies novas da familia Trimorphomycetaceae (Basidiomycota),
a primeira isolada do filoplano da bromélia do género Hohenbergiae,
denominadaCarlosrosaea hohenbergiae a segunda espécie isolada da bromélia do
género Aechmea, Carlosrosaea aechmeae, na Mata Atlantica Setentrional do Brasil.
Outros trabalhos que descrevem espécies novas de leveduras obtidos da interagédo com
bromélias tém sido descritas, as quais tem pertencido tantoao filo Ascomycota (e.g.
ARAUJO et al. 2012; LANDELL et al. 2010; RUIVO et al. 2005; SAFAR et al. 2013), bem
comoao filo Basidiomycota (e.g. GOMES et al. 2015; LANDELL et al. 2009, 2014, 2015;
PAGANI et al. 2016a). Isso confere o potencial que apresentameste ecossistema em
miniatura como fonte de espécies novas deste de leveduras em particular (GOMES et al.
2015; MAUTONE et al. 2010; SAFAR et al. 2013).
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4. Metodologia

4.1 Locais de amostragem

As amostras de broméliasforam coletadas em quatro locais do domino
Setentrional da Mata Atlantica (sensu Velloso et al. 1991), com autorizagcdo de coleta
pelas atividades competentes (Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio), Usina
Caeté, Parque Memorial Quilombo dos Palmares): 1. Parque Memorial Quilombo dos
Palmares - Serra da Barriga (9°10'12.89"Se 36° 5'21.19"W), com uma extencéo
aproximada de 2.797 hectareas, localizada no municipio de Unido dos Palmares, zona
caracterizada pela visitagao de turismo; 2. Reserva Biolégica Federal de Pedra Talhada
(REBIO) (9°14'48"S e 36°24'26"W), com uma extencéo de 4.469hectareas no municipio
de Quebrangulo, conformado por uma floresta estacional semidecidual e considerada
zona de exploracdo minera;3. Estacdo Ecoldgica (ESEC) de Murici (09°12'52°S e
35°52'13.89"W), conformada por 6.116 hectareas no municipio de Murici, caraterizado
por uma floresta ombroéfila densa e fechada, e 4. Serra da Saudinha que faz parte da
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) (09°22'07"S e 35°42'57"W), com uma
area de aproximadamente 1.210 hectares em Macei6é onde predominantemente se tem

uma floresta ombrdfila.
4.2 Coleta de dados, processamento e manutengaodos isolados

Nos quatro pontos de amostragem foram coletadas porgdes do filoplano das
bromélias, sendo realizadas no total oito coletas, umainicial em cada pontoefetuadas nos
anos de 2013 — 2015(dados obtidos do Laboratério de Diversidade Molecular da UFAL)
e dois a trés anos depois realizou-se a coleta réplica para cada ponto no periodo 2016 —
2017 (Tabela 1).Durante ascoletas foram tomados registros fotograficos das bromélias
para posterior identificagcdo, além de aferidos parametros fisicos como temperatura,
umidade, altitude e geograficos comolatitude e longitudeusando umasonda
multiparametros Instrutherm THDL-400 e um aparelho de Global Position Sistem (GPS)

Discovery Channel.
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Tabela 1.Pontos de amostragem e datas de cada coleta na Mata Atlantica

Setentrional.

LOCAL DATA COLETA 1 DATA COLETA 2
MACEIO (SERRA DA SAUDINHA) 03/02/2015 16/02/2017
MURICI (RESERVA ECOLOGICA DE MURICI) 28/04/2014 24/04/2016
QUEBRANGULO (RESERVA PEDRA TALHADA) 27/11/2013 13/01/2016
UNIAO DOS PALMARES (SERRA DA BARRIGA) ‘ 31/07/2013 21/07/2016

Em cada coleta, 10 amostras de folhas e em alguns casos (quando disponiveis)
inflorescéncias de bromélias maduras em bom estado fitossanitario foram coletadas em
sacos plasticos estéreis e preservadas a 4°C até o processamento no laboratorio, em
um tempo maximo de 24 horas,assegurando assim a viabilidade no cultivo dos micro-
organismos. As folhas einflorescénciasforam lavadas com agua destilada estéril com a
finalidade de retirar a poeira, outros materiais, assim como diversos micro-organismo
transientes presentes nas superficies das amostras para posteriormente serem
processadas.

Asinflorescéncias, além de serem submetidas aos mesmos processos das
folhas.Apds a lavagem, porgdes de aproximadamente 10 cm?foram cortadas, tomadas
assepticamente e colocadas em frascos Erlenmeyers com 50 mL de agua destilada
estéril eentdo submetidos a agitagdo mecanicapor 10 minutos a 180 RPM. A agua de
cada Erlenmeyer foi descartada,e em seguida foramfeitas duas lavagens sucessivaspor
separado do precipitado, com 30 mL de Tween20 0,5% esubmetidas a agitagao
mecanica por 30 minutos a 180 rpm cada uma. Apds a ultima lavagem, duas aliquotas
de 0,1 mL foram usadas, a primeira foi semeada diretamente nas placas, da segunda
aliquotaforam realizadas diluicbes decimais seriadas até 102esemeadas em duplicata
através da técnica de espalhamento de superficie em meio YM suplementado com
cloranfenicol 0,04% pH 4,0 e incubadas a 22-25°C por 5-7 dias (LANDELL et al. 2009;
LANDELL; MAUTONE; VALENTE, 2006; MAUTONE et al. 2010).Apdés o periodo de
incubacao, o crescimento nas placas foi verificado mediante observagao direita, com a
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC), e as colbnias (linhagens) com

caracteristicas macro morfolégicas de leveduras e fungos semelhantes a leveduras
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foram transferidas a novas placas usando a técnica de estria de esgotamento em meio
YPD sdélido (2% de glicose, 2% de agar, 1% de peptona bacteriologica e 0,5% de extrato
de levedura).O procedimento foi repetido pelo menos duas vezes, tentando obter
isolamento total dos morfotipos presentes em cada placa. Para conferir os morfotipos
isolados das leveduras, utilizou-se microscopia 6ptica de campo claro (aumentos de 40 e
100x).

As linhagens foram codificadas, fichadas catalograficamente e estocadas
usando trés diferentes métodos: 1) Tubos de ensaio tampa rosca inclinados contendo o
meio Agar GYMP (2% de glicose, 2% de extrato de malte, 0,5% de extrato de levedura,
0,2% de fosfato de s6dio monobasico e 2% de agar), onde os isolados foram inoculados
e apos 48 horas de crescimento a 22-25 °C recobertos com 6leo mineral estéril e
armazenados a 4°C. 2) Criotubos (YPD 50%) 900uL: contendo meio caldo YPD
modificado (1% de glicose, 0,5% de peptona bacteriologica e 0,25% de extrato de
levedura), inoculados e apds 48 horas de crescimento a 22-25 °C foram conservados na
geladeira a 4°C;3) Criotubos(YPD + glicerol 30%) contendo meio caldo YPD. Apds o
crescimento, foi adicionado glicerol a uma concentracéo final de 30%.Em seguida, foram

homogeneizados e armazenados a -20°C.
4.3ldentificagao taxondmica das bromélias

A identificacdo taxonémica das bromélias coletadasrealizou-sefundamentada na
utilizacdo de caracteres morfolégicos vegetativos, dasestruturas florais, habitats de
preferéncia (terricola, epifita e saxicola) e distribuicdo geografica, com auxilio de
literatura especializada (e.x. SIQUEIRA FILHO e LEME, 2006).

4.4Caracterizacao e ldentificagao das Leveduras

As leveduras foram identificadas utilizando uma abordagem polifasica que

combina caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e moleculares.

4.4.1. Descrigao Fenotipica das leveduras
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A descricao dos tragos morfoldgicosmacroscépicos coloniais (coloragao, tipo de
margem, consisténcia, elevagao e superficie) realizou-se mediante observacéo atraves
doestereoscopio (Ref. MOTIC SMZ140) com os aumentos de 2X e 4X. Para a
diferenciagao micro morfoldgica (segundo sua forma, tamanho, formagao de pseudohifa,
tipo de propagacao vegetativa e numero de brotamentos), foi utilizada microscopia
optica de campo claro nos aumentos de 40 e 100X usando um microscopio Olympus
(Ref. CX40 RF200), de acordo com as chaves e descrigdes na literatura (KURTZMAN et
al. 2011).

4.4.2. Teste Fisiolégico de urease e reagao ao Diazénio Azul B (DBB)

O teste de producdo de urease e reacdo ao corante Diazénio Azul B
(DBB)seguiu recomendagao descritapor Hagler et al.(1981). Testes utilizados para
diferenciar as leveduras dos filos Ascomycota e Basidiomycota.Geralmente os isolados
que produziram urease e foram reativos ao DBB apresentaram afinidade
basidiomicética, enquanto os isolados que ndo produziram urease e n&o reagiram ao
DBB, possuem afinidade ascomicética (HAGLER et al. 1981).

Na preparagéo usou-se o meio Agar ureia (1,17% YCB, 1% de ureia, 2% de agar
e fucsina acida), preparado em tuboscom tampa rosca. Paralelamente a ureia foi
esterilizada por filtragdo. Apds a esterilizagdodo meio, adicionou-seureia nas proporgoes
quimicas (meio 2,25 ml + ureia estéril 10% 0,25ml). Para a realizagdo do teste foram
inoculadas levedurasmetabolicamente ativas com 48h decrescimento no meio e
incubadas a 22-25 °C.Aleitura do teste foi realizada diariamente apds 1, 2 e 3 dias de
crescimento. A atividade da enzima urease quando presente nas linhagens provocou
uma alteragdono indicador de uma cor fucsina (rosa) para uma cor branca, gerada
pelaelevagcdao do pH, alcalinizando o meio e neutralizado a fucsina acida apds a
hidrolises da ureia presente no meio. Produzir urease €& uma caracteristica
principalmente relacionada com leveduras de afinidade basidiomicética (HAGLER et
al.,1981; DELL 2009; KURTZMAN et al. 2011). Apds do terceiro dia de leitura, os tubos
foram incubados a 60°C durante 16 horas, e apds esse periodo, 1 ml de solucido de DBB

diluido em Tris-HCI 1M pH 7,0 foi adicionada aos tubos. Os isolados foram considerados
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positivos para a reagao quando apresentaram uma coloragao avermelhada em contato
com a solugéo e, portanto, foram considerados com afinidade basidiomicética (HAGLER,
et al.,1981; KURTZMAN et al. 2011).

4.5 Extracao de DNA gendmico total

O DNA de levedura foi extraido e purificado de acordo com Ramos et al. (2001).
Os isoladosforam inoculados em placas de Petri com meio Agar YPD e incubadas por 3-
6 dias a uma temperatura média de 24°C. Uma vez selecionadas as colbnias, foram
inoculadas em tubos com tampa rosca com 2 mL de caldo Sabouraud e incubadas por
48 horas a uma temperatura entre 23-25°C. Apds o crescimento, o conteudo foi
transferido para um tubo tipo Eppendorf e centrifugado a 21293 xgdurante 5 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi removido e lavado duas vezes com agua destilada
estéril. Em seguida, foram adicionados 500 pyL de tampéo de lise (0,15M NaCl, 50 mM
Tris-HCI, 10mM de EDTA, 2% SDS pH 8,0) e o material incubado a 65°C por uma hora.
Imediatamente apds foram adicionados 200 uL de Acetato de Potassio 5SM pH 4.8 e as
amostras foram agitadas mecanicamente com auxilio de um vortex por 1 min e entao
incubadas em banho de gelo por 30 min. Apds este periodo, realizou-se a etapa de
centrifugagcdo por 5 min a 21293 x gduas vezes com a finalidade de retirar o maximo
possivel de impurezas. Para a precipitagdo do DNA, adicionou-se 500 pL de Isopropanol
a -20 °C e as amostras foram mantidas em freezer porovernight. O material foi entdo
centrifugado por 20 min a 21293 x g, retirado o isopropanol e adicionados 200 uL de
etanol 70% mantido a -20 °C. Finalmente, se centrifugou por 5 min a 21293 ge foi
retirado o excesso de etanol. As amostras foram secas em temperatura ambiente,
ressuspendidas em 50 pyL de tampao TE (10mM Tris-HCI pH=7,6 / 1mM EDTA pH=8,0)
e estocadas a -20°C. Para verificar a qualidade e a quantidade do DNA, foi realizada

eletroforese em gel de agarose 0,8 - 1% (p/vol) corado com o corante SybrSafe.

4.6 Sequenciamento das regides ITS e D1/D2 do LSU gene 26S rDNA.
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Apos a verificagao feita por eletroforese, realizou-se as amplificagdes da regiao
D1/D2 da LSU, utilizados os oligonucleotideos iniciadores NL1 (5’ -GCA TAT CAA TAA
GCG GAG GAA AAG-3’) e NL4 (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3')White et al.
(1990) e Kurtzman et al (1998), assim como os espagadores internos transcritos (ITS1 e
ITS2) do rDNAutilizados os oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G-3’) e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (FELL et al. 2000). A
reacdo de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) com volume final de 25uL,
obedeceu a seguinte composigao: 20 — 30 ng de DNA, 0,6 uL de cada oligonucleotideo
iniciador (20 pmol); 1,25 yL MgCly; 2,5 pL (50mM) PCR buffer (10x); 2,5 yL dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (2mM); 0,1 pL Taq polimerase (Invitrogen) (0.5 U). A regido
de amplificacéo foi constituida por um primeiro passo de desnaturagao a 95°C durante 5
min, seguido de 33 ciclos de 45 seg a 95°C, 30 seg a 56°C e 1 min a 72°C, com uma
extensao final de 72°C durante 5 min.

