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RESUMO

Leveduras sdo microrganismos de importancia em laboratorios de pesquisa de
microbiologia industrial, justificando a necessidade de selecGes e identificacdes
constantes para descoberta de novas cepas. Para identificacGes destes, a nivel de género,
caracteristicas fenotipicas sdo frequentemente utilizadas como base principal. A
observacdo de estruturas microscopicas, € macroscépicas sdo partes de um conjunto de
métodos, com as quais pode-se identificar uma espécie, definir o comportamento da
mesma em diferentes condicBes e assim definir as diversas caracteristicas de uma
levedura. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi fazer a caracterizacdo micro e
macroscopica de leveduras isoladas de frutas e flores a partir da técnica de microcultivo
em laminas e estriamento em placas. Para esse fim foram avaliadas 13 cepas isoladas de
frutas e flores armazenadas em tubos com YEPD inclinados, preservados pela técnica de
Castellani no laboratério de Microbiologia da Universidade do Estado do Mato Grosso —
Campus de Barra do Bugres. Este artigo avaliou as caracteristicas macro e
micromorfolégicas das leveduras a fim de conhece-las melhor e disponibilizar
informacdes que possam contribuir com futuros trabalhos de identificacéo destas cepas.
Houve uma varia¢do morfoldgica tanto no comportamento das leveduras no microcultivo
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como nas colonias em placas. Das 13 leveduras 5 apresentaram formacgdo de hifas
verdadeiras e 3 formacGes de artrosporos. Todas as colonias séo de cor creme, 3 lisas com
bordas regulares, 10 rugosa com bordas irregulares.

Palavras-chave: microrganismo, microcultivo, morfoldgia.

ABSTRACT

Yeasts are microorganisms of importance in industrial microbiology research
laboratories, justifying the need for constant selections and identifications for the
discovery of new strains. For gender identifications, phenotypic characteristics are often
used as the main basis. The observation of microscopic and macroscopic structures are
part of a set of methods, with which one can identify a species, define its behavior under
different conditions and thus define the different characteristics of a yeast. Thus, the
objective of this work was to make the micro and macroscopic characterization of yeasts
isolated from fruits and flowers using the technique of microcultivation in slides and
striation in plates. To this end, 13 isolated strains of fruits and flowers were stored in
tubes with tilted YEPD, preserved by the Castellani technique in the Microbiology
laboratory of the University of the State of Mato Grosso - Barra do Bugres Campus. This
article evaluated the macro and micromorphological characteristics of yeasts in order to
get to know them better and provide information that can contribute to future work to
identify these strains. There was a morphological variation both in the behavior of yeasts
in the microculture and in the colonies in plates. Of the 13 yeasts, 5 presented true hyphae
formation and 3 arthropospore formations. All colonies are cream colored, 3 smooth with
regular edges, 10 rough with irregular edges.

Keywords: microorganism, microculture, morphology.

1 INTRODUCAO

Apesar das técnicas moleculares avangadas, a observagdo macroscopica
e microscopica das caracteristicas morfoldgicas classicas continua a ser a base para a
identificacdo fenotipica de um isolado fungico (Freydiere et al., 2001). Ha um interesse
maior na estrutura dos corpos reprodutivos e na maneira como séo produzidos, pois essas
caracteristicas constituem a base mais importante para a classificacdo e taxonomia dos
fungos (Gorthi, 2019).

Existe uma imensiddo de espécies de microrganismos na natureza, no entanto
descritos na literatura s6 ha uma pequena fracdo dessa diversidade (Manfio, 2003).
Dentro deste grande universo de microrganismos destacam-se as leveduras (Madigan et
al., 2016). Leveduras novas, ainda ndo estudadas e/ou descritas podem ser isoladas na
natureza, com chances de ser encontradas cepas com grande potencial biotecnoldgico.

O pouco conhecimento relativo a esses microrganismos encontrados em determinados
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ambientes justifica a importancia de estudos que venham contribuir para ampliagéo de
informacdes acerca de leveduras.

As leveduras sdo células que, dependendo das condi¢des de cultivo podem ser
globosas, subglobosa, elipsoidal, ovoidal, obovoidal, cilindrica, botuliforme,
baciliforme, alongada, apiculada, ogival, lunada ou triangular. Alguns exemplos sdo:
células em forma de limo s&o caracteristicas das leveduras apiculadas Hanseniaspora e
Wickerhamia, as células em forma de garrafa sdo Malassezia, as células triangulares de
Trigonopsis e as células lunadas de Metschnikowia lunata e Candida peltata (Yarrow,
2011). Em condicBes inadequadas alguns géneros tém como caracteristica formar
estrutura de resisténcia como artrosporos, clamidésporos e filamentagdo, e estas
informacdes podem ser usadas para auxiliar na identificacdo de géneros e/ou espécies.

