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RESUMO

BERNARDI, Tais Leticia. Técnicas moleculares para a caracterizacio de
Saccharomyces cerevisisae associadas a producio de cachaca. 2007. 38p.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

As leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, s30 0s
microrganismos responsaveis pela conversao dos agucares do caldo de cana-de-
acticar em dalcool e CO, durante o processo fermentativo para producdo de
cachacga. O objetivo deste trabalho foi utilizar as técnicas moleculares de PCR,
PFGE e RFLP/mtDNA na caracterizacio de leveduras isoladas de alambiques do
Sul de Minas Gerais. Foram utilizadas para caracterizagdo molecular, leveduras
inicialmente identificadas por técnicas morfoldgicas e bioquimicas. Das 106
leveduras caracterizadas por técnicas tradicionais, 36 apresentaram produto de
amplificacio por PCR utilizando-se primer especifico para leveduras S.
cerevisiae. A caracterizagdo pela técnica de PFGE mostrou 9 diferentes perfis,
onde 2 foram semelhantes ao marcador S. cerevisiae. A andlise de restricdo do
mtDNA com 4 diferentes enzimas mostrou 10 diferentes perfis, dos quais, 3 para
as enzimas Rsa I e Hae 11l e 2 para as enzimas Hind Ill e Hinf 1. Foi verificado
que as técnicas de PCR, PFGE e RFLP-mtDNA utilizando-se a enzima Hinf 1
mostraram-se eficientes na identificacio de leveduras S. cerevisiae, podendo ser
utilizadas isoladas ou associadas.

! Comité orientador: Rosane Freitas Schwan (orientadora); Patricia Gomes
Cardoso (co-orientadora)



ABSTRACT

BERNARDI, Tais Leticia. Molecular techniques for the characterization of
Saccharomyces cerevisiae aasociated the production of cachaca. 2007. 38p.
Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

Yeasts, mainly Saccharomyces cerevisiae, are microorganisms
responsible by conversion of sucrose from sugarcane juice to alcohol and CO,
during the fermentative process of cachaca. The aim of this work was to utilize
molecular techniques such as PCR, PFGE and RFLP/mtDNA in the
characterization of yeasts isolated of alambiques from South of Minas Gerais.
Yeasts were initially identified by morphological and physiological methods and
them characterized by molecular techniques. Of one hundred and six yeasts
characterized by traditional techniques, 36 showed product of amplification by
PCR using the specific primer to S. cerevisisiae. The characterization by PFGE
technique showed 9 different profiles, where 2 of them were similar to the S.
cerevisiae utilized as standard. The restriction analysis of the mtDNA using 4
different enzymes showed 10 different profiles, 3 using Rsa I and Hae 1II
enzymes and 2 when Hind 1ll e Hinf 1 enzymes were used. It was verified that
the PCR, PFGE and mtDNA-RFLP with Hinf I enzyme showed efficiency in the
identification of S. cerevisiae yeasts and these methods can be used isolated or
associated.

' Guidance comittee: Rosane Freitas Schwan (advisor); Patricia Gomes Cardoso
(co-advisor).
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1 INTRODUCAO

As leveduras sdo microrganismos muito utilizados na inddstria
alimenticia, desempenhando um papel muito importante na produgdo de
alimentos e bebidas alcodlicas (Hierro et al., 2004; Mayoral et al., 2005).

A cachaga é bebida alcodlica tradicional produzida no Brasil, sendo
obtida pela destilacio do mosto fermentado de cana-de-acticar. Seu teor
alcodlico é de 38°GL a 48°GL, a 20°C (Pataro et al., 2000). O mercado
brasileiro da cachaca movimenta um volume de, aproximadamente, 1,3 bilhdo
de litros e em relacdio ao consumo mundial, é o terceiro destilado mais
consumido (Estanislau et al., 2002).