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados seguindo o protocolo
descrito no site  https://openwetware.org/wiki/isopropanol_Precipitation_for PCR.
Inicialmente, ao volume produto da PCR adicionou-se 5 uL de Acetato de sédio 3M (- 20
°C). Apés, adicionou-se 20 uL de isopropanol (- 20 °C), mantidos a - 20°C por 30 min e
centrifugados a 21293 gpor 5 min. O isopropanol foi retirado e adicionados 50 pL de
etanol 70% a -20°C. Finalmente, se retirou o excesso de etanol e as amostras foram
expostas a temperatura ambiente para a secagem e o pellet ressuspendido em 15 uL de
agua destilada estéril. A pureza e a quantidade do produto de PCR verificaram-se
mediante espectrofotometria a 260nm e enviadas para o sequenciamento através do
equipamento ABI 3000. As sequéncias foramcuradas manualmente utilizando o
programa STADEN Package (STADEN et al. 2000) e comparadas (mediante homologia)
com sequéncias ja depositadas no banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta
BLAST Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) (ALTSCHUL et al. 1997), disponivel no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Apods,conferimos a similaridade ou homologia locais
entre as sequéncias de nucleotideos obtida de nosso trabalho com a sequencias

depositadas base dedados GenBank.Posteriormente se fez o alinhamento com a
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linhagem tipo, assima como as arvores filogeneticasutilizandoa ferramenta Muscle
dentrodo programa MEGA 7.0 (KUMAR et al. 2016).

4.7 Analisesde diversidade

Foi feita a curvas de acumulacdo de espécies. Foram comparadas as
amostras para as quais o resultado no numero do isolamento foi desigual ou com um
numero total de contagens muito variavel e gerada uma curva de rarefagao por meio
de um re-amostragem do conjunto de individuos(GOTELLI; COLWELL, 2001). Esto
com a finalidade de determinar se a amostragem feita nos locais tinha sido suficiente
para caracterizar as comunidades de leveduras presentes na area de amostragem. A
partir desta curva de acumulacao de espécies forma calculados os estimadores de
riqueza CHAOZ2 e Bootstrap, os dois baseados em amostras com um alto numero de
espécies raras.

A diversidade da comunidade de leveduras associada ao filoplano foi avaliada
através dosindices baseados na abundancia. Por meio da utilizacdo de parametros
de uniformidade (equitabilidade) quanto a riqueza de espécies, chamados de indices
de heterogeneidade. Tambem foi calculado o indice de Shannon-Weaver (H’) quem
da maior peso para as espécies raras e o indice de dominancia Simpson.

As medicdes da diversidade (), tém sido feitas a traves do uso de indices de
similaridade (a medida de dissimilaridade) (PROBER et al. 2015), quanto maior a
diversidade B, maior € a diferenga na composicido de espécies dos locais. Foram
avaliadas correlagcdes entre a a dissimilaridade encontradas nos locais e atributos
geograficos usando o teoricamente mais relevante, padrdes de biodiversidade
espacial: a relagao distancia\declinio (variagdo da composi¢gao da comunidade com a
distancia geografica) (GREEN; BOHANNAN,2006;BARTON et al. 2013). Assim como

variables ecoldgicas como a disponibilidade de hospedeiros (espécies de bromélias)

52



que podem também influenciar a composicdo de espécies (heterogeneidade) nos
locais (TEDERSOO et al. 2014).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho em taxonomia de leveduras é pioneiro na regido Nordeste do
Brasil e constitue uma ferramenta importante como base no entendimento dos
processos ecologicos que acontecem nas plantas, baseado no conhecimento das
comunidades de leveduras associadas a filosfera de bromélias. Além disso, a
descricdo de espécie novas contribui no conhecimento da riqueza de micro-
organismos no estado de Alagoas-Brasil gerando uma visdo de como sé&o
constituidos estes ambientes.

5.1. As bromélias como modelo ecolégico para leveduras na Mata Atlantica

Setentrional regido Nordeste de Brasil

A partir de 90 amostras debroméliasem boascondi¢cbes fitossanitarias
(68amostras de filoplano e 22de antosfera), levando em consideragao que néao de
todos os substratos (antosfera e filoplano) coletados foram isoladas leveduras. Um
total de 320 leveduras forma obtidas,resultandoem uma riqueza de 114 espécies.

As bromélias foram representadas por 27 espécies e 13 géneros,
aproximadamente 30% dos reportados para a Mata Atlantica.Apesar da taxonomia
deste grupo de plantasnao serobjetivo deste trabalho.De acordo com os resultados
deste estudo, as bromélias apresentaram os (tréstipos de habitats
caracteristicosdesta familia (epifita, saxicola e terricola), assim n&o foi evidenciada
uma prevaléncia das leveduras por ninnhum dos habitats das bromélias de manera

especifica.A representatividade de bromélias para cada local foi amplamente
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heterogénea e considera-se que a composi¢gao € influenciada pelas caracteristicas
ecologicas de cada local, isto é evidenciado pelos estudos que associam as
bromélias como substrato de micro-organismos principalmente leveduras para este
bioma (RUIVO et al. 2005, LANDEL et al. 2006; 2009; 2010, GOMES eta al. 2014
PAGANI et al. 2016, FELIX et al. 2017), refletindo a alta diversidade e riquezadas
bromélias ao longo da Mata Atlantica.

As espécies Aechmea costantiniie Lamprococcus chlorocarpusforam as unicas
bromélias compartilhadas para os quatro locais, com representacao de individuos
nos diferentes habitats (epifitico, terricola e saxicola). Levando em consideragao so6
o filoplano, A. costantinii teve uma ampla distribuicdo, assim como um aplo numero
de espécies de leveduras associadas.Espécies como Tillandsia chapeuensis,
Lamprococcus chlorocarpus, Portea leptantha, Aechmea froesii, Aechmea muricata,
Aechmea werdermannii, fazem parte das bromélias de habitats epifitas
representadas com 35% em relagdo aos outros habitats, estas bromélias se
caracterizadas por serem um dos gruposmais importante nas florestas neotropicais
no Brasil etém sido associadas a papéis substanciais na manutencdo de nichos
ecologicos para o estabelecimento de micro-organismos, como de macro-
organismos (KERSTEN, 2010, FONTOURA e SANTOS, 2010; BASILIO et al. 2015;
LOUCA et al. 2016).

5.2. Representatividade Taxonomica de leveduras

5.2.1. Representatividade dos filos Basidiomycota e Ascomycota

Foi obtida uma destacada representatividade de leveduras pertencentes aos
dois filos (Ascomycota e Basidiomycota). Trabalhos associados a plantas tém
relatado a presenca de leveduras nas diferentes estruturas dos vegetais, onde as
relacdes destes micro-organismos com seu hospedeiro estdo fortemente associadas
ao tipo de hospedeiro e as condigbes ambientais (NASANIT et al. 2017; MARTIN,
UROZ E BARKER, 2017; LIMINGTON E NASANIT, 2017).
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Dos resultados obtidos através do uso da taxonomia polifasica, evidenciou-se
uma marcada prevaléncia de leveduras basidiomicéticas nas bromélias (filoplano e
antosfera). No entanto, é apontado que as variagbes apresentadas por algumas
linhagens aos testes fisiolégicos e bioquimicos, pode ser explicada, segundo
Vaughan-Martini (2003), pela variagao intraespecifica onde linhagens da mesma
espécie podem apresentar caracteristicas diferentes. Porém, estes testes podem ter
uma relevancia para auxiliar na identificagao presuntiva de diferentes leveduras (e.x.
Candida albicans, Cryptococcus/Filobasidiella neoformanse C. tropicalis).

Destaca-se o uso de ferramentas moleculares, usando as regides barcodepara
a identificacdo das leveduras. Foram identificados303isolados(94%) do total de
leveduras (N=320). O restante (6%) esta em processo de identificagdo e ndo fizeram
parte das analises(Tabelas suplementares 1 e 2).

Baseado nas analises moleculares dos 303 isolados, 76% (n=231) foram
determinados como basidiomicetos e 24% (n=72) como ascomicetos. A propor¢éo
existente entre filos naantosfera foi de 49% (n=39) com afinidade basidiomicética e
51% (n=40), com afinidade ascomicética. No entanto,uma prevaléncia de leveduras
basidiomicéticas foi observada no filoplano, 86%(n=190) e 18% (n=42) afinidade
ascomicética (Grafico 1). Por meio do teste qui-quadrado de Pearson com
significancia de (p<0,0001), corroborou-se que ha uma relacdo entre o substrato de
onde foram isoladasas leveduras (Folha) e o filo ao qual pertenceram. No entanto
para antosferas, nao se apresentou relagcdo, baseados quea distribuicado de

isolamento neste substrato para os dois filo foi equitativo.

Gréafico 1.Proporgdes de leveduras isoladas de Bromélias com afinidade Ascomicética

e Basidiomicética em relagdo ao substrato do isolamento (Antosfera e Filoplano).
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Os isolados foram divididos em dois grupos (filoplano e antosfera). Dototal de
isolados (n=303), 222 foram obtidosdo filoplano €79 daantosfera das bromélias.
Além disso, dois isoladosse obtiveram de amostras da agua do fitotelma (tanques de
bromélias), do local Pedra Talhada no municipio de Quebrangulo (Hannaella zeae e
Vishniacozyma sp. nov.1), as duascom afinidade basidiomicética. A espécie H. zeae
foi exclusiva deste substrato (fitotelma) e € conhecidamente produtora de esterase,
enzima ja relatada para leveduras associadas a plantas por Mautone e
colaboradores (2010).A enzima esterase tem atividade catalitica e hidrolitica, o que
confere aos micro-organismos produtores atuar sobre um amplo espectro de
substratos, entre estes, material em decomposi¢cdo, uma atividade que acontece
amplamente nos tanques das bromélias (LEROY et al. 2017). No caso de
Vishniacozyma sp. nov. 1, foi isolada também do filoplano das bromélias. Neste
trabalho, a relagdo geral de associagao de isolados por local € apresentada no
Grafico 2.

Grafico 2.Distribuicido dos isolados de leveduras em relagdo ao substrato de

isolamento em cada um dos locais de coleta.
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5.2.1.1 Basidiomycota e Ascomycota na antosfera

De acordo com o esforco amostral, obtiveram-se 79isoladosde flores nos
quatro pontos de amostragem (Grafico 2), destacando Macei6 com 42 isolados,
seguido de Murici, Quebrangulo e Unido dos Palmares, com 21, 11 e 5
respectivamente. Treze espécies de bromélias estiveram relacionadas as linhagens
de leveduras, obtidos um total de 34 espécies de leveduras associadas a este
substrato (Tabela 2).

Tabela 2.Distribuicdo taxondmica das espécies de leveduras isoladas da antosfera de
Bromélias e suas respectivas frequéncias obtidas nos 4 locais amostrados na Mata Atlantica
Setentrional.

Maceié Murici Quebrangulo Uniao dos Total
Palmares
Ascomycota 25 1 4 0 40
Aureobasidium pullulans 3 3
Aureobasidium thailandense 4 1 5
Clavispora\Candida intermedia 4 3 7
Clavispora\C. pseudointermedia 2 2
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Hanseniaspora sp. nov. 1
Hanseniaspora uvarum
Metschnikowia sp. nov. 1
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma\Candida carpophila
Phialemoniopsis ocularis
Torulaspora delbrueckii
Wickerhamiella jalapaonensis 1
Yamadazyma\Candida jaroonii 3

= NN D =W w
W =2 2NN DA =2 w o~

w
©

Basidiomycota 17 10 7 5
Carlosrosaea hohenbergiae
Carlosrosaea sp. nov. 6 1
Colacogloea diffluens 1
Dimennazyma cistialbidi 1
Microstroma sp. nov. 1 2
Moesziomyces aphidis 2

N N = 2 a2 N

Continuagdo - Tabela 2.Distribuicdo taxondmica das espécies de leveduras e suas respectivas
frequéncias isoladas da antosfera de Bromélias, obtidas nos 4 locais amostrados na Mata Atlantica

Setentrional.

Occuiltifur sp. nov. 1 2 2
Papiliotrema flavescens 5 3 1 9
Papiliotrema miconiae 1 1
Papiliotrema nemorosus 1 1
Papiliotrema sp. nov. 1 1 1 1 3
Piskurozyma sp. nov. 1 1
Pseudohyphozyma bogoriensis 2 2
Pseudozyma hubeiensis 3 1 4
Pseudozyma sp. nov. 1 1
Rhodosporidiobolus ruineniae 2 2
Saitozyma podzolica 1 1
Sporobolomyces carnicolor 1 1
Vishniacozyma sp. nov. 2 1 1
Vishniacozyma taibaiensis 1 1
Total geral 42 21 11 5 79

As espécies mais representativas na antosfera das bromélias neste estudo

foram Papiliotrema flavescens (nove isolados), que pertence ao género proposto por
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Liu e colaboradores em 2015,como resultado da unido de pequenos clados
monofiléticos (Auriculibuller, laurentii, Papiliotrema, pseudoalba e aureus) (LIU et al.
2015) e a espécie ascomicéticaCandida intermedia (sete isolados), conhecida por ter
ampla distribuicao e que foi isolada de diferentes ambientes, entre estes,o fitotelma
de bromélias em época chuvosa e em ambientes articos (GOMES et al. 2014;
BRANDA et al. 2010), também considerada uma espécie generalista (RUIVO et al.
2005).

A espécie P. flavescens tem sido descrita como uma espécie associada a
diferentes habitats, em particular a plantas (LIMTONG E NASANIT, 2017). Em nosso
estudo, P. flavescens foi isolada de flores de oito espécies de bromélias, as quais
foram obtidas de trés dos locais amostrados, indicando uma ampla distribuicdo e
uma alta capacidade de colonizar diferentes nichos potenciais.P. flavescens também
foi reportada como residente nas flores de duas familias de plantas no trabalho de
Canto, Herrera e Rodriguez (2017). O género Papiliotrema foi diverso e mais trés
espéciesforam reportadas neste estudo,sdo elas:P. miconia P. nemorosuse uma
espécie nao descrita Papiliotrema sp. nov. 1.

