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RESUMO

GALVAO, Claudinelli. Identificagiio de leveduras do grupo Saccharomyces
sensu stricto por PCR e PCR-RFLP. 2004. 63p. Dissertagio (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.’

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de diferenciar leveduras do grupo
Saccharomyces sensu stricto por meio de técnicas moleculares como PCR e
PCR - RFLP. Foram estudadas e comparadas oito espécies de Saccharomyces
(S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus, S. pastorianus, S. cariocanus, S.
mikatae, S. kudriavzevii e S. uvarum). Estas espécies fazem parte da colegdo de
linhagens do Laboratério de Fisiologia de Microrganismo do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foi possivel, pela técnica
PCR, utilizando os primers SCREC114, SCHO e LGHO, diferenciar espécies
proximamente relacionadas, como S. cerevisiae de S. paradoxus e S. cariocanus
de S. paradoxus. A analise destas espécies de Saccharomyces por PCR-RFLP da
regido 5.8S — ITS indicou que a combinagdo das endonucleases Haelll, Rsal e
Mspl possibilita a discriminaggo de S. bayanus, S. mikatae e S. cerevisiae. As
espécies S. cariocanus, S. paradoxus e S. kudriavzevii ndo foram distinguidas
com as enzimas citadas acima. Os isolados identificados como S. pastorianus e
S. uvarum, utilizados neste trabalho, apresentaram comportamento idéntico a S.
cerevisiae com as duas técnicas utilizadas. Esses resultados permitem enferir
que estes isolados pertencem, na verdade, a espécie S. cerevisiae.

* Comité orientador: Eustiquio Souza Dias — UFLA (Orientador), Rosane Freitas
Schwan - UFLA



ABSTRACT

GALVAO, Claudinelli. Identification of yeasts of the Saccharomyces sensu
stricto group by PCR and PCR-RFLP Lavras: UFLA, 2004. 63p. (Dissertation
— Master in Agricultural Microbiology)

The aim of this work was to use molecular techniques such as PCR and PCR-
RFLP to distinguish yeasts of the Saccharomyces sensu stricto group. Eight
species of Saccharomyces (S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus, S.
pastorianus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii and S. uvarum) were
investigated. These isolates belong to the collection of the Microbial Physiology
Lab of the Federal University of Lavras/DBIL. It was possible using PCR
technique with the SCREC114, SCHO and LGHO primers to distinguish
closely related species such as S. cerevisiae from S. paradoxus and .
cariocanus from S. paradoxus. The analysis of these species of Saccharomyces
by PCR — RFLP of the 5.8S — ITS region pointed out that the combination of the
Haelll, Rsal and Mspl endonucleases enables the discrimination of the S.
bayanus, S. mikatae and S. cerevisae). The species S. cariocanus, S. paradoxus
and S. kudriavzevii were not distinguished through the enzymes above
mentioned. The isolates identified as S. pastorianus and S. uvarum, utilized in
this work, presented behaviour identical to that of S. cerevisae in both
techniques employed. Theses results enable to infer that these isolates belong, as
a matter of true, to the species S. cerevisae

Guidance Committe: Eustiquio Souza Dias — UFLA (Adviser), Rosane Freitas
Schwan - UFLA



1 INTRODUCAO

A dindmica das espécies de leveduras durante as fermentagGes alcodlicas
interfere na qualidade da composigdo quimica e sensorial do vinho produzido.
Considerando que fato semelhante também se observa para aguardente, é de
grande importincia determinar com rapidez as espécies de leveduras selvagens
que predominam em cada regido produtora, para que, em casos de problemas,
possam ser adotadas solugdes no menor tempo possivel, diminuindo os
prejuizos.

Quando ocorre contaminagio por bactérias nas fermentagdes com
leveduras selecionadas, o controle é relativamente facil. Este controle torna-se
dificil quando microrganismos contaminantes sdo filogeneticamente similares
aqueles utilizados industrialmente. A contaminagdo por leveduras selvagens
constitui-se, portanto, um problema para a produgéo de cerveja, vinhos e élcool
combustivel.

Dessa forma, sabendo da importancia e da necessidade da identificagdo
de microrganismos contaminantes no processo fermentativo, fica claro que ¢
imprescindivel o emprego de métodos e técnicas que venham a viabilizar esta
tarefa.

/[ As leveduras sdo comumente identificadas por testes fisiologicos e, mais
recentemente, por testes moleculares. Métodos baseados no fenétipo incluem
reagGes de fermentacGes com um grupo selecionado de agiicares e crescimento
em diversas fontes de carbono e nitrogénio. Z

As caracteristicas das col6nias, a aparéncia das células ao microscépio e
o comportamento sexual s3o também usados, pois ddo vestigio da espécie.

{Métodos moleculares para identificagio de leveduras incluem
hibridizagdo de DNA nuclear, seqiienciamento de genes e reagdo PCR

amplificando uma regigo especifica.



A identificagdo baseada no DNA ¢é mais segura que nos testes
bioquimicos. Entretanto, na auséncia de comparagSes moleculares, € possivel
chegar a uma identificag@o satisfatoria baseada no fenétipo.

Os testes bioquimicos e morfologicos que se originam dos resultados de
identificagio das chaves baseiam-se na observagdo e andlise do fenétipo,
enquanto que as técnicas de biologia molecular, como a PCR, possibilitam a
deteccdo de diferengas moleculares que, embora possam alterar o genétipo dos
individuos, nem sempre causam alteragdes significativas no fenétipo dos
mesmos.

Este trabalho teve como objetivo diferenciar leveduras do grupo

Saccharomyces sensu stricto por meio das técnicas moleculares PCR e PCR-

RFLP.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Saccharomyces

As leveduras sio fungos unicelulares, pertencentes as divisGes
Ascomycota e Basidiomycota. Suas células vegetativas sdo circulares, ovais ou
cilindricas. Da mesma forma que os fungos filamentosos, as leveduras sio
amplamente distribuidas na natureza, podendo estar presentes em folhas, flores,
frutos, grios de cereais e outros substratos contendo agiicares (Tortora et al.,
2002).

Algumas leveduras, como as pertencentes ao  gémero
Schizosaccharomyces, multiplicam-se por fissdo binaria. Durante a fissdo
binaria, as células parentais se alongam, seus niicleos se dividem e duas células
filhas sdo produzidas (Tortora et al., 2002).

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces multiplicam-se
assexuadamente por brotamento e dividem-se formando células desiguais. O
brotamento ocorre em muitos locais da superficie da célula (Tortora et al.,
2002).

A esporulagio constitui uma fase do ciclo sexual das leveduras, que
consiste numa alternincia da condi¢@o hapléide (n) e da condigdo dipléide (2n).
Elas sio predominantemente dipldides em condi¢Ges ideais e hapldides em
condi¢des de stress (Barnett, 1992; Tortora et al., 2002).

A formag#o de esporos sexuados € de grande significado bioldgico, pois
permite as espécies passarem por recombinagdes, aumentando a variabilidade
genética (Barnett, 1992; Tortora et al., 2002).

Leveduras s3o microrganismos importantes na industria de alimentos,
pois contribuem positivamente no processamento e/ou amadurecimento do

vinho, pdo e certos queijos. As espécies de leveduras mais utilizadas J



industrialmente pertencem ao grupo S. cerevisiae. O género Saccharomyces tem
suportado inimeras mudangas durante 150 anos de histéria.

Segundo Gouliamova & Hennerbert (1998), Meyen introduziu, em
1838, o nome genérico Saccharomyces, chamando a levedura da cerveja
Saccharomyces cerevisiae.

Guilliermond (1912), citado por Vaughan-Martini et al. (1993), incluiu
no género Saccharomyces 46 espécies divididas em 6 grupos, com base na
atividade fermentativa de mono e dissacarideos. O grupo S. cerevisiae incluia 21
espécies relacionadas pela ampla capacidade fermentativa e suas ocorréncias na
fabricagdo de vinho e cerveja.

Lodder Kreger-van Rij (1952), citados por Gouliamova & Hennerbert
(1998), incorporaram, dentro do género Saccharomyces, leveduras do género
Zygosaccharomyces, Torulaspora e Debaryomyces.

Nos 18 anos seguintes, foi estabelecida uma clara definicdo de
Saccharomyces, tendo como critério presenga e persisténcia de ascos, atividade
fermentativa e assimilagio de nitrato negativa. Estas foram designadas
caracteristicas de importincia primaria para inclusdo neste género (Vaughan—
Martini et al., 1993).

Van der Walt (1970), citados por Gouliamova & Hennerbert (1998),
dividiu o género em 4 grupos: grupo I — Saccharomyces semsu stricto (S.
cerevisiae e 20 espécies associadas); grupo Il — Zygosaccharomyces; grupo Il —
Torulaspora ou Debaryomyces; grupo IV — Saccharomyces sensu lato.

Posteriormente, observou-se que nem sempre poucas diferencas
fisiolégicas acarretavam em espécies diferentes. Com estas observagSes e a
introdugfio de novos métodos discriminativos, houve uma redugfio drastica no
nimero de espécies do género Saccharomyces (Barnett, 1992).

Como um exemplo classico, Yarrow (1984) reduziu o género em 7

espécies. O grupo Saccharomyces sensu stricto anteriormente possuia 21



espécies e foi reduzido para uma: Saccharomyces cerevisiae. No grupo el
treze espécies foram incorporadas dentro de géneros restabelecidos:
Zygosaccharomyces e Torulaspora. O grupo IV foi reduzido de 8 para 5
espécies e S. kluyveri foi mantida como uma espécie separada.

Vaughan-Martini & Kurtzman (1985), em estudos de hibridizacdo de
acidos nucléicos, discordaram em parte da proposta estabelecida por Yarrow
(1984). Do ponto de vista taxonémico, espécies sensu lato foram confirmadas. O
contrario ocorreu para o grupo sensu stricto. Numerosas espécies agrupadas por
Yarrow como S. cerevisiae podem ser separadas em 4 espécies (S. cerevisiae, S.
bayanus, S. pastorianus e S. paradoxus).

A separagdo efetiva de Saccharomyces sensu stricto tem sxdoy
complicada porque essas espécies freqiilentemente tém nichos ecoldgicos
similares, fenétipos aparentemente idénticos, mas apresentam genotxpos‘
distintos (Barnett, 1992; Vaughan-Martini, 1993; Gouliamova & Hennebert, )
1998).

Kurtzman & Robnett (1991), estudando parte da seqiiéncia do rRNA,
dividiram o género em 3 grupos: grupo I — Saccharomyces sensu stricto (S.
cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus S. paradoxus); grupo Il — Saccharomyces
sensu lato (S. dairensis, S. castellii, S. exiguus, S. servazzii, S. unisporus) e
grupo Il - S. kluyveri.

A S. kluyveri é a mais distante, entre as espécies de Saccharomyces, da
S. cerevisiae, baseada na seqiiéncia do rRNA, sendo, portanto, considerada um
membro afastado de Saccharomyces (Kurtzman & Robnett, 1991).