O processo fermentativo para a producdo de cachaca € realizado pela
acdo de leveduras, principalmente a Saccharomyces cerevisiae. O género
Saccharomyces inclui linhagens comumente utilizadas na industria de
fermenta¢do, bem como espécies de importancia cientifica (Rainieri, et al.,
2003). Espécies deste género se dividlem em dois grupos: o grupo
Saccharomyces sensu stricto, no qual estdo as espécies estritamente associadas
com a industria da fermenta¢do, e o grupo Saccharomyces sensu lato, que
compreende as espécies mais distantemente relacionadas a S. cerevisiae
(Rainieri et al., 2003). O grupo sensu stricto inclui S. cerevisiae, S. bayanus, S.
mikatae, S. paradoxus, S. cariocanus e S. kudriavzevii e o tdxon estéril S.
pastorianus, que ndo representa uma espécie bioldgica, mas um hibrido,
provavelmente, originado de S. cerevisiae x S. bayanus (Naumova et al., 2003).
O grupo sensu lato inclui S. exiguus, S. castellii, S. unisporus, S. dairenensis, S.
servazzii e S. kuyveri (Marinoni, et al., 1999).

A identificacdo e a -caracterizacio de leveduras sdo de grande
importincia para os processos industriais de fermentacdes, uma vez que a

qualidade das bebidas é conseqiiéncia da diversidade e da composicdo dos



microrganismos (Guerra, et al., 2001). As técnicas de identificacdo mais
empregadas sdo aquelas baseadas em caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas,
denominadas técnicas tradicionais, e, mais recentemente, tém também sido
usadas técnicas moleculares.

A classificagdo das leveduras feita tradicionalmente € complexa e
demorada, podendo levar, algumas vezes, a classificag¢do incorreta (Hierro et al.,
2004). Esta classificagdo incorreta se deve, em parte, ao fato de que as
caracteristicas fenotipicas podem ser influenciadas pela linhagem e pelas
condi¢des de cultivo (Mozina et al., 1997). Visando contornar estes problemas,
as técnicas moleculares oferecem como vantagem a identificagdo de
microrganismos baseada nas suas caracteristicas genéticas (Canas, et al., 1997).
Essas técnicas podem eliminar ambigiiidade taxondmica e simplificar a
identificagdo de microrganismos (Ferndndez, et al., 1999).

As técnicas baseadas no DNA apresentam a vantagem de serem
independentes da expressdo do gene (Clemente-Jimenez et al., 2004; Sanz, et al.,
2005). Além disso, as seqiiéncias de nucleotideos ndo sdo influenciadas pelas
condig¢des de cultivo e hd regides do DNA com diferentes graus de variabilidade
que podem ser utilizadas para a identificagdo dos grupos de microrganismos ou
linhagens diferentes dentro de uma mesma espécie (Sanz, et al., 2005).

A diversidade genética de S. cerevisiae tem sido analisada por diversas
técnicas, como cariotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
andlise de restricdio do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) e fingerprinting
baseado nas seqiiéncias delta repetitivas (Schiiller, et al., 2004).

O objetivo deste estudo foi estabelecer técnicas moleculares para a
identificacdo de Saccharomyces cerevisiae presentes em alambiques do Sul de

Minas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia das leveduras Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo microrganismos muito utilizados na inddstria
alimenticia e farmacéutica, desempenhando um papel importante na produgao de
alimentos, bebidas alcodlicas e metabdlitos secundarios, como antibidticos e
vitaminas (Hierro et al., 2004; Mayoral et al., 2005).

O género Saccharomyces inclui linhagens comumente utilizadas na
industria de fermentacdo, bem como espécies de importancia cientifica (Rainieri
et al., 2003). A utilizacdo de S. cerevisiae nos processos de fermentagdao
alcodlica é muito ampla, uma vez que esta levedura suporta elevados niveis de
etanol (12% a 15%), hidrolisa oligossacarideos como maltotriose e maltotrealose
em glicose, para a produgcdo e a transformacdo em etanol, e tolera alta
concentracdo de acucar (osmotolerante) (Pataro et al., 2002).

No Brasil, a segunda bebida alcodlica mais consumida € a cachaca, que
se origina de um processo fermentativo seguido por destilacdo. Cachacga, de
acordo com o Decreto n° 4.857 de 2 de outubro de 2003, € a denominacao tipica
e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduagdo alcodlica
de 38% a 48% em volume, a 20°C, obtida pela destilagdo do mosto fermentado
de cana-de-acticar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo haver a
adicdo de agucares até 6g.L'1, expressos em sacarose (Brasil, 2003). O mercado
brasileiro da cachaca movimenta um volume de, aproximadamente, 1,3 bilhdo
de litros e, em relagdo ao consumo mundial, € o terceiro destilado mais
consumido (Estanislau et al., 2002).