As leveduras pertencentesao género Candida foram as predominantesdentro
do filo Ascomycota e amplamente associadasas flores de bromélias nos diferentes
locais amostrados. As espécies C. intermedia, C. jaronii, C. carpophila, C.
Jjalapaonensise C. pseudointermedia somaram 14 isolados dos 40 associados neste
filo. A espécie Wickerhamiellajalapaonensis(Candidajalapaonensis) que foi proposta
como uma combinagdo nova por Vega e colaboradores (2017);destacando a
presenca do género em trés dos locais amostrados, com exceg¢ao de Quebrangulo.
Outros trabalhos contrastam com os nossos resultados, Pozo, Herrera e Bazaga
(2011) e VEGA e colaboradores (2017), reportam o género Metschnikowia como o
mais representativo de Ascomycota em flores, sendo que este género so foi
representadoneste estudo por uma espécie (Metschnikowiasp. nov. 1), isolada no
local de Macei?d.

Ainda no filo Ascomycota, outros géneros bem representados

foram:Aureobasidium(oito isolados)e Hanseniaspora (seis isolados), os quais
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saomostrados no trabalho de revisdo de ALEKLETT, HART e SHADE (2014) como
géneros amplamente distribuidos e associados a diferentes estruturas florais.A
espécie Aureobasidiumpullulansé considerada um fungo de distribuicdo ubiqua,
presente no filoplano eantosfera de diferentes espécies de plantas (ABDELFATTAH
et al. 2015).Isto pode ser evidenciado, ja que as linhagens obtidas destes géneros
(incluida a espécie A. pullulans) foram isoladas em diferentes locais e de pelo menos
oito espécies de bromélias.

A espécie ascomicéticaHanseniasporauvarumtambém se destacoucom cinco
isolados obtidos de dois dos locais amostrados.Esta espécie recentemente foi
reportada como uma espécie com potencial biotecnoldgico, utilizada como
coadjuvante nos processos de fermentacdo na enologia (TRISTEZZA et al. 2016).
Cabe destacar que os susbstratos de isolamento (familias de plantas) e as
metodologias usadas nos diferentes trabalhos citados foram diferentes. Por
enquanto, varios géneros de leveduras ascomicéticas associadosaantosfera de
bromélias neste estudo, ja foram reportados como hegeménicos da antosfera ou
estruturas como frutos e néctar na literatura(ROSA et al. 1999; LACHANCE;
BOWLES E STARMER, 2003; FONSECA E INACIO, 2006; LACHANCE, 2011,
ALEKLETT et al. 2013; LANDELL et al. 20014).

O filo Basidiomycota apresentou 20 espécies com a particularidade que as
frequénciasrelacionadas a cada espécie foram menores. Diversos trabalhos
discutem a relacdo de leveduras basidiomicéticas em estruturas florais,
principalmente focados na composi¢do quimica destas estruturas (ALEKLETT, HART
E SHADE, 2014), ou gerados por eventos estocasticos favorecidos pelos
mecanismos de liberacdo de esporos principalmente associada a leveduras
basidiomicéticas (CANTO; HERRERA e RODRIGUEZ, 2017).

Levando em consideragdo que a metodologia usada neste trabalho consistiu
em lavagens sucessivas dos substratos (neste caso flores), possivelmente este fato
diminuiu a quantidade de espécies de leveduras associadas ao néctar e as
estruturas reprodutivas das flores, mudando as caracteristicas comumente relatadas

para este substrato de predominancia do filo Ascomycota (VEGA et al. 2017, POZO;
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HERRERA. 2011; LACHANSE et al. 2006).Contudo as leveduras basidiomicéticas
apresentaram uma maior riqueza de espécies associadas principalmente as
estruturas como pétalas, sépalas e outras de carater vegetativos, onde este tipo de
leveduras é predominande. Isto possivelmente esta relacionada a composicdo da
estrutura quimica das das estruturas vegetativas das flores sao ricas em
polissacarideos complexos, como exemplo a cutinaque é formada de acidos graxos
de cadeia longa (UEDA et al. 2015).

Diversos trabalhos tém reportado a composicdo de leveduras na antosfera de
plantas. Vadkertiova e colaboradores (2012) usaram como substrato de isolamento
de leveduras, flores e frutos de plantas onde identificaram 23 espécies a partir de
173 isolados. Em 2011, Pozo, Herrera e Bazaga, trabalhando com diferentes flores
de plantas, isolaram 128 leveduras com uma riqueza de 12 espécie, enquanto Canto
e colaboradores (2017) obtiveram um total de 39 espécies de leveduras distribuidas
na proporcao de48% Ascomycota e 52% Basidiomycota. Mais recentemente, Vega e
colaboradores (2017) trabalharam com néctar de flores (113 amostras) e também
com insetos, onde identificaram 114 espécies, com uma prevaléncia de leveduras
ascomicéticas, principalmente do género Wickerhamiella, e um amplo numero de
espécies novas.

O que mostra quea composicao das comunidades de leveduras obtidas das
flores das broméliasapresentou um numero relativamente alto de espécies (n=34) e
com uma marcada heterogeidade para cada local e isto esteve associado a um
numero substancial de espécies de bromeélias (n=13).Ressaltando, queadistribuigao
das espécies de leveduras (riqueza e frequéncias) pode ser determinada por
diferentes fatores, entre eles o substrato (YURKOV et al. 2015; LACHANCE ET AL.
2011, 2016; BRANDAO et al. 2017). Por enquanto, plantas associadas a diferentes
habitats podem influenciar a presenca de leveduras que fazem parte da
hiperdiversidade de micro-organismos nestes nichos ecolégicos (LACHANCE et al.
2006; HERRERA E POZO, 2010).

5.2.1.2 Basidiomycota e Ascomycota no filoplano
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Dos 222 isolados obtidos do filoplano das bromélias, 86% (n=190) s&o
leveduras basidiomicéticas e 14% (n=32) ascomicéticas (Tabela 3). Estas linhagens
foram obtidas a partir de 68amostras de 26 espécies de bromélias, mostrando a
ampla facilidade das leveduras de serem colonizadoras ativas deste
substrato;principalmente favorecidas por relagdes mutualistas com a planta
hospedeira, fato que pode ser evidenciado nos diversos trabalhos que relacionam
este substrato com leveduras nos ultimos 30 anos (INACIO et al. 2002; 2006;
GLUSHAKOVA et al. 2007; LANDELL et al. 2010; LIMTONGet al. 2014; LIMTONG E
NASANIT, 2017).

Tabela 3.Distribuicao taxonémica das espécies de leveduras e suas respetivas frequéncias de
isolamento no filoplano de Bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na Mata Atlantica

Setentrional.

Uniao dos

Maceio Murici Quebrangulo Palmares Total

Ascomycota 16 7 4 5 32
Anhellia nectandrae 1 1
Aureobasidium pullulans 2 1 3
Aureobasidium sp. nov. 1 1 1
Aureobasidium thailandense 4 2 3 9
Candida sinolaborantium 1 1
Clavispora\Candida intermedia 2 2
Exophiala sp. nov. 1 1
Hortaea werneckii 1 1
Lodderomyces\Candida parapsilosis 1 1 1 3
Metschnikowia sp. nov. 2 1 1
Meyerozyma guilliermondii 4 1 5
Phaeothecoidea sp. nov. 2 2
Yamadazyma\Candida jaroonii 2 2
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Basidiomycota 52 23 46 69 190
Anomalomyces sp. nov. 1
Bulleribasidium sp. nov. 1
Carcinomyces sp. nov. 1
Carlosrosaea aechmeae 1
Carlosrosaea hohenbergiae 1 1
Carlosrosaea sp. nov.3 3 4 1
Carlosrosaea sp. nov. 4
Carlosrosaea sp. nov. 5
Carlosrosaea sp. nov.7 1
Carlosrosaea sp. nov.8 1 1
Carlosrosaea sp. nov. 9 1
Colacogloea cycloclastica 1
Colacogloea diffluens 5
Colacogloea sp. nov. 1 1
Colacogloea sp. nov. 2 1
Cyrenella sp. nov. 1 2
Cystobasidium sp. nov. 1 1
Fellomyces borneensis 3

O =2 A A A

a oW
—
—

W N N 2 a O = a2 N A a A

Continuagdo Tabela 3. Distribuicdo taxondmica das espécies de leveduras e suas respetivas
frequéncias de isolamento no filoplano de Bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na

Mata Atlantica Setentrional.

Hannaella kunmingensis 1

Hannaella oryzae 1
Hannaella pagnoccae 3 1
Hannaella phetchabunensis 1
Hannaella siamensis 1

Hannaella sp. nov. 1 1 1
Hannaella sp. nov. 2 1

Hannaella sp. nov. 3 1

Hannaella sp. nov. 4
Hasegawazyma lactosa
Heterocephalacria sp. nov. 1
Jaminaea rosea
Kockovaella sacchari 1
Kordyana sp. nov. 1 1

Kordyana sp. nov. 2 1

- A A
A A A A N A A a a N A a b a
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Kordyana sp. nov. 3 1

Meira miltonrushii 1 1
Meira nashicola 2

Meira sp. nov. 2 1
Meredithblackwellia sp. nov. 2
Moesziomyces antarcticus 1
Moesziomyces aphidis 1 3
Moesziomyces rugulosa 1
Pattersoniomyces tillandsiae 1

Moesziomyces sp. nov. 2 1

Oberwinklerozyma sp. nov. 1

Occultifur externus

Occultifur sp. nov. 1

Papiliotrema flavescens 1 1 4
Papiliotrema leoncinii 6 2
Papiliotrema mangalensis 1 1

Papiliotrema miconiae 1
Papiliotrema nemorosus 2
Papiliotrema siamense
Papiliotrema sp. nov. 1
Piskurozyma taiwanensis
Pseudozyma hubeiensis

1S N N

1
1 1 1
1 4

0 = =~ W

RN
w

Continuagdo Tabela 3. Distribuicdo taxondmica das espécies de leveduras e suas respetivas
frequéncias de isolamento no filoplano de Bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na

Mata Atlantica Setentrional.

Rhodosporidiobolus poonsookiae 1 1
Rhodotorula sp. nov. 1 1 1
Rhodotorula sp. nov. 2 1 1
Rhodotorula taiwanensis 2 2
Rhynchogastrema complexa 1 1
Saitozyma podzolica 3 2 5
Saitozyma sp. nov. 1 2 1 1 4
Saitozyma sp. nov. 2 2 2
Sporobolomyces sp. nov. 1 1 1
Symmetrospora marina 5 5
Symmetrospora marina/vermiculatus 3 3
Symmetrospora sp. nov. 1 1 2 3
Symmetrospora sp. nov. 2 1 1
Symmetrospora symmetricus 1 1
Sympodiomycopsis paphiopedili 1 1
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Sympodiomycopsis sp. nov. 1

Tremella sp. nov. 1 1

Tremella sp. nov. 2 1 2
Tremella sp. nov. 3 1

Tremella sp. nov. 4 1
Tremella sp. nov. 5 1

Trimorphomycessp. nov. 1 2
Vishniacozyma sp. nov. 2 1

Vishniacozyma sp. nov. 1
Vishniacozyma taibaiensis
Vonarxula javanica
Vonarxula sp. nov.

= A a N
RN
=) A A NN 2N D W A

Yunzhangia sp. nov. 1
Total geral 68 30 50 74 222

Os subfilos de leveduras representados no estudo foram:Pezizomycotina e
Saccharomycotina que pertencem ao filo Ascomycota eAgaricomycotina,
Pucciniomycotina eUstilaginomycotina pertencentes aBasidiomycota. As leveduras
isoladas do filoplano ndo apresentaram relacdo espécie-especificacom as bromélias
e/ou os habitats que estas ocorreram.

O filo Ascomycota esteve representado por 32 isolados, distribuidos em 13
espécies.Os subfilos apresentados foram Pezizomycotina e Saccharomycotina com
sete e seis espécies de leveduras respectivamente. A distribuicdo dos subfilos nos
locais amostrados é apresentadano grafico3.Para os isolados obtidos em Murici
houve uma maior frequéncia de isolamento associada ao subfilo Saccharomycotina
nas espécies Candida sinolaborantium, Candida intermedia, Candida parapsilosis,
Meyerozyma quilliermondiieCandida jaroonii.Muitas destas espécies tém sido
isoladas de plantas, como exemploC. jaroonii do clado Yamadazyma, isolada do
filoplano e frutas, insetos (LIMTONG et al. 2012) e grédos de cacau (GRONDIN et al.
2015). Destacando aogénero Candidacomo um dos mais representativos
associadocom diferentes clados (Lodderomyces, Yamadazyma, Clavispora),

somando sete isolados dos 14 obtidos do subfilo Saccharomycotina.
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Grafico 3.Grupos taxondmicos presentes nos quatro locais amostrados. A

porcentagem indica frequénciasde leveduras relacionadas a cada subfilo de Ascomycota.
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Alem disso, foi obtido o género Aureobasidiumconsiderado de ampla
distribuicdo e cosmopolitas (INACIO et al. 2002, FORT et al. 2016; SOLIS et al.
2015; VACHER et al. 2016), este género foi o unico representante de
Pezizomycotina e o] mais representativo de  Ascomycota neste
substrato.Foramobtidas trés espécies (Aureobasidium pullulans, Aureobasidium
thailandense, Aureobasidium sp. nov. 1) com um total de 13 isolados. Este fato pode
ser explicado, ja que este género apresentama capacidade de produzir substancias
biossurfactantes facilitando assimo grau de umectagdo na superficie da folha,
aumentando ainda mais a lixiviagdo de substédncias organicas depositadas ou
fornecidas pela planta (LIMNTONG E NASANIT, 2017; MENESES et al. 2017).