Algumas espécies de leveduras tém a capacidade de formar pseudo-hifa, uma
série de "blastosporos alongados”, unidos entre si e que correspondem a um estagio
intermediario entre a fase leveduriforme e filamentosa (Barbedo e Sgarbi, 2016), é
portanto, definido como um filamento composto por uma cadeia de células que foram
formadas por brotamento. Os filamentos podem se tornar desanexado como células
discretas ou permanecer anexado a celula mae e dar origem a aglomeracgdes ou cadeias
de células (Yarrow, 2011).

Dimorfismo em algumas leveduras € regulado pelo pH e condi¢des nutricionais
do meio. Sob condi¢des de pH alto (Gomes, 2012) uma constri¢do no septo do filamento
é iniciada meia hora apos o inicio de um broto emergente (Yarrow, 2011). Ha também
evidéncias de que a nutricdo pode afetar o tipo de morfologia que esta sendo expressa
(Barbedo et al., 2016). Células alongadas de pseudo-hifas sdo separadas por constri¢éo
de septos, cada um com poro (Yarrow, 2011). Quando essas células se separam, cada
septo composto de duas placas quitinosas, sao direcionados um para cada célula.

As pseudo-hifas podem ser rudimentares, formando células de tamanho e forma
semelhantes, ou diferenciados. Cada uma podem produzir blastésporos de maneira
regular com arranjo mais ou menos caracteristico. O arranjo de blastosporos foi utilizado
para a diferenciacdo de géneros em sistemas taxonémicos anteriores. A forma de
pseudo-hifas pode ser marcadamente afetada pelas condi¢bes culturais. Um tipo

incomum de pseudo-hifa é restrito a algumas espécies de Dekkera e € chamado blastese.
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Este termo descreve a chamada germinacgdo de blastsporos em que o tubo germinativo
resulta em filamentos delgados septados (Yarrow, 2011).

Algumas leveduras produzem hifas verdadeiras, uma célula cilindrica com uma
ponta caracteristica cuja forma se aproxima de um hemielipsoide (Riquelme et al.,
2018). Estas séo alongadas pelo crescimento continuo da ponta hifal [9], que podem ser
seguidas pela formacdo de septos ou ndo. As hifas de algumas leveduras se quebram ou
desarticulam para formarem artrosporos unicelulares (também chamados de
artroconidios). Artrosporos formados desta maneira em meios soOlidos séao
frequentemente organizados de maneira caracteristica em zigue-zague (Yarrow, 2011).

As colbnias de leveduras podem apresentar aparéncia cremosa ou seca, rugosa
ou lisa, bordas regulares ou irregulares com coloragdo creme, branca, salmon, amarela,
vermelha entre outras (Lacaz et al., 2002).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar leveduras isoladas
de flores e frutos por meio de microcultivo em laminas e por estriamento placas de Petri,
como forma de contribuir com o aumento de informagfes sobre a micro e

macromorfologia de leveduras.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMO

Para realizacdo desta pesquisa foram avaliadas 13 cepas de leveduras previamente
isoladas de frutas e flores armazenadas em tubos com YEPD inclinados, preservados pela
técnica de Castellani (Castellani, 1939) no laboratorio de Microbiologia da Universidade
do Estado do Mato Grosso — Campus de Barra do Bugres. As leveduras foram designadas

conforme descrito no quadro abaixo.

Quadro 1: Local e Substrato de Isolamento das Leveduras.

Fonte de isolamento Substrato de isolamento Designacéo levedura
Flores rzl;l\mir\ia rubra (Jasmim- BB. 137
Mangifera indica BB. 140
Morgote BB. 146
Morgote BB. 147
Frutas Morgote BB. 148
Péssego BB. 156
Péssego BB. 158

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 40309-40319 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

40313

Nectarina BB. 160
Uva rubi BB. 174
Uva Niagara BB. 175
Uva Niagara BB. 176
Uva Niégara BB. 177
Manga BB. 191

2.2 CONFIRMACAO DA PUREZA DAS CULTURAS

Para inicio dos trabalhos foram verificadas a pureza das culturas. Cada cepa
armazenada foi inoculada em solugéo salina 0.85% e repicadas para placas de petri com
meio de YEPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2% e agar 2%) adicionado
de ampicilina na concentracdo de 500 mg L para impedir o crescimento de bactérias, e
incubadas a 30°C por 48 horas. Apos esse periodo foi observado se as culturas
permaneciam puras. As cepas que apresentaram contaminacdo foram purificadas por

meio de repiques no mesmo meio citado acima.