Freqiientemente ocorrem propostas de inclusdo de novas espécies no
género Saccharomyces. Vaughan-Martini (1995) descreveu duas novas espécies
de Saccharomyces sensu lato (van der Walt), nomeadas como Saccharomyces
barnetti e Saccharomyces spencerorum. James et al. (1997) descreveram duas

novas espécies Saccharomyces sensu lato: Saccharomyces kunashirensis e



Saccharomyces martiniae. Naumov et al. (1995a; 1995b; 1996; 2000) citaram
trés novas espécies biologicas do grupo S. sensu stricto. Duas foram isoladas no
Jap@o (Saccharomyces mikatae e Saccharomyces kudriavzevii) e uma no Brasil
(Saccharomyces cariocanus). Estes isolados apresentaram o mesmo modelo de
cariétipo do grupo sensu stricto, mas, quando foram cruzados com as espécies ja
conhecidas deste grupo (S. cerevisiae, S. bayanus e S. paradoxus), deram
hibridos estéreis, rendendo ascospdros ndo viaveis. Portanto, estes trés novos
isolados nao poderiam ser nomeados como espécies conhecidas do grupo sensu
stricto, sendo entdo consideradas trés novas espécies.

Com estudos de seqiienciamento nas regides espagadoras ITS1/ITS2 e
do gene do rRNA 18S, concluiu-se que estes novos isolados pertencem a
espécies diferentes. As espécies S. mikatae, S. kudriavzevii, S. cariocanus,
juntamente com S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus e S. paradoxus, sdo
filogeneticamente separadas de todas as outras espécies de Saccharomyces e de
outras espécies ndo Saccharomyces examinadas, formando assim um grupo de
espécies distintas (Naumov et al., 2000).

As espécies do grupo S. semsu stricto podem ser encontradas nos
processos fermentativos, solos ndo cultivados, insetos (Drosophila) e exsudatos
de arvores. Naumov (1992a; 1996a) reidentificou espécies selvagens de S.
cerevisiae, S. bayanus e S. paradoxus isoladas de arvores e de Drosophila na
América do Norte e nos solos europeus.

Entre as espécies do grupo sensu stricto, a S. paradoxus selvagem € mais
comum, sendo encontrada na natureza da Europa Oriental e Ocidental (Naumov,
1992a) e em escoriagGes de arvores na América do Norte (Naumov et al., 1996a;
1998).

Segundo Morais et al. (1992), a maioria das leveduras associadas com:
Drosophila da Floresta Tropical é similar as comunidades de leveduras

encontradas nas frutas e outros substratos fermentaveis, o que leva a concluir



que cada espécie de Drosophila transmite espécies de leveduras diferentes e esta

comunidade ¢ influenciada pelo local de isolamento.

2.2 Importincia das Seccharomyces

As Saccharomyces podem utilizar o oxigénio ou um componente
organico como aceptor final de elétrons. Se for dado acesso ao oxigénio, as
leveduras respiram aerobicamente para metabolizar hidratos de carbono
formando agua e di6xido de carbono. Na auséncia de oxigénio, elas fermentam
os hidratos de carbono formando etanol e didxido de carbono. Esta fermentagao
¢é usada na fabricagdo de cerveja, do vinho e nos processos de panificagdo
(Tortora et al., 2002).

Durante a fermentagdo do suco de uva, as leveduras utilizam agucares e
outros constituintes como substrato para seu crescimento, convertendo-os em
etanol, diéxido de carbono e outros produtos metabélicos finais que contribuem
na composi¢do quimica e na qualidade sensorial do vinho produzido (Querol et
al., 1996).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é a mais utilizada em fermentagGes
industriais, como na panificag¢@o e na produggo de bebidas fermentadas, além de
servir como ferramenta para estudos de manipulagio genética e fusdo de
protoplastos (Kurtzman & Fell, 1998).

A utilizacdo de S. cerevisiae em processos de fermentagdo alcodlica é
muito ampla, sendo naturalmente selecionada, pois suporta niveis elevados de
etanol (12 a 15%), hidrolisa mono, di e trissacarideos em etanol e também tolera
alta concentragdo de agtcar e baixos valores de pH (Belin, 1995).

Outra caracteristica associada a S. cerevisiae é a capacidade de
competi¢do no meio fermentativo, uma vez que esta levedura produz a toxina
killer, capaz de eliminar naturalmente os microrganismos competidores por
substrato (Kurtzman & Fell, 1998).



Muitos fabricantes de vinho usam culturas de Saccharomyces cerevz‘.{iae
pura, geralmente isoladas da propria regido, para produzir vinho de maior
qualidade. A fermentagdo natural é um processo complexo, durante o qual é
possivel observar substituicdes seqiienciais de diferentes isolados. Porém, na
fermentagdo inoculada, a linhagem de levedura selecionada claramente domina o
processo. Esta simplificagdo microbiolégica permitiu um avango na
biotecnologia, pois abriu caminho para a modificagio genética de leveduras e,
desse modo, a construgio de linhagem que expressa atividade metabélica com
efeito positivo nas caracteristicas organolépticas do vinho produzido (Querol et
al., 1996).

As leveduras do género Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata)
sio predominantes na superficie da uva. Sendo assim, representam a maior
porcentagem das espécies presentes no primeiro dia de uma fermentag3o natural.
Apbs trés ou quatro dias de fermentaggo, ocorre um aumento na concentragso de
etanol produzido pelas leveduras com alta atividade fermentativa e, nesta etapa,
a espécie Saccharomyces cerevisiae comega a predominar e torna-se responsavel
pela fermentaggo alcodlica (Guillamém, 1998).

A composicio e a evolugdo das espécies de leveduras ndo
Saccharomyces, durante a fase inicial da fermentagdo, sio influenciadas pelas
caracteristicas geograficas e climatoldgicas e pelos procedimentos de fabricagdo
de vinho (Querol et al., 1996).

A habilidade de crescer bem a baixas temperaturas (abaixo de 30°C) é
uma propriedade das espécies S. uvarum e S. bayanus. Essas espécies
criotolerantes mostram os mesmos tracos que S. cerevisiae, como fermentagio
vigorosa num limite de temperatura entre 12-30° C, tolerancia alcodlica, tipo de
crescimento e produgdio ou nio produgdo de H,S. A maioria delas possui
sensibilidade ao SO,, podem ser usadas na fermentagdo alcodlica numa
temperatura inferior a 10°C e baixa capacidade de produgdo do acido acético.



Devido a baixa produgdo de 4cido acético, elas podem ser usadas na produgéo de
vinhos de boa qualidade (Castellari et al., 1992).

A medida de densidade éptica (420nm) no vinho filtrado mostrou que
isolados criotolerantes exercem um efeito maior na descoloragio e estabilizagdo
do vinho branco quando comparado a S. cerevisiae (Castellari et al., 1992).

As espécies de Saccharomyces que fermentam a melibiose, quando
isoladas na fabrica¢io do vinho, pertencem, na sua maioria, a espécie bioldgica
S. bayanus. Entre as 21 espécies do grupo sensu stricto isoladas de regides da
Franga e Italia, somente duas foram geneticamente identificadas como S.
cerevisiae, sendo as restantes designadas S. bayanus (Naumov, 1993).

No entanto, segundo Naumov (1993), o fenétipo Mel™ ndo pode ser
usado para diferenciar S. cerevisiae e S. bayanus, pois linhagens de S. cerevisiae
(Mel") podem ser encontradas no vinho.

A espécie bioldgica S. bayanus é encontrada na vinicultura e em
fabricagdes de vinhos a baixas temperaturas. A distribuigdo dessa espécie na
natureza tem sido pouco estudada. Raras espécies selvagens foram isoladas do
cogumelo Amanita citrina, na regido da Eslovaquia e de Drosophila, na regido
da Califérnia (Naumov, 1992a; 1996a).

2.3 Identificacdo de leveduras

Nas fermenta¢des industriais é imprescindivel manter a pureza dos
inéculos para assegurar os niveis de produtividade e qualidade do produto. A
identificagdo precoce de microrganismos contaminantes, em muitos casos,
contribui para evitar perdas consideraveis.

Segundo Kreger-van-Rij (1984), as metodologias aplicadas para a
identificacdo de leveduras envolvem procedimentos como isolamento do
ambiente natural, determinagio pelos métodos tradicionais como os testes

bioquimicos e fisiologicos e métodos moleculares. O conjunto de dados obtidos,



obedecendo rigorosamente a protocolos padronizados, resulta na identificagdo e

no posicionamento taxonomico da levedura.

2.3.1 Caracteristicas morfolégicas

O género Saccharomyces possui células vegetativas circulares, ovais ou
cilindricas. Essas leveduras sio ndo filamentosas e predominantemente
dipléides. Espécies Saccharomyces possuem ascos persistentes e contém,
usualmente, de um a quatro ascosporos. Esses ascosporos sdo circulares ou
levemente ovais e apresentam paredes lisas (Barnett, 1992).

As caracteristicas morfoldgicas das colonias de leveduras e os aspectos
das células ao microscopio nem sempre fornecem dados seguros para
identificagdo da espécie de levedura. As condigbes do meio de crescimento

podem alterar as caracteristicas das colGnias e das células (Barnett, 1992).

2.3.2 Testes bioquimicos e fisiologicos

Testes bioqﬁimicos sio freqiientemente utilizados para identificar
bactérias e leveduras porque espécies diferentes produzem enzimas diferentes
(Tortora et al., 2002).

Tipos de testes bioquimicos:

o teste de fermentagdo: a identificagdo baseia-se na capacidade das
leveduras em fermentar certos aglicares. A caracterizagio da
fermentac3o em tubos de Durham como vigorosa, boa, lenta ou fraca
depende da taxa de fermentagdo avaliada e da quantidade de gas
formada no interior do tubo. As leveduras apresentam uma grande
variagdo na habilidade de fermentar agtcares. Alguns agiicares, como a
glicose, a frutose ¢ a manose, sdo assimilados por quase todas as
espécies, enquanto alguns oligossacarideos, polissacarideos, alcoois

primarios, poliois, acidos orgdnicos, pentoses, trioses, hidrocarbonetos e
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lipideos sdo utilizados seletivamente por algumas espécies (Kreger-van
Rij, 1984; Barnett et al., 2000);

e utilizagdo de nitrato: normalmente, as leveduras séo capazes de assimilar

amonia, mas nem sempre assimilam nitratos, nitritos, aminas ou alguns

aminoacidos (Kreger-van Rij, 1984; Barnett et al., 2000);

e crescimento em temperaturas elevadas, em meios com altos teores de
agicares ou cloreto de sodio (Kreger-van Rij, 1984; Bamnett et al.,

- 2000);

e requerimento de vitaminas (Kreger-van Rij, 1984; Barnett et al., 2000);

e susceptibilidade & cicloheximida (Kreger-van Rij, 1984; Barnett et al.,

2000).

Apesar da taxonomia convencional ser bastante eficiente e de grande
importincia, os testes requerem muito tempo de trabalho e nem sempre a
reprodutibilidade ¢ mantida (Belin, 1995). Uma limitagdo destes testes
bioquimicos é que mutagSes podem resultar em linhagens com diferentes
caracteristicas. A menos que um grande nimero de testes seja utilizado, um
organismo pode ser identificado de maneira incorreta. Além disso, a assimilagdo
destes compostos pode ser controlada por um ou mais genes, o que pode
acarretar uma identificagdo erronea dos resultados, uma vez que esses genes
podem n3o estar sendo expressos (Rosini et al, 1982). Portanto, as
caracteristicas fenotipicas refletem a adaptagdo das linhagens nas condigdes
ambientais locais, mas ndo necessariamente seu status taxonémico (Montrocher
etal., 1998).