Em contraste com os resultados apresentados neste estudo, Landell e
colaboradores (2006), que também isolaram leveduras do filoplano de bromélias,
reportaram os géneros Candida e Debaryomycescomo os mais predominantes de
Ascomycota, correspondendo a 75% dos isolados neste filo.Estes isolados foram
relacionados a um numero variado de espécies de bromélias, o que direciona a

importancia do substrato (bromélias) emestudos relacionado com leveduras.Como
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também este género foi isolados no trabalho deCamatti-sartori e colaboradores
(2005), com a variante que estiveram como géneros prevalentes associados a
antosfera da macga (Malus domestica).

Um total de 190 isolados de basidiomicetos foi obtidos nos quatro locais
amostrados, somando 83 espécies. Destas, 43 associadas ao subfilo
Agaricomycotinacorrespondendo a 117 isolados, constituindo o mais representativo
subfilo de Basidiomycota.As espécies commaior frequénciase distribuicdo foram
Papiliotrema leoncinii, Carlosrosaea hohenbergiae, Carlosrosaea sp. nov.
3,P.flavescens, Vishniacozyma sp. nov. 1, Piskurozymataiwanensis, onde as
quatroultimas foram as unicas leveduras compartilhadas nos quatro locais para o
filoplano.

As espéciesP. flavescenseP. leoncinii foram as mais frequéntemente isoladas
neste estudo, género pertenecente a familia Rhynchogastremataceae da ordem
Tremellales.A espécieP. leonciniifoi descrita recentemente e associada também
aofiloplano de bromélias (PAGANIet al, 2016a). Ografico quatrosinaliza as relagdes

gerais na composicao de leveduras entre locais.

Grafico 4.Relagdao da composicao das espécies de leveduras para os locais amostrados

na porcgao setentrional do Bioma da Mata Atlantica.
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Diversos géneros associadosa Tremellomycetes foram o0s mais
representativos.Se destaca o género Carlosrosaecacom 30 isolados,este género
surge da raclasificagcdo do Bullera género altamente polifilético (LIU et al. 2015).A
espécie Carlosrosaea vrieseae (Bulleravrieseae)emais recentemente duas espécies
de leveduras associadas a este género,foram descritas como produto de esta
dissertagcdaoC. aechmeae e hohenbergiae(FELIXet al. 2017). Destacando ainda mais
que o género tem sido reportado na literatura unicamente associado a filosfera de
bromélias.

Outro género com alta representatividade reportados neste trabalho foi
Hannaella com 13 isolados distribuidos em nove espécies, das quais quatro sao
possiveis espécies novas.O género Hannaellaé bem estabelecido baseando sua
classificacdo além de caracteres moleculares, em relevantes caracteres
morfolégicos, o que estabelece sua posicdo filogenética dentro da
ordem.Hannaellapertencem a familia Bulleribasidiaceae recentemente criada com o
objetivo de agrupar linhagens monofiléticos, a maioria de seus representantes
incluindo Hannaella, s6 se conhece o estado anamoérfico (Liu et al. 2015).

Finalmente, estda o género Tremella(Tremellales)representado por sete
isolados em cinco espécies novas, obtidos em todos os quatro locais
amostrados.Este género apresenta atributos como corpos de frutificagdes uteis no
momento de reclassificar as espécies associadas, distribuidas assim em trés clados
filogenéticos; o clado Tremella sensustrito apresenta para sua classificagdo o uso de
caracteres tanto morfologicos como ecoldgicos, além dos genéticos.Dentro do clado
sao varias as caracteristicas morfoldgicas usadas na classificagdocomo a presenca
de basidiomao que os associa com grupos de fungos Russulales (Peniophora) no
sub clado mesenterica e com Xylariaceae (Hypoxilon ou Xylaria) do clado fusiformes,
entre outras caracteristicas, o género conta com 90 espécies.

Além na ordem Tremellales se destaca o géneroVishniacozymarecentemente
proposto na reclassificagdo da ordem. Surge a partir de diferentes espécies do
género Cryptococcus clado C. victoriae e uma espécie de Trimorphomycese o clado
dimennaerelacionando as linhagens associadasaTrimorphomyces, Cryptococcuse
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uma espécie de Bullera, estos dois subclados foram fortememente soportados nas
analises filogenéticas. No entanto a combinagcdo destes em um unico género é
devido a consideragado de que eles s&o fenotipicamente indistinguiveis (Liu et al.
2015).

Outro subfilo representado neste trabalho foiPucciniomycotina.Este foi
representado por 24 espécies e 40 isolados, onde os géneros mais prevalentes por
suas frequénciase numero de espécies foram Colacogloeacom oitoisolados
distribuidos em quatro espécies.Este géneroapresentou recentemente uma
reclassificacdo e surgido da fusdo de outros géneros como Rhodotorula(e.x.R.
diffluens-Colacogloeadiffluens) e Sporobolomyces.Onde as relagdes filogenéticas
nao foram suportadas fielmente por genes relacionados ao rDNA, por enquanto,
genes codificadores de proteinas esclareceram as relagdes filogenéticas (WANG et
al. 2015).

O género prevalente de Pucciniomycotina foi Symmetrospora, com 13 isolados
agrupados em cincoespécies.Este género também foi proposto pela unido de
espécies associadas aos géneros Rhodotorulae Sporobolomyces(WANG et al.2015),
sendo estes géneros ja reportados na literatura como alguns dos mais
representativos na filosfera (LANDELL et al. 2009, 2014; VERHOLT, 2012;
SURUSSAWADEE et al. 2014; MACHADO et al. 2016).Neste estudo destaca-se a
espécie Symmetrosporamarina com oito isolados.

Espécies associadas aPucciniomycotina como:Rhodosporidiobolus
poonsookiae,Rhodotorula taiwanensis,Symmetrospora symmetricus,
Sporobolomyces sp. nov. 1, apresentam pigmentos carotenoides que favorecemo
estabelecimento destas leveduras no filoplano,ja que este mecanismo ajuda na
protecdo contra a radiagdao UV. Leveduras deste grupo sdoem alguns casos,
consideradas indicadores da contaminacdo do ar nos ambientes (VALARINI et al.
2007) e algumas espécies sao capazes de formar balistoconidias que sao
mecanismos especializados para a dispersdao (LIMNTON e NASANIT, 2017),
caracteristica que apresentam integrantes de outros grupos filogenéticos como
Kockovaella do subfilo Agaricomycotina (NASANIT et al. 2015).
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Finalmente o subfilo Ustilaginomycotina apresentou uma destacada
representatividade com 15 espécies distribuidas em 33 isolados, onde a espécie
mais freuénte foi Pseudozyma hubeiensis, obtida de trés dos quatro locais, além de
apresentar 39% dos isolados do subfilo, foi umas das leveduras isoladas de um
maior numero de espécies de bromélias (n=10).P. hubeiensis &€ uma espécie
também considerada cosmopolita inicialmente isolada na China a partir de diferentes
tipos de folhas de plantas (WANG et al. 2006) e com um alto potencial
biotecnolégico, principalmente na producédo e imobilizagao de lipases (Bussamara et
al. 2012).

A taxonomia dos ustilaginomicetos ainda & controversa.Alguns dos géneros
isolados neste trabalho apresentaram células leveduriformes nas observacgdes
microscopicas e além do ja conhecido estado anamoérfico de yeast-like. As analises
por homologia usando o programa Blast geraram associagdes a estados
teleomoérficos de fungos filamentosos.Alguns destes géneros foram Meira e
Jaminaea(considerado uma linhagem basal de Mycrostomales),todos eles
apresentado um elevado numero de substituicdes nas analises utilizando sequéncias
da regiaoD1\D2 para a espécies mais proximas.

O género Meira tem sido de interesse recentemente ja que apresenta como
muitos fungos deste subfilo, estados teleomorficos e anamorficos.Esta representado
na atualidade por trésespécies inicialmente obtidas a partir do filoplano de plantas,
entre elas de magndlia em Louisiana, EUA, também encontrado como endéfito de
plantas (RUSH et al. 2013). Destaca-se também géneros como Kordyana,
SympodiomycopsiseMoesziomyces, este ultimo amplamente associados com a
familia Poaceae,damesma ordem das bromélias (NASANIT et al. 2016). Demaneira
geral as relagbes dos subfilos de Basidiomycota entre os pontos de amostragem séao

observadas no grafico 5.

Grafico 5. Grupos taxondémicos presentes nos quatro locais amostrados. A

porcentagem indica a frequénciasde leveduras relacionadas a cada subfilo de Basidiomycota.
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Filo Basidiomycota

Maceié

—_—

Murici ——
Quebrangulo —

Unido dos Palmares —

0% 20% 40% 60% 80% 100%

u Agaricomycotina Pucciniomycotina  ® Ustilaginomycotina

Os pontos de amostragem apresentaram uma composicao
altamenteheterogénea de leveduras, como também de nichos (espécies de
bromélias).Asmicrobiotas apresentadas mostram o alto potencial que tém estes
substratos na comprencao da diversidade de leveduras nestos ecossistemas.O
filoplano de bromélias é um habitat que favorece o estabelecimento das
leveduras,ainda apresentando fatores que o tornam um ambiente extremo: abibticos
(radiagdo solar, chuva), como bidticos (competéncia secrecdo de sustancias
inhibitorias) que cumprem o papel de filtragem no estabelecimento das leveduras.

No entanto as leveduras também apresentam caracteristicas de tolerancia a
condicdes ambientais extremas, acapacidade formar estruturas clamiddsporas
(estruturas resistentes a desseccgao) (LANDELL et al. 2006), produgao de pigmentos,
bem como uma maior versatilidade no uso de diferentes fontes de carbono e outras
substancias disponiveisque as auxiliam na colonizagao destes habitats (VALARINI et
al. 2007; LIMNTON e NASANIT, 2017).0s resultados obtidos neste estudo ratificam
o reportado na literatura em relagdo alta frecuencia de ocurréncia de leveduras
basidiomicéticas no filoplano (INACIO et al. 2012, LANDELL et al. 2006; LIMNGTON
e NASANIT, 2017).

Porém, resultados diferentes foram apresentados por Limtong e colaboradores
(2014) num trabalho feito com o filoplano de cana de agucar.Onde hove uma maior

prevaléncia deleveduras ascomicéticas no filoplano, o 66% dos isolados distribuidas
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em 24 espécies, onde o género mais representativo foi Candida com 10 espécies; a
porcentagem restante correspondeu a seis géneros representados em12 espécies
de leveduras basidiomicética, a espécie com maior frequénciafoi Rhodosporidium
taiwanensis.Este resultado contrastante esteve associado ao método utilizado que
enriqueceuo meio de cultura com agucares simples, o que possibilitou o crecimento
de leveduras ascomicéticas as quais tém uma preferéncia por estes substratos.

No entanto,este resultado de prevaléncia de leveduras ascomiceticas também
pode serexplicadolevando em consideragéo que a associagaode leveduras e fungos
em geral depende dos estados particulares nosprocessos fisiolégicos das plantas,
além de fatores abioticos como mudangas microclimaticas ou sazonalidade(CROSS
etal. 2016).Nao obstante estes fatores ndo apresentaram variagao significativa neste
estudo, o que nao permite atribuir a heterogeneidade e distribuicdo das leveduras a

estes fatores noslocaisde estudo.

5.2.2 Espécies Novas na Mata Atlantica Setentrional

Das espécies reportadas para o filoplano 50 sdo possiveis espécies novas
(Tabela 4). Todos os subfilos apresentados neste trabalho tiveram possiveis
espécies novas associadas; os mais representativos foram Agaricomycotina de
Basidiomycota com 24 espécies novas, Pucciniomycotina com 14,
Ustilaginomycotina com oito, e finalmente os subfilos associados a Ascomycota,
onde Pezizomycotina apresentou trés espécies e Saccharomycotina uma espécie. O
que evidencia a alta riquza de taxas de leveduras e mais ainda de possiveis
espécies novas associadas a bromélias na Mata Atlantica Setentrional.

Os géneros com maior numero de possiveis espécies novas foram
Carlosrosaea (seis), Tremella (cinco), Hannaella (quatro), Kordyana (trés).O

géneroCarlosrosaea,apresentou além das espécies ja descritas (trés) seis possiveis
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espécies novas, com uma ampla distribuidas tendo representantes nos quatro locais

amostrados, além duma alta frequéncia de isolamento neste substrato.

Tabela 4.Distribuicao taxondmica das espécies novas de leveduras e suas respectivas

frequéncias de iolamento no filoplano de bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na

Mata Atlantica Setentrional.

Uniao dos

Maceio Murici uebrangulo
Q 9 Palmares

ASCOMYCOTA
Pezizomycotina
Aureobasidium sp. nov. 1 1
Exophiala sp. nov.1
Phaeothecoidea sp. nov.1 2
Saccharomycotina

Metschnikowia sp. nov. 2 1

BASIDIOMYCOTA
Agaricomycotina
Bulleribasidium sp. nov. 1 1
Carcinomyces sp. nov. 1 1
Carlosrosaea sp. nov. 3 3 4 1 3

Continuagao Tabela 4.Distribuicdo taxondmica das espécies novas de leveduras e suas respectivas
frequéncias de iolamento no filoplano de bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na Mata

Atlantica Setentrional.

Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.

Carlosrosaea sp. nov.

© 00 N O »
=N

Carlosrosaea sp. nov.
Hannaella sp. nov. 1 1 1
Hannaella sp. nov. 2 1

Hannaella sp. nov. 3 1

Hannaella sp. nov. 4
Heterocephalacria sp. nov. 1
Papiliotrema sp. nov. 1

Saitozyma sp. nov. 1

N N =2 A
N
-

Saitozyma sp. nov. 2

Tremella sp. nov. 1 1
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Tremella sp. nov. 2 1 2
Tremella sp. nov. 3 1
Tremella sp. nov. 4 1
Tremella sp. nov. 5 1
Trimorphomycessp. nov. 1
Vishniacozyma sp. nov. 1 2 1 2
Vishniacozyma sp. nov. 2 1
Pucciniomycotina

Colacogloea sp. nov. 1 1
Colacogloea sp. nov. 2 1
Cyrenella sp. nov. 1 2

Cystobasidium sp. nov.1
Meredithblackwellia sp. nov.1 2
Oberwinklerozyma sp. nov. 1 1

Occultifur sp. nov. 1 1
Rhodotorula sp. nov. 1 1
Rhodotorula sp. nov. 2
Sporobolomyces sp. nov. 1

Symmetrospora sp. nov. 1 1

_ N

Symmetrospora sp. nov. 2
Vonarxula sp. nov.1 1
Yunzhangia sp. nov.1 1

Continuagao Tabela 4.Distribuicao taxonémica das espécies novas de leveduras e suas respectivas
frequéncias de iolamento no filoplano de bromélias, obtidas nos quatro locais amostrados na Mata
Atlantica Setentrional.