2.3 MICROCULTIVO

Esta técnica desenvolvida por Riddell (1950) é fundamental para o estudo
morfologico detalhado das leveduras, a fim de determinar estruturas celulares como:
clamidosporos, blastoconideo, Artroconidios e Artrésporos. Nela é possivel observar as
caracteristicas vegetativas das leveduras, como também a formac&o de pseudo-hifas, hifas
verdadeiras presenca ou auséncia de septos nas hifas e dos esporos por multiplicacdo
vegetativa (blastoconidios). Para realizacdo desse método, foi utilizado o meio Agar fuba
preparado conforme descrito por Kurtzman et al. (2011). Apds ser autoclavado (por 15
minutos a 121 °C) e distribuido em placas, foram guardados na geladeira, conservando
para 0 momento de uso.

Para inoculacdo foi previamente autoclavado placas de Petri contendo em seu
interior duas laminas e duas laminulas dispostos sobre um suporte de vidro e um papel
filtro umedecidos formando uma cadmara umida. O meio foi cortado com o auxilio de uma
pinca estéril, em cubos com dimensdo aproximada de 2,0 x 1,5 cm e colocado sobre as
laminas. O meio foi levemente tocado com uma alcga de platina estéril, sendo feito duas
estrias paralelas da cepa de levedura a ser observada sobre o agar fuba. Cobriram-se as
estrias, na sua porcao central, com uma laminula esterilizada pressionando delicadamente

a laminula com uma pinca para retirada do ar, nos dois cubos presentes na lamina. As
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placas com as colbnias de levedura foram submetidas a crescimento a uma temperatura
de 37°C durante 48 a 72 horas. A leitura foi feita diretamente com a lamina pronta, usando
a objetiva de 40x e 100x, em um microscépio Optico. Apds a focalizacdo, foram realizados
os registros fotogréaficos de algumas laminas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram analisados o perfil morfolégico das células e colbnias de 13 cepas de
leveduras, a partir de um microcultivo. As cepas foram sistematizadas em trés grupos,

conforme as caracteristicas micromorfologicas.

3.1 LEVEDURAS COM BLASTOCONIDEO SEM FORMAQAO DE HIFAS
VERDADEIRAS

No primeiro grupo estdo dispostas as leveduras BB148, BB174, BB175, BB176 e
BB177 que tiveram presenca de apenas blastoconidios esféricos ou ovais, observados em
laminas de microcultivo em agar fuba podendo ser visualizada a imagem das leveduras,
obtida de microscopio éptico com aumento de 400x e 1000x.

Neste primeiro grupo, as leveduras apresentaram colénias com bordas, regulares
e irregulares, textura rugosa exceto a BB177 (figura 1), sendo todas de cor creme.

Figura 1 - Imagens das células (a) a partir de um microcultivo em agar fuba e colénias em placas (b) da
levedura BB.177 obtida em microscopia optica com aumento de 400 e 25 X respectivamente.
< RSO 00 e " n LI L v .

Foto: Jenifer Belo Rodrigues

Apenas a BB. 174 exibiu a formacdo de pseudohifa (Figura 2). Segundo Barbedo
e Sgarb a fase leveduriforme, unicelular, pode eventualmente gerar uma gémula e formar
tubos germinativos, ou hifas verdadeiras, evoluindo assim para a forma filamentosa. Entre

esses dois extremos, de gemulagéo e de filamentacéo, o fungo pode ainda manifestar uma
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variedade de morfologias durante o seu crescimento, formando assim as pseudohifas (n&o
septadas), que s&o na realidade leveduras alongadas unidas entre si.

O termo hifa refere-se aos filamentos que contém mais de um septo e auséncia de
constrigdes. As pseudohifas distinguem-se das hifas verdadeiras pela existéncia de uma
constricdo entre a célula mée e a célula filha, assim como na organizacao dos seus ciclos
celulares. No primeiro ciclo celular da pseudohifa, antes de surgir a gémula, forma-se o
anel do septo entre a célula mée e a célula filha. Ocorre entdo a mitose e quando este
processo se completa, as células separam-se completando a formagdo da parede celular
em ambas as células que, exteriormente, podem permanecer ligadas. Na realidade, o
processo de mitose e o processo de formacgédo de pseudohifa ndo contém muitas diferencas
com excecdo do alongamento e da separacdo da célula por completo, permitindo a
formacdo do septo, sendo que na pseudohifa as formagcbes do septo e da constrigdo

coincidem no mesmo ponto (Barbedo et al., 2016).

Figura 2 - Imagens de aglomerado de células com pseudohifas (a) a partir de um microcultivo em agar fuba
e coldnias em placas (b) da levedura BB.174 obtida em microscopia optica com aumento de 1000 e 25 x
respectivamente.

