PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS DE Polybia
ignobilis (HYMENOPTERA: VESPIDAE)

Julho - 2011



PAULA SANCHEZ DE SOUSA

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS DE
Polybia ignobilis (HYMENOPTERA: VESPIDAE)

Orientador: Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca

Julho - 2011

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
(Area: Microbiologia Aplicada).






Aos meus pais, Romeu e Izilda, e aos meus queridos amigos
Dedico...



AGRADECIMENTOS

Agradeco meus pais, lzilda a Romeu por todo apoio desde o comeco até o fim do
Mestrado, por toda dedicacdo e por acreditarem junto comigo nesse sonho, por todo o esfor¢o
que fizeram e tém feito para que eu me torne uma pessoa realizada. Agradeco meu irméo
André que me guiou aos estudos e com seus conselhos centrados sempre me fez ver além do
que estava a minha frente, mostrando que com dedicacdo e esforco conseguimos o que
gueremos. Agradeco a minha tia e madrinha Rita que sempre foi um porto seguro para mim;
com sua paciéncia me ajudou a colocar planos e anseios em pratica, sossegando meus
pensamentos em turbilhdo. Mais do que uma pessoa da familia, sempre foi minha verdadeira
amiga.

Ao meu namorado Denis, ndo tenho palavras para agradecer toda dedicacdo, paciéncia e
companheirismo; pelos finais de semanas a fio...me acompanhando no laboratério, pelo
conforto nas horas de dificuldade, por me fazer rir com qualquer besteira enquanto estava
preocupada com alguma “levedura rebelde” ou até mesmo em siléncio, me dar um abraco
reconfortante que vale mais do que mil palavras.

A0S meus amigos que sempre torceram pelo meu sucesso, Andrezza, Bruna, Fernanda,
gue mesmo com a distancia e minha auséncia, sempre estiveram de alguma forma comigo
tentando entender o que € essa tal de microbiologia...rsrs. Agradeco a elas por fazerem da
minha volta para casa sempre muito agradavel, por me aconselharem e me fazer renovar para
a préxima batalha a ser travada durante a semana de trabalho.

Aos amigos que fiz em Rio Claro, Jéssie, meu vizinho dedicado, obrigada por me
socorrer quando precisei, pelas risadas, ao meu amigo Denny, agradeco a assessoria mecanica
com a maqguina de lavar, a me ajudar no laborat6rio nos finais de semana e também pelas
risadas ao longo de tantos dias; aos dois, muito obrigada por me apoiarem sempre.

Aos amigos que fiz no laboratorio: Aline Cruz, Ana Paula, Fabio (letchi), Noemi, Thais,
Ife, Virginia, Liu, Lidia, Sadala, Dirce, Weilan, Silvio, Mara, Castanha, Tate. Aos agregados
Rafael (Parana), Daiana (Tim). Sem eles tudo seria muito mais dificil. Obrigada pelo
companheirismo no laboratério, pelos cafés na cozinha do CEIS, pelas risadas e pelas
ajudinhas enquanto eu estava com muito trabalho.

N&o posso deixar de agradecer ao amigo, Sebastido Zanao do laboratorio de produtos
apicolas, que se transformou em conselheiro profissional, por me ajudar com assuntos
relacionados a quimica, conserto dos equipamentos do laboratério e por estar sempre pronto a

dar uma opinido otimista.



Agradeco imensamente ao Prof. Dr. Wanderlei Martins por toda sabedoria, por me
ajudar inclusive nos finais de semana com minhas sequéncias de DNA, por estar sempre
disponivel para me ajudar.

Ao Prof. Claudio José Von Zuben, meus agradecimentos pela atengdo e colaboracédo
com a analise dos meus dados.

Agradeco também a oportunidade dada pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, por
me passar tantos conhecimentos e por disponibilizar um laboratdrio equipado para que minha
pesquisa fosse desenvolvida. Sem esquecer dos Pos-Docs, Derlene Atilli e André Rodrigues,
meu muito obrigada por seus conselhos cheios de experiéncia.

Em minha busca por novos ninhos de vespas, agradeco imensamente ao Prof. Dr.
Osmar Malaspina e Sérgio Pascon.

Por fim, agradeco as agéncias de fomento e ao CNPq pela bolsa concedida através do
Programa de Pds-Graduacdo em Microbiologia Aplicada, ao Depto. de Bioquimica e
Microbiologia da UNESP de Rio Claro e principalmente ao laboratério de Microbiologia do
CEIS.

A todos, meu imenso carinho e gratiddo pela contribuicdo que cada um teve em meu
Mestrado e também em minha vida. Com certeza hoje tem um pedacinho de cada um junto
comigo que vou levar para sempre com muito orgulho de ter encontrado pessoas tdo boas em

minha vida.

“Agradeco todas as dificuldades que enfrentei; ndo fosse por elas, eu nédo teria saido do
lugar. As facilidades nos impedem de caminhar. Mesmo as criticas nos auxiliam muito”.
Chico Xavier



RESUMO

Polybia ignobilis € uma vespa social que apresenta uma alimentacdo variavel e inespecifica,
consumindo outros insetos, pedagos de animais mortos, néctar, polpa de madeira e agua.
Dentro do ninho ocorre a trofalaxia, onde o alimento é distribuido entre os individuos da
colbnia através de secrecdo labial, podendo ocorrer entre adulto e larva ou apenas entre
adultos, propiciando a dispersdo de micro-organismos. A associacgao entre leveduras e insetos
pode ser considerada transitoria, onde os insetos podem atuar como vetores na dispersdo
desses micro-organismos sem beneficio nutricional; por outro lado, também pode ser
considerada como uma associacdo benéfica, onde o inseto utiliza as leveduras como
complemento alimentar. O presente estudo teve como objetivos: caracterizar a comunidade de
leveduras associadas a P. ignobilis; verificar se hé relacdo entre a distribuicdo das leveduras
nas diferentes castas da vespa e contribuir com a formacdo de um banco tematico de leveduras
isoladas de insetos sociais. Individuos do ninho de P. ignobilis e amostras de mel foram
coletados no campus da UNESP - Rio Claro. O isolamento e identificagdo das estirpes foi
feita de acordo com a metodologia classica descrita em YARROW (1998). Foram isoladas
167 estirpes, sendo 59 do primeiro ninho e 108 do segundo. Apds uma selecdo baseada em
analises morfoldgicas, bioguimicas e perfil de bandas de microsatélites (MSP-PCR) estirpes
representativas de cada grupo, bem como as estirpes Unicas foram identificadas pelo
sequénciamento da regido D1/D2 do rDNA 26S. Os resultados revelaram a prevaléncia no
primeiro ninho dos géneros Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora e Rhodotorula,
compreendendo 45% do total das estirpes, sendo as espécies mais freqlientes Candida azyma,
Candida chrysomelidarum, Cryptococcus liquefaciens e Rhodotorula mucilaginosa. No
segundo ninho, as espécies que prevaleceram foram Aureobasidium pullulans e Meyerozyma
guillermondii.

Algumas estirpes podem se constituir em novas espécies, pois foram encontradas sequéncias
com identidade inferior a 98% quando comparadas ao banco de dados NCBI-Genbank.
Nesses casos, outros genes (ITS) foram sequenciados para a confirmacdo dos resultados.
Aparentemente, ndo foram encontradas relacfes entre a ocorréncia das estirpes de leveduras e

as castas da vespa.

PALAVRAS CHAVE: leveduras, Polybia ignobilis, diversidade microbiana.



ABSTRACT

Polybia ignobilis is a social wasp that features a variable and unspecific alimentation, eats
other insects, bits of dead animals, nectar, wood pulp and water. Inside the nest occurs
trofalaxis, where food is distributed among individuals of the colony through labial secretion,
it can occur between adult and larva or adults only, being vectors in the dispersion of micro-
organisms. The association between yeasts and insects can be considered temporary, where
the insects serve as vectors in the dispersal of these micro-organisms without nutritional
benefit; on the other hand, can also be regarded as a beneficial association, where the insect
uses the yeasts as a food supplement. This present study aimed to characterize the yeast
community associated with P. ignobilis; verify whether exists a relation between the
distribution of yeasts in different varieties of wasp and contribute to the formation of a
thematic database of yeasts isolated from social insects. Individuals from the nest of P.
ignobilis and honey samples were collected on the campus of UNESP - Rio Claro. The
isolation and identification of strains was made according to classical methodology described
in YARROW (1998). We isolated 167 strains, 59 and 108 of the first and second nest. After a
selection based on morphological, biochemical and microsatellite band profiles (MSP-PCR)
representative strains of each group as well as unique strains were identified by sequencing
the D1/D2 region of 26S rDNA. The results revealed the prevalence in the first nest of
Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora and Rhodotorula, comprising 45% of all strains,
being the most frequent species Candida azyma, Candida chrysomelidarum, Cryptococcus
liquefaciens and Rhodotorula mucilaginosa. In the second nest of the species that prevailed
were Aureobasidium pullulans, Meyerozyma guillermondii. Some strains may constitute new
species, because sequences were found with identity less than 98% when compared to the
NCBI-Genbank database. In such cases, other genes (ITS) were sequenced for confirmation
of the results. Apparently, there was no relationship between the occurrence of yeast strains

and varieties of wasp.