O processo fermentativo para a producdo de cachaca € realizado pela
acdo de leveduras da espécie S. cerevisiae, que sdo responsdveis pelo
desdobramento dos acticares presentes no substrato, convertendo-os em etanol e

g4s carbodnico.



A melhoria da qualidade da cachaca e o aumento na eficiéncia do
processo produtivo passam, necessariamente, pela selecio de uma ou mais
leveduras apropriadas ao processo. A identificacdo das leveduras associadas a
producdo de cachaca € importante para determinar o papel destes
microrganismos nos vdrios estddios das fermentacdes, buscando a tipificagdao
tecnoldgica para o desenvolvimento de linhagens iniciadoras. A qualidade da
bebida estd fortemente relacionada com a ecologia dos tipos microbianos e suas
populagdes durante os processos de fermentacio e maturagdo, sendo
determinantes, tanto do rendimento de etanol como da formagdo e proporgdes
relativas dos compostos secunddrios (Pataro et al., 2002).

Saccharomyces sp. também pode ser utilizada na alimenta¢do humana e
animal, sob vdrias formas e para finalidades diversas. Seu uso mais extenso, no
Brasil, € na panificacdo, com 120 toneladas/ano. Também é empregada como
agente de fermentacdo nas industrias de cerveja, vinhos e dlcool. Na forma
inativada, pela acdo do calor, é usada como fonte de nutrientes na alimentacao
animal e na alimenta¢do humana, na forma de levedura integra ou de derivados
de levedura (Vilela et al., 2000). A levedura S. cerevisiae destaca-se, ainda,
como excelente fonte de proteinas, pela sua capacidade de sintetizi-las, bem
como a outros compostos, como vitaminas do complexo B e minerais essenciais

e também por nao ser patogénica (Rodrigues & Sant’ Anna, 2001).

2.2 O género Saccharomyces

O género Saccharomyces inclui dois grupos de espécies: o grupo
Saccharomyces sensu stricto, no qual estdo as espécies estritamente associadas
com a inddstria da fermentacdo e o grupo Saccharomyces sensu lato, que
compreende as espécies mais distantemente relacionadas a S. cerevisiae
(Rainieri et al., 2003). O grupo sensu stricto inclui S. cerevisiae, S. bayanus, S.

mikatae, S. paradoxus, S. cariocanus e S. kudriavzevii e o tdxon estéril S.



pastorianus, que ndo representa uma espécie bioldgica, mas um hibrido
provavelmente originado de S. cerevisiae x S. bayanus (Naumova et al., 2003).
O grupo sensu lato inclui S. exiguus, S. castellii, S. unisporus, S. dairenensis, S.
servazzii e S. kuyveri (Marinoni et al., 1999). O grupo sensu stricto inclui as
espécies mais importantes para a industria cervejeira, de panifica¢do e de vinho,
sendo Saccharomyces cerevisiae a mais empregada (Duarte et al., 1999).
Espécies do género Saccharomyces mostram uma elevada variabilidade nos
aspectos fenotipico e genotipico. Dentre as Saccharomyces sensu stricto, a
maioria das linhagens pertencentes a mesma espécie € altamente polimoérfica.
Linhagens de vinho da espécie Saccharomyces cerevisiae, por exemplo,

mostram uma variedade de caracteristicas metabdlicas (Rainieri et al., 2003).

2.3 Técnicas moleculares empregadas na caracterizacio de leveduras

A identificacdo e a -caracterizacdio de leveduras sdo de grande
importincia para os processos de fermentacdes industriais, uma vez que a
qualidade das bebidas depende da composicao, da dindmica e da freqiiéncia dos
microrganismos presentes (Guerra et al., 2001).

A origem da levedura S. cerevisiae na fermentagdo espontanea é bastante
controversa. Em vinhos, alguns autores consideram que as leveduras sejam
provenientes das comunidades microbianas presentes na vinicola, transportadas
do solo para as uvas por insetos ou vento (Valero et al., 2006). Inimeros estudos
tém sido realizados para examinar a sucessdo de leveduras e bactérias que
ocorrem durante a fermentacdo alcodlica, visto que as leveduras sdo as
principais responsdveis pelo processo e predominam durante esta fase, em que o
baixo pH e o conteddo nutricional favorecem seu crescimento (Blanco et al.,
2006).