Ustilaginomycotina

Anomalomyces sp. nov.1 1
Kordyana sp. nov. 1 1
Kordyana sp. nov. 2 1

Kordyana sp. nov. 3 1

Meira sp. nov. 2 1
Moesziomyces sp. nov. 1 1

Moesziomyces sp. nov. 2 1

Sympodiomycopsis sp. nov. 1 1

OgenéroTremellateveassociado cincopossiveis espécies novas obtidos nos
quatro locais amostrados. As diferencias basearam-se com a espécie tipo Tremella
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globispora todas elas com nove ou dez substituicbes para nas regides D1\D2 e
variagbes para ITS que as determinou como possiveis espécies novas. Finalmente
0 género Hannaella com varias possiveis espécies novas associadas com
representantes nos diferentes locais (Hannaella sp. nov. 1, Hannaella sp. nov. 2,
Hannaella sp. nov. 3, Hannaella sp. nov. 4).

O conhecimento da diversidade de leveduras tem sido incrementada
consideravelmente nos ultimos 50 anos (JUMPPONEN; JONES, 2010; YURKOV;
KEMLER; BEGEROW, 2011). Diferentes trabalhos relacionam esta diversidade a o
substratos deisolamentoe as regides ecoldogicas.Em Taiwan nos ultimos anos tem-se
descrito mais de 70 espécies novas (GROENEWALD, ROBERT; SMITH, 2011). Na
Russia mais 130 leveduras tém sido reportadas exclusivamente para o solo
(YURKOV et al. 2015). No Brasil recentemente tém sido descritas diversas espécies
novas de leveduras associadas a diferentes substratos, se destaca Carlosrosaea
hohenbergia e Carlosrosaea aechmeae,associadas a bromélias na Mata Atlantica
Setentrional, como produto desta dissertagdo po FELIX e colaboradores (2017), fato
que evidencia a importancia deste tipo de trabalhos taxonémicos, que contribuem
com o conhecimento da riqueza de espécies de leveduras, ainda pouco explorada
nestes habitats.

Levando isto em consideragdo e contrastando com a riqueza de espécies de
leveduras reportadas na literatura, que superou 1500 espécies segundo Kurtzman e
colaboradores (2011), e anos depois (VU et al. 2016) reportou 1700.As possiveis
espécies novas associadas a este trabalho é superior a 3% do total de espécies
descritas na atualidade e o mesmo porcentagem para as espécies descritas,
contribuindo substancialmente ao conhecimento da diversidade de leveduras em
ambientes naturais. Por outro lado, a descricao de leveduras tém um rol importante
na industria e na biotecnologia, ja que muitas destas possiveis espécies novas
podem apresentar potencialidades que permitam o desenvolvimento de multiplos

produtos e servicos.
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5.3 Relagao entre a composicao de bromélias e composicao de leveduras

nos locais amostrados

Nao foi estabelecida uma relagdo espécie-especifica entre as leveduras e
bromélias para nenhum dos quatro locais amostrados.No entanto, pode-se observar
que os locais que apresentaram maior numero de espécies de plantas hospedeiras,
apresentaram uma heterogeneidade maior na composicdo das espécies de
leveduras.Os locais de amostragem de Unido dos Palmares e Macei6é apresentaram
0 maior numero de leveduras junto com o maior numero espécies de bromélias
(Grafico 6).

Grafico 6. Composicdo e relagdao de bromélias (A) e leveduras (B), nos locais

amostrados.
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Os padrdes de agrupamento na composi¢cao das espéciespara bromélias e

leveduras para os quatro locais sdo apresentados no grafico 7. De acordo com as
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analises de similaridade, a maior semelhanca em relagcdo a composicdo das
bromélias foi entre os pontos Unido dos Palmares e Quebrangulo, enquanto a
composig¢ao dos outros sitios mostrou uma baixa semelhanca entre eles. No entanto

para leveduras a melhor relagdo foi apresentada nos locais de Murici e Unido dos

Palmares.

Grafico 7.Dendrograma representando a composicdo de espécies de bromélias (A) e

leveduras (B), para os quatro pontos de coleta, na Mata Atlantica Setentrional.
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Aproximadamente 68% dos géneros de bromélias reportados para a Mata
Atlantica Setentrional foram encontrados neste estudo (SIQUEIRA et al. 2003;
MARTINELLI et al. 2008).Estes resultados reforcam a concepg¢do de que bromélias
sao um importante nicho no qual a descricdo de espécies novas, assim como 0O
papel destesmicro-organismos na ciclagem de nutrientes, na defesa da planta e na
contribuicdo nos processos de polinizacdo (fitness das plantas) ainda & pouco
explorada (LANDELL et al. 2006; GOMES et al. 2015; FELIX et al. 2017).

Para as leveduras os locais com maior correlagédo na composi¢do foram Murici
e Unido dos Palmares, ja que muitas espécies de leveduras isoladas em Unidao dos

Palmares (que apresento maior numero de espécies isoladas que Murici), também
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fizeram parte da composicdo de leveduras do Murici. Os outros locais mostraram

uma composi¢ao mais heterogénea entre eles.

5.4 Diversidade de Leveduras

5.4.1 Diversidade alfa (a)

Riqueza, frequéncias, Equitabilidade e indice de Shanonn- Weaver

No total, seis espécies foram compartilhadas para os diferentes substratos
(filoplano, antosfera ou fitotelma) nos quatro locais.Todas as espécies compartilladas
foram de leveduras basidiomicética, representadas nos subfilos: Agaricomycotina
distribuidos em quatro familias:Bulleribasidiaceae- Vishniacozyma sp. nov. 1;
Piskurozymaceae- Piskurozyma taiwanensis; Rhynchogastremataceae - duas
espécies do género Papiliotrema (P. flavescens e Papiliotrema sp. nov.1) e
Trimorphomycetaceae - Carlosrosaea sp. nov. 3 e do subfilo Ustilaginomycotina
representado na familia Ustilaginaceae - P. hubeiensis (Grafico 8).

Grafico 8.Espécies de leveduras apresentadas nos quatro locais amostrados com suas

respectivas frequéncias.
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As analises estatisticas foram baseadas nos dados relacionados ao filoplano,
por serem dados padronizados na metodologia de coleta. A analise da curva de
acumulacdo de espécies basead em rarefacdo dos dados obtidos, permitiu fazer a
comparagao dos locais onde os resultados de isolamento foram desiguais; fato
relacionado a ampla obtencao de espécies com baixas frequencias de isolamento
isoladas do filoplano das bromélias. A curva de acumulacdo das espécies de
leveduras mostrou que para os dados obtidos nos quatro locais, nédo foi atingida a

assintota ou patamar(Grafico 9).

Grafico 9.Curva de acumulagdo baseada em rarefagdo e estimadores de riqueza de

espécies de leveduras associadas ao filoplano de bromélias da Mata Atlantica Setentrional.
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A riqueza total foi estimada em 144 espécies, o que pode indicar que o
esforgco amostral ou o método de isolamento empregado n&o foi satisfatério para
conhecer a diversidade de leveduras presente nestes substratos. Estes resultados
indicam quediversas espéciesde leveduras poderiam ser encontradas com o
aumento do esfor¢go amostral.

Da area amostrada distribuida em quatro pontos foi obtidauma riqueza de 96
espécies de leveduras, associadas a 222 isolados no filoplano de bromélias.Tem-se
relatado até agora uma alta heterogeneidade na composicdo de leveduras nos
diferentes locais.Assim que para Maceio foi apresentadaumariqueza de S = 42 a
qual foi refletida no maior valor do indice de Shanonn H = 3,524 obtido nos quatro

pontos de amostragem; nestelocal também foi reportado a maior riqueza de
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bromélias, fatores que podem estar influenciados diretamente.Prober e
colaboradores (2015) reportaram uma forte relacdo entre a riquza de plantas
(hospedeiro) e micro-organismo, incluindo fungos fato que mantem a relagdo com os
dados aprsentados neste estudo.

Os locais de Unidao dos Palmares e Quebrangulo apresentaram um numero
proximo na riqueza de levedura: 39 e 34, respectivamente, e uma composicao
semelhante no numero de espécies de bromélias. Dados contrastantes foram
obtidos no local de Murici, com 13% das espécies relatadas para o filoplano neste
estudo, com predominéncia de Agaricomycotina (n = 14 espécies) em associagao a
oito géneros, sendo os mais representativos Papiliotrema e Carlosrosaea. Do subfilo
Saccharomycotina (n = 5) espécies associadas em sua maioria ao género
Candida.Os indices de diversidade calculados podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5.Valores de indices de diversidade, baseados na estrutura das comunidades.

Maceié Murici Quebrangulo Unido dos Palmares
Riqueza de Espécies -S 42 20 34 39
Numero de individuos 68 30 50 74
Dominancia_D 0,03893 0,08444 0,0416 0,04127
Simpson_1-D 0,9611 0,9156 0,9584 0,9587
Shannon-Weaver_H 3,524 2,766 3,37 3,426
Equitabilidade_J 0,9427 0,9232 0,9556 0,935

Dominancia

Na analise de diversidade para as areasamostradas, se considerou o indice
de Dominancia.Murici apresentou o valor mais alto(0,08444), por outro
ladoapresentou também o menor valor de equabilidade (0,9232). Esta relagdo foi
dada, pelo fatoalém de ter um numero baixo de linhagens obtidos (n=30),
representados em20 espécies. Em comparagao aos outros locais, a distribuicao das
espécies neste ponto de amostragem,esteve marcada por uma maior frequéncia de
isolamento apresentada por trés espécies, P. leoncinii (n=6), Carlosrosaea sp. nov. 3
(n=4) e Yamadazyma\C. jaroonii (n=3), constituindo aproximadamente 50% das

linhagens reportadas.
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A dominancia deste local se refleteno nivel taxonémico, onde nao teve
arepresentacdo dos subfilo Pezizomycotina doAscomycota e Pucciniomycotina de
Basidiomycota. Além disso, o maior numero de linhagens (n=21 ou 66%), esteve
restrita a ordem (Tremellales) do filo Basidiomycota. Apesar de ter sido o local com
maior valor de dominancia nas analises, apresentou noveespécies associadas a
taxons novos, quase 50% das espécies do local. Os outros locais apresentaram

valores de dominancia menores que 0,05.

Equitabilidade

A riqueza de espécies, assim como o indice de Shannon-Weaver(que sera
abordado mais adiante) sdo levados em consideragao para determinar os valores de
equitabilidade na amostragem.O local que apresentou um maior valor para
esteindice foi Quebrangulo (0,957) mas ndo apresentou a maior riqueza. No entanto
as espeécies presentes neste local tiveram uma distribuicdo mais homogénea, onde
as espécies S.marina e P.flavescensapresentaram as maiores frequéncias, cinco e
quatro linhagens respectivamente.As 32 espécies restantes, tiveram de um a trés
isolados.

Nove ordens foram representadas no local de Quebrangulo; a ordem
Dothideales,a unica associada ao filo Ascomycota comquatro isolados, associados
todos ao género Aureobasidium.

Os valores de equabilidade nos locais de Maceié e Unido dos Palmares
apresentam valores proximos entre eles (0,9427 e 0,935) respectivamente.Destaca-
se que estes dois locais foram os que mais compartilharam espécies com outros
pontos de amostragem. Quebrangulocompartilhou 13 espécies com Maceid, 15 com
Unido dos Palmares e sete com Murici. Destaca-se que os valores de equabilidade
apresentados nos quatro locais, refletemnuma baixa predominancia nas espécies

apresentadas, sendo isto gerado por uma distribuicdo altamente heterogénea.

indice de Shanonn- Weaver e indice de Simpson (1 - D)
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O local que teve melhor relacao entre o indice calculado foi Maceid, que
apresentou um indice H'=3,524, uma equabilidade de 0,9427 e uma dominancia de
0,03893, a mais baixa entre os locais. A maior diversidade obtida em Maceid esta
representada peladiversidade filogenética das leveduras, onde os cinco subfilos
relacionados neste trabalho foram apresentados no filoplano.Para o filo Ascomycota
se apresentaram oito espécies em sete géneros, nossubfilos: Pezizomycotina e
Saccharomycotina, o que correspondeu a 33% da riqueza no local e o restante
(67%)correspondeu ao filo Basidiomycota com 34 espécies associadas a 21 géneros
nos subfilos Agaricomycotina, Pucciniomycotina eUstilaginomycotina. Além disso, os
isolados obtidos estiveramassociados a umnumero maior de espécies de bromélias
por local (n=17).

As proporgdes dos diferentes géneros presentes em cada um dos locais
encontram-se representadas nos graficos10 e 11, onde para Quebrangulo se mostra
a prevaléncia do género Aureobasidium,que também teve uma destacada
representatividade em Maceié e em Unido dos Palmares;levando em consideragcao
gie € um género cosmopolita,e amplamente associada a estudos com material
vegetal, além de seruma levedura halotolerante associada a diferentes ambientes.

Do mesmo modo,encontrou-se representatividade da levedura Hortaea
werneckii, da qual seu particular nicho sdo ambientes com altas concentragdes de
sal (haldfilo) e considerado patogeno em humanos,causando Tinea nigra
(STERFLINGER, 2006), indicando as posibles condi¢gbes ambientais e ecologicas
que apresentarm estes locais e que podem ser também um filtro no estabelecimento
de outras leveduras que ndo conseguem tolerar estas condicgoes.