KEY WORDS: yeast, Polybia ignobilis, microbial diversity.
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1. INTRODUCAO

A ordem Hymenoptera € um dos maiores grupos dentre os insetos, compreendendo as
vespas, abelhas e formigas. Possui atualmente cerca de 115.000 espécies descritas,
distribuidas em 99 familias taxondmicas, dentre elas, a Vespidae (SHARKEY, 2007). De
acordo com Gaston et al., (1991) a ordem dos Hymenoptera provavelmente constitui quase 10
por cento das espécies. Acredita-se que ha entre 300.000 e 3.000.000 de espécies de
Hymenoptera; entretanto, Sharkey e colaboradores (2007) estimaram que esse nimero pode
atingir a um milh&o.

A Familia Vespidae é uma grande e diversificada familia de vespas, com cerca de 5.000
espécies, que inclui quase todas as vespas eussociais e muitas das vespas com habitos
solitarios (HERMES; KOHLER, 2004).

De acordo com Carpenter (1993) a familia Vespidae é constituida por seis subfamilias
monofiléticas (Euparagiinae, Masarinae, Eumeninae Stenogastrinae, Polistinae, Vespinae),
sendo que espécies eussociais ocorrem apenas nas trés ultimas subfamilias e apenas
Masarinae, Eumeninae e Polistinae ocorrem nos Neotrdpicos (CARPENTER & MARQUES,
2001).

Pesquisadores que estudaram ambientes temperado e tropicais argumentam que se as
espécies de vespas desses locais que ainda ndo foram estudadas fossem descritas, estas seriam
incluidas na familia dos Vespidae; assim, a ordem dos Hymenoptera seria mais rica em
espécies do que todas as outras ordens (GRISSELL, 1999).

As subfamilias Polistinae e Vespinae sdo compostas unicamente por espécies eussociais,
caracterizadas por apresentarem castas tipicamente distintas, sendo a rainha muito maior que
as operérias. Cada col6nia de vespas inclui uma rainha e uma determinada quantidade de
fémeas operarias, as quais poderdo substituir a rainha em determinadas circunstancias, como
por exemplo, quando ha necessidade de mudar rapidamente o local do ninho frente a alguma
perturbacéo (DESUO, 2008).
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1.1. Polybia ignobilis

Polybia ignobilis é uma vespa social pertencente a subfamilia Vespinae, havendo registros
em toda a América do Sul tropical, desde o Panama até o Paraguai e Argentina. E comumente
encontrada nas areas rurais do Brasil e em todo o estado de Sdo Paulo. Ela é considerada um
bom agente para controle biolégico de pragas na agricultura por ser um predador de
lepidépteros (GOBBI & MACHADO, 1986). Além da sua importancia ambiental, também
representa um grupo importante para os estudos da evolucdo do comportamento social pelo
fato de apresentar mais de uma rainha. Tal fato pode contribuir para aumentar o sucesso na
propagacdo da espécie, principalmente no periodo de multiplicagdo da colbnia por
enxameamento. Seu perfil de diferenciacdo morfoldgica de castas (operarias, intermediarias e
rainhas) (DESUO, 2008), pode indicar maior divisdo reprodutiva de trabalho e,
consequentemente, um maior grau de socialidade (BOURKE, 1999) o que evidencia grande
flexibilidade adaptativa frente a diferentes situagdes enfrentadas pela espécie ao longo de seu
desenvolvimento (EVANS & WEST-EBERHARD, 1970).

1.2. Estrutura dos ninhos

O comportamento construtor de ninhos em vespas sociais € regido por padrbes. Os ninhos
de P. ignobilis apresentam um ou mais favos envolvidos por uma cobertura denominada
envelope (BARRAVIERA, 1994) e estdo sempre em lugares abrigados do vento e da chuva,

sendo classificados como fragmocitaro caliptédromo. Fragmocitaro refere-se ao fato do favo

inicial ser amplamente fixado ao substrato e caliptddromo porque o involucro protetor esta ao
redor do favo e em contato com as laterais do mesmo (fig. 1a), e assim, o segundo favo é
construido pela adigdo de células (fig. 1b) na parte inferior do envelope, o qual é expandido,
cobrindo o novo favo (CARPENTER; MARQUES, 2001).

O tamanho médio dos ninhos é de 20 cm de altura e 30 cm de base e 0 acesso se da por
orificios no invélucro. A cobertura compde-se de camaras de 5 mm de espessura com lacunas,
dando um aspecto rugoso e ondeado. Normalmente os ninhos sdo pouco resistentes e
piramidais (HOFLING, 1982).
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a b

Foto 1: (a) primeiro ninho de Polybia ignobilis abrigada em uma caixa de madeira; (b) Foto
dos alvéolos internos do ninho 1, nota-se presenca de “mel”.

1.3. Atividade Forrageira

A atividade forrageira esta intimamente ligada a capacidade de véo das vespas. Segundo
Santos et al., (2000), pode-se estimar que Polybia occidentalis occidentalis desenvolve as
suas atividades mais eficazmente dentro de um raio de 62 m a partir do ninho. Os mesmos
autores indicaram que cada colénia pode forragear uma éarea de aproximadamente 12.500 m2,

Fatores ambientais como intensidade luminosa e temperatura podem promover ou inibir o
forrageamento, porém este nio se altera em decorréncia de chuva fina (HOFLING, 1982).

O fato das vespas sociais construirem seus ninhos associados a constru¢fes humanas
confere a elas uma maior chance de sucesso, pois no ambiente urbano ocorre uma grande
reducdo da pressdo de predacdo e ha maior oferta de ambientes propicios para construcdo de
ninhos, além de maior protecdo em relacéo as intempéries climaticas (FOWLER, 1983).

A dieta e os materiais utilizados para sua alimentacdo sdo variados, compreendendo
proteinas (presas de insetos, animais mortos, carnes expostas), carboidratos (néctar, secrecao
de plantas e afideos “pulgdes”), polpa de madeira, contetidos celulares e agua. (HOFLING,
1982 e CARPENTER; MARQUES, 2001).

De acordo com GOBBI & MACHADO (1986), observa-se que P. ignobilis tem uma
alimentacdo muito variavel, semelhante ao observado com Polybia occidentalis occidentalis
(SANTOS et al., 2000). Esses autores relacionam a ndo especificidade dos recursos
alimentares dessas espécies com a garantia de maior sobrevivéncia e a maior permanéncia do

ninho por um longo tempo no mesmo local.
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Segundo HOFLING (1982) dentro do ninho ocorre um comportamento chamado de
trofalaxis, onde o alimento é distribuido entre os individuos da colénia de boca a boca,
podendo ser entre adulto e larva ou apenas entre adultos. A glandula labial produz uma
secrecdo atrativa que alimentam as larvas com proteinas, carboidratos, proteases, agucares,

aminoacidos e &gua.

2. LEVEDURAS

O termo levedura € muitas vezes empregado, de maneira errbnea, como sinénimo de
fermento, fazendo referéncia a processos fermentativos de producéo de cerveja e de pao, bem
como com a espuma formada nesses processos. Por esse motivo as leveduras sdo
frequentemente associadas a fermentacGes, embora se saiba que cerca de 50% das espécies
ndo sdo fermentadoras (KURTZMAN & FELL, 1998).

Leveduras sdo fungos que na maior parte de seu ciclo de vida se apresentam como
unicelulares e se reproduzem vegetativamente por brotamento, na maioria das vezes. Muitas
espécies podem produzir esporos assexuados e sexuados; nesse Ultimo caso ndo existe um
corpo de frutificagdo. Como fungos, elas sdo classificadas nos grupos Ascomycota e
Basidiomycota (ALMEIDA, 2005), embora ainda persista a denominagdo “imperfeitas” para
aquelas onde ndo se conhece a reproducdo sexuada. Atualmente os estagios sexuados sdo
conhecidos como “teleomorfos” e os assexuados como “anamorfos” (KURTZMAN & FELL,
1998).

Leveduras sdo encontradas em plantas, exsudatos, agua, solo, trato intestinal dos animais e
outros substratos naturais, podendo existir associa¢des especificas entre as leveduras e 0s seus
habitats, mas de um modo geral, a associagdo com plantas representa o habitat mais
importante para uma grande variedade de espécies onde os nectérios, superficie das folhas e
os frutos sdo considerados habitats ideais para as leveduras por oferecerem nutrientes com
alto teor de acucar (HAGLER, et al.,1995). LACHANCE & STARMER (1998) evidenciam
que as leveduras formam comunidades de espécies e ndo ocorrem ao acaso através da
biosfera, selecionando os habitats conforme suas necessidades ecoldgicas e nutricionais.