A caracteristica fisiologica mais surpreendente das espécies de
Saccharomyces é a capacidade de fermentar um ou mais agticares para produzir
etanol. Exceto no caso de certos mutantes, estes agtlicares incluem D-glucose, D-
fructose ¢ D-mannose. As Saccharomyces n3o utilizam o citrato e nitrato como
fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente (Barnett, 1992).

11



Vaughan-Martini et al. (1993) analisaram caracteristicas fisiolégicas de
86 isolados de 10 espécies reconhecidas do gémero Saccharomyces, para
estabelecer uma chave taxonémica de confianga. Seus resultados mostraram que
foi possivel distinguir claramente as espécies S. bayamus, S. cerevisiae, S.
kluyveri, S. paradoxus, S. pastorianus, S. servazzii ¢ S. umisporus. Algumas
dificuldades foram encontradas na classificagdo de S. dairensis e S. exiguus.

A divisdo das espécies do grupo S. semsu stricto foi observada com
técnicas moleculares, tornando-se possivel determinar reagdes fisiologicas
necessérias para separar as espécies. A temperatura maxima de crescimento
permite diferenciagdo entre S. bayanus/S. pastorianus, que nunca crescem acima
de 34°C e S. cerevisiaelS. paradoxus, que crescem a 37°C e, muitas vezes, a 40—
42°C. A S. bayanus é a tnica entre as espécies de Saccharomyces que cresce em
meio sem suprimento vitaminico. A S. cerevisiae pode ser separada da S.
paradom considerando o crescimento em D-manitol. S. cerevisiae ndo cresce
em D-manitol como fonte de carbono. J4 S. paradoxus, cresce em D-manitol
como fonte de carbono. O grupo S. sensu stricto pode também ser dividido em
dois grupos, tendo como base o sistema de transporte da frutose. S. bayanus/S.
pastorianus possuem sistema de transporte ativo € S. cerevisiae/S. paradoxus
nio possuem esta habilidade (Vaughan-Martini et al., 1993).

Resultados de varios estudos demonstraram que caracteristicas
fisiolégicas, tradicionalmente importantes para separar isolados de
Saccharomyces, podem ndo ser proveitosas para disting@o deste grupo (Barnett,
1992; Vaughan-Marini et al., 1993; Naumov, 1996; Barro Lopes, 1998).

Apesar de terem seqiiéncia do gene do rRNA 18S idéntica, as duas
espécies japonesas (S. mikatae e S. kudriavzevii) podem ser distinguidas com
base nos perfis fisioldgicos. Por exemplo, S. mikatae fermenta D-galactose e
melibiose e cresce em maltose, trealose (positivo demorado) e melibiose

(positivo demorado). Ja S. kudriavzevii ndo possui estas habilidades. Embora S.
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cariocanus tenha mostrado ser proximamente relacionada a S. paradoxus, com
base na seqiiéncia da regiio ITS1 essa espécie pode ser distinguida da S.
paradoxus pela sua incapacidade de crescer em maltose, trealose, ribitol e o—
metil-D—glucosidase (Naumov et al., 2000).

No grupo S. sensu lato, as espécies S. dairensis e S. castellii ndo podem
ser distinguidas por critérios fisiolégicos convencionais, tornando necessdria a
utilizagio da taxonomia molecular para a sua disting3o (Barnett, 1992; Vaughan-
Marini & Martini, 1993).

As espécies S. servazzii e S. umisporus crescem em 1000 ppm de
cicloheximida e possuem baixo perfil fermentativo. Podem ser separadas pela
assimilagdo de etilamina—HCI, cadaverina e lisina. S. servazzii nio assimila
etilamina—HC]I, cadaverina e lisina como fonte de nitrogénio, ao contrario de S.
unisporus (Barnett, 1992; Vaughan-Marini et al., 1993).

As espécies S. exiguus, S. servazzii e S. unisporus crescem em 100 ppm
de cicloheximida e possuem baixo porcentual em mol de citosina e guanina
(Barnett, 1992; Vaughan-Martini et al., 1993).

A S. Kluyveri utiliza etilamina-HCI, cadaverina e lisina como fonte de
nitrogénio sendo uma das poucas espécies de Saccharomyces que assimilam e

fermentam a melibiose (Vaughan-Marini et al., 1993).

2.3.3 Técnicas moleculares

Com o desenvolvimento da biologia molecular, varias técnicas tém sido
desenvolvidas com o objetivo de permitir a diferenciagdo de espécies ou de
linhagens da mesma espécie.

Estes métodos moleculares sio mais precisos e objetivos quando
comparados com os testes tradicionais. Métodos baseados no DNA tém a
vantagem de serem independentes da expressio dos genes (Vazquez et al.,
2003).
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Entre outras técnicas moleculares, temos: hibridizagio de DNA,
contetido de guanina e citosina do DNA nuclear (% G + C), analise do RNA
ribossomal, determinagdo da seqiiéncia de aminoacidos de enzimas, marcadores
moleculares (RFLP, PCR, RAPD, PCR-RFLP) e PFGE. Todas essas técnicas

auxiliam na busca de uma classifica¢@o mais natural baseada na filogenia.

2.3.3.1 Hibridizac#io de iacidos nucléicos

DNA que tem aproximadamente 80% ou mais de similaridade
nucleotidica pode formar duplex (Kurtzman & Fell, 1998). Quanto maior a
quantidade de pareamento entre as fitas de DNA de diferentes organismos
(hibridizagdo), mais intimamente relacionados estdo os organismos. Quando
ocorre hibridizagdo completa, os organismos sdo idénticos. Em uma hibridizagédo
parcial, os organismos s3o relacionados € com nenhuma hibridizagio os
organismos nio sio relacionados (Tortora et al., 2002).

Oda et al. (1999), considerando a regido do espago interno transcrito
localizada entre os genes da subunidade menor e subunidade maior do rRNA,
descreveram que a homologia de seqiiéncia de DNA ¢ empregada como um
critério para delimitar espécies. Quando dois isolados mostram 80-100% de
homologia nesta regido, sdo considerados da mesma espécie. O valor de
homologia entre espécies diferentes € geralmente menor que 30% e a relagdo de
niveis intermediérios (50-70%) ndo é bem esclarecida.

2.3.3.2 Composi¢io de bases de DNA

A determinagdo da composi¢do de bases do DNA nuclear, normalmente
expressa como a porcentagem de guanina + citosina (% G + C), tem sido o
primeiro método molecular aplicado para taxonomia de leveduras (Kurtzman &
Fell, 1998).
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Este método apresenta uma boa capacidade de, pelo menos, sugerir a
existéncia de relagdes evolutivas. A composi¢do de bases de uma espécie €,
teoricamente, uma propriedade fixa; logo, uma comparagéo dos conteiidos de G
+ C em diferentes espécies pode revelar o grau de parentesco das espécies
(Tortora et al., 2002). Dentre as espécies de Saccharomyces, S. exiguus, S.
servazzii e S. umisporus apresentam uma menor porcentagem molar G + C
(Vaughan-Martini et al., 1993). O conteiido nuclear G + C das leveduras
ascomicetos varia de 27% a 50%, enquanto que, para as leveduras
basidiomicetos, esta extensdo é de 50% a 70 % (Kurtzman & Fell, 1998).

2.3.3.3 Sequenciamento de aminodcidos

Quanto maior o tempo de evolugfo entre dois organismos, maior ser o
nimero de modificages na seqiiéncia de DNA (mutagGes) que codifica a
mesma proteina nos dois organismos. Portanto, a comparagéo de seqiiéncia dos
aminoacidos de proteinas de dois organismos diferentes pode auxiliar na
determinagdo da similaridade entre as seqiiéncias de DNA e também das
relacdes evolutivas das espécies. Quanto mais similares as proteinas, mais

intimamente relacionados sdo os organismos (Tortora et al., 2002).

2.3.3.4 RFLP (polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢éio)

O marcador RFLP ¢ baseado na homologia de seqiiéncia dos fragmentos
de DNA. O polimorfismo é evidenciado pela fragmentagéo do DNA por enzimas
de restricdo (sitios de restricdo) e observado por hibridizagdo com uma
seqiiéncia clonada de DNA marcada com radioatividade ou compostos que
desencadeiam uma rea¢io de luminescéncia (sonda) (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

A técnica RFLP apresenta a vantagem de cobrir todo o genoma do

organismo estudado e viarias enzimas de restricdo podem ser utilizadas,
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combinadas com um nimero quase irrestrito de seqiiéncias clonadas, gerando
uma enorme quantidade de marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A inexisténcia de uma biblioteca de sondas disponiveis ¢ uma limitagdo
desta técnica. Somente depois da obten¢do de sondas adequadas, processo que
leva em geral varios meses, é possivel iniciar qualquer tipo de analise genética
com RFLP. Além disso, o uso de RFLP requer pessoal técnico habilitado para a
manipulagio de DNA recombinante e, no caso do uso de 32p, de instalagGes
adequadas ao manuseio e descarte do material radioativo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

2.3.3.5 PCR (reaciio em cadeia da polimerase)

PCR é uma técnica que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhes
de copias de um segmento especifico d¢ DNA na presen¢a da enzima DNA
polimerase. Cada ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturagdo, anelamento e
extensdo. A fita dupla de DNA alvo € desnaturada pela elevagéo da temperatura
a 94°C. No anelamento, a temperatura é reduzida, ocorrendo hibridizagdo DNA-
DNA de cada primer (iniciador) com as seqiiéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo. Na terceira etapa, eleva-se a temperatura para 72°C
para que a DNA polimerase realize a extenséo com a adi¢do de nucleotideos,
utilizando como molde a seqiiéncia alvo, a partir de cada terminal 3' do primer
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Quanto maior a temperatura de anelamento,
mais especifica serd a hibridizagdo do primer na regido que flanqueia 0 DNA
alvo (Alberts, 1999). -

A facilidade, a rapidez, a versatilidade e a sensibilidade da PCR a
tornam poderosa para estudos genéticos moleculares, envolvendo grande
nimero de individuos de qualquer organismo vivo (Ferreira & Grattapaglia,
1998).
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Valente (1996), ao amplificar a regido do espago interno transcrito do
tDNA por PCR, diferenciou grupos de leveduras do género Saccharomyces. O
grupo Saccharomyces sensu stricto teve comprimento da regido amplificada
superior a 800 pb e os grupos S. sensu lato e S. kluyveri tiveram comprimento
inferior a 800 pb.

Mendonga (1999) isolou leveduras do mosto de fermentagdo de 10
alambiques da regido sul do estado de Minas Gerais com o objetivo de obter
leveduras com boas caracteristicas. Estas leveduras foram identificadas por
técnicas tradicionais utilizando testes bioquimicos e testes moleculares por
amplificagio do DNA (PCR). Dos 387 isolados, 34% (132 leveduras) foram
identificadas como pertencentes & espécie S. cerevisiae pela técnica tradicional.
Utilizando a técnica molecular, foram identificados 41% (158 leveduras) como
pertencentes & espécie S. cerevisiae.