O género Candidafoi representado em diferentes clados no local de
Murici.Estas leveduras estaoassociadas com diferentes ambientes e fazem parte das
leveduras mais cosmopolitas, estas espécies estdo associadas a producido de
estruturas que permitem o estabelecimento na superficie das folhas,além de uma
producdo variada de enzimas que permitem a degradacao de diferentes compostos
presentes nesses substratos (FERNANDEZ et al. 2012; MASINOVAet al. 2015;

82



TEIXEIRA et al. 2017), também alguma espécies de este genéroparticiparem
processos fermentativos (LIMTONG; NASANIT, 2017).

Grafico 10.Proporgao dos géneros do filo Ascomycota em cada local de amostragem na

Mata Atlantica Setentrional.
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Grafico 11.Proporgao dos géneros do filo Basidiomycota em cada local de amostragem

na Mata Atlantica Setentrional.
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5.4.2 Diversidade beta (B)

Para avaliar a variagdo na composi¢ao de espécies entre os locais, se obtive a
matriz de valores de diversidade beta pelo indice de Whittaker que mede a mudancga
ou taxa de substituicdo na composicdo de espécies de um local para outro.Os
valores obtidos entre os locais Maceié/Unidao dos palmares 0.6545 foi o mais baixo
indicando que a composicdo de espécies nestos locais apresenta menos
dissimilaridade, entre tanto o valor obtido paraMurici/Quebrangulo foi de 0,8148,
establecendo que estos locais apresentaram o maior valor de dissimilaridade entre a

composicao de suas comunidades de leveduras(Tabela 6).

Tabela 6.Matriz de diversidade beta obtida pelo indice de Whittaker.



Macei6é Murici Quebrangulo Uniao dos Palmares

Maceid 0 0,74194 0,71053 0,65423

Murici 0 0,81481 0,76271
Quebrangulo 0 0,67123
Unido dos Palmares 0

Isto pode ser considerado como uma diferenca importante entre os pontos
amostradosonde os valores apresentados entre os locais foram maiores ao 65% de
dissimilaridade. Por consequéncia se evidencia a alta heterogeneidade, refletido
também nobaixo numero de espécies comuns entre locais.Variaveis como a
temperatura e umidade relativa ndo apresentaram diferencias significativas entre os
pontos,por encuanto nio foi atribuivel a estas os altos valores de dissimilaridade e
as diferencias na composigao taxonémica entre os locais de amostragem.

O resultado da avaliagdo da diversidade betaem relagcdo adistancia
geografica,mostraram que ndo houve relagdo significativa entre a distancia
geografica e a diversidade beta, onde ndo manteve a premissa de quanto maior a
distancia entre os pontos, maior € a dissimilaridade na composi¢cdo de espécies;o
que pode ser observadono grafico 12. Este resultado difere do reportado na
literatura para micro-organismos, onde locais mais distantes geograficamente
apresentam uma maior heterogeneidade em sua composicao (MARTINY, et al. 2006;
GREEN e BOHANNAN, 2006);sugerindo que outras variaveis estao influenciando a
composigao entre os locais.

Grafico 12.Andlise de regressao linear mostrando a dispersao entre a diversidade beta

e a distancia geografica dos pontos de amostragem p= valor alfa; Cor= valor da correlacao de

Pearson; R2= Coeficiente de determinacao.
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p=0.92
Ri=-0.24
Cor=-0.04

Dissimilaridade leveduras

Distancia entre locais amostrados (Km)

Por outro lado, ndo foi encontrada uma relagcédo estatisticamente significativa
entre a dissimilaridade das espécies de leveduras e de broméliasentre locais(grafico
13A).Como tampouco uma relagcdo significativa entre a riqueza de leveduras e
bromélias (grafico 13B). Entretanto, podemos identificar que o padréo geral entre a
diversidade beta e a riqueza de bromélias e leveduras (grafico 13A e
B,respectivamente) e embora ndosejam estatisticamente significativos, apresentam
uma tendéncia positiva entre variaveis e valores de correlagao razoaveis. Desta
forma € possivel se observar um incremento na riqueza de leveduras, uma vez que

ha um incremento na riqueza das bromélias.

Grafico 13.Analise de regressao linear mostrando: (A)relagao entre a diversidade beta

de levedura e bromélias; (B) Relagado entre riqueza de leveduras e nos pontos de amostragem

p= valor alfa; Cor= valor da correlagio de Pearson; R?>= Coeficiente de determinagio.
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p=0.23 p=0.17
Ri=0.16 - R=082
Cor=0.57 Cor=0.82

Dissimilaridade Bromélias : Riqueza Bromélias

Riqueza leveduras

Dissimilaridade leveduras

A premissa de que ha um aumento da diversidade de fungos fitopatogénicos
ao aumentar a diversidade de plantas foi abordada por Tedersoo et al. (2014), onde
quanto maior a riqueza e diversidade das plantas, maior a diversidade de fungos
fitopatdbgenos. Essa relagcdo que provavelmente deve-se a conexdo intima entre
esses organismos.Assim, um maior numero de espécies de plantas significa um
maior numero de nichos para este organismo. A comunidade de leveduras epifiticas
também tem uma associagao intima com seu hospedeiro, inclusive sendo modulada
e sustentada por ele, isto pode ser observado nos resultados obtidos neste estudo e
0 que possivelmente pode seconsiderar uma explicagao a alta heterogeneidade de
leveduras encontradas.Outros fatores como a sazonalidade, ontogénese da planta,
tracos morfologicos, concentracdo de nutrientes das folhas e até mesmo as
diferengas na composi¢do da cutina podem afetar a composi¢cdo da microbiota das
leveduras epifitas em seus hospedeiros (VORHOLTet al. 2012; REISBERGet al.
2013; KEMBEL; MUELLER, 2014; YURKOV, 2017; LIMTONG; NASANIT, 2017).

Em vista disso, € plausivel inferir que tanto a riqueza quanto a dissimilaridade
das leveduras entre os pontos estdo respondendo, em algum nivel, a composigao e
riqueza de espécies de bromélias. Isso corrobora os resultados encontrados por
Prober et al. (2015) que estudaram micro-organismos do solo e encontraram uma
relacdo positiva entre a diversidade beta de micro-organismos e de plantas, além

disso, estudaram a composicao das espécies de gramineas que pertencem a mesma
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ordem das bromélias (Poales). De acordo com os autores, a explicagao para este
fendbmeno seria provavelmente a combinagdo de fatores ambientais, ecoldgicos e a

estreita relacdo entre micro-organismos e plantas.
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6. CONCLUSOES

A Mata Atlantica Setentrional apresenta uma grande riqueza de espécies de
leveduras, 96 espécies, reportadas neste trabalho e a maior reportada para o
filoplano de plantas. Também ¢é reportada um maior numero de espécies de
leveduras, leveduras basidiomicéticas reportadas para antosfera das bromélias, esta
associada diretamente as estruturas das quais foram isoladas

Se ratifica o estabelecido na literatura, que o filo Basidiomycota é prevalente
no filoplano de plantas, com uma alta representatividade nos diferentes niveis
taxondbmicos (géneros, familias até subfilos), constituindo assim ao filoplano de
bromélias como um substrato importante para a descoberta de espécies ainda nao
descritas, foram 50 espécies novas (n= 83) reportadas neste estudo;

Existe uma correlacdo entre a diversidade de leveduras e bromélias,
sugerindo que a maior riqueza de bromélias (nicho fundamental) maior € a riqueza
de leveduras, evindenciando que as leveduras de filoplano respondem mais
fortemente aos aspectos ecologicos, em escala local, a riqueza de levedura foi
melhor explicado por variaveis ecoldgicas (riqueza do hospedeiro). No entanto nao
foram encontrados indicios de relagcdes espécie especificos entre leveduras e

bromélias.
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Tabela suplementar 1. Lista das espécies de leveduras isoladas com suas frequéncias de isolamento, a espécie de bromélia de onde foram isoladas e seus respectivos locais.A. ASCOMYCOTA B.

BASIDIOMYCOTA
A. ASCOMYCOTA

Espécies de leveduras

Anhellia nectandrae
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium sp. nov. 1
Aureobasidium thailandense
Candida sinolaborantium
Clavispora\Candida intermedia
Clavispora\Candida pseudointermedia
Exophiala sp. nov.
Hanseniaspora sp. nov.
Hanseniaspora uvarum

Hortaea werneckii
Lodderomyces\Candida parapsilosis
Metschnikowia sp. nov. 1
Metschnikowia sp. nov. 2
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma\Candida carpophila
Phaeothecoidea sp. nov.
Phialemoniopsis ocularis
Torulaspora delbrueckii
Wickerhamiella jalapaonensis
Yamadazyma\Candida jaroonii
Total geral
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(As letras correspondem ao tipo de substrato de isolamento, a = antosfera; f = fitotelma e as que apresentam s6 niumero correspondem ao filoplano).
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Continuagao - Tabela suplementar 1. Lista das espécies de leveduras isoladas com suas frequéncias de isolamento, a espécie de bromélia de onde foram isoladas e seus respectivos locais.A.

ASCOMYCOTA B. BASIDIOMYCOTA

B. BASIDIOMYCOTA

Espécies de leveduras
Anomalomyces sp. nov.
Bulleribasidium sp. nov.
Carcinomyces sp. nov.
Carlosrosaea aechmeae
Carlosrosaea hohenbergiae
Carlosrosaea sp. nov. 3
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov.
Carlosrosaea sp. nov. 9
Colacogloea cycloclastica
Colacogloea diffluens
Colacogloea sp. nov. 1
Colacogloea sp. nov. 2
Cyrenella sp. nov. 1
Cystobasidium sp. nov.
Dimennazyma cistialbidi
Fellomyces borneensis
Hannaella kunmingensis
Hannaella oryzae
Hannaella pagnoccae
Hannaella phetchabunensis
Hannaella siamensis
Hannaella sp. nov. 1
Hannaella sp. nov. 2
Hannaella sp. nov. 3
Hannaella sp. nov. 4
Hannaella zeae
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(As letras correspondem ao tipo de substrato de isolamento, a = antosfera; f = fitotelma e as que apresentam s6 nimero correspondem ao filoplano)
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ContinuagaoTabela suplementar 1.
ASCOMYCOTA B. BASIDIOMYCOTA

B. BASIDIOMYCOTA

Espécies de leveduras
Hasegawazyma lactosa
Heterocephalacria sp. nov. 1
Jaminaea résea
Kockovaella sacchari
Kordyana sp. nov. 1
Kordyana sp. nov. 2
Kordyana sp. nov. 3

Meira miltonrushii

Meira nashicola

Meira sp. nov. 2
Meredithblackwellia sp. nov.
Microstroma sp. nov. 1
Moesziomyces antarcticus
Moesziomyces aphidis
Moesziomyces rugulosa
Pattersoniomyces tillandsiae
Moesziomyces sp. nov. 2
Oberwinklerozyma sp. nov.
Occultifur externus
Occultifur sp. nov. 1
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema leoncinii
Papiliotrema mangalensis
Papiliotrema miconiae
Papiliotrema nemorosus
Papiliotrema siamense
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Sem identificagcdo

Tillandsia chapeuensis
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(As letras correspondem ao tipo de substrato de isolamento, a = antosfera; f = fitotelma e as que apresentam s6 numero correspondem ao filoplano).
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Continuacao - Tabela suplementar 1. Lista das espécies de leveduras isoladas com suas frequéncias de isolamento, a espécie de bromélia de onde foram isoladas e seus respectivos locais.A.

ASCOMYCOTA B. BASIDIOMYCOTA
B. BASIDIOMYCOTA

=
c
=1
o

Maceio Quebrangulo UUniao dos Palmares

Canistrum alagoanum
Canistrum improcerum
Cryptanthus burle-marxii
Cryptanthus dianae
Cryptanthus zonatus
Lamprococcus chlorocarpus
Lamprococcus fulgens
Tillandsia kegeliana
Canistrum alagoanum
Canistrum aurantiacum
Lamprococcus chlorocarpus
Lamprococcus fulgens
Sem identificagdo
Bromelia karatas
Canistrum aurantiacum
Hohenbergia stellata
Lamprococcus chlorocarpus
Portea leptantha
Sem identificao
Hohenbergia ridleyi
Hohenbergia stellata
Lamprococcus chlorocarpus
Neoregelia gigas
Portea leptantha
Sem identificagcao
Tillandsia chapeuensis
Total

Tillandsia sp

Aechmea werdermannii
Billbergia sp

Aechmea tomentosa
Aechmea wedermannii
Aechmea costantinii
Aechmea cephaloides
Aechmea werdermannii
Aechmea costantinii
Aechmea werdermannii

Aechmea froesii
Aechmea muricata
Ananas comosus
Billbergia sp
Aechmea costantinii
Aechmea muricata
Aechmea froesii
Aechmea mertensii
Ananas comosus

Espécies de leveduras
Rhodosporidiobolus poonsookiae
Rhodosporidiobolus ruineniae
Rhodotorula sp. nov. 1
Rhodotorula sp. nov. 2 1

Rhodotorula taiwanensis 2
Rhynchogastrema complexa 1

Saitozyma podzolica 2 1 12 1 1
Saitozyma sp. nov. 1 1 1 1 1
Saitozyma sp. nov. 2 12 1
sporobolomyces carnicolor 1

Sporobolomycessp. nov. 1 1
Symmetrospora marina 2 3
Symmetrospora
marina/vermiculatus 3
Symmetrospora sp. nov. 1 1 1 1
Symmetrospora sp. nov. 2 1
Symmetrospora symmetricus 1
Sympodiomycopsis paphiopedili 1
Sympodiomycopsis sp. nov. 1
Tremella sp. nov. 1 1
Tremella sp. nov. 2 1 1 1
Tremella sp. nov. 3 1
Tremella sp. nov. 4 1
Tremella sp. nov. 5 1
Trimorphomycessp. nov. 1 1 1

Vishniacozyma sp. nov. 2 1 1
Vishniacozyma sp. nov. 1 1 1 1 1 1 1f 1 1
Vishniacozyma taibaiensis 1 1 1
Vonarxula javanica 1

Vonarxula sp. nov. 1
Yunzhangia sp. nov. 1
Total geral 4 13 9 1 1 1 2 2 3 4 1 14 6 4 1 31 51 311 2,2 1 1 7 4 5 4 9 416 2| 1 5 3 9 6 4 3 4 3 16 2 16 2|231

—_

[

—_

o =
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(As letras correspondem ao tipo de substrato de isolamento, a = antosfera; f = fitotelma e as que apresentam s6 nimero correspondem ao filoplano).
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Tabela suplementar 2. Lista de isolados de leveduras e seus respectivos cédigos: (Cddigo da linhagem; GenBank; Numero de colegdo (UFMG) e Numero de colegao (CBS)).