Os membros de uma comunidade podem ter nichos diferentes que se sobrepdem em um
determinado habitat, dessa forma & importante distinguir entre as espécies encontradas em
uma habitat, aqueles que sd@o componentes essenciais da comunidade daqueles que séo

transitérios ou estdo presentes por acaso; da mesma forma, espécies de leveduras que
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sobrevivem em um nicho amplo ocupam diversos habitats e sdo consideradas como
generalistas (LACHANCE; STARMER, 1998).

2.1. AssociagOes entre insetos e micro-organismos

Segundo ROSA; PETER (2006), o solo é o repositorio para materiais organicos e
inorganicos e constitui um meio favoravel para a manutencdo e desenvolvimento de certas
espécies de leveduras, sendo os insetos 0s mais importantes vetores desses micro-organismos
na natureza. Dessa maneira, micro-organismos e insetos podem manter algumas associagdes
mutualisticas estaveis, onde ocorrem adaptacdes de ambas as partes, que facilitam a
perpetuacdo desta associacdo e promovem relagdes de interdependéncia (ERTHAL JUNIOR;
SILVA; SAMUELS, 2007). Nessas associacdes, os fungos, além de encontrarem um
ambiente adequado para o seu desenvolvimento, também sdo favorecidos com recursos
nutricionais, umidade e auséncia de competidores. Além disso, podem ter a sua propagacao
facilitada e promovida pelos insetos. Em alguns casos os insetos utilizam os fungos néo
apenas como fonte nutricional, mas também para a aquisicéo de enzimas digestivas que ficam
ativas em seus intestinos, contribuindo para a degradacdo de polimeros de plantas. Estas
associacbes foram descritas nas ordens Isopoda, Homoptera, Coleoptera, Diptera e
Hymenoptera (Vespidae e Formicidae) (ERTHAL JUNIOR; SILVA; SAMUELS, 2007).

A associagdo entre leveduras e insetos pode ser considerada uma relagdo puramente
mecanica, onde 0s insetos servem como vetores na sua dispersdo sem nenhum beneficio
nutricional, ou como uma associagdo benéfica, onde o inseto ndo somente age como vetor
mas também se beneficia das leveduras como complemento alimentar (ROSA; PETER,
2006).

Segundo Morais & Rosa (2000), leveduras e drosofilas formam uma associacéo
mutualistica, onde os micro-organismos sdo fonte de nutrientes para adultos e larvas das
moscas; por outro lado, de uma forma mecanica, as moscas dispersam as leveduras entre 0s
diferentes microhabitats. Larvas e adultos de droséfilas apresentam, na maioria das vezes,
forrageamento seletivo com preferéncia por uma ou mais espécies de leveduras.

Com relagéo aos micro-organismos associados ao mel produzido por Apis mellifera, as
atencOes geralmente sdo voltadas apenas para 0S prejuizos que 0s micro-organismos podem
trazer para a colonia e para a producdo do mel, porém, Gillian (1997), argumenta sobre os
beneficios da microbiota ndo patogénica (leveduras, bactérias, fungos filamentosos), onde

essa microbiota contribui para o desenvolvimento da colonia das abelhas.
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Assim como nas vespas, a microbiota das abelhas é adquirida durante o forrageamento.
Dentro da colméia, esses micro-organismos sdo selecionados pelas abelhas operérias, a fim de
ndo prejudicarem o equilibrio da colénia (GILLIAN, 1997).

Suh et. al. (2005) encontraram uma diversidade muito alta de leveduras (cerca de 650
espécies) no trato intestinal de diversas (27) familias de besouros. Observou-se que
aproximadamente 200 espécies desses isolados eram espécies ainda ndo descritas.

Um estudo sobre a dispersdo de microfungos filamentosos e leveduras por formigas
Attini na natureza foi recentemente publicado (PAGNOCCA et al., 2008), porém, ndo ha
relatos especificos na literatura sobre o papel das vespas nessa atividade. Estudos como esse
mostram a importancia de se realizar pesquisas com insetos, pois eles s&o importantes para o
estudo ecoldgico de leveduras.

Considerando-se a diversidade de forrageamento, o habito da trofalaxis, a ampla
distribuicdo da vespa P. ignobilis, bem como a escassez de informagdes sobre a disperséo de
micro-organismos que ela pode promover, torna-se importante estudar este Gltimo aspecto

tendo como foco as leveduras.

3. OBJETIVOS

1. Caracterizar a comunidade de leveduras associadas a vespa Polybia ignobilis.
2. Verificar a distribuicdo das leveduras nos diferentes estagios de desenvolvimento da
vespa e também em amostras de “mel”.

3. Constituir e manter um banco tematico de leveduras associadas a esses insetos.
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4.1. Amostragem
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Dois ninhos foram coletados em duas cidades distintas: o primeiro foi coletado em marco
de 2008 no biotério do campus da UNESP — Rio Claro situado a 22°23°49.13”S; 47°32°36.87”

O, e o0 segundo ninho foi coletado em outubro de 2009, proveniente da refinaria da REPLAN

(Paulinia —SP) 22°43°51.40”’S; 47°06°40.64” O,

IC

Ib

Imagem 1: area de coleta dos ninho estado SP (a) 1° na cidade de Rio Claro (b) e 2° na cidade de

Paulinia (© (fonte:

de

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/65/SaoPaulo_Municip_Paulinia.svg, b, ¢ Google

earth).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/65/SaoPaulo_Municip_Paulinia.svg
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Apos a captura que ocorreu utilizando sacos plasticos esterilizados, os ninhos foram
colocados em freezer a -20°C por aproximadamente 5 minutos para facilitar a manipulagéo.

A abertura dos ninhos foi feita em laboratério com a méaxima assepsia e individuos de
diversos estagios de desenvolvimento foram retirados dos alvéolos de forma aleatdria com
auxilio de uma pinga estéril. Amostras de “méis” também foram obtidas com auxilio de uma
alca de inoculago esteéril.

Para o isolamento das estirpes, foram utilizados os meios sélidos YMA (Yeast Malt
Agar) e MYP (Malt Yeast Peptone Agar) aléem do meio YMB (Yeast Malt Broth), todos
adicionados de 10 mg.100 mlI™ de cloranfenicol e pH ajustado para 4,0 (YARROW, 1998).

As estirpes foram amostradas e codificadas segundo a origem, a saber: W, B, S, PU, LA,
RE e M. Assim:

W: colbnias obtidas ap6s a vespa adulta ter caminhado sobre a superficie do meio de
cultura.

As pupas (PU) e larvas (LA) foram colocadas isoladamente na superficie dos meios MYP
e YMA e roladas cuidadosamente, a fim de se isolar eventuais leveduras presentes na
superficie externa de seus corpos. Os individuos RE (recém-emergidos) foram colocados para
andar nas placas contendo os meios sélidos supracitados. As amostras de “mel” (M) foram
retiradas aleatoriamente dos alvéolos, com o auxilio de uma al¢a de inoculacdo e semeadas
nos meios MYP e YMA.

O meio liquido foi utilizado para individuos mergulhados e esmagados em YMB da
seguinte forma:

B: individuos adultos foram mergulhados em tubos contendo 5,0 ml de YMB, pH 4,0,
cloranfenicol e incubados a 25°C por 48hs (YARROW, 1998). Os tubos com as vespas
imersas foram monitorados por 7 dias. Sinais de turvagdo do meio foram considerados
presuntivamente positivos. Apds confirmagdo microscopica da presenca de leveduras, seguiu-
se a metodologia padréo de isolamento, recuperando o meio liquido com auxilio de alcas de
inoculagéo e o mesmo foi semeado em meio solido.

S: coldnias obtidas apds esmagamento dos individuos adultos, com auxilio de um bastdo
de vidro previamente esterilizado, dentro de um tudo contendo YMB, pH 4.0 + antibidtico. As
vespas foram tratadas previamente com solucdo desinfetante de etanol 70% por 1 minuto,
agua sanitaria por 2 minutos, etanol 70% por 30 segundos e uma lavagem final com agua
destilada para uma desinfeccio externa (COLLADO; PLATAS; PELAEZ, 1996). Pretendeu-
se com 0 esmagamento verificar a ocorréncia de leveduras nas partes internas do corpo do

inseto. Aliquotas dessas suspensdes tambem foram semeadas em placas de Petri.
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4.2. Isolamento e estocagem das leveduras

As placas foram incubadas a 22°C no escuro e monitoradas diariamente para isolamento
das coldnias, as quais foram selecionadas com base em seus diferentes morfotipos. Usando o
critério de semelhanca morfoldgica, dessa forma, foram coletadas 4 colnias por placa
enquanto que as de morfologia Unica foram todas coletadas. Apos codificacdo, foram
estocadas em meio Gymp a 4° C e tambeém preservadas em glicerol 15% a -80°C. (CBS,
2009).