Foto: Bruna Machado Bervian

3.2 LEVEDURAS COM FILAMENTACAO
No segundo grupo encontram-se as leveduras BB137, BB140, BB147, BB156 e
BB158 que apresentaram formacéo de hifas verdadeiras. A primeira levedura supracitada
apresentou hifas bastante ramificadas e entrelacadas entre si.
Com excegdo da BB. 147 as demais exibiram uma textura rugosa. Somente a
levedura BB137 apresentou bordas irregulares, sendo todas de cor creme. As condigdes
nutricionais do meio influenciam a morfologia das colénias e das células de algumas

espécies de leveduras.
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Este grupo formou filamentacdo em &gar fuba, um meio pobre em nutrientes.
Essas leveduras apresentaram dimorfismo em ambiente controlado, com uma
interconvers&o entre a fase leveduriforme e a fase filamentosa. De acordo com Kurtzman
et al. (2011), as leveduras dimorficas tanto do grupo Ascomycetos como do grupo
Basidiomycetos, na fase leveduriformes exibem formacéo de brotos (blastoconidios) e na
fase filamentosa exibem formacao de filamentos com uma regido especializada na ponta
das hifas chamada Spitzenkdrper - uma organela esférica com vesiculas que controla a
taxa de crescimento e a posi¢éo das hifas (Kinnaer et al., 2019). Em fungos, a localizagédo
de fatores de polaridade em regides corticais especificas conduz o crescimento celular
localmente por meio da expanséo e remodelacéo da parede celular para gerar morfologias
celulares especificas. Muitas espécies de leveduras sdo dimdrficas, exibindo morfologias
distintas dependendo das condigdes de crescimento (Kinnaer et al., 2019).

Trabalhos anteriores estabeleceram que a inducdo da filamentagéo de S.
japonicus é desencadeada por estresses ambientais como fome nutricional ou de
nitrogénio, e estresses de danos ao DNA (Furuya et al., 2012), sugerindo que a mudanca
de uma celula pequena para uma hifa de rapido crescimento serve como um mecanismo
de fuga de condi¢cbes ambientais adversas. O crescimento filamentoso também é
reprimido pela luz, pois a percepc¢édo da luz azul por dois receptores de luz do colarinho
branco presentes em S. japonicus e ndo em S. pombe induz a divisdo celular das hifas
(Okamoto et al.,, 2013). Da mesma forma o dimorfismo em Candida albicans €
influenciada pela interacao de varios fatores, tais como a temperatura, o pH, e o equilibrio
nutricional (Nagyab et al., 2020).

Foi possivel a observacao dos septos nas hifas das leveduras BB.140 e BB. 156.
De acordo com Nagyab (2020) a formacgdo do septo em células de leveduras envolve a
formacdo de um anel de actomiosina contratil que deixa um poro central na parede
cruzada entre as células adjacentes. De uma perspectiva evolutiva, existe um continuum
de morfologias e diametros do septo; desde estreitas invaginacdes que dificilmente

interferem com o fluxo, até o fechamento completo das células hifais vizinhas.

3.3 LEVEDURAS COM ARTROSPORO
Neste estdo agrupadas apenas trés leveduras que apresentaram artrGsporos no
microcultivo BB.146 BB.160 BB.191. Segundo a literatura KURTZMAN et al. (2011)

0s géneros de leveduras conhecidos e descritos até o momento que sdo formadores de
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artroconideos com blastoconideos s&o: Trichosporon, Moniella, Dipodascus,
Galactomyces, Pichia, Arxula, Saccharomycopsis e algumas espécies de Debaromyces.

Todas as trés leveduras apresentaram bordas regulares, cor creme e textura lisa
exceto a levedura BB191 que apresentou textura rugosa.

Nesse grupo é possivel observar a capacidade de producdo de hifas hialinas
ramificadas que sdo capazes de se fragmentar em esporos, chamados artroconidios. A
formacdo de artrosporos pode possibilitar a identificacdo de Geotrichum, e quando sdo
formados também blastoconidios pode pertencer ao Genero Trichosporon (Anvisa, 2004).
O género Geotrichum é de levedura dimorfica que formam colénias de coloragdo creme
(Alper et al., 2011), sendo caracterizado pela presenca de artrosporos ovais em forma de

barril, regulares de arestas arredondadas.

4 CONCLUSAO
Este artigo avaliou as caracteristicas macro e micromorfolégicas das leveduras
afim de conhece-las melhor e disponibilizar informagbes que possam contribuir com
futuros trabalhos de identificagdo destas cepas. Houve uma variagdo morfologica tanto
no comportamento das leveduras em microcultivo como nas colonias em placas. Em
38,5% das 13 leveduras foram observados apenas blastoconidios, 38,5 % formaram hifas
verdadeiras e 23 % formaram artrdsporos. Todas as colénias sdo de cor creme, 23 % lisas

com bordas regulares e 77 % rugosa com bordas irregulares.
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