Filo Género Espécie Cédigo da linhagem GenBank ITS"; D1/D2? Namero de colegao (UFMG) Nuamero de colegao (CBS)
ASCOMYCOTA
Exophiala
Exophiala sp. nov. BSS161 KY305141"; KX3480142 UFMG-CM-Y6111 CBS 141892
Myriangium
Myriangium sp. nov. BSS155 KY305129":KX3480202
Hortaea werneckii Hortaea werneckii BSB29 KR610426°
BASIDIOMYCOTA
Bulleribasidium
Bulleribasidium sp. nov. BSBO09 KY305125";KY3051172
Carcinomyces
Carcinomyces sp. nov. BPT70 KY305146";KY3051152 UFMG-CM-Y6101 CBS 14575
Carlosrosaea
Carlosrosaea hohenbergiae BSBO05 KX009089":KX0090712 CBS 14579
Carlosrosaea hohenbergiae BSB16 KX009090":KX0090722 UFMG-CM-Y6103
Carlosrosaea hohenbergiae BSB34 KX009091";KX009073? UFMG-CM-Y405 CBS 14563
Carlosrosaea hohenbergiae BM82 KX009087";KX009069° UFMG-CM-Y6094
Carlosrosaea hohenbergiae BSS147 KX009092";KX0090742 CBS 14564
Carlosrosaea aechmeae BM94 KX009088";KX009070? UFMG-CM-Y6095 CBS 14578
Carlosrosaea sp. nov. 3 BSB18 KX009103";KJ6909432 UFMG-CM-Y402
Carlosrosaea sp. nov. 3 BSB24 KX009097"
Carlosrosaea sp. nov. 3 BPT61 KX009095';KX0090772 UFMG-CM-Y6099
Carlosrosaea sp. nov. 3 BM78 KX009086":KX009068>
Carlosrosaea sp. nov. 3 BM89 KX009094':KX009076>
Carlosrosaea sp. nov. 3 BM108 KX009093":KX009075>
Carlosrosaea sp. nov. 3 BSS145 KX009098'
Carlosrosaea sp. nov. 3 BSS158 KX009100":KX009082>
Carlosrosaea sp. nov. 4 BSB27 KX009083' UFMG-CM-Y6105
Carlosrosaea sp. nov. 5 BSB46 KX0090842 UFMG-CM-Y406
Carlosrosaea sp. nov. 7 BM77 KX009085';KX009067°
Carlosrosaea sp. nov. 8 BM94 KX009088';KX009070? UFMG-CM-Y6095 CBS 14578
Colacogloea
Colacogloea sp. nov. BSS168 KY305140";KX3480132
Cryptococcus
Cryptococcus sp. nov. BSB30 UFMG-CM-Y6106 CBS 14574

(BM) Bromélia de Murici, (BSB) Bromélia da Serra da Barriga, (BPT) Bromélia de Pedra Talhada, (BSS) Bromélia da Serra da Saudinha, (UFMG) Universidade Federal de Minas Gerais, (CBS) Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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Continuagao - Tabela suplementar 2.Lista de isolados de leveduras e seus respectivos codigos: (Codigo da linhagem; GenBank; Numero de colegcao (UFMG) e Numero de colegao (CBS)).

Filo Género Espécie Cédigo da linhagem GenBank ITS"; D1/D2? Namero de colegao (UFMG) Nuamero de colegao (CBS)
Basidiomycota Cystobasidium
Cystobasidium sp. nov. BSB307 KY3051282
Hannaella
Hannaella sp. nov.1 BM92 KY305135":KX3480152 UFMG-CM-Y5983
Hannaella sp. nov.2 BM104 UFMG-CM-Y6097 CBS 14572
Kordyana
Kordyana sp. nov.1 BPT68 KX3480162
Kordyana sp. nov.2 BSS140 KX3480172
Moesziomyces
Moesziomyces sp. nov.2 BSS149 KX3480192 UFMG-CM-Y6110 CBS 14580
Occultifur
Occultifur sp. nov. BSB51 KY305137"; KY305118° UFMG-CM-Y6108 CBS 14576
Papiliotrema
Papiliotrema leoncinii BPT62 KT981970"; KT9819682
Papiliotrema leoncinii BM76 KT981969"; KT981965%
Papiliotrema leoncinii BM84 KT981971"; KT981966° UFMG-CM-Y5982
Papiliotrema leoncinii BM90 KT981972"; KT981967° UFMG-CM-Y5984
Papiliotrema leoncinii BM91 KY305127";KY3051112
Papiliotrema leoncinii BM101
Papiliotrema sp. nov. BM81 KY305126";KY305119° UFMG-CM-Y6093
Pseudozyma
Pseudozymasp. nov. BSS144 KX3480182
Rhodotorula
Rhodotorula sp. nov. BSB15 KX3480212 UFMG-CM-Y6102 CBS 14582
Rhodotorula sp. nov. BSS168 KX3480132
Rhodotorula sp. nov. BPT176 KY3051142
Rhodotorula cyclostatica BSB10 KM0438772
Saitozyma
Saitozyma sp. nov. BSB30 KX2678292 UFMG-CM-
Symmetrospora KY3051132 UFMG-CM-
Symmetrospora sp. nov. BPT205 KY3051162
Symmetrospora sp. nov. BPT209

(BM) Bromélia de Murici, (BSB) Bromélia da Serra da Barriga, (BPT) Bromélia de Pedra Talhada, (BSS) Bromélia da Serra da Saudinha, (UFMG) Universidade Federal de Minas Gerais, (CBS) Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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Continuagao - Tabela suplementar 2.Lista de isolados de leveduras e seus respectivos codigos: (Codigo da linhagem; GenBank; Numero de colegao (UFMG) e Numero de colegao (CBS)).

Filo Género Espécie Cédigo da linhagem GenBank ITS"; D1/D2? Namero de colegao (UFMG) Nuamero de colegao (CBS)
Tremella
Tremella sp. nov. 1 BSB36 KM0438782 UFMG-CM-Y5980 CBS 14568
Tremella sp. nov. 1 BSB40 KX3480242 UFMG-CM-Y6107 CBS 14570
Tremella sp. nov. 1 BPT69 KX3480232 UFMG-CM-Y6100 CBS 14571
Tremella sp. nov. 1 BM100 KX3480222 UFMG-CM-Y6096 CBS 14567
Tremella sp. nov. 2 BSB20 UFMG-CM-Y6104 CBS 14569
Tremella sp. nov. 2 BM87
Trimorphomyces
Trimorphomyces sp. nov. 1 BSB33 KY305142", KX3480262
Trimorphomycessp. nov. 2 BSB35 KY305144' KX3480252
Vishniacozyma
Vishniacozyma sp. nov. BM110 KY305136", KX3480272 UFMG-CM-Y6098 CBS 14573
Yunzhangia
Yunzhangia sp. nov. BPT54 KX3480282

(BM) Bromélia de Murici, (BSB) Bromélia da Serra da Barriga, (BPT) Bromélia de Pedra Talhada, (BSS) Bromélia da Serra da Saudinha, (UFMG) Universidade Federal de Minas Gerais, (CBS) Centraalbureau voor Schimmelcultures.

104



Secao 2: Artigos

105



Artigo 1. Publicado em International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology
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TAXONOMIC DESCRIPTION
Felix et al., Int J Syst Evol Microbiol
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Carlosrosaea hohenbergiae sp. nov. and Carlosrosaea aechmeae
sp. nov., two tremellaceous yeasts isolated from bromeliads in

north-eastern Brazil

-
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Yeast surveys associated with different bromeliads in north-eastern Brazil led to the proposal of two novel yeast species,
Larlosrosaea hohenbergiae sp. nov. and Carlosrosaea aechmeae sp. nov., belonging to the Tremellales clade (Agaricomycotina,
Basidiomycota). Analysis of the seguences of the internal transcribed spacer (ITS) region and D1/D2 domain of the LSU rRNA
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af the novel species were abtained fram different bromeliad species collected in three Atlantic Farest fragments in Alagnas

state, Brazil. Ca. hohenbergiae sp. nov. differs by 69 and 12 nucleotide substitutions in the ITS and D1/D2 domain,
respectively, from Ca. vrieseae. The type strain is UFMG-CM-Y405" (-=BSB 34"=CBS 14563"), Mycobank 819227, Ca. aechmeae
sp. nov. is represented by one strain isolated from Aechmea canstantinii leaves. Ca. aechmeae sp. nov. differs fram the
related species Ca. hohenbergiae and Ca. vrieseae by 36 and 65 nucleotide substitutions, respectively, in the ITS region and by
12 and 15 nucleatide substitutions in the DO1/02 domain, respectively. The type strain of Ca. aechmeae sp. nov. is UFMG-CM-

¥6095" (=BM 94"=CBS 14578), Mycobank 819228.

Bromeliaceae is one of the most representative flowering
plant families (58 genera, 3140 species) and makes up a
large part of epiphytic species in neotropical forests [1, 2]
and rhe fourth mosr diverse of the Atlantic Forest biome in
Brazil [3]. The phylloplane and phytotelm from bromeliads
are an important microhabitat for many groups of yeasts
[4-15]. The growth of these micro-organisms depends
mainly on plant-secreted metabolites or external source
material falling on the sheet surface, usually inorganic
nutrients [16]. Given that they have some characteristics of
extreme environments, such as nutrient limitation, low or
inconsistent water activity, sunlight exposure, temperature
fluctuations and production of antimicrobial compounds,
bromeliads are an important source for the search for new
micro-organisms [17-19].

During a survey of yeasts associated with bromeliads in
north-eastern Brazil, two novel species of basidiomycetous
yeasts were isolated from the phylloplane and flowers of dif-
ferent bromeliads. The sequences of the internal transcribed

spacer (ITS) region, and the D1/D2 domain of the LSU
rRNA gene showed that these species are genetically distinct
from all currently accepted basidiomycetous yeasts.

Initially, two novel species belonging to the genus Bullera
were described, bul the description of novel spedies of the
genera Cryptococcus and Bullera in more than one order of
Tremellomycetes has generated even more difficulry in the
systematic taxonomy of this group, confirming the high
degree of polyphyly [20, 21]. The two novel species
described herein, Carlosrosaea hohenbergiae sp. nov. and
Carlosrosaea aechmeae sp. nov., are phylogenetically closely
related to Bullera vrieseae [10]. In the original description,
B. vrieseae was placed together with Bullera sakaeratica and
Bullera miyagiana in a well-supported clade, but Liu et al
(2015) [22] did not support the relationships between the
three Bullera species. In response to these needs and with
the use of different genes [SSU rRNA, domains D1/D2 of
the LSU rRNA and ITS regions (ITS1 and 2) of rRNA,

including the 5.85 rRNA gene, in addition to four gene-

Author affiliations: 'Universidade Federal de Alagoas, Maceid, AL, Brazil; Programa de Pés-graduacdo em Diversidade Biolégica e Conservacao nos
Trépicos, Universidade Federal de Alagoas, Campus A. C. 5imoes, Av. Lourival Melo Mota, s/n, CEP 57072-200, Maceid, AL, Brazil.

*Correspondence: Melissa Fontes Landell, melissa.landell@gmail.com
Keywords: bromeliads; basidiomycctous ycasts; new specics.
Abbreviation: ITS, internal transcribed spacer.

The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the sequences of the ITS region and the D1/D2 domain of the LSU rRNA gene of the type strain
Carlosrosaea hohenbergiae UFMG-CM-Y405" (=BSB 34'=CBS 14563") are KX009091 and KX009073, and for the type strain Carlosrosaea aechmeae sp.
nov. UFMG-CM-Y6095™ (-BM 94T-CBS 14578) are KX009088 and KX009070, respectively.

One supplementary figure is available with the online Supplementary Material.
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encoding proteins, subunits of RNA polymerase II (RPB1
and RPB2), the translation eloneation factor 1-ov (TEFI)
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morphomy cetaceae.
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In the present study, six yeast strains were isolated from bro-
meliads (Table 1) collected in three Atlantic Forest fragments
in north-eastern Brazil. Phylogenetic analyses performed
using sequences of ITS 1 and 2 and D1/D2 domains of the
LSU rRNA gene show a close relationship between these spe-
cies and Ca. vrieseae and significant differences in the number
of substitutions. Given this, these strains are proposed as
belonging to the second and third species of the genus Carlos-
rosaea, Ca. hohenbergiae sp. nov. and Ca. aechmeae sp. nov.

For isolation of yeasts, samples from different bromeliads
were collected and immediately placed in sterile polyethyl-
ene bags, directly transported to the laboratory and washed
with sterile distilled water. For yeast isolation from leaves
and flowers, fragments of approximately 10 cm? were put in
50 ml Erlenmeyer flasks in a solution of sterile distilled water
and shaken for 10 min. The water was replaced by 30 ml of
Tween 20 (0.5 %), and vigorously shaken for 30 min twice
[8]. Decimal dilutions from the last leaf wash were spread

on YM agar (1 % glucose, 0.3 % malt extract, 0.3 %
extract, 0.5 % peptone, 2% agar), acidified to pH 4.0 witl

hydrochloric acid and containing chloramphenicol (40
mg!'l) and incubated at 20-25°C for up to 7 days.