As técnicas de identificacdo e classificacdo de leveduras mais

empregadas sdo aquelas baseadas em caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas,



denominadas técnicas tradicionais. A maioria destas técnicas é complexa e
consome tempo, podendo, algumas vezes, levar a uma classificacdo incorreta
(Hierro et al., 2004). Caracteristicas fenotipicas podem ser influenciadas pela
linhagem e pelas condi¢des de cultivo (Mozina et al., 1997). Algumas limitagdes
podem ser citadas para explicar a incorreta classificacdo de espécies deste
género, como a instabilidade na morfologia das coldnias das linhagens de uma
mesma espécie, os poucos resultados que se obtém a partir da fisiologia (uma ou
duas caracteristicas) para classificag@o e a possibilidade de muta¢do de um tnico
gene alterando as caracteristicas fisioldgicas da linhagem (Rainieri et al., 2003).

Técnicas de biologia molecular t€m sido usadas como alternativa as
técnicas tradicionais de identificacdo e caracterizacdo de leveduras. Estas
técnicas oferecem vantagens, como a identidade de linhagens por suas
caracteristicas genéticas e ndo por seu perfil fisiologico (Canas, et al., 1997).
Também eliminam ambigiiidade taxondmica e simplificam a identificagdo de
microrganismos (Ferndndez, et al., 1999).

As técnicas que utilizam DNA sdo independentes da expressdo do gene
ndo sendo influenciadas pelas condicdes de cultivo (Clemente-Jimenez et al.,
2004; Sanz et al., 2005). As regides do DNA com diferentes graus de
variabilidade podem ser utilizadas para a identificacdo dos grupos de
microrganismos ou linhagens dentro de espécies (Sanz et al., 2005). A
diversidade de linhagens de leveduras tem sido extensivamente estudada em
diferentes regides produtoras de bebidas fermentadas, revelando a existéncia de
grande polimorfismo entre linhagens de leveduras isoladas em diferentes dreas e
dentro de dreas especificas (Blanco et al., 2006).

A diversidade genética de S. cerevisiae tem sido analisada por diversos
métodos, como reagdo em cadeia da polimerase (PCR), cariotipagem por

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), andlise de restricdo do DNA



mitocondrial (RFLP-mtDNA) e fingerprinting baseado nas seqiiéncias delta
repetitivas (Schiiller, et al., 2004).

A reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polimerase chain reaction,
ou PCR) tornou-se uma ferramenta essencial para estudo e diagndstico, como
alternativa para a identificacdo de leveduras (Ruiz-Barba et al., 2005; Lopes et
al., 1996). Técnicas baseadas em PCR sdo especificas, podendo ser
extremamente sensiveis e os resultados obtidos em poucas horas (Mayoral et al.,
2005). Com isso, elas t€m sido utilizadas na deteccdo de microrganismos em
alimentos e bebidas (Sanz et al., 2005). Esta técnica consiste na sintese
enzimdtica “in vitro” de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA
na presenga da enzima DNA polimerase (Ferreira & Grattapaglia, 1998). As
duas fitas do DNA servem como molde para a sintese, desde que seja fornecido
um oligonucleotideo primer para cada fita. Os primers utilizados irdo demarcar
a regido alvo do DNA que deverd ser amplificada. Ao final, tém-se milhdes de
moléculas de DNA de fita dupla, que sdo copias da seqiiéncia de DNA entre os
primers (Watson et al., 1997).

Valente et al. (1996), amplificando a regido do espaco interno transcrito
do rDNA por PCR, diferenciaram grupos de leveduras pertencentes ao género
Saccharomyces. As leveduras pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu
stricto apresentaram fragmento da regido amplificada de tamanho superior a 800
pb e o grupo Saccharomyces sensu lato inferior a 800 pb.

A técnica da PCR foi utilizada para monitorar fermentacdes em que
in6culo foi adicionado para producdo de vinho (Loépez et al., 2003). Estes
autores testaram e desenharam oligonucleotideos complementares a regido de
introns COX 1 de S. cerevisiae, para a diferenciacdo de linhagens de leveduras
de vinho. O uso destes oligonucleotideos mostrou-se muito efetivo na

diferenciacdo de linhagens de leveduras naturais e comerciais.



