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Os insetos séo importantes vetores de leveduras na natureza (PHAFF & STARMER, 1987,
p.123-180) e, cada vez mais, novos estudos confirmam a estreita relacdo entre alguns insetos e
leveduras. Muitas vezes esses estudos levaram ao descobrimento de novas espécies. (ROSA, 2003, p.
271-275; SUH et al, 2004).

Os insetos sociais, e dentre eles as vespas, pelos seus habitos alimentares, estdo constantemente
em contato com folhas, frutos, flores e nectarios e assim, além de contribuir para veicular leveduras na
natureza (LACHANCE et al, 2001, p. 1-8), representam uma fonte potencial para isolamento desses
microrganismos.

Nesta pesquisa foram isoladas leveduras a partir de insetos adultos, larvas e de substancias de
reserva existentes em ninhos da vespa Polybia paulista. O meio YMA adicionado de cloranfenicol na
concentracdo de 10 mg% (KURTZMAN & FELL, 1998; LACHANCE et al., 1998, p. 1-5), foi
utilizado para os isolamentos. Para a identificagdo utilizou-se a metodologia proposta por Barnett
(2000) e Kurtzman & Fell (1998), além da chave disponibilizada na pagina eletrbnica do
Centraalbureal voor Schimmelcultures (CBS) (http:// www.cbs.knaw.nl).

De um total de 110 estirpes isoladas, 39 (34,4%) foram identificadas como pertencentes ao
género Aureobasidium, sendo o grupo de maior ocorréncia, seguido de Cryptococcus (18,1%), Pichia
(15,4%) e Candida (9,0%), Coniochaeta (5,45%), Pseudozyma (4,54%), Rhodotorula (4,54%),
Mrakia (2,72%) e Bullera (0,90%).

As 39 estirpes de Aureobasidium apresentaram variacGes quanto a fisiologia e morfologia
(Quadro 2), com a cor variando de branco a vermelho-escuro, passando por tons de creme, salmao e,
em alguns casos, com escurecimento acentuado da colénia. Estas mesmas variagbes morfoldgicas e
fisiologicas também foram observadas por Urzi et al (1999) e sdo comuns neste grupo. A taxonomia
deste grupo é geralmente dificil, devido ao alto pleomorfismo do mesmo, pois elas podem mudar sua
morfologia de acordo com o estress ambiental (URZI et al, 1999, p. 95-105). Ainda, A. pullulans
forma um grupo heterogéneo de fungos dematidceos, bastante distante taxonomicamente de outros
grupos (DE HOOG, 1993, p. 105-109). Assim como a maioria das leveduras ascomicetas pretas, esta
espécie apresenta um alto potencial para se adaptar as diferentes condi¢cbes ambientais (BRAAMS,
1993) e a variabilidade fenotipica reflete sua habilidade para colonizar diferentes substratos (DE
HOOG AND YURLOVA, 1994, p.41-54).

Com o objetivo de melhor caracteriza-las, algumas estirpes (n=10) foram selecionadas para o
sequienciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do rDNA (KURTZMAN & ROBNETT, 1998;
O DONNEL, 1993).

Dentre as 10 estirpes seqiienciadas (Quadro 1), apenas uma (N23PP3P1) apresentou resultado
idéntico a outras estirpes depositadas no GenBank como A. pullulans, confirmando assim a
identificagdo. Algumas (N12PPM1, N9PPM3a-2 e N6PPM1) apresentaram poucas diferencas nas
sequéncias e devem ser espécies-irmas, enquanto outras (N9PPM3a-1, N10PPM3, N12PPM2,
N23PPM1P5, N8PPM2 e N15PPM3) podem representar novas espécies devido ao grande nimero de
diferencas observadas nas seqiiéncias, principalmente as estirpes N23PPM1P5 e N8PPM2. Vega et al
(2003, p. 19-24) consideraram suficiente trés divergéncias nas bases nucleotidicas dos dominios
D1/D2 para separar as espécies C. fermentati e P. guilliermondii em espécies distintas, apesar de
bastante proximas fenotipicamente. Segundo Kurtzman & Robnett (1998) variagdes superiores a 1%
na sequéncia nucleotidica dessa regido entre duas estirpes pode ser suficiente para considera-las
espécies distintas. Nossos resultados sugerem que a situacdo de elevada variabilidade fenotipica e
mesmo genotipica, observada na pequena amostra selecionada, pode ser uma constante nas demais
estirpes. E preciso portanto prosseguir a analise genotipica das demais estirpes e a0 mesmo tempo
utilizar outra regido para os seglienciamentos, para uma analise mais detalhada. Nesse caso, a regido
mais provavel a ser estudada é a regido ITS, a qual é relatada como um 6timo recurso para auxiliar na
classificacdo desses microorganismos (YURLOVA, 1999, p. 63-69). Marcadores taxondmicos usados
para distingdo de um grande nimero de taxon foram desenvolvidos através de RFLP do ITS2 e a parte



LSU do rRNA (YURLOVA et al, 1999, p. 63-69). Ddel e Hhal foram particularmente usados por
Yurlova et al (1996, p. 323-329) para distinguir os géneros Aureobasidium, Kabatiella e Selenophoma.

Os resultados obtidos até o momento, ou seja, a grande variabilidade entre as estirpes de
Aureobasidium encontradas junto a essas vespas e seus habitats confirmam que os insetos podem séo
um excelente fonte para o isolamento de leveduras, muitas vezes podendo
abrigar novas espécies cujas caracteristicas sdo desconhecidas. O melhor exemplo disso é a
demonstracdo da ocorréncia de aproximadamente 200 novas espécies encontradas no trato intestinal de
besouros, relatado por Suh et al, 2004, p. 261-265.

Quadro 1 — Relacdo das estirpes sequienciadas e respectiva identificacao.

Ngmero de bases Namero de
Estirpes (n=10) Identificagdo por seqlienciamento Codigo de acesso | % de semelhanca lguals _entre a diferencas na
seqliéncia obtida x
no Genbank ¢ sua homéloga regido D1/D2
N9PPM3a-1 Aureobasidium cf. pullulans HB1133 98 556/564 8
N10PPM3 Aureobasidium pullulans N10 99 638/641 3
N12PPM1 Aureobasidium pullulans N10 99 517/518 1
N23PP3P1 Aureobasidium pullulans VR-8 100 456/456 0
N9PPM3a-2 Aureobasidium pullulans AB104687 99 564/565 1
A. pullulans/ AB104687/ 493/496- 3
N12PPM2 Aureobasidium sp. KCTC 26210 99/99 485/489 4
- 493/495- 2
N6PPM1 A. pullulans/ Aureobasidium sp. VR-8/ YS67 99/ 99 493/495 5
N23PPM1P5 Aureobasidium sp. nova 1 HB1133 91 398/436 38
N8PPM?2 Aureobasidium sp. nova 2 VTT D-1013 96 482/501 19
N15PPM3 Aureobasidium sp. KCTC 26210 99 503/508 5

Identificacdo proposta através da comparacdo das seqiiéncias obtidas com suas homologas, disponibilizadas na pagina
eletronica do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Quadro 2 — Padrdo de fisiologia nutricional nas estirpes de Aureobasidium spp. sequenciadas.
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