(=]

Yeast isolates were purified by repeated streaking on YM
agar plates and preserved at —20°C or in agar slants for
later identification. The yeasts were characterized by stan-
dard methods [24]. Carbon and nitrogen assimilation assays
were carried out in solid plates.

The D1/D2 domains of the LSU rRNA gene were amplified

it yeien MTT and NTA and tha 1TC_7 QC maninn
Wil Primeis Noi anG Sps aild uic 1105-5.00 ICgion

s
with primers [TS1 and ITS4 [25-27] [32], and PCR was per-
B | Aocamibad ko shaman af o1 701 Tha amealifiad
IOTTIIEq a5 QesCrined UV L.(ll.ll diiCe ér L [£0]. lllL LllillJllllLLl
DNAs of the strains were sequenced using protocol facilities
lfl)lll thL l‘lLL[]lnlIl I\{chculd[ Genetics J_.[lb[}[dl()[\d’ = FL(I(.[([[
University of Pernambuco on an ABI 3130 Gendn Ana-
lyzer automated sequencing system using BigDye v3.1 and

POP7 polymer (Life Technologies).

The sequences were compared with the GenBank data-
base with the BLAST tool (www.ncbi.nlm.nih.gov/) [29].
To estimate phylogenetic relationships, neighbour-joining
ITS and D1/D2 trees were generated with the Kimura
two-parameter model to correct for genetic distances [30]
with the MEGA software, version 7 [33]. Gaps were
excluded from the analysis. The robustness of trees was
calculated with 1000 bootstrap pseudoreplicates [31]. The
reference sequences for the trees were selected based on
the phylogenetic relationships between members of the
Tremellomycetes and in the classification proposed by
Liu et al. [22].

All sequences generated in the present study were deposited
at GenBank and accession numbers are shown in Table 1.

Table 1. List of strains, localities, substrates of isolation, dates of collection and DNA sequences used in this study

CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands; UFMG, Culture Collection of Microorganisms and Cells of the Universidade Federal de

Minas Gerais, Brazil.

Yeast species Strain (sequence accession Other Source, locality and biome Date
nos.) designation
Carlosrosaea UFMG-CM-Y405" CBS 14563": Leaf of Hohenbergia ramageana (Bromeliaceae), Serra da Barriga, Uniao dos July 2013
hohenbergiae sp. (KP203864% KJ608554t) BSB 34" Palmares, Alagas, north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
nov.
BSB 05 (KX009089*; CBS 14579 Leaf of Tillandsia sp. (Bromeliaceae), Serra da Barriga, Uniao dos Palmares, July 2013
KX0090711) Alagas, north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
BSB 16 (KX009090%; UFMG-CM-  Leaf of Portea leptantha (Bromeliaceae), Serra da Barriga, Unido dos Palmares,  July 2013
KX0090721) Y6103 Allagas, north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
BM82 (KX009087%; UFMG-CM-  Flower of Canistrum alagoanum (Bromeliaceae), Reserva ecologica de Murici,  April 2014
KX0090691) Y6094 Murici, Alagoas, north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
BSS 147 (KX009092%; CBS 14564 Leaf of Aechmea fulgens (Bromeliaceae), Serra da Saudinha, Maceid, Alagoas,  Feb 2015
KX0090741) north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
Carlosrosaea UFMG-CM-Y6095" CBS 14578";  Leaf of Aechmea constantinii (Bromeliaceae), Reserva ecolégica de Murici, April 2014
aechmeae sp. nov. (KX0090887; BM 94" Murici, Alagoas, north-east Brazil, Atlantic Forest Biome
KX00907071)

*ITS region.
+01/02 region.
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PROPOSAL OF TWO NOVEL SPECIES

Sequence comparisons of the ITS region and the D1/D2
domain of the LSU rRNA gene indicated that all strains
belong to two novel yeast species within the genus Carlosro-
saea with an affinity to Ca. vrieseae (Fig. 1). Ca. hohenber-
giae sp. nov. differs from this species by 69 and 12
nucleotide substitutions in the ITS and D1/D2 domains,
respectively. Ca. aechmeae sp. nov. differs from Ca.

hohenbergiae sp. nov. and Ca. vrieseae by 36 and 65
nucleotide substitutions in the ITS, and by 12 and 15 in the
D1/D2 domain, respectively.

Pairwise comparisons between the sequences demonstrated
that all Ca. hohenbergiae sp. nov. strains had greater than
99 % similarity in the D1/D2 region (0-4 substitutions and
0-1 indels) and 99-100 % in the ITS region (0 substitutions
and 0-1 indels).

0.050

100

100

5£|:mmorphcmyces sakaeratica CBS 99317 (AF547661)

100 | Kwoniella mangrovensis CBS 8507 (AF444742)
99 F Kwoniella europaea CBS 12174 (AY167602)
M Kwoniella shivajii CBS 11374 (FM212443)
Fonsecazyma tronaderensis CRUB 1299 (GUS60003)
ﬂonsecazyma betulae CBS 138987 (KM408130)
78 Carlosrosaea aechmeae UFMG-CM-Y6095T (KX009070)
100 Carlosrosaea hohenbergiae UFMG-CM-Y4057 (KX009073)
Carlosrosaea vrieseae UFMG-CM-Y378T (JX280388)
Tremella resupinata CBS 84887 (AFD42239)
Tremella brasiliensis CBS 6966 (AF189864)
Tremella mesenterica CBS 6973 (AF075518)
Vishniacozyma carnescens CBS 9737 (AB035054)
£ Vishniacozyma globispora CBS 59817 (AF075500)
a Phaeotremella foliacea CBS 89697 (AF189868)
99 [ Phaeotremella mycophaga RB6539-4' (AF042249)
Genolevuria amylolyticus CBS 10048 (AY562134)
Genolevuria armeniacus CBS 100507 (AY562140)
Sirobasidium magnum CBS 6803" (AF075475)
Cryptococcus neoformans CBS 87107 (FI534909)
100 L Cryprocaccus gatti CBS 62897 (AFQ75526)
Sirobasidium japonicum MY111-057 (LC016573)
| i Saitozyma flava CBS 8317 (AF075497)
99 L Saitozyma paraffava CBS 101007 (AY395700)
Derxamyces mrakii CBS 82887 (AB118871)
Dioszegia aurantiaca CBS 6980 (AB104689)
Hannaella phetchabunensis CBS 133867 (AB9228489)
99 Hannaella sinensis CBS 7238" (AF189884)
Tremella leptogii AM81T (JN043582)
Tremella lobariacearum AMB0" (JNO43579)
Fonsecazyma mujuensis CBS 103087 (DQ333884)
Fellomyces penicillatus CBS 54927 (AF177405)
100L Fellomyces polyborus CBS 60727 (AF189858)
Carcinomyces arundinariae CBS 99317 (AF547661)

Trimorphomyces papilionaceus CBS 443.92T (AFO75491)

Sterigmatomyces halophilus CBS 4608" (AF177416)

Fig. 1. Phylogenetic placement of Carlosrosasa hohenbergiae sp. nov. and Carlosrosaea aechmeas sp. nov. within the family Trimorpho-
mycetaceae obtained by neighbour-joining (Kimura's two-parameter distance method) > of the D1/D2 domain. Bootstrap values of

>50% are shown (1000 replicates). Bar, 0.05 substitutions per nucleotide position.
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Table 2. Selected physiological/biochemical test responses for
differentiation of the two novel species of Carlosrosaea and their
closest relative

+, Positive; —, negative; v, variable.

Characteristic Ca. Ca. Ca.
holienbergiae  aechimieae vrieseae®
Carbon source
Inulin + + v
Sucrose v = v
Raffinose + + v
p-Galactose + + v
Trehalose + + v
Soluble starch v + v
Salicin v + v
L-Rhamnose + + v
b-Arabinose + + v
Erythritol v - -
Glycerol = = v
Sorbitol + + v
Lactate - - v
Succinic acid v - v
Citrate — - v
N-Acetylglucosamine + + v
Tween 20 v = +
Tween 80 v - +
Nitrogen source
Nitrate v - -
Nitrite — - v
Cadaverine - + +
Starch-like compounds + + -

*Data are taken from Landell et al. [10].

The neighbour-joining tree from D1/D2 sequences (Fig. 1)
and ITS sequences (Fig. S1, available in the online Supple-
mentary Material) confirmed the six isolates as
representing two distinct novel species within the genus
Carlosrosaea.

The two novel species can be distinguished from each other
based on the assimilation of sucrose and erythritol, which
are variable for Ca. hohenbergiae sp. nov. but negative for
Ca. aechmeae. Ca. hohenbergiae is variable for soluble starch
and salicin whereas Ca. aechmeae is positive. Cadaverine is
assimilated by Ca. aechmeae. However, a marked difference
occurs with respect to the production of starch-like com-
pounds, for which Ca. vrieseae is negative and the two novel
species are positive. The physiological/biochemical differen-
ces between Ca. hohenbergiae, Ca. aechmeae and Ca. vrie-
seae arc shown in Table 2.

The strains of Ca. hohenbergiae were tested alone or in pairs
on cornmeal agar, malt extract agar, glucose-yeast extract
agar and yeast extract malt extract agar at 25°C for 21 days,
but no signs of sexual reproduction were detected.
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Fig. 2. Cells of Carlosrosaea hohenbergiae sp. nov. (a) and of Carlosro-
saea aechmeae sp. nov. (b) on YPD agar after 5 days at 25°C. Bars,
5 pm.

Previously, the only species of the genus Carlosrosaea has
been isolated from water tanks and phylloplane of bro-
meliads [10], indicating that the substrate of this plant is a
good source for the exploration of other species of the genus
and other genera [4-15].

DESCRIPTION OF CARLOSROSAEA
HOHENBERGIAE SP. NOV. FELIX, NAVARRO,
PAULINO, BROETTO AND LANDELL

Carlosrosaea hohenbergiae sp. nov. (ho.hen.ber’giac. N.L.
gen. n. hohenbergiae of Hohenbergia, the bromeliad genus
from which the type strain was isolated). The Mycobank
number is MB 819227,

In YEPD broth after 5 days at 25°C, cells are globose to
ovoid and occur singly or in pairs (1.0-2.82¢2.2-5.7 um)
(Fig. 2a). On YM agar after 3 days at 25°C, colonies are
smooth, mucous to butyrous, glistening and cream-col-
oured. After 3 weeks in Dalmau plate culture on cornmeal
agar, pseudohyphae and true hyphae are not formed. Sexual
reproduction is not observed. Ballistoconidia production is
absent, and glucose fermentation ability is negative. The fol-
lowing carbon compounds are assimilated: D-glucose, galac-
tose, D-ribose, sucrose (variable), p-xylose, L-arabinose, D-
arabinose, L-rhamnose, maltose, trehalose, cellobiose, salicin
(variable), melibiose, lactose, raffinose, melezitose, inulin,
starch (variable), erythritol (variable), p-glucitol, b-manni-
tol, myo-inositol, D-galacturonate, succinic acid (variable),
gluconic acid, L-arabinitol, N-acetylglucosamine, Tween 20
(variable) and Tween 80 (variable). No growth with glyc-
erol, citrate or lactate. Nitrogen compounds are assimilated:
sodium nitrate (variable) and lysine. No growth with cadav-
erine, creatine, creatinine, ethylamine or sodium nitrite.
Growth at 25 and 30°C is positive. Growth is not observed
on GYP with 10% (w/v) NaCl. Production of starch-like
compounds is positive. Urease activity is positive. Diazo-
nium blue B reaction is positive.

The type strain is UFMG-CM-Y405" (=BSB 34"=CBS
145637), isolated from phylloplane of the bromeliad

Hohenbergia ramageana in Alagoas, Brazil It is perma-
nently preserved in a metabolically inactive state.
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DESCRIPTION OF CARLOSROSAEA AECHMEAE
SP. NOV. FELIX, NAVARRO, PAULINO,
BROETTO AND LANDELL

Carlosrosaea aechmeae sp. nov. (aech.me’ae. N.L. gen. n.
aechmeae of Aechmea, the bromeliad genus from which the
type strain was isolated). The Mycobank number is MB
819228.

In YEPD broth after 5 days at 25°C, cells are globose to
ovoid and occur singly or in pairs (1.1-3.4x1.8-4.5 pm)
(Fig. 2b). On YM agar after 3 days at 25°C, colonies are
smooth, butyrous to mucous, glistening and cream-
coloured. After 3 weeks in Dalmau plate culture on corn-
meal agar, pseudohyphae and true hyphae are not formed.
Sexual reproduction is not observed. Ballistoconidia pro-
duction is absent. Glucose fermentation ability is negative.
The following carbon compounds are assimilated: p-glu-
cose, galactose, D-ribose, D-xylose, L-arabinose, D-arabinose,
L-ramnose, maltose, trehalose, cellobiose, salicin, melibiose,
lactose, raffinose, melezitose, inulin, starch, D-glucitol, D-
mannitol, myo-inositol, b-galacturonate, L-arabinitol, galac-
titol and N-acetylglucosamine. No growth with sucrose,
meso-erythritol, glucanate, succinic acid, glycerol, citrate,
lactate Tween 20 or Tween 80. Nitrogen compounds are
assimilated: cadaverine and lysine. No growth with creatine,
creatinine, ethylamine, sodium nitrate or sodium nitrite.
Growth at 25 and 30°C is positive. Growth is not observed
on GYP with 10 % (w/v) NaCl. The production of starch-
like compounds, urease activity and diazonium blue B reac-
tion are positive.

The type strain is UFMG-CM-Y6095" (=BM 94"=CBS
14578 ), isolated from phylloplane of the bromeliad Aech-

mea constantinii in Alagoas, Brazil. It is permanently pre-
served in a metabolically inactive state.
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