Um novo método baseado em PCR tem sido desenvolvido para
monitorar uma fermentag3o de vinho inoculada. O método € baseado na variagdo
do nimero e posi¢do dos introns do gene mitocondrial COX 1. Primers
homologos s regides que flanqueiam o intron COX 1 em S. cerevisiae tém sido
desenhados e testados na diferenciag@o de linhagens. Este método diferencia a
linhagem de S. cerevisiae inoculada e as linhagens de S. cerevisiae selvagens
presentes no mosto. A fermentagio moderna tem utilizado uma linhagem S.
cerevisiae seca ativa para assegurar a reprodutibilidade da fermentagdo € a
qualidade do produto final. Nem sempre a levedura selecionada predomina do
comego ao fim da fermentagdo. Por esta razdo, um método simples e rapido que
detecta se a levedura inicial permanece no processo fermentativo € util para a
atividade industrial (Lopes et al., 2003).

Existem algumas técnicas que sdo derivadas da PCR, como RAPD,
PCR-RFLP e AFLP (Kurtzman & Fell, 1998), as quais sdo descritas a seguir.
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2.3.3.6 RAPD (DNA polimérfico amplificado ao acaso)

A técnica RAPD é também usada para a detecgdo de polimorfismos em
microrganismos. Esta técnica utiliza primers Unicos mais curtos e de seqiiéncia
arbitrdria para dirigir a reagdo de amplificagio, eliminando assim a necessidade
do conhecimento prévio da seqiiéncia. Cada primer arbitrario dirige a sintese de
varios segmentos de DNA simultaneamente em diversos pontos do genoma,
desde seqiiéncia de copia tunica até seqiiéncias altamente repetitivas. O
polimorfismo genético, detectado por RAPD, ¢ de natureza binaria, ou seja, o
segmento amplificado esta presente ou ausente. Logo, RAPD ¢ um marcador
genético dominante (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica RAPD reiine a simplicidade e a visualizagdo direta dos
marcadores isoenzimaticos com o poder de resolugdo dos marcadores de DNA.
Esta técnica ndo requer o desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas
especificas para o organismo de interesse. Um conjunto nico de iniciadores
arbitrarios pode ser utilizado para qualquer organismo. Outra vantagem € a
quantidade minima de DNA necessiria para a andlise genotipica de um
organismo. O custo da técnica RAPD € mais baixo do que a da técnica RFLP em
termos de custo por dado genotipico, além de requerer um nimero bem menor
de reagentes para a condug@o dos estudos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica RAPD tem mostrado grande potencial na detecgio de
polimorfismos de muitos microrganismos, porém, devido ao fato desta técnica
ndo requerer conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA do organismo em
estudo, é necessirio que se teste um grande nimero de primers para,
posteriormente, selecionar o que meihor detecte os polimorfismos de DNA. Esta
técnica também apresenta uma outra desvantagem com relagio i falta de
repetibilidade de seus resultados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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2.3.3.7 PCR-RFLP

Esta técnica consiste na digestdo enzimatica de segmentos amplificados
por PCR. A associagdo é necessaria para detectar polimorfismo adicional entre
bandas monomorficas. Bandas monomérficas tém o mesmo tamanho em pares
de bases e as mesmas seqiiéncias nas extremidades onde o primer iniciou a
amplificacio. Entretanto, internamente, os segmentos podem apresentar
diferengas pontuais em pares de bases que resultam na perda ou ganho de um
sitio de restrigéo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica PCR-RFLP, na regido ITS1-5.8S-ITS2 de rDNA, ¢ utilizada
para separar os sete membros do grupo sensu stricto. Os resultados indicam que
a combinagio das endonucleases Haelll, Hpall, ScrFl ¢ Tagl possibilita a
discriminagdo S. cerevisiae, S. kudriavzevii e S. mikatae. S. cariocanus nio pode
ser distinguida da S. paradoxus, assim como S. bayanus da S. pastorianus, com
base no modelo de restrigdo obtido com varias enzimas de restrigdo (Guillamén,
1998; Esteve-Zarzoso, 1999; Femandez—Espinar, 2000; Naumova, 2003).

Vazquez et al. (2003) identificaram leveduras (S. cerevisiae, Candida
tropicalis, Clavispora lusitaniae, Trichosporon asahii, S. umisporus, Pichia
andémala, Rhodotorula mucilaginosa, Hanseniaspora wuvarum e Pichia

Jfermentans) presentes na fermentagdo espontinea do suco de laranja, usando
PCR-RFLP na regido ITS1-5.8S-ITS2 e seqitenciamento da regido ITS.

Masneuf (1996) caracterizou vérias leveduras das espécies S. cerevisiae
e S. bayanus em vinho, usando PCR-RFLP do gene MET?2. Estes isolados foram
primeiramente identificados por experimentos de hibridizagio. Houve
concordincia entre os dois métodos para separar espécies de S. bayanus e S.

cerevisiae, considerando todas as espécies analisadas.
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2.3.3.8 Marcadores microssatélites

Nos marcadores microssatélites, a natureza da variagio € o nimero de
repetigbes que existem das unidades repetitivas. A estratégia para a andlise ¢ a
amplificacgdo do fragmento que contém as repeticdes, utilizando-se como
primers oligonucleotideos que hibridizam com as regides que flanqueiam as
repeticdes (Matioli, 2001).

Microssatélites sdio comuns nos genomas de fungos ascomicetos e
basidiomicetos. Hantula et al. (1996) utilizaram espécies de Saccharomyces
cerevisiae, Neurospora crassa e Ustilago maydis para determinar a ocorréncia
de microssatélites no genoma de fungos. Seqiiéncias como GT, ACA, CCA e
CGA foram altamente repetitivas nestes organismos e, a partir destas seqiiéncias,
foi possivel desenhar primers microssatélites que detectaram polimorfismo em

varios fungos testados.

2.3.3.9 AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados)

Essa técnica permite que fragmentos an6nimos do genoma sejam
amplificados por PCR ap6s terem sido originados pela digestdo do genoma por
enzimas de restricdo. Essa técnica envolve as seguintes etapas: 1- digestdo do
genoma com enzimas de restri¢io; 2 — ligagdo de adaptadores aos fragmentos
gerados e 3 — amplificagdo dos fragmentos a partir de primers que hibridizam
com os adaptadores. A fase critica diz respeito a qualidade do DNA utilizado e
dos adaptadores para a reagdo de ligagdo (Matioli, 2001).

Segundo Perpéte (2001), a técnica AFLP permite identificar linhagens
de leveduras de cervejaria. Ele observou que um tnico par de primer distinguiu
muitas linhagens de leveduras e sugere que o uso de vérios primers iria

aumentar o polimorfismo observado por esta técnica. Seu resultado indicou que,
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entre as 26 linhagens estudadas, existe uma proporgdo de similaridade para os
fraglnenios gerados de apenas 55%.

2.3.3.10 Anilise do DNA ribossomal

Anilises do DNA que codifica rRNA tém sido amplamente usadas em
estudos taxondmicos, em fungdo da presenga dos ribossomos em todas as células
dos organismos e por apresentarem uma origem evolucionéria comum, provendo
parte da histéria molecular de todos os organismos. Além disso, algumas
seqiiéncias do rDNA sdo conservadas e servem como pontos de referéncia que
possibilitam o alinhamento de 4reas menos conservadas usadas como medida de
parentesco evolucionario (Kurtzman, 1992).

No genoma de S. cerevisiae sdo encontrados 4 genes TDNA (58S, 5.8S,
18S e 26S) que sdo agrupados em repetigoes formando um cluster simples no
cromossomo XII. Os genes 18S e 26S sdo separados por regides espagadoras
(espago interno transcrito — ITS e espago intergénico — IGS) que ndo codificam
seqiiéncias, exceto genes pequenos 5.8S e 58, respectivamente. Ambas as
seqiiéncias espagadoras podem facilmente ser amplificadas por PCR usando
primers homologos & seqiiéncia presente no final dos genes rDNA (White et al.,
1990; Kurtzman, 1992).

Os resultados de sequenciamento do rDNA demonstraram que os genes
de rRNA da subunidade maior do ribossomo dos eucariotos estdo estruturados
como um mosaico de dominios conservados e varidveis. Esses dominios
variaveis, ou insergdes ndo conservadas, que nio estdo presentes nos genes de
rRNA 23S dos procariontes, sdo denominados divergentes (D), variaveis (V) ou,
ainda, segmentos de expansdo. A referéncia a um determinado segmento de
expansio faz-se sempre com uma numeraggo crescente, relativa  sua ordem de
aparecimento a partir da extremidade 5' da molécula de rRNA. Assim, o

segmento de expansio D1 serd o primeiro dominio divergente préximo a
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extremidade 5' da molécula de rRNA 25S — 28S, enquanto que o segmento de
expansio D12 estara préximo a extremidade 3' da molécula (Matioli, 2001).

O dominio D1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal (26S)
contém 600-650 nucleotideos, sendo uma regido suficientemente divergente
para analisar a maioria das espécies de leveduras. As analises destas seqiiéncias
predizem a relacdo filogenética que sdo similares aos resultados obtidos na
analise de seqiienciamento da subunidade menor (18S) (Kurtzman & Fell, 1998).

O principal valor do seqiienciamento da regido do rRNA 18S ¢é para
comparagdo filogenética, por ndo ter uma resoluggio suficiente para diferenciar
espécies muito relacionadas como S. cerevisiaelS. paradoxus, S . bayanuslS.
pastorianus e S. kudriavzeviilS. mikatae (James et al., 1997; Naumov et al.,
2000).

Gouliamova & Hennebert (1998) analisaram a afinidade filogenética de
espécies de Saccharomyces pela comparagdo da seqiiéncia nucleotidica do
dominio D2-25S rDNA e espago interno transcrito ITS1-5.8S-ITS2 rDNA.
Seus resultados, particularmente aqueles do espago interno transcrito,
confirmaram os sindnimos S. cerevisiaelS. ellipsoideus/S. chevalieri e S.
pastorianus/S. carlsbergensis e distinguiu as espécies S. paradoxus, S. bayanus
e S. uvarum.

A comparagio das seqiiéncias ITS1 e ITS2 das espécies Saccharomyces
sensu stricto revelou que a regido ITS1 exibe uma maior variagdo de seqiiéncia
quando comparada a ITS2. Desse modo, foi possivel investigar o parentesco
genealdgico deste grupo baseado na seqiiéncia ITS1. A espécie S. cariocanus é
proximamente relacionada a S. paradoxus (CBS 432), formando um grupo
distinto que é separado da S. cerevisiae. Considerando todas as espécies, S.
kudriavzevii, S. cariocanus, S. mikatae junto com S. cerevisiae € S. paradoxus
formam um grupo que € separado do par de espécies S. bayanus/S. pastorianus
(Naumov et al., 2000).
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Montrocher et al. (1998), analisando por PCR-RFLP os espacos ITS e
IGS e seqiienciamento da regisio ITS, conduziu a uma divisdo similar do grupo
Saccharomyces sensu stricto que foi distribuido em dois subgrupos formados

por S. cerevisiaelS. paradoxus e S. pastorianus/S. bayanus.