Ferndndez et al. (1999) identificaram leveduras ndo S. cerevisiae nativas
de vinho, utilizando técnicas fisiolégicas e moleculares, com a finalidade de
comparar as informacdes obtidas pelas duas técnicas. Estes autores realizaram
identificacdo tradicional seguindo os critérios taxondmicos, descritos por Barnett
et al. (1990) e a caracterizacdo genética por meio de PCR-RFLP (siglas em
inglés para reacdo em cadeia da polimerase e polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo, respectivamente). Como as informagdes fornecidas
pelas duas metodologias foram muito semelhantes, os autores verificaram que a
técnica da PCR-RFLP pode ser utilizada para corrigir identificacdes erroneas a
partir de fenétipo e, em alguns casos, para complementar a diferenciagdo intra-
espécies.

Naumova et al. (2003) utilizaram a técnica de PCR-RFLP da regido
ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA para comparar linhagens de leveduras
fenotipicamente diferentes, isoladas de cerveja de sorgo, em Gana e Burkina
Faso, com culturas de seis espécies de Saccharomyces sensu stricto e o hibrido
S. pastorianus e estimar a diversidade genética entre os isolados. Os autores
demonstraram que a andlise de todas as linhagens estudadas gerou fragmentos
de mesmo tamanho molecular, de aproximadamente 850 pb. Os produtos da
PCR foram digeridos com endonucleases de restricdo (Hae Ill, Hinf 1, Hpa 111,
Scr 1 e Taq 1) e os resultados obtidos ndo diferenciaram S. bayanus de S.
pastorianus ¢ S. cariocanus de S. paradoxus. Entretanto, S. cerevisiae, S.
kudriavzevii e S. mikatae foram claramente diferenciadas uma das outras e dos
pares mencionados anteriormente, usando uma combinacio das endonucleases
Haelll, Hpall, Scrl e Tagql. Esta udltima enzima de restricdo apenas distingue
entre S. kudriavzevii e os membros do complexo Saccharomyces sensu stricto.

A identificagdo e a diferenciacdo de leveduras também podem ser
realizadas por meio da técnica de PFGE (sigla em inglés para eletroforese em

gel de campo pulsado). Esta técnica € sensivel para a separagcdo de moléculas de



DNA de alto peso molecular, como cromossomos de leveduras. O principio
deste método € o de que as moléculas de DNA sdo forcadas a se reorientarem
periodicamente, em campos elétricos, sendo o tempo de reorientagdo para
moléculas grandes maior do que para moléculas menores. Por esta razio,
moléculas grandes migram mais vagarosamente que as menores no gel de
agarose, quando sdo submetidas a mudancas de campo elétrico (Steinkamp-
Zucht & Fahrig, 1995). O nimero e o padrao de cromossomos das leveduras
podem ser facilmente determinados por PFGE, estabelecendo-se um cariétipo
eletroforético. Na maioria das linhagens de leveduras S. cerevisiae, 16 moléculas
de DNA cromossomal, variando em tamanho de 230 a 1.622 kb, podem ser
observadas, sendo que duas destas aparecem sobrepostas (Jong et al., 1995).

Diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae mostram semelhante
padrao PFGE, no entanto, as bandas individuais possuem mobilidade
ligeiramente diferente, devido ao polimorfismo no comprimento dos
cromossomos, que pode ser utilizado na identificacdo de linhagens (Jemec et al.,
2001). Essa técnica tem sido também utilizada no estudo da evolucdo de
diferentes linhagens, durante a fermentagdo (Briones et al., 1996).

Com o objetivo de determinar a variabilidade e também verificar a
presenca de uma populacdo de leveduras caracteristica em trés adegas da regido
de Valdepeiias, Canas et al. (1997) estudaram Saccharomyces nativas presentes,
durante dois anos consecutivos, por meio do perfil cromossomal. Isolados
pertencentes ao género Saccharomyces resultaram em diferentes linhagens,
algumas das quais representaram mais de 75% da populag¢do total. Com a
aplicacdo da técnica de PFGE, os autores confirmaram que todos os isolados
pertenciam ao género Saccharomyces, uma vez que mostraram 13 bandas de um
tamanho variando entre 200 e 2.000 kb.

A andlise do caridtipo eletroforético foi realizada por Briones et al.