4.3. Caracterizacdo morfoldgica e fisioldgica das estirpes

As estirpes foram classificadas quanto a aparéncia da colénia, morfologia celular e
através de testes fisiologicos, utilizando metodologia descrita em BARNETT et al., (2000) e
Yarrow (1998). Foi utilizada também a chave disponibilizada na pagina eletronica do

Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), disponivel em http://www.cbs.knaw.nl/.

Com base nessas analises as estirpes foram reunidas em grupos semelhantes.
Representantes desses grupos foram utilizados nas etapas seguintes, visando a identificacéo

taxondmica, baseada em técnicas moleculares.

4.4, Anélise Molecular

4.1.1. Extracido de DNA gendmico

O DNA gendmico de cada isolado foi extraido seguindo a metodologia de Sampaio et al.,
(2001): duas algadas da levedura cultivada em meio YMA por 48 h a 25°C foram suspendidas
em 500 pl do tampéo de lise TNES (50 mmol Tris 1''; 250 mmol de NaCl I'*; 50 mmol EDTA
I": 0,3%, wiv, SDS; pH 8) e 0 equivalente a 200 pl de micro-esferas de vidro (Sigma-Aldrich
®, 425 — 600um de diametro) esterilizadas foram adicionadas. Em seguida, foram levadas ao
vortex por 4 minutos e os tubos foram incubados por 1 hora a 65°C, repetindo esse
procedimento duas vezes. A suspensdo foi centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante (~400 pl), o qual contém o DNA gendmico bruto, o qual foi
separado e armazenado a -20° C. Antes do congelamento, o sucesso da extracdo do DNA foi

confirmada por eletroforese em gel de agarose 1,0%. Apds a corrida do gel, este foi corado


http://www.cbs.knaw.nl/
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em uma solucdo de brometo de etideo diluido em TBE 1X por, aproximadamente, 15
minutos, e entdo, o gel foi fotografado com auxilio do software Vision WorksLS.

4.1.2. Agrupamento das estirpes por MSP-PCR

Estirpes representantes dos varios agrupamentos realizados com base nas caracteristicas
fenotipicas e bioquimicas foram utilizadas para um segundo agrupamento através do método
de “fingerprinting” utilizando microsatélites (MSP-PCR) (modificado de Meyer et al., (1993).

Nesta etapa, mistura-se 4,0uL de dNTPs (1,25 nM), 2,5uL de Buffer 10X, 1,0uL de
MgCl, (50mM), 0,2uL de Taq (5U/ pL), 10,3puL de H,O purificada para PCR, 2,0uL de
GTC(5x) — 10uM; 5,0uL de DNA (1:750). A amplificacdo foi realizada no termociclador
(PTC-100 ™ Programmable Thermal Controller), com a seguinte programagéo: 95°C por 3
min, 93°C — 45s-40 ciclos, 50°C — 1 min, 72°C — 1min, 72°C — 6min, 10°C - «. Para verificar
0 padrdo de bandas, foi realizada uma corrida em gel de agarose 1,4% em TBE 0.5X a 90V e
50 mA por 3 horas. Em seguida, o gel foi corado por 25 minutos em uma solugéo de Brometo
de Etideo e descorado na sequéncia por 5 minutos. Apds esta etapa foi possivel reavaliar e
reagrupar os isolados. Os agrupamentos anteriores foram confirmados ou redistribuidos. A
partir desse segundo agrupamento, foram selecionadas estirpes representantes de cada grupo
para o sequienciamento da regido D1/D2 da subunidade maior (26S) do rDNA (KURTZMAN
& ROBNETT, 1998). O mesmo procedimento foi aplicado as estirpes Unicas ou que nao

foram agrupadas nas etapas anteriores.

4.1.3. Purificacdo dos produtos de amplificagdo

Usando o kit de purificacdo de DNA (GFX PCR DNA and gel band purification kit - GE
Healthcare), As colunas de purificacdo foram colocadas nos tubos coletores previamente
identificados com os cddigos das amostras. Posteriormente foram pipetados nas colunas 350
pL da solucdo “Capture Buffer” type 3 e adicionados 150 pL da solugdo “Capture Buffer”
type 3 nos microtubos com o DNA amplificado. Todo o volume da coluna de purificagdo foi
transferido, misturado e centrifugado por 30 segundos a 13.000 rpm. O liquido filtrado foi
descartado e a coluna recolocada no tubo coletor onde o DNA fica retido. Em seguida foram
adicionados 500 puL da solugdo “Wash Buffer” type 1 no centro de cada coluna, centrifugado

por 30 segundos a 13000 rpm e a coluna transferida para um tubo eppendorf de 1,5 ml
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(previamente identificado). Foram adicionados 25 — 30 ul de “Elution buffer type 67,
incubado por 1 minuto & temperatura ambiente e centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm.
Posteriormente, as colunas foram removidas e 0 DNA purificado armazenado a — 20°C.

A eficacia da purificacdo foi confirmada em um gel de agarose 1% (em TBE 1X),
juntamente com o marcador “DNA Ladder 1 kb” (utilizando 5 pL. do Ladder) e o DNA
purificado foi quantificado no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) procurando
manter a quantidade de DNA entre 5-20 ng, adequada para o sequénciamento de fragmentos
de 500 - 1000pb.

4.1.4. Preparo das amostras para sequénciamento da regido D1/D2

A amplificacdo por reagdo de PCR foi realizada usando os iniciadores forward (NL1) e
reverse (NL4), conforme descrito em Inacio et al., (2005). Para confirmar a presenca e
tamanho do fragmento de DNA, os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose 1% (em TBE 1X).

As sequiéncias foram obtidas com o equipamento ABI 3130 (Applied Biosystems).

Para a reacdo de sequénciamento foram utilizados os seguintes reagentes (por amostra):
1,75 pL de Save Money, 0,5 pL primer NL1 (3 pmol), 0,5 pL primer NL4 (3 pmol), 20 ng
DNA purificado; 5,65 pL de agua Milli-Q esterilizada, 0,5 uL de Big DYE, com volume final
de 10,0 uL. Em seguida o material foi levado ao termociclador (PTC-100 ™ programmable
Thermal Controller), com a seguinte programacéo: 96°C — 2min, 96°C — 45 s — 28 ciclos, 50°C
— 30s, 60°C — 4 min, 10°C - co.

Para a purificacdo da reacdo de sequenciamento, foram adicionados 1 pL de acetato de
sodio (1,5M), 1 puL de EDTA 125mM , 25 uL de etanol 100% e mantidos a temperatura
ambiente por 15 minutos, no escuro. (Adaptado do manual de instru¢des: DYEnamic™ ET
Dye Terminator Kit - GE Healthcare).

As amostras foram centrifugadas por 25 min a 15.000g para a formacao do “pellet” de
DNA, o liquido sobrenadante foi removido invertendo o tubo e também com auxilio de uma
ponteira estéril (capilaridade). Posteriormente, foram adicionados 35 pL de etanol 70% para
lavar o “pellet”. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 15.000g, o
sobrenadante removido e os tubos foram levados ao SpeedVac (10-15 min) para secar o
“pellet” de DNA, deixando os tubos abertos.

As amostras foram ressuspendidas em formamida Hi-Di™ Applied Biosystems para

aplicar na placa do seqtienciador.
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4.1.5. Andlise das sequéncias de DNA

As sequéncias “consenso” dos fragmentos de DNA sequénciados foram geradas,
utilizando o programa Bioedit v.7.0.5.3 e comparadas com as homologas obtidas do banco de
dados do GenBank/NCBI através da ferramenta de busca BLASTn disponivel no site do

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi,). Sequéncias apresentando 99% de

similaridade foram consideradas co-especificas enquanto que aquelas cuja similaridade foi
menor ou igual a 98% foram analisadas também quanto ao segmento ITS, pois quando as
sequéncias apresentam similaridade < 98 %, considera-se que ha grande probabilidade de ser
uma espécie ainda ndo descrita. Nesses casos, esta deverd ser descrita segundo os padrbes
internacionais estabelecidos, o que implica numa descricdo detalhada abordando
caracteristicas morfolégicas coloniais e celulares, perfil fisiologico/nutricional, além das
analises genéticas (moleculares) pertinentes. Deve-se também incluir uma analise filogenética
para mostrar onde a espécie que esta sendo descrita se acomoda.