2.3.3.11 PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado)

A técnica de PFGE consiste na separagio do DNA de acordo com o
tamanho dos cromossomos. Dependendo do nimero e tamanho dos
Cromossomos presentes na espécie, um padrdo especifico de bandas seré obtido.

Neste método de cariotipagem, a eletroforese é feita com a aplicagdo de
uma forca elétrica (campo elétrico) alternada ou continua no gel de agarose,
forcando o DNA a se reorientar a cada carga do campo. Moléculas longas
podem levar mais tempo para se reorientar e, por essa razio, movem-se mais
lentamente.

Apesar da alta diversidade dos genomas e isolamento reprodutivo, as
seis espécies do grﬁpo sensu stricto possuem caracteristicas do cariétipo em
comum, como, a mesma extensio de bandas cromossomais (de 245 2 2.200) e o
mesmo niamero haploide de cromossomos (n = 16). Duas espécies, S. bayanus e
S. cariocanus, possuem caridtipo espécie—especifico, enquanto os outros
membros do grupo sensu stricto ndo podem ser distinguidos pelos seus modelos
de bandas (Naumov, 1992b; 1996; 2000).

Isolados de S. cerevisiae cultivados usualmente apresentam
polimorfismo de comprimento dos cromossomos (Vezinhet et al., 1990;
Masneuf, 1996) que permite a diferenciagio intra-especifica de vérias linhagens.
Este alto polimorfismo intra-especifico observado é gerado, provavelmente, por
delegdes, insergdes e tramslocagbes dos cromossomos, que s&o detectadas
eletroforeticamente para espécies de S. cerevisiae utilizadas na atividade
industrial (Guilldmon, 1994).
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O caridtipo de S. cerevisiae selvagem, de origens geograficas diferentes,
exibe um menor polimorfismo cromossomal (Naumov et al., 1992a; Naumov et
al., 1992b) e assemelha-se com o cariétipo de §. paradoxus (Naumov, 1992b;
Naumov, 1996).

Naumov et al. (2001) classificaram 21 isolados de sidra e suco de mag3,
utilizando técnicas moleculares como PCR e PFGE e determinaram
predominancia, na sidra, da linhagem S. bayanus var uvarum. Dos 21 isolados,
somente trés foram de S. cerevisiae.

O padréo de cariotipagem de S. cerevisiae é caracterizado pela presenca
de uma banda grande (1.600 kb) e trés bandas menores (245-370 kb). S.
bayanus var uvarum apresenta um padrdo especifico: auséncia das bandas 1.600
kb e 290 kb e presen¢a da banda cromossomal 1.300 kb (Naumov et al., 2001).

Masneuf et al. (1998) documentaram a origem hibrida da linhagem
CIDJ, de sidra, pois esta apresentou cromossomos de S. cerevisiae e S. bayanus.
Isto pode confirmar que a troca/permuta espontinea entre essas duas leveduras
pode acontecer na natureza e nos processos biotecnologicos por elas realizados.

Giudici (1998) também analisou DNA cromossomal pela técnica PFGE,
de uma espécie criotolerante, S. bayanus e uma espécie ndo criotolerante, S.
cerevisiae e seus hibridos interespecifico e intra-especifico. As linhagens
criotolerantes e ndo criotolerantes geraram perfis eletroforéticos claramente
distintos. Os hibridos criotolerantes x criotolerantes e n3o criotolerantes x ndo
criotolerantes foram férteis e apresentaram o mesmo perfil eletroforético de seus
parentais. Ja hibridos criotolerantes x n#@o criotolerantes foram estéreis
(indicando que pertencem a espécies distintas) e deram perfis eletroforéticos
com bandas de ambos parentais.

O hibrido intra-especifico analisado mostrou 0 mesmo modelo de
bandas das linhagens parentais, sugerindo que cromossomos homélogos
providos das duas linhagens parentais possuem, no minimo, o0 mesmo peso
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molecular e resulta na formagdo de uma banda simples para cada par de
cromossomos do hibrido. O hibrido interespecifico tem um perfil eletroforético
aditivo. Na pritica, o perfil mostrou-s¢ como uma associagdo dos 13
cromossomos tipicos de S. cerevisiae e 5 cromossomos que caracterizam S.
bayanus criotolerantes e que, normalmente, estdo ausentes em S. cerevisiae.
Esses resultados mostram uma afinidade genética entre os dois tipos de espécies
na produggo de hibridos, mas n#io o bastante para produzir descendentes férteis
(Giudici, 1998).

Vaughan-Martini & Kurtzman (1985) demonstraram que S. pastorianus
Hansen (= S. carisbergensis) é um hibrido natural entre S. cerevisiae x S.
bayanus, ndo sendo assim uma espécie biologica.

A espécie biolégica S. bayanus cresce a 1°C/2°C e ndo cresce acima de
35°C. Ja S. cerevisiae apresenta um comportamento diferente, pois nio cresce a
1°C/2°C e cresce a 35°C e, freqiientemente, a 40-42°C. A S. bayanus apresenta,
quando comparada a S. cerevisiae, maior velocidade fermentativa a baixas
temperaturas (7°C) e redugdo no rendimento de etanol em temperaturas
intermediarias (22 — 30°C) (Kishimoto & Goto, 1995).

O perfil fermentativo do hibrido S. bayanus e S. cerevisiae é
interessante, pois, hibridos possuem temperatura tima numa extensao entre as
temperaturas Otimas de seus parentais e crescem bem a baixas temperaturas
(6°C) e altas temperaturas (37°C) (Giudici, 1998).

Todas as seis espécies incluidas no grupo Saccharomyces sensu stricto
podem facilmente ser cruzadas em qualquer combinagdio. Os hibridos
interespecificos formados s#o estéreis, tendo ascosporos ndo vidveis. Ja hibridos
intra-especificos séio férteis e produzem ascosporos altamente viaveis (Naumov,
1992a, Naumov, 1992b; Naumova, 2003).

Durante o cruzamento de leveduras, o DNA nuclear é herdado de ambos

os parentais. J4 o DNA mitocondrial exibe heranga ndo mendeliana, ou seja, na
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progénie, somente um parental doa mtDNA ou ocorre uma recombinagdo, sendo
que o mtDNA da progénie difere de ambos os parentais. Isto foi observado por
Masneuf (1998), que analisou o genoma mitocondrial de isolados hibridos entre
S. cerevisiae e S. bayanus. O gene mitocondrial OLII de um isolado de vinho
mostrou-se idéntico ao gene de S. cerevisiae. O outro isolado de sidra apresentou
um modelo divergente de S. cerevisiae e S. bayanus. Esses resultados mostram
que as moléculas de DNA dos dois isolados hibridos sdo diferentes e,
provavelmente, tiveram origens diferentes.

Guillamén (1994), analisando polimorfismo de comprimento do
fragmento de restricdo do DNA mitocondrial, sugeriu que o genoma
mitocondrial de S. pastorianus foi herdado de S. bayanus, devido as
similaridades de seus modelos de restrigdo do mtDNA.

Com os métodos moleculares PCR e PFGE, Fialho (2000) diferenciou
linhagens de uma mesma espécie que apareceram durante o processo de
fermentacgdo alcodlica e acompanhou, durante este mesmo processo, a evolugdo
da levedura inoculada (CA116 — UFLA/1997): se esta permanece durante todo o
processo fermentativo ou € substituida por uma linhagem mais resistente. Nesse
trabalho, foram identificadas 132 leveduras pela técnica de PCR e foram
confirmadas 43% como sendo S. cerevisiae. Com a técnica de PFGE, foi
verificada a identidade dos isolados de S. cerevisiae por meio do polimorfismo
cromossoémico. Em todas as S. cerevisiae analisadas, foram observados o mesmo
numero ¢ posi¢do das bandas coincidentes com a CAl16 inoculada,
confirmando que esta linhagem persiste durante todo o processo fermentativo.

Barro Lopes et al. (1998), utilizando o primer EH, que tem como alvo
regides variadas do genoma, executaram um agrupamento rapido de isolados
com genomas relacionados. Discrepancias entre métodos moleculares e
fisiologicos foram observadas. Isolados identificados fenotipicamente como S.

cerevisiae, quando submetidos a PCR, produziram fingerprints caracteristicos de
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S. bayanus. O mesmo ocorreu para isolados de vinhos, identificados por
métodos tradicionais como Rhodotorula mucilaginosa. Estes isolados
produziram fingerprints diferentes, sendo que nenhum se assemelhou com o
fingerprint da linhagem R mucilaginosa.

Com o propésito de explicar a posicdo taxondmica de leveduras
presentes na cerveja de regides de Ghana e Burkina Faso da Africa, Naumova
(2003) comparou 24 isolados fenotipicamente diferentes com culturas tipicas das
seis espécies do grupo sensu stricto e do hibrido S. pastorianus. Na analise
PCR-RFLP da regido ITS, utilizando cinco endonucleases, os 24 isolados
mostraram modelos de restricio idénticos & S. cerevisize. Com o
seqiienciamento da regido ITS dentro desta populagdo, as espécies mostraram
seqiiéncias ITS1 idénticas. Quando comparada com uma linhagem tipica de S.
cerevisiae, esta divergéncia foi apenas de 0,5%. A técnica PCR com um primer
para microssatélites também nio distinguiu estes isolados. Interessantemente,
desconsiderando as variagdes fenotipicas, estes isolados representam uma
populagdo divergente de S. cerevisiae.

Neste contexto, pode-se afirmar que sdo importantes os estudos e
pesquisas na area de biologia molecular para a identificagédo de leveduras para o
setor de produgdo de 4lcool e aguardente. Isso porque o conhecimento prévio
permite que rapidamente sejam tomadas medidas de controle em caso de
contaminagdes. Além disso possibilita realizagdes futuras de melhoramentos
genéticos nestas leveduras de forma a serem utilizadas como fermento nas
unidades produtoras, objetivando-se a obtengdo de aumentos na produtividade ¢
na qualidade do produto final.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies de Saccharomyces

As espécies de Saccharomyces foram obtidas da colegio pertencente ao
Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do Departamento de Biologia
(DBI) da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil. Essas espécies estio
descritas na Tabela 1 e Figuras 1 e 2. Foi utilizado somente um isolado de cada

espécie, exceto S. cerevisiae e S. pastorianus (trés isolados).

TABELA 1 Espécies de Saccharomyces

Espécies Designagdo das espécies
Saccharomyces paradoxus 5
Saccharomyces bayanus 8
Saccharomyces cerevisiae 16
Saccharomyces cerevisiae CAll6
Saccharomyces cerevisiae WT
Saccharomyces pastorianus 19
Saccharomyces pastorianus 20
Saccharomyces pastorianus 21
Saccharomyces uvarum 22
Saccharomyces mikatae SS1
Saccharomyces cariocanus SS3
Saccharomyces kudriavzevii SSS
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FIGURA 1 Fotos microscopicas das espécies de Saccharomyces, em meio
YEPG, ap6s 24 horas de incubagdo, a 28 °C. Barra corresponde a
20pm.