(1996), para estudar linhagens nativas de S. cerevisiae em adegas pertencentes a



Valdepeiias Appellation d’Origine Controlée, visando determinar a variabilidade
e verificar a presenca de uma populacdo de leveduras caracteristicas em cada
adega. Os autores verificaram que os isolados pertenciam ao complexo
Saccharomyces sensu stricto e também constataram a existéncia de uma
diversidade genética nas diferentes adegas. Esta técnica também foi utilizada por
Valero et al. (2006) para analisar a biodiversidade e a dindmica da populacao
natural de S. cerevisiae presente em uma vinicola, onde € utilizada levedura seca
ativa como iniciadora da fermentag@o. As coldnias isoladas e identificadas como
Saccharomyces foram submetidas a andlise do perfil cromossomal, revelando
grande diversidade.

A andlise de restrigdo do DNA mitocondrial também apresenta-se como
uma técnica muito utilizada na diferenciacdo de espécies de leveduras. Este
método consiste do isolamento do DNA mitocondrial e no uso de endonucleases
de restri¢do especificas (Lopez et al., 2001). As mitocOndrias s@o organelas
essenciais de células eucaridticas, onde sdo responsdveis pela maior parte da
producdo da energia gerada por meio da fosforilagdo oxidativa (Dimmer et al.,
2002; Shutt & Gray, 2006). Estas organelas desempenham uma variedade de
processos metabdlicos, incluindo reagdes do ciclo do 4cido tricarboxilico e
biossintese de intermedidrios metabdlicos (Dimmer et al., 2002).

O DNA mitocondrial de leveduras tem tamanho de 75 a 85 kb (Marinoni
et al., 1999). O genoma mitocondrial de S. cerevisiae € caracterizado por baixa
densidade do gene e elevado conteddo de adenosina e timina (A + T). Sua
composi¢do bdsica € altamente heterogénea, enquanto o conteido de guanina e
citosina (G + C) € de, aproximadamente, 30%, os espacos intergénicos sao
compostos de trechos quase puros de A+T de centenas de pares de bases,
interrompidas por mais de 150 clusters ricos em G+C, com 10 a 80 pares de

bases (Foury et al., 1998).
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A andlise de restricdo do DNA mitocondrial foi inicialmente utilizada
para distinguir linhagens de leveduras de cervejaria e tem sido recentemente
aplicada para a selecdo de leveduras de vinho, para monitorar fermentagdes
espontaneas e inoculadas e para avaliar a diversidade genética e distribui¢ao
geogrifica de linhagens de leveduras (Comi et al., 2000; Gutiérrez et al., 1997).

Um método para a extracdo do mtDNA foi desenvolvido por Querol &
Barrio (1990). O método baseia-se na preparagdo de esferoplastos, lise da
membrana celular e isolamento do mtDNA. O DNA resultante € utilizado para
andlises RFLP. Uma vez que fragmentos de restricdio mitocondrial sao
facilmente observados por eletroforese em gel de agarose, € possivel determinar
diferengas no perfil de restricio do DNA mitocondrial de leveduras. O uso desta
técnica na diferenciacdo de linhagens de leveduras € de particular interesse para
industrias que utilizam leveduras na producdo de vinho, cerveja e paes (Querol
et al., 1992).

Esteve-Zarzoso et al. (2000) isolaram e selecionaram linhagens
autdctones para conduzir a fermentacdo na drea de El Penedes, na Espanha.
Estes autores estudaram a microbiota presente na fermentacdo espontinea de
vinhos com cinco variedades de uvas e realizaram caracterizagdo molecular de
isolados do género Saccharomyces. Para distinguir entre diferentes linhagens,
andlise de restricdo do mtDNA foi realizada, utilizando a endonuclease Hinf 1.
Os autores demonstraram um elevado polimorfismo, uma vez que foi possivel a
detec¢do de diferentes padrdes de restri¢do.

Andlise de restricio do mtDNA com as endonucleases Hinf I e Rsa 1,
para a caracterizagcdo de 70 linhagens de S. cerevisiae isoladas de uma regido da
Italia, foi realizada por Comi et al. (2000). Com a endonuclease Hinf I, os
autores obtiveram oito perfis, enquanto que, com a Rsal, nove padrdes de

restri¢ao foram obtidos.
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Beltran et al. (2002) avaliaram a populacdo de leveduras em uma
vinicola nova, durante seis anos consecutivos, objetivando analisar a ecologia de
leveduras da adega, em condi¢des de vinificagdo industrial. Os autores
identificaram, por RFLP do rDNA, as espécies de leveduras ndo Saccharomyces
e, por RFLP-mtDNA, as leveduras Saccharomyces sensu stricto, em relagdo a