As sequéncias consenso das provaveis espécies novas encontradas neste trabalho foram
comparadas com aquelas mais proximas recuperadas do GenBank através da ferramenta
BLASTN, as quais foram editadas no software BioEdit e em seguida analisadas utilizando-se
o software PAUP versdo 4.0b10 (SWOFFORD, 2002) as quais foram inferidas utilizando o
algoritmo  Neighbor-joining com modelo de substituicdo Kimura 2-parametros

(KIMURA,1980), com suporte de valores de bootstrap de 1000 pseudo-réplicas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do primeiro ninho foram isoladas 59 leveduras, listadas na tabela 1.1 (Apéndice A), cujas
origens foram: 20 de individuos adultos (W); 9 recuperadas de meio liquido (B); 8 ap0ds
esmagamento (S); 3 das larvas (L); 3 de pupas (P); 5 de recém-emergidos (RE) ¢ 11 de “méis”
(M). Destas, 70,7% sdo ascomicetas e 29,3% sdo basideomicetas. O género Rhodotorula foi
predominante, seguido por Candida, Cryptococcus e Metschnikowia.

Parte das espécies de leveduras com afinidade basidiomicética possui um potencial
assimilativo amplo com relacdo as fontes de carbono quando comparada com as leveduras
com afinidade ascomicética, que se restringem a poucas fontes de carbono (KURTZMAN &
FELL, 1998). Estas sdo frequentemente encontradas em substratos ou fontes ricas em
acucares simples, como frutos, enquanto que as leveduras basidiomicéticas sdo ricamente
encontradas em substratos que possuam componentes mais complexos, como folhas e solo
(Santos et al., 1997).

As leveduras basidiomicéticas possuem algumas caracteristicas que favorecem a
permanéncia na superficie de folhas, tais como producdo de clamiddsporos resistentes a
dessecacdo e a de balitosporos. Entre 0s géneros de leveduras basidiomicéticas comumente
encontradas associados ao filoplano das plantas pode-se destacar Cryptotoccus e Rhodotorula
(LANDELL, 2006). Tais dados confirmam a tendéncia de termos encontrado grande parte das
leveduras ascomicéticas, possivelmente pelo fato das leveduras serem isoladas de um ninho
onde as vespas forrageiam no ambiente e em nectérios, abundantes em fontes de agucares
simples.

Das vespas que caminharam sobre a superficie dos meios (W), houve prevaléncia de
Meyerozyma guillermondii (n=5), seguida de Candida chrysomelidarum (n=3). Nas amostras
“B” que foram mergulhadas em meio liquido, prevaleceram as espécies Candida cf azyma
(n=3) e Candida chrysomelidarum (n=2), enquanto que, nas amostras que foram esmagadas
“S”, houve prevaléncia de Candida cf azyma (n=3) seguida de Hanseniaspora opuntiae
(n=2). Nos estagios iniciais de desenvolvimento dos individuos (“L”, “P”, “RE”), houve
predominancia acentuada de Rhodotorula mucilaginosa, sendo em larvas (n=2), em R.
emergidas e pupas (n=3). Em amostras de mel Rhodotorula mucilaginosa também foi
predominante (n=4) seguida de Candida chrysomelidarum (n=3) (Tabelal).
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Tabela 1 — Espécies de leveduras segundo a origem

Ninho
Espécies 1 21212121212 1 2 Total
W+ B* S* RE*P* L* M+

N
N

Aureobasidium pullulans 7 2 1 8
Aureobasidium sp 1

Candida sp 2
Candida cf. azyma
Candida chrysomelidarum 3 2 3
Candida haemulonii 1
Candida kofuensis 1
Candida apicola 1
Candida cf. apicola 1 1
Coniocheta sp 2
Cryptococcus luteolus 4 1 2 4
Cryptococcus rajasthanensis 5 1
Cryptococcus liquefaciens 1 2
Cryptococcus sp 1 1 1
Cryptococcus flavescens 2
Cryptococcus aff. laurentii 1
Filobasidium floriforme 1
Geotrichum fragrans 1
Hanseniaspora vineae 9
Hanseniaspora sp 1
Hanseniaspora uvarum 1 4
Hanseniaspora guilliermondii 2
Hanseniaspora opuntiae 2
Metschnikowia reukaufii 2 1
Metschnikowia koreensis 1
Moniliella suaveolens var. suaveolens 1
Occultifur externus (anamorfo rhodotorula) 1
Meyerozyma guilliermondii 5 2 7 6 6 7
Pichia caribbica 1
Rhodotorula mucilaginosa 1 113 |3 |2 4
Rhodotorula sp 1
Saccharomycopsis crataegensis 1
Saccharomyces paradoxus 1

Sporisorium bursum 1

Starmerella cf. bombicola 1
Starmerella meliponinorum 2
Symbiotaphrina kochii 1
Torulaspora delbrueckii 3
Togninia vibratilis 1
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Total 20 19/9 20|8 38|5 0|3 0|3 10|12 20

Legenda: *Sendo W e RE individuos que andaram em meio sélido, B individuos mergulhados
em meio liquido, S individuos que foram esmagados em meio liquido, P e L individuos
rolados em meio solido e M, amostras de mel que foram estriadas em meio sélido.
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Um dos géneros mais frequentes no ninho 1 foi Candida, representado por Candida cf
azyma e Candida chrysomelidarum. A espécie C. azyma foi recentemente descrita a partir de
filoplano de Cyclobalanopsis championii, planta encontrada nas montanhas de Taiwan
(YANG; WANG, 2003), no rizoplano de cana-de-actcar no Rio de Janeiro (RIBEIRO, 2009)
e também foi isolada de frutos de pimenta malagueta apresentando antagonismo ao fungo
parasita (Colletotrichum capsici) da pimenta (CHANCHAICHAOVIVAT; RUENWONGSA,;
PANIJPAN, 2007). O mesmo acontece com C. chrysomelidarum que foi isolada somente a
partir do intestino de adultos de um inseto (crisomelideos) do Panama (RAMIREZ &
GONZALES,1984). Por estar associada a plantas e outros insetos, possivelmente a C.
chrysomelidarum foi transportada para o ninho apds contato com vespas durante o
forrageamento.

Foram encontradas seis representantes de Cryptococcus rajasthanensis, espécie descrita
recentemente e que recebeu esse nome por ter sido isolada de flores e folhas de Eucaliptus
pela primeira vez no estado de Rajasthan, India. Essa levedura foi encontrada apenas no
segundo ninho e a partir do corpo dos individuos “B” (SALUJA; PRASAD, 2007). Assim
como a C. azyma e C. crhysomelidarum, tudo indica que foi carreada ocasionalmente para
dentro do ninho.

As baixas concentracdes de nitrogénio, caracteristica de nectarios (NICOLSON et al.,
2007) e a habilidade de algumas espécies em tolerar altas pressdes osmdticas € uma forma de
seleciona-las em um substrato especifico (HERRERA et al., 2010 ). Assim, espécies como
Metschnikowia reukaufii e Metschnikowia gruessii, foram abundantes em amostras de néctar
de abelhas Bombus da Europa Central. Segundo Nozaki et al., 2003, Metschnikowia reukaufii
é capaz de produzir grandes quantidades de arabitol quando sujeita a stress osmatico, sendo
este composto, essencial para a regulacdo osmdtica em leveduras (Grant 2004). Entretanto,
em nosso trabalho isolamos apenas 3 estirpes de Metschnikowia reukaufii e ainda dos
individuos (adultos W e B do primeiro ninho) e ndo do substrato agcucarado.

Do segundo ninho foram isoladas 108 leveduras, listadas na tabela 1.2 (Apéncide B),
sendo 75% ascomicetas e 25% basideomicetas. As estirpes estavam distribuidas da seguinte
maneira: 19 de individuos adultos “W”, 20 foram recuperadas de meio liquido “B”, 38 obtidas
pOs esmagamento “S”, 10 das larvas “L” e 21 de “méis” “M”. Deste ninho, que aparentava ser
mais velho, ndo foi possivel coletar amostras de pupas e de recém-emergidas.

Das vespas que caminharam em meio sélido, houve prevaléncia de Aureobasidium
pullulans (n=7) seguida de Cryptococcus luteolus (n=4). Nas amostras “B”, prevaleceram as

especies Cryptococcus rajasthanensis (n=5) e Meyerozyma guilliermondii (n=7) enquanto que
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nas “S”, houve prevaléncia de Hanseniaspora vineae (n=9) e Meyerozyma guilliermondii
(n=6). Nas amostras “L” houve prevaléncia de Meyerozyma guilliermondii (n=6) seguido de
Cryptococcus luteolus (n=2).

Hanseniaspora guilliermondii é uma levedura apiculada frequentemente encontrada na
fase inicial da fermentagéo de frutos em geral, sendo que a fermentacéo esponténea da uva
para producdo de vinho se da por uma sucessao de populacfes de leveduras, caracterizada por
uma fase inicial com o crescimento de determinadas leveduras, inclusive a H.guilliermondii,
H. uvarum e H. vineae.

Ao contrério do esperado, No presente trabalho foram encontradas apenas trés estirpes de
Hanseniaspora, todas do primeiro ninho o que consideramos uma freqiiéncia muito baixa pois
as vespas estdo constantemente usando os frutos para o forrageamento.

Um dado que chamou nossa aten¢édo foi a auséncia de Cryptococcus laurentii no ninho 1
bem como a baixa ocorréncia de C. liquefaciens. Esse género € um dos mais abundantes na
natureza e essa prevaléncia se da, possivelmente, pela presenca de uma capsula protetora que
permite resisténcia a condi¢des adversas do ambiente, como escassez de nutrientes e periodos
de seca (GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004). Além disso, essas leveduras também
sdo altamente heterogéneas em relacdo as habilidades nutricionais, permitindo a utilizacdo
aerdbica de uma ampla diversidade de compostos organicos (RHODE, 2005). C. laurentii
ocorre também com frequéncia em pastos, savanas, solos Umidos e ricos em nutrientes, porém
também sdo encontradas em solos pobres em material organico e com baixa umidade
(SPENCER; SPENCER, 1997).

Segundo Barnett et al. (2000), a descrigdo do C. luteolus foi feita a partir de amostras do
filoplano de plantas do Japéo e lama acida na Holanda. Esta espécie foi encontrada com onze
representantes no segundo ninho, porém pouco se sabe sobre ela.

Segundo Valarini et al. (2007) Aureobasidium, Cryptococcus e Candida constituem
géneros caracteristicos de ambientes degradados. A presenca desses géneros em abundancia
no segundo ninho sugere que o ambiente do entorno encontrava-se alterado, o que de fato
pode justificar a presenca da Symbiotaphrina kochii no ninho 2. Esta espécie pode se associar
com o coledptero Lasioderma serricorne e auxilid-lo a utilizar farinha de trigo contaminada
com residuos quimicos (MAHROOF e PHILLIPS, 2007). Os mesmos autores discutem que S.
kochii pode converte aleloquimicos em fontes de carbono que o inseto pode utilizar como
alimento.

O ambiente proximo aos ninhos condiciona a qualidade do substrato utilizado para

forrageamento dos insetos e, assim, a biodiversidade das populacdes de leveduras que ai se
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desenvolvem (LANDELL, 2006). Este ninho foi coletado nas dependéncias da refinaria de
petroleo de Paulinia, SP, municipio onde situam-se importantes inddstrias quimicas e de papel
0 que pode ter contribuido para as variagbes quantitativas e qualitativas observadas em
comparagdo com o ninho 1.

A espécie mais encontrada no ninho 2 e também considerando-se o total das estirpes, foi
Aureobasidium pullulans que é um fungo dimorfico amplamente distribuido no ambiente. E
saprofita e encontra-se frequentemente na filosfera, podendo tolerar ambientes extremos, tais
como agua hipersalina e geleira. A. pullulans é de grande importancia biotecnoldgica pela
capacidade de producdo de polissacarideos extracelularmente; esta espécie é também
conhecida por ser um patégeno humano que pode causar infeccOes sistémicas (GOSTINCAR
et al.,, 2008). Em pessegueiro, A. pullulans causa danos a colheita como a podriddo parda
(MOREIRA et al., 2002). E também um patégeno floral de Eupatorium, uma erva daninha; o
A. pullulans causa mé formacdo e esterilidade das sementes do Eupatorium, prejudicando
assim a disseminagdo dessa erva nas plantacdes, podendo ser usado para controle da erva
daninha no campo (PRASHANTHI; KULKARNI, 2005).

De acordo com BETTIOL et al. (2009) e DROBY et al. (2009), diversas leveduras
(Aureobasidium pullulans, Cryptococcus albidus e Metschnikowia fructicola) sdo registradas,
em muitos paises, como agentes de biocontrole de fitopatdégenos (Botrytis, Penicillium,
Rhizopus, Monilia, Sclerotinia e Erwinia amylovora). As leveduras agem principalmente por
competicdo de nutrientes e inducdo de resisténcia (FIALHO, 2004; ZANARDO et al., 2009).
Por serem eficientes colonizadoras de superficies foliares, sdo capazes de consumir nutrientes
mais rapidamente do que os fungos fitopatogénicos (DROBY & CHALUTZ, 1994). De
acordo com Castoria et al. (1997), alem da competicdo por nutrientes, as leveduras interagem
diretamente com as hifas flngicas e produzem enzimas liticas da parede celular.

Segundo Kurtzman & Fell (2010), Pichia guilliermondii a espécie encontrada em maior
numero no ninho 2 foi reclassificada e agora pertence ao género Meyerozyma, portanto o novo
nome de Pichia guilliermondii é Meyerozyma guilliermondii. Esta espécie de levedura esta
amplamente distribuida na natureza sendo encontrada em exudatos de arvores, insetos
(ARAUJO et al., 1995), solo, plantas, atmosfera e agua do mar; além disso, € comumente
isolada de amostras clinicas e relacionada a doengas como otites, endocardites e infecgdes
articulares (MARTINI et al., 2005). O género Pichia tem sido observado constantemente em
associacdo com insetos, podendo ser encontrado no interior do corpo e no intestino de moscas
(Drosophila sp e Suilla sp), tesourinhas (Labidura sp), abelhas (Andrena sp) e formigas
(Iridomyrmex humilis), coletados em areas agricolas na Itadlia (ZACCHI;, VAUGHAN-
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MARTINI, 2002). Num levantamento de leveduras associadas com ninhos da formiga A.
sexdens, Carreiro et al., (1997) encontraram Pichia guilliermondii como espécie dominante.

Essa forte interacdo entre diferentes espécies de Pichia com insetos € possivelmente
facilitada pela presenca de ascdsporos com formatos redondos, hemisféricos ou em forma de
chapéu, o que pode auxiliar na dispersdo do esporo pelos insetos (SPALAFORA, 2002).

A prevaléncia de Rhodotorula mucilaginosa nos individuos na fase de desenvolvimento

inicial, como pupas, larvas, recém emergidas e também nos “méis” pode estar relacionada
com o alimento fornecido para a prole. Segundo Jeanne (1972), os ovos sao colocados nas
células que contém pequenas gotas de “mel” que servirdo como primeira alimentacdo da
larva. Em alguns casos, porém, esse alimento poderéd ser fornecido a larva por trofalaxis,
intermediado por um individuo adulto.
Aksu e Eren (2005) destacaram a capacidade de adaptacdo da R. mucilaginosa em grande
variedade de fontes de carbono complexas, como: residuos industriais e agricolas; melaco de
beterraba, sacarina e soro de leite. Sendo esta uma espécie que produz pigmentos
carotendides, faz com que este seja um dos micro-organismos mais promissores para a
producdo comercial desses pigmentos. Considerando que os animais necessitam adquirir
carotendides através da alimentagcdo, podemos pensar que a presen¢a macica desta espécie
pode ser benéfica nesta fase de desenvolvimento dos individuos. Entretanto, considerando a
flexibilidade metabdlica de R. mucilaginosa, ndo podemos excluir a possibilidade da mesma
ter encontrado neste microhabitat um substrato propicio para sua sobrevivéncia e
multiplicacdo, sem que isso resulte em beneficio para a col6nia.

Outras espécies como Togninia vibratilis, Torulaspora delbrueckii e Starmerella cf.
bombicola foram encontradas nos ninhos, porém, por estarem distribuidas unicamente nos
individuos que mais forrageiam (W, B e S), deduz-se que elas foram carreadas
ocasionalmente até o ninho.

Em amostras de mel, no primeiro ninho, Rhodotorula mucilaginosa foi prevalente (n=4)
seguida de Candida chrysomelidarum (n=3). No segundo ninho a espécie de levedura isolada
com maior frequencia foi Aureobasidium pullulans (n=8), junto com Meyerozyma
guilliermondii (n=7) e Cryptococcus luteolus (n=4).

Entende-se por mel a substancia agucarada natural produzida pelas abelhas da espécie
Apis mellifera a partir do néctar ou das secre¢des de plantas. A composi¢do do mel é variavel
e depende da fonte floral usada na coleta do néctar, do clima, das condigdes ambientais e
sazonais (PEREIRA, 2008).
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Sendo assim, devido ao pioneirismo do nosso trabalho com esta espécie de vespa e, por
extensdo, com os habitats por elas utilizados para forrageamento, ndo foi possivel fazer uma
comparacdo com trabalhos especificos prévios. Deste modo, esperamos que novos estudos
semelhantes sejam desenvolvidos para que novos conhecimentos sobre a relacdo entre esses

dois grupos possa ser melhor estabelecida.

5.1. NOVAS ESPECIES

Apbs a identificacdo das estirpes do ninho 1, foi constatado que cinco dentre elas
representavam espécies ndo descritas pois (Tabela 2), pois, segundo a metodologia adotada
neste trabalho, apresentaram < 98% de similaridade genética na regido 26S do rDNA com
espécies conhecidas. Dentre elas, as estirpes W12b e B30 sdo idénticas entre si (pelos
resultados do sequénciamento e testes fisiologicos (APENDICE 1). O mesmo podemos dizer
para as estirpes W3a2 (Apéndice M — figuras 5 e 6) e W7 (Apéndice O —figuras 9 e 10). A
estirpe “larva 5a” (Apéndice L - figuras 3 e 4) possivelmente também é espécie ainda nao
descrita (tabela 2).

Na arvore filogenética (Apéndice E) gerada pelo programa PAUP versdo 4.0b10,
verificamos que as estirpes W12b (Apéndice N - figuras 7 e 8) e B30 (Apéndice K —figuras 1
e 2) tem Metschnikowia reukaufii (cédigo GenBank FJ455114.1) como espécie mais proxima.
Quando comparamos a sequéncia consenso de W12h/B30 com Metschnikowia reukaufii,
notamos que existem diferencas em 46 pares de bases, 0 que representa apenas 92% de
identidade e portanto trata-se de uma nova espécie de Metschnikowia.

De modo semelhante, as estirpes W3a2 e W7 foram consideradas representantes de uma
nova espécie, tendo como espécie mais proxima uma estirpe ainda ndo descrita (Coniochaeta
sp. AY346275.1 (Apéndice C). Ambas diferem entre si em 37 pares de base dessa nova
espécie, conferindo identidade de 94% entre os dois taxa.

A estirpe “larva 5a” foi classificada como Candida sp 1 e tem como especie mais
proxima Candida sp FJ613525.1 (Apéndice D). As sequéncias de ambas as leveduras foram
comparadas e foi constatata diferenca de 17 pares de bases entre elas. Tendo como referéncia
a arvore filogenética (Apéndice D), podemos inferir que no ramo onde se encontra a estirpe
Larva 5a, a espécie mais proxima pertence ao género Candida, sendo uma espécie ainda ndo
descrita, portanto, existem grandes chances de ser uma espécie ndo catalogada até 0 momento.

Em relacéo a estirpe MW17a, isolada do segundo ninho (Apéndice P — figuras 11 e 12),
podemos dizer que estamos diante de uma possivel nova espécie, pois ela difere em 13 pares


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37992267?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=PUTT6NVN016
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de bases na regido ITS comparada com a espécie mais proxima Debaryomyces hansenii
(DQ683113.1). Foi inferida uma arvore filogenética com um fragmento de 592 pares de base
do dominio D1/D2 da regido 26S do rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining
com 0s numeros nos 1000 pseudo-réplicas (Apéndice — F), esta nos mostra que a estirpe
MW17a possui 15 pares de bases diferentes da estirpe mais proxima Pichia Mexicana
(DQ409143.1).

Tabela 2. Provaveis novas espécies de leveduras com apds sequénciamento da regido D1/D2
do rDNA 26S e da regido ITS.

Estirpes  Cobertura Identidade Similares
W3a2 100% 93% Coniochaeta sp
— W7 100% 93% Coniochaeta sp
£ W12b 100% 91%  Metschnikowia reukaufii
= B30 100% 91% Metschnikowia reukaufii
Larva 5a 99% 88% Candida sp
~ MW17a 100% 97% Debaryomyces hansenii
o YS3 100% 95% Starmerella sp
< MS3 100% 95% Starmerella sp
= YLla 100% 97% Cryptococcus sp

Também, apds uma anélise preliminar das sequéncias das estirpes YS3 e MS3, ambas sdo
candidatas a serem descritas como novas espécies. Entretanto, esses dados ainda deverdo ser

confirmados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112382188?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PUU1M420016
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CONCLUSOES

Houve predomindncia de Rhodotorula mucilaginosa em estagios iniciais de
desenvolvimento de individuos no ninho mais jovens (ninho 1).

Meyerozyma guilliermondii e Aureobasidium pullulans predominaram no ninho 2, (mais
velho), sem aparente correlagdo com nenhum estagio de desenvolvimento da vespa.
Apenas trés espécies, Pichia guilliermondii, Candida chrysomelidarum, e Hanseniaspora
uvarum foram encontradas nos 2 ninhos.

O estudo mostrou que ninhos de P. ignobilis podem servir como um local apropriado para
a manutencéo de leveduras na natureza, inclusive abrigando espécies desconhecidas até o

momento.
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8. APENDICE A -Tabela 1.1 — Espécies identificadas no ninho 1

Estirpe Cobertura Identidade Descricéo

Wi1b 93% 99% Candida chrysomelidarum
W1Bb * * Candida chrysomelidarum
W2b1 100% 99% Hanseniaspora guilliermondii
W2b2.1 * * Hanseniaspora guilliermondii
W2b2.2 100% 99% Hanseniaspora guilliermondii
W3 96% 97% Metschnikowia koreensis
W3a2 91% 97% Lecythophora sp

w4 100% 100% Saccharomyces paradoxus
W7 93% 97% Lecythophora sp
W12a 95% 99% Candida chrysomelidarum
W12b 100% 91% Metschnikowia reukaufii
W13ala 100% 100% Pichia guilliermondii
W13alb 99% 98% Pichia guilliermondii
W13alc * * Pichia guilliermondii
W14 100% 100% Pichia guilliermondii
W1l4a 98% 99% Cryptococcus liquefaciens
W14b 100% 99% Rhodotorula mucilaginosa
W16a * * Metschnikowia reukaufii
W19 100 100% Candida cf. azyma
B22al 94% 94% Moniliella suaveolens var. suaveolens
B22a2 99% 99% Candida cf. azyma
B22b 100% 99% Candida cf. azyma
B23b 100 97% Candida apicola

B25 93% 99% Candida chrysomelidarum
B27al * * Candida chrysomelidarum
B27b * * Candida cf. azyma

B29 99% 99% Candida cf. azyma

B30 100% 91% Metschnikowia reukaufii
S11 96% 100% Saccharomycopsis crataegensis
S14 99% 99% Hanseniaspora uvarum
S16b 99% 98% Candida cf. azyma
S16bl * * Candida cf. azyma
S16b2 * * Candida cf. azyma
S18a 100% 99% Hanseniaspora sp
S20a 100% 100% Hanseniaspora opuntiae
S20b 100% 100% Hanseniaspora opuntiae

M 1 99% 99% Candida chysomelidarum
M 6b2 100% 99% Candida cf. apicola

M 10 100% 100% Aureobasidium pullulans
M 1la 98% 99% Candida chysomelidarum
M 16 100% 99% Cryptococcus liquefaciens



Tabela 1.1 (Continuacdo) — Espécies identificadas da ninho 1
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Estirpe Cobertura Identidade Descricéo
M 19 99% 99% Rhodotorula mucilaginosa
M 20 * * Rhodotorula mucilaginosa
M 24 99% 99% Rhodotorula mucilaginosa
M 26a 95% 99% Candida chrysomelidarum
M 28 99% 99% Cryptococcus liquefaciens
M 27 * * Rhodotorula mucilaginosa
larva 5a 99% 88% Candida sp 1
larva 7 100% 100% Rhodotorula mucilaginosa
larva 10 * * Rhodotorula mucilaginosa
PUP7 100% 99% Rhodotorula mucilaginosa
PUP8 99% 99% Rhodotorula mucilaginosa
PUP9 100% 100% Rhodotorula mucilaginosa
RN1b * * Candida cf. apicola
RN3 * * Rhodotorula mucilaginosa
RN8 * * Rhodotorula mucilaginosa
RN9 * * Rhodotorula mucilaginosa
RN10 97% 99% Candida cf. azyma

Total de

estirpes 59

* Leveduras identificadas por similaridade através dos agrupamentos de MSP-PCR



9. APENDICE B - Tabela 1.2 - Relac&o de leveduras identificadas do ninho 2

Estirpe Cobertura ldentidade Descricéo

YW1la 98% 100% Aureobasidium pullulans
YW4d 97% 98% Aureobasidium pullulans
YW9a 100% 98% Symbiotaphrina kochii voucher
YW12a 100% 99% Aureobasidium pullulans
YW13c 99% 98% Aureobasidium pullulans
YW13d 100% 99% Aureobasidium pullulans
YW15a * * Cryptococcus luteolus
YW15b 100% 97% Cryptococcus luteolus
MW17a 97% 89% Candida sp 2
MW18al 100% 99% Cryptococcus luteolus
MW18a2 100% 99% Candida crysomelidarum
MW18a2 100% 99% Cryptococcus luteolus
MW25a 98% 95% Starmerella cf. bombicola
MW25f 100% 100% Aureobasidium pullulans
MW28a 100% 100% Pichia guilliermondii
YW29a 100% 98% Pichia guiliermondii
MW31c 99% 99% Aureobasidium pullulans
MW31la 100% 99% Occultifur externus (anamorfo Rhodotorula)
MW35¢c 99% 99% Cryptococcus aff. laurentii
YB5 100% 98% Meyerozyma guilliermondii
YB5b 100% 99% Pichia guilliermondii
YB7 99% 100% Cryptococcus rajasthanensis
MB7 99% 99% Cryptococcus rajasthanensis
MB8a 99% 99% Cryptococcus rajasthanensis
MB8b 100% 100% Meyerozyma guilliermondii
MB9a 98% 99% Starmerella meliponinorum
MB9b 93% 99% Starmerella meliponinorum
MB9b1l 100% 100% Cryptococcus rajasthanensis
MB10b * * Cryptococcus rajasthanensis
YB11 100% 100% Aureobasidium pullulans
YB1l4a 99% 99% Pichia guilliermondii
YB14b * * Pichia guilliermondii
YB1l4c 100% 99% Meyerozyma guilliermondii
YB14cl 97% 98% Pichia guilliermondii
MB14a * * Cryptococcus sp.
MB14b 99% 99% Candida haemulonii
MB14c * * Togninia vibratilis
MB16 99% 99% Aureobasidium pullulans
YB20 100% 100% Pichia caribbica
YS2al 100% 100% Pichia guilliermondii
YS2a2 99% 98% Aureobasidium sp.
MS2a2 100% 99% Aureobasidium pullulans
MS2bla 99% 99% Cryptococcus flavescens
MS2al 99% 99% Cryptococcus sp.
MS2b2 99% 99% Aureobasidium pullulans
YS3 100% 99% Candida sp
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Tabela 1.2 (Continuagéo) - Relagéo de leveduras identificadas do ninho 2

Mmel 8c2 100% 99% Filobasidium floriforme
Mmel 8d 99% 100% Cryptococcus luteolus
Mmel 9b 99% 99% Cryptococcus luteolus
Mmel10b1 100% 99% Pichia guilliermondii
Ymell2d 99% 98% Aureobasidium pullulans
Ymell5al 100% 100% Aureobasidium pullulans
Ymell8b 100% 98% Aureobasidium pullulans
Ymell8c 98% 99% Aureobasidium pullulans
Total de

Estirpes 108

* Leveduras identificadas por similaridade através dos agrupamentos de MSP-PCR
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10. APENDICE C - Arvore filogenética de W3a2/W7 e estirpes proximas. A arvore foi
inferida com um fragmento de 505 pares de base do dominio D1/D2 da regido 26S do
rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os numeros nos ramos da arvore

sdo os valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nao
foram mostrados)
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11. APENDICE D — Arvore filogenética de Larva 5a e estirpes proximas. A arvore foi
inferida com um fragmento de 500 pares de base do dominio D1/D2 da regido 26S do
rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os numeros nos ramos da arvore
sdo os valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nao
foram mostrados)
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12. APENDICE E — Arvore filogenética de W12B, B30 e estirpes proximas. A arvore foi
inferida com fragmento de respectivamente, 547 e 546 pares de base do dominio D1/D2
da regido 26S do rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os nimeros nos

ramos da &rvore sdo os valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados
abaixo de 50% néo foram mostrados)
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13. APENDICE F — Arvore filogenética de MW17a e estirpes proximas. A arvore foi
inferida com um fragmento de 592 pares de base do dominio D1/D2 da regido 26S do
rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os numeros nos ramos da arvore

sdo os valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nao
foram mostrados)
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14. APENDICE G — Arvore filogenética YS3 e MS3 e estirpes proximas. A arvore foi
inferida com um fragmento de 542 pares de base do dominio D1/D2 da regido 26S do
rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os numeros nos ramos da arvore
sdo os valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nao
foram mostrados
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15. APENDICE H — Arvore filogenética YL1a e estirpes proximas. A arvore foi inferida
com um fragmento de 592 pares de base do dominio D1/D2 da regido 26S do rDNA
utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os nimeros nos ramos da arvore sao 0S
valores de bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nédo foram
mostrados
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16. APENDICE I: Assimilacdo de compostos de carbono das possiveis novas espécies

wl2b B30 larvab5a w3a2 w7

D-Glucose + o + + +
D-Galactose + + + + +
L-Sorbose + o - + +
Sacarose + + w + +
Maltose A + w + +
Celobiose + + - + +
Trealose + o - + +
Lactose - - - + +
Melibiose - - - w W
Rafinose - - - w w
Melezitose + + - - -
Inulina - - - - -
Amido sol. w w + W W
D xilose + + - - -
L- Arabinose n/a n/a - + +
D Arabinose w w - W w
D- ribose + + - - -
L — Rahmnose - - - + +
D- glucosamina - - - w w
N - Acetil D Glucosamina + + w w w
Glicerol A + + + +
Eritritol w w - - -
Ribitol (adonitol) 1 + - w w
Galactitol - - - w w
D — Manitol + + 1 + +
D- Glucitol + + w + +
Alfa- Metil D Glucosideo w W - - -
Salicina + + - w w
D- Gluconato 1 + w W
DL- Lactato - - - - -
Succinato + + - - -
Citrato w w - w w
Inositol - - - w w
Hexadecano + + + + w
2 ceto D- Glucosideo w W - W W
5 ceto D- Glucosideo - - n/a n/a n/a
Sacarato - - - - -
D- Glucoronato - - - - -
Xilitol + + W - -
L- Arabinitol - - - + +
Arbutina + + n/a n/a n/a
Propano 1-2 diol - - - - -
butanodiol 2-3 - - - - -
Acetato de etila - - - - -
D- Glucono-lactona A + A w W

(+): teste com resultado positivo

(-): teste com resultado negativo

(w): teste com resultado fraco (weak)
(n/a): teste ndo efetuado



17. APENDICE J - Assimilacdo de compostos de nitrogénio das possiveis novas espécies

wl2b B30 larva5a w3a2 w7

Nitrato - - - =5 +
Nitrito - - - + +
D-glucosamina N + + - + +
L —lisina + + + + +
Etilamina + 5 n/a n/a n/a
Cadaverina + + + + +
Creatinina - - n/a n/a n/a
vitamin free + + + + +
Sintese de Amido na nla n/a n/a n/a
DBB + + - - -
Urease - - - + +
Glicose( 50%o) + + + - -
Temp.30C n/a nla n/a
10% NaCl na nla + n/a
licose(5%)

Ciclo 0,01% - - - - -
Ciclo 0,1% - - - - -
Fermentacao

(+): teste com resultado positivo

(-): teste com resultado negativo

(w): teste com resultado fraco (weak)
(n/a): teste néo efetuado
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18. APENDICE K — Imagens da morfologia da col6nia e da célula da estirpe B30

Figura 1: Morfologia da col6nia da estirpe B30 em YMA, col6nia redonda com bordas lisas,

creme e butirica.

Figura 2: Morfologia celular da estirpe B30. Células ovais e arredondadas, com brotamento

multipolar.
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19. APENDICE L - Imagens da morfologia da col6nia e da célula da estirpe larva 5a

Figura 3: Morfologia da colbnia da estirpe Larva 5a em YMA, col6nia redonda com bordas

lisas, branca e butirica.

Figura 4: Morfologia celular da estirpe Larva 5a. Células ovoides com brotamento multipolar.



20. APENDICE M — Imagens da morfologia da col6nia e da célula da estirpe w3a2

Figura 5: Morfologia da coldnia da estirpe W3a2 em YMA, col6nia filamentosa, bordas

ramificadas, de cor salméao e aspecto brilhante.

Figura 6: Morfologia celular da estirpe W3a2. Células ovais, alongadas e com presenca de

pseudo-micélio.
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21. APENDICE N — Imagens da morfologia da coldnia e da célula da estirpe w12b

Figura 7: Morfologia da col6nia da estirpe W12b em YMA, coldnia branca, butirica, redonda

com bordas lisas e levemente umbonada.

Figura 8: Morfologia celular da estirpe W12b. Células ovais alongadas com brotamento

multipolar.



22. APENDICE O - Imagens da morfologia da coldnia e da célula da estirpe w7

Figura 9: Morfologia da coldnia da estirpe W7 em YMA, coldnia filamentosa, bordas

ramificadas, de cor salméao e aspecto brilhante.

Figura 10: Morfologia celular da estirpe W7. Células ovais, alongadas com presenca de

pseudo-micélio.
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23. APENDICE P — Imagens da morfologia da coldnia e da célula da estirpe mw17a

Figura 11: Morfologia da coldnia da estirpe MW17a em YMA, col6nia redonda, com bordas

lisas, de cor creme, aspecto brilhante e com o centro elevado (L-form).

Figura 12: Morfologia celular da estirpe MW17a . Célula redonda com brotamento

multipolar.



24. APENDICE Q — Imagem da morfologia da célula das estirpe YS3 E MS3

Figura 13: Morfologia celular da estirpe YS3 e MS3. Célula redonda com brotamento

multipolar.
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