FIGURA 2 Fotos microscopicas das espécies de Saccharomyces, em meio
YEPG, apés 24 horas de incubagdo, a 28 °C. Barra corresponde a
20pm.

3.2 Anilise por PCR de leveduras do grupo Saccharomyces sensu stricto

Todas as espécies (Tabela 1) foram analisadas pela técnica de PCR
utilizando-se os seguintes primers especificos: SCREC114F (5' CAATCAATG
CTTGAGCCTCCTCAG 3'), SCRECI14R (5 AGCGACTCAGGACGACCC
AAAAC 3'); SCHOF (5' GTTAGATCCCAGGCGTAGAACAG 3'"), SCHOR (5'
GCGAGTACTGGACCAAATCTTATG 3"); LGHOF (5" TGGAAAGTCTAC
GAGAACAAGCC 3'), LGHOR (5' CCTCTATGTGAAGTCCGTATACTG 3').
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3.2.1 Extracio de DNA

As espécies de Saccharomyces foram crescidas em 50mL de YEPG
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%) e incubadas a 28°C, sob
agitagdo, por 48 horas, antes da extragdo do DNA.

O DNA foi extraido macerando as células em almofariz com silica
(areia), tampdo de extragio CTAB 2X a 65°C (2% de CTAB, 100mM de Tris
(pH=8,0), 20mM de EDTA (pH=8,0), 1,4M de NaCl e 1% de PVP
(polivinilpirrolidone)) e 20pL. B — mercaptoetanol.

O material triturado foi incubado por 30 minutos em tubos eppendorf,
colocados em banho-maria a 65°C.

A desproteinizag3o foi feita duas vezes, com cloroférmio-alcool-isoamil
(24:1) e o DNA precipitado com alcool/acetato de aménio (etanol 95%:acetato
de amo6nio 7,5M (6:1)), na 12 etapa e alcool acetato de sédio 3M (etanol 95%
(1:20)), na 2* etapa. O precipitado de DNA foi ressuspendido em 50pL de
tampao TE (1mM de Tris e 0,1mM de EDTA).

O DNA foi quantificado usando-se o fluorimetro Hoeffer Scientific
TKO 100 e, posteriormente, diluido para a concentragdo de 10ng/pL, utilizada
na reagéo de PCR. Na quantificagdo, foram utilizados 2pL. da amostra de DNA e
2mL de DAPI.

A qualidade do DNA foi analisada visualmente em gel de agarose 1%
adicionado de brometo de etideo (0,5pg/mL).

3.2.2 Amplificacio por PCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada com volume de 50pL, usando o
kit Eppendorf Master Mix (2,5X).
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Os componentes da reagdo foram: 20 ng de DNA total, 2pmoles de cada
oligonucleotideo, Tris-HCl 30mM, KCl 50mM, dNTP (dGTP, dCTP, dATP,
dTTP) 200uM, MgCl, 1,5mM e Taq DNA polimerase 1,25U.

As amostras foram submetidas ao termociclador Mastercycler PCR com
o seguinte programa: desnaturagdo inicial 94°C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos a 94°C por 30 segundos, 61°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos € uma
extensao final de 72°C por 7 minutos.

As amostras de Saccharomyces também foram submetidas a
amplificagdo com temperaturas de anelamento inferiores (40°C;45°C;50°C;55°C)
e superiores (65°C;66°C;67°C;68°C;70°C).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% imerso em tampdo TBE (0,045M de Tris-borato ¢ 0,001M de
EDTA) a 90 volts por 2 horas e 30 minutos. Os fragmentos de DNA foram
corados com brometo de etideo (0,5pug/mL) e fotografados sob luz ultravioleta.

Isolados de outros géneros (Debaryomyces, Candida, Pichia, Zygoascus,
Stephanoascus, Torulaspora, Dekkera, Arxula, Citeromyces, Klyveromyces,
Lodderomyces) (Tabela 2) foram testados com os primers SCREC114, SCHO e
LGHO para certificar a especificidade dos mesmos. Essas leveduras foram
obtidas de cole¢Bes mantidas no Laboratdrio de Fisiologia de Microrganismos
do Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras, MG,
Brasil. As condi¢des da extragdo de DNA e reagdo de amplificagdo foram
realizadas de acordo com procedimentos descritos acima com as seguintes
modificagdes: a reagdo de amplificagéo foi realizada com volume de 25uL e foi
utilizada temperatura de anelamento de 61°C.
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TABELA 2 Espécies de leveduras

Espécies Designag@o das espécies
Debaryomyces hansenii FAB 5
Candida sake FAB 1
Candida bombi CCT 1689
Candida rugopelliculosa CCT 1702
Pichia guilliermondii IC-38
Zygoascus hellenicus 185
Stephanoascus smithiae SCF 631
Torulaspora delbrueckii CACS
Torulaspora pretoriensis CCT 1688
Dekkera bruxelensis CAF 5
Arxula adeninivorans AA
Citeromyces matritensis CCT 2374
Kluyveromyces fragilis KF
Lodderomyces elongiosporus CCT1690

3.3 Amplificaciio por PCR e anilise por RFLP

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo da regido
ITS (ITS1 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' e ITS4 5' TCCTCCGCTTAT
TGATATGC 3') do rDNA foram descritos por White et al. (1990).

Os pardmetros de amplificagdo foram 35 ciclos, cada ciclo consistindo
de desnaturagio a 95°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 2 minutos e
extensio a 72°C por 2 minutos. As amostras foram submetidas a uma
desnaturagdo inicial de 95°C por 5 minutos e uma extensio final de 72°C por 10

minutos.

33



Os componentes para 13pL de reagdo foram: 20ng de DNA gendmico,
100uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
0,4uM primer, 0,6 unidade da enzima Taq DNA polimerase, S0mM de TRIS
(pH 8,3), 20mM de KCI, 2mM de MgCl,, Spg. pL™ de BSA, 0,25% de ficol
400, 10mM de tartrazine e agua pura totalizando 13pL. As reagGes de
amplifica¢do foram feitas no termociclador Mastercycler.

Depois da amplificagdo, parte da reacdo foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 1% imerso em tampdo TBE (0,045M de Tris-borato e 0,001M
de EDTA) e o restante foi precipitado para analise por RFLP. A precipitacdo foi
feita pela adicdo de NaCl para uma concentragéo final de 200mM e 2,5 volumes
de etanol absoluto. As amostras foram mantidas a —20°C por, no minimo, 2
horas e centrifugadas a 12.000g por 30 minutos. O precipitado foi ressuspendido
em 10pL de TE (1mM de Tris e 0,lmM de EDTA) e clivado com diferentes
enzimas de restrigdo ( Mspl, Haelll e Rsal), de acordo com as recomendagdes
dos fabricantes. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel
de agarose 2% a 70V por 4 horas e visualizados adicionando-se brometo de
etideo (0,5ug/mL) e fotografados sob luz ultravioleta.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anilise por PCR de leveduras do grupo Saccharomyces sensu stricto

Virias técnicas moleculares tém sido utilizadas para distinguir diferentes
espécies do género Saccharomyces. Dentre estas, destacam-se as técnicas de
PCR, PCR-RFLP da regiio ribossomal e seqiienciamento dos genes rRNA
(Valente et al., 1996; Masneuf et al., 1996; Barro Lopes et al., 1998; Montrocher
et al., 1998).

Considerando que cada marcador molecular € analisado como sendo um
cariter fenotipico distinto e independente dos demais, a interpretagdo dos
resultados apresentados pelos mesmos € simples: bandas em comum entre
genétipos representam similaridades genéticas, enquanto que bandas ndo
comuns representam diferengas genéticas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Neste trabalho, oito espécies do grupo Saccharomyces sensu stricto
foram submetidos a técnica de PCR com diferentes primers em diferentes
temperaturas de anelamento, visando a distingdo entre as mesmas.

Segundo as seqiiéncias ja descritas dos genomas de S. cerevisiae, S.
pastorianus e S. bayanus, a seqiiéncia do primer SCREC114 possui 100% de
homologia no gene REC114 da S. cerevisiae. Ja o primer SCHO possui 100% de
homologia nos genes HO e ScHO das espécies S. cerevisiae e S. pastorianus,
respectivamente. O primer LGHO também possui 100% de homologia nos
genes HO e LgHO de S. bayanus e S. pastorianus, respectivamente. Os genes
HO de S. cerevisiae, HO de S. bayanus e ScHO/LgHO de S. pastorianus
codificam a endonuclease para conversdo do tipo sexual (mmating - type) (http:
www ncbi. nlm. nih. gov/BLAST). Com os primers que anelam nesses genes

juntamente com o primer SCREC114, esperava-se diferenciar as espécies de S.
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cerevisiae, S. bayanus e S. pastorianus e também analisar a similaridade destas
espécies com os outros membros do grupo sensu stricto.

O DNA de S. cerevisiae, S. pastorianus e S. uvarum foi amplificado com
os primers SCREC114 ¢ SCHO nas seguintes temperaturas de anelamento:
50°C, 55°C, 61°C e 65°C (Figura 3 e Tabela 3). A amplificagdo ocorreu
utilizando-se uma temperatura de anelamento alta; isso indica a especificidade
da hibridizacdo entre a regido alvo das espécies e os primers testados. Com o
SCRECI114, ocorreu amplificagdo até a temperatura de anelamento de 66°C
(Figura 4), enquanto que com o SCHO a hibridizagdo ocorreu apenas até 65°C.

Com esses resultados, pode-se observar que os isolados apresentados
como S. cerevisiae, S. pastorianus e S. uvarum sdo proximamente relacionados,
considerando a regido em que os primers SCREC114 e SCHO anelaram. O
comportamento do primer SCHO com as espécies S. cerevisiae ¢ S. pastorianus
era esperado. O contrario ocorreu com o primer SCREC114, que amplificou o
DNA de S. pastorianus e de S. uvarum, sendo que este deveria ter anelado
somente com S. cerevisiae e também com o primer SCHO, que ndo deveria ter
amplificado o DNA de S. wvarum. Isto indica que os isolados de S. pastorianus
e o isolado de S. uvarum podem ter sido classificados inadequadamente.

Segundo Rossini et al. (1982), o DNA de S. wvarum e S. bayanus
apresenta alto nivel de similaridade (95,2%) e, por isso, as duas poderiam ser
consideradas representantes de uma unica espécie. Esta afirmagio estd em
discordincia com os resultados obtidos neste trabalho, pois, a técnica de PCR
amplificando o gene HO e o gene REC114, diferenciou S. bayanus de S.
uvarum, ou seja, estas espécies comportaram-se de maneira diferente. Este dado
¢ mais uma indicacdo de que o isolado de S. uvarum utilizado €, na verdade,

pertencente a outra espécie de levedura.
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FIGURA 3 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de Saccharomyces utilizando
os primer SCREC114 (colunas 1-10) e SCHO (colunas 11-20) e
temperatura de anelamento 61°C. 1/2/3/11/12/13- S. cerevisiae, 4/14
- 8. paradoxus, 5/15- S. bayanus, 6/16- 8. pastorianus, 7/17- S.
uvarum, 8/18— S. mikatae, 9/19- S§. cariocanus, 10/20- S.
kudriavzevii.

FIGURA 4 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de Saccharomyces utilizando
os primers SCREC114 (colunas 1-6) e SCHO (colunas 7-12) e
temperaturas de anelamento 66°C (colunas 1-3/ 7-9) e 67°C (colunas
4-6/ 10-12). 1/4/7/10- S. cerevisiae, 2/5/8/11- S. pastorianus,
3/6/9/12- 8. uvarum.
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Apenas o DNA de S. bayanus foi amplificado com o primer LGHO,
com as temperaturas de anelamento de 50°C e 55°C (Figura 5 e Tabela 3). Este
resultado é condizente com o de Naumov et al. (2000), que consideram .
bayanus o membro mais afastado deste grupo de espécies. No entanto, este
primer deveria anelar também ao DNA de S. pastorianus, o que ndo aconteceu.
Esse resultado é mais uma indicagdo de que os isolados identificados como S.

pastorianus devem pertencer, na verdade, a outra espécie.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

FIGURA 5 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de Saccharomyces utilizando o
primer LGHO e temperaturas de anelamento 50°C (colunas 12-20) e
55°C (colunas 1-11). 1/12- controle positivo (S. cerevisiaelprimer
SCHO), 2/3/4/13/14/15- S. cerevisiae, 5/16- S. paradoxus, 6/17-
S.bayanus, 7/18- S. pastorianus, 8/19- S. uvarum, 9/20- S. mikatae,
10- 8. cariocanus, 11- S. kudriavzevii.
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TABELA 3 Resultados da amplificagio de espécies de Saccharomyces

Primers
Espécies SCREC114 SCHO LGHO
55°C 61°C 55°C 61°C 55°C 61°C
S. paradoxus - - - - - -
S. bayanus - - - - + -
S. cerevisiae + + + + - -
S. pastorianus + + + + - -
S. uvarum + + + + - -
S. mikatae - - - - - -
S. cariocanus - - - - - -
S. kudriavzevii - - - - - -
+ amplificagédo - ndo amplificou 55 e 61°C temperaturas de anelamento

.Na tentativa de diferenciar as espécies S. paradoxus, S. mikatae, S.
cariocanus € S. kudriavzevii, estas foram submetidas 4 amplificagdo com os
primers SCREC114, SCHO e LGHO em temperaturas de anelamento inferiores:
a 40°C e 45°C. Como resultado, o DNA de S. paradoxus foi amplificado com o
primer SCHO na temperatura de anelamento 40°C (Figura 6 € Tabela 4).

TABELA 4 Resultados da amplifica¢éo de espécies de Saccharomyces

Primer
Espécies SCREC114 SCHO LGHO

40°C  45°C 40°C 45°C 40°C 45°C

S. paradoxus - - + - - -

S. mikatae - - - - - -

S. cariocanus - - - - - -

S. kudriavzevii - - - - - -
+ amplificagdo - ndo amplificou 40 e 45°C temperatura de anelamento
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FIGURA 6 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de Saccharomyces utilizando o
primer SCHO (colunas 1-4) e LGHO (colunas 5-8) e temperatura de
anelamento 40°C. 1/5- S. paradoxus, 2/6- S. mikatae, 3/7- S.
cariocanus, 4/8- 8. kudriavzevii.

Dentre as espécies do grupo sensu stricto, S. cerevisiae € S. paradoxus
possuem 50% de homologia de DNA e apresentam cariétipo praticamente
idéntico (Naumov, 1992b; 1996). Com relagdo as caracteristicas fenotipicas,
ambas crescem a 37°C e, muitas vezes, a 40/42°C e ndo possuem sistema de
transporte de frutose (Vaughan-Martini & Martini, 1993). Considerando a
técnica PCR com os primers SCREC114 e SCHO, pode-se diferenciar S.
cerevisiae de S. paradoxus. Estes primers hibridizam com o DNA de S.
cerevisiaze mesmo em temperaturas de anelamento mais altas (50°C, 55°C e
61°C), enquanto que com S. paradoxus ocorreu a amplificagdo apenas com o
primer SCHO a 40°C.

As espécies biologicas S. cariocanus e S. paradoxus, que também sdo
proximamente relacionadas, foram diferenciadas com o primer SCHO quando se

utilizou temperatura de anelamento de 40°C. Nestas condigdes, ocorreu
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amplificagio com S. paradoxus e nio ocorreu amplificagdo com S. cariocanus
(Figura 6 e Tabela 4).

As espécies S. mikatae e S. kudriavzevii, de origem japonesa, ndo foram
diferenciadas com os primers testados, mas foi possivel separa-las das espécies
S. cerevisiae, S. paradoxus e S. bayanus utilizando os primers SCREC114,
SCHO e LGHO em diferentes temperaturas de anelamento.

Interessantemente, os trés isolados de S. pastorianus utilizados neste
trabalho apresentaram um comportamento idéntico a S. cerevisiae, considerando
estes primers em diversas temperaturas de anelamento (Figura 3 e Tabela 3).
Analisando-se o comportamento dos isolados de S. pastorianus, amplificando
com o primer SCREC114 e ndo amplificando com o primer LGHO, pode-se
sugerir que os isolados se comportam como S. cerevisiae e deveriam ser
reclassificados. Comportamento semelhante foi observado com o isolado de .
uvarum, que também deveria ser reclassificado.

Para uma melhor confianga dos resultados, os primers SCRECI114,
SCHO e LGHO foram testados para outros géneros de leveduras (Tabela 2). Um
isolado identificado fenotipicamente como Torulaspora delbrueckii amplificou
com os primers SCREC114 e SCHO (Figura 7 e 8 e Tabela 5), indicando que,
genotipicamente, pertence ao género Saccharomyces e, provavelmente, a espécie
S. cerevisiae. Como controle, foi utilizado um isolado cuja espécie ja havia sido
confirmada como Torulaspora pretoriensis. Os outros isolados, de géneros
variados, nio amplificaram com nenhum dos primers testados (Figura 7, 8 e
Tabela 5).
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FIGURA 7 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagio de DNA de leveduras utilizando o
primer SCREC114 e temperatura de anelamento 61°C. 1- controle
positivo (S. cerevisiae/SCREC114), 2- controle negativo
(T.pretoriensis/SCREC114), 3- Debaryomyces hansenii, 4- Candida
sake, 5- Pichia guilliermondii, 6- Zygoascus hellenicus, ‘-
Stephanoascus smithiae, 8- Torulaspora delbrueckii, 9- Dekkera
bruxelensis, 10- Arxula adeninivorans, 11- Citeromyces matritensis,
12- Kluyveromyces fragilis.
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FIGURA 8 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de leveduras utilizando o
primer SCHO e temperatura de anelamento 61°C. 1- Debaryomyces
hansenii, 2- Candida sake, 3- Pichia guilliermondii, 4- Zygoascus
hellenicus, 5- Stephanoascus smithiae, 6- Torulaspora delbrueckii,
7- Dekkera bruxelensis, 8- Arxula adeninivorans, 9- Citeromyces
matritensis, 10- Kluyveromyces fragilis.

A diferenciagido por métodos tradicionais dos géneros Saccharomyces e
Torulaspora ¢ baseada em somente um teste fisiologico: utilizagdo de lisina.
Com Torulaspora, ocorre utilizagdo de lisina; com Saccharomyces, ndo ocorre
(Barnett et al., 2000). No entanto, ja foram observados isolados selvagens de S.
cerevisiae que utilizam lisina; logo, estes géneros ndo podem mais ser
distinguidos por testes fisiologicos (Comunicagdo pessoal Schwan, 2003). Os
resultados aqui obtidos utilizando os primers SCREC114 e SCHO distinguiram
Saccharomyces cerevisiae de Torulaspora, mostrando que a técnica € eficiente

para esse tipo de identificagdo.
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TABELA 5 Resultados da amplificago de géneros variados de leveduras

+ amplificagdo - ndo amplificou

Primers

Espécies
SCREC114 SCHO LGHO

Debaryomyces hansenii - - -
Candida sake - - -
Candida bombi - - -
Candida rugopelliculosa - - -
Pichia guilliermondii - - -
Zygoascus hellenicus - - -
Stephanoascus smithiae - - -
Torulaspora delbrueckii + + -
Torulaspora pretoriensis - - -
Dekkera bruxelensis - - -
Arxula adeninivorans - - -
Citeromyces matritensis - - -
Kluyveromyces fragilis - - -

Lodderomyces elongiosporus - - -

Para certificar a autenticidade dos resultados acima, 10 isolados que
apresentaram identificagdo duvidosa, por testes fisioldgicos, entre S. cerevisiae e
Torulaspora (Tabela 6) foram testados com o primer SCHO utilizando
temperatura de anelamento de 61°C. O resultado mostrou que o DNA de todos
os 10 isolados foi amplificado com este primer, evidenciando que os mesmo

pertencem, na verdade, a espécie S. cerevisiae (Figura 9).



Esses resultados comprovam a eficiéncia e a rapidez dessa técnica na
identificagdo de leveduras do género Saccharomyces. A utilizagdo da técnica
permite que grande parte dos isolados seja identificada sem a necessidade de
utilizagdio dos laboriosos testes fisiologicos, os quais poderiam ser utilizados

apenas para os demais géneros, dependendo da necessidade e interesse.

TABELA 6 Espécies de leveduras selvagens

Espécies Designagdo das espécies

S. cerevisiae/Torulaspora 9A

S. cerevisiae/Torulaspora 10A
S. cerevisiae/Torulaspora 11A
S. cerevisiae/Torulaspora 12A
S. cerevisiae/Torulaspora 17A
S. cerevisiae/Torulaspora 18A
S. cerevisiae/Torulaspora 7B

S. cerevisiae/Torulaspora 11B
S. cerevisiae/Torulaspora 12B
S. cerevisiae/Torulaspora 13B
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FIGURA 9 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA de leveduras utilizando os
primer SCHO e temperatura de anelamento 61°C. 1- CCT1688
Torulaspora pretoriensis (controle negativo), 2—- 9A, 3- 10A, 4-
11A, 5-12A, 6-17A, 7-18A, 8-7B, 9-11B, 10-12B, 11-
13B, 12-CAL116 S. cerevisiae (controle positivo).

4.2 Polimorfismo no espagador interno transcrito (ITS) do DNA

ribossémico

A analise RFLP do gene 5.8S rRNA e dos espagos internos transcritos €
um método seguro, simples e apropriado para a identificacdo de leveduras
Saccharomyces (Montrocher et al., 1998; Dlauchy et al., 1999; Esteve-Zarzoso
et al., 1999; Fernandez Espinar et al., 2000).

Neste trabalho, a técnica PCR-RFLP da regido 5.8S-ITS foi utilizada

para efeito de comparag@o com os resultados de PCR obtidos no item anterior.
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A regido ITS foi amplificada por PCR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores ITS1 e ITS4 e clivada com diferentes enzimas de restrigdo para
andlise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do (RFLP).

A regido 5.8S-ITS amplificada por PCR mostrou um produto de
aproximadamente 880pb para todas as espécies do grupo Saccharomyces sensu
stricto (S. bayanus, S. cerevisiae, S. paradoxus, S. pastorianus, S. mikatae, S.
cariocanus e S. kudriavzevii) (Figura 10 e Tabela 7). Este tamanho do produto
de PCR esta de acordo com trabalhos anteriores (Valente, 1996; Guillamon,

1998; Esteve-Zarzoso, 1999; Fernandez-Espinar, 2000).

FIGURA 10 Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reacdes de amplificagdo de DNA de Saccharomyces
utilizando o primer ITS. 1/2/3- S. cerevisiae, 4- S. paradoxus,
5- 8. bayanus, 6- S. pastorianus, 7- S. uvarum, 8- S. mikatae, 9- S.
cariocanus, 10- S. kudriavzevii
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Neste trabalho, a enzima de restricdo Haelll rendeu padrdo de restrigdo
que separou as 7 espécies em dois grupos formados por S. cerevisiaelS.
paradoxus/S. cariocanus/S. kudriavzeviilS. pastorianus e S. bayanus/S.mikatae
(Figura 11 e Tabela 7).

Em trabalhos anteriores, a anélise de polimorfismo de restri¢do na regido
amplificada 5.8S-ITS suporta a evidéncia de que as espécies S. bayanus € S.
pastorianus s30 muito relacionadas. Nenhum dos modelos de restri¢do obtido
com vdrias enzimas testadas permitiu diferenciar S. bayanus de S. pastorianus
(Guillamén, 1998; Esteve-Zarzoso, 1999; Fernandez-Espinar, 2000; Morakile,
2002; Naumova, 2003). Estes resultados sdo condizentes com a origem hibrida
de S. pastorianus (S. bayanus X S. cerevisiae). O tDNA de S. pastorianus € o
do seu sindnimo S. carlsbergensis séo bastante similares ao tDNA S. bayanus.
J4 foi sugerido que o loco rDNA foi herdado de somente um dos parentais: S.
bayanus (Kurtzman & Robnett, 1991; Kurtzman, 1992; Montrocher et al., 1998;
Dlauchy, 1999). Uma situagdo similar foi também relatada para o genoma
mitocondrial presente nas células de S. pastorianus, que mostrou-se similar
somente a S. bayanus (Guillimon, 1994).

Analisando-se os resultados obtidos com a enzima de restrigio Haelll,
pode-se observar que os isolados de S. pastorianus utilizados possuem um alto
nivel de similaridade com S. cerevisiae na regido ITS. Este comportamento
idéntico foi também observado na técnica de PCR com os primers SCREC114,
SCHO e LGHO e com as enzimas de restricio Mspl e Rsal (Figura 13 e 15).
Sendo assim, pode-se sugerir uma reclassificagdo desses isolados de S.

pastorianus para S. cerevisiae.
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FIGURA 11 Modelo de restrigdio da regido 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyces, amplificada por PCR e os fragmentos ap0s
digestdo com a enzima Haelll. 1- DNA lambda (marcador de
peso molecular), 2/3/4/5/6/7- S. cerevisiae, 8/9- S. paradoxus,
10/11- S. bayanus, 12/13- S. pastorianus, 14/15- S. uvarum,
16/17- S. mikatae, 18/19- 8. cariocanus, 20/21- 8. kudriavzevii.
Colunas pares — DNA antes da digestdo de restri¢do. Colunas
impares - DNA ap6s digestdo de restrigdo.

Os isolados identificados como S. cerevisiae, S. pastorianus e S.
bayanus apresentaram o mesmo padrdo de restrigdo com a enzima Mspl. Este
padrido mostrou-se com um unico local de restri¢do para a enzima em questao.
As espécies S. paradoxus, S. mikatae, S. cariocanus e . kudriavzevii
comportaram-se de forma diferente, ou seja, ndo apresentaram nenhum local de
restricio (Figura 12 e 13 e Tabela 7). Morakile (2002), utilizando a enzima de
restricdo Mspl, diferenciou S. paradoxus de S. cerevisiae, S. bayanus e S.
pastorianus. Neste trabalho, porém, verificou-se que S. paradoxus apresentou o

mesmo padrio de restrigdo de S. mikatae, S. kudriavzevii e S. cariocanus.
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Nenhuma referéncia foi encontrada com respeito ao padrdo de restricdo das

espécies S. mikatae, S. cariocanus e S. kudriavzevii com a enzima Mspl.

1 2 3 4 5 6 7 8 95 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2
|

FIGURA 12 Modelo de restricio da regido 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyces, amplificada por PCR e os fragmentos obtidos
apos digestdo com a enzima Mspl. 1- DNA lambda (marcador de
peso molecular), 2/3/4/5/6/7- S. cerevisiae, 8/9- S. paradoxus,

- 10/11- 8. bayanus, 12/13— S. pastorianus, 14/15- S. uvarum,
16/17- S. mikatae, 18/19- S. cariocanus, 20/21- S. kudriavzevii.
Colunas pares — DNA antes da digestdao de restrigdo. Colunas
impares — DNA ap6s digestio de restri¢do.
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FIGURA 13 Modelo de restrigio da regido 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyces, amplificada por PCR e os fragmentos obtidos
ap6s digestdo com a enzima Mspl. 1- DNA lambda (marcador de
peso molecular), 2/3- S. cerevisiae, 4/5/6/7/8/9— S. pastorianus,
10/11- S. uvarum. Colunas pares — DNA antes da digestdo de
restricdo. Colunas impares — DNA ap6s digestdo de restrigao.

Quando os produtos de PCR foram digeridos com Rsal, as espécies de
S. cerevisiae foram diferenciadas das outras espécies do grupo S. sensu stricto.
Um tnico local de restrigio foi reconhecido na espécie S. cerevisiae e dois ou
mais locais de restrigio nas espécies S. bayanus/S. cariocanus/S. kudriavzeviils.
mikataelS. paradoxus (Figura 14 e Tabela 7).

Os fragmentos menores que 50pb, obtidos com a endonuclease Rsal, nao
foram claramente visualizados e, sendo assim, nao foram considerados.

O isolado de S. wvarum, assim como os isolados de S. pastorianus,
comportou-se como S. cerevisiae quando a regido ITS foi clivada com Mspl e
Rsal (Figura 13 e 15). Como esta semelhanca ja havia sido observada com a
enzima de restrigio Haelll e na amplificagéo do gene HO e do gene REC114, ¢

provavel que este isolado pertenga a espécie S. cerevisiae.
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FIGURA 14 Modelo de restricdio da regido 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyes, amplificada por PCR e os fragmentos obtidos
apos digestdo com a enzima Rsal. 1- DNA lambda (marcador de
peso molecular), 2/3/4/5/6/7- S. cerevisiae, 8/9- S. paradoxus,
10/11- 8. bayanus, 12/13- S. pastorianus, 14/15- S. uvarum,
16/17- S. mikatae, 18/19- S. cariocanus, 20/21- 8. kudriavzevii.
Colunas pares — DNA antes da digestdo de restrigdo. Colunas
impares — DNA ap0s digestdo de restrigéo.
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FIGURA

15 Modelo de restricio da regidio 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyes, amplificada por PCR e os fragmentos obtidos
ap6s digestdo com a enzima Rsal. 1- DNA lambda (marcador de
peso molecular), 2/3- S. cerevisiae, 4/5/6/7/8/9—~ S. pastorianus,
10/11- 8. uvarum. Colunas pares — DNA antes da digestdo de
restrigdo. Colunas impares — DNA ap6s digestdo de restrigao.
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TABELA 7 Comprimento (em pb) da regido 5.8S-ITS, de espécies de
Saccharomyces, amplificada por PCR e os fragmentos obtidos
apos digestdo com trés endonucleases de restri¢éo.

Tamanho do

Tamanho do fra, to de restrigdo (pb
Espécies produto PCR amanho do fragmento de restrigéo (pb)

(pb) Haelll Rsal Mspl
S. bayanus 880 500+250+130 730+100 740+140
S. cariocanus 880 325+250+175+130 730+100 880
S. cerevisiae 880 325+250+175+130 730+150 740+140
S. kudriavzevii 880 325+250+175+130 730+100 880
S. mikatae 880 500+250+130 730+100 880
S. paradoxus 880 325+250+175+130 730+100 880
S. pastorianus 880 325+250+175+130 730+150 740+140
S. uvarum 880 325+250+175+130 730+150 740+140

Os resultados indicaram que a combina¢do das endonucleases Haelll,
Rsal e Mspl possibilita a discriminagdo de S. bayanus, S. mikatae e S. cerevisiae.
As espécies de S. cariocanus, S. paradoxus e S. kudriavzevii ndo foram
distinguidas com as enzimas de restri¢do citadas acima.

As espécies biologicas S. cariocanus € S. paradoxus sdo proximamente
relacionadas, como observado no seqiienciamento da regido ITS1 (Naumov,
2000) e ndo podem ser diferenciadas baseando-se no modelo de restri¢do com a
combinagdo das endonucleases Haelll, Hpall, ScrFI e Tagql (Naumova, 2003).

Para a separagéo de S. kudriavzevii, o fragmento amplificado deveria
ser clivado com outras enzimas de restricdo. Naumova (2003) separou S.

kudriavzevii de todos os outros membros de sensu stricto utilizando a enzima
Taql.
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Este estudo claramente mostrou que o polimorfismo nas regibes
espagadoras do rDNA é uma técnica valiosa para deduzir a posigdo filogenética
de leveduras proximamente relacionadas.

O interessante desta regido para identificagdo de espécies € que ela
apresenta baixo polimorfismo intra-especifico e alta variedade interespecifica.

A técnica PCR-RFLP da regido 5.8S-ITS ¢ de manipulagdo ficil e de
alta reprodutibilidade sendo, portanto, iitil para diferenciar espécies do grupo

Saccharomyces sensu stricto.
| A disponibilidade de uma técnica de identificacdo ripida permite uma
detecgdo ficil de quais leveduras estio presentes na fase inicial de uma
fermentagdo. A técnica pode ser usada néio somente para determinar a qualidade
do mosto, mas também para estudo da presenga de espécies nio Saccharomyces
que sdo especificas para diferentes regides de produgéo de vinho (Guillamon,
1998).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel, por meio da técnica PCR utilizando os primers
SCREC114, SCHO e LGHO, diferenciar espécies proximamente

relacionadas, como S. cerevisiae de S. paradoxus € S. cariocanus de S.

paradoxus.

A espécie bioldgica S. bayanus foi diferenciada das outras espécies do
grupo Saccharomyces sensu stricto utilizando o primer LGHO.

A espécie biologica S. cerevisiae foi também diferenciada de espécies
do género Torulaspora, pela amplificagdo com os primers SCREC114 e
SCHO.

Os isolados identificados como S. pastorianus e S. uvarum utilizados
neste trabatho apresentaram comportamento idéntico a S. cerevisiae na
analise por PCR ¢ PCR-RFLP.

A combinagdo das endonucleases Haelll, Rsal e Mspl para anilise da
regido 5.8S-ITS possibilita a discriminagéo de S. bayanus, S. mikatae e
S. cerevisiae. As espécies S. cariocanus, S. paradoxus e S. kudriavzevii

n#o foram distinguidas com as enzimas de restrig¢do citadas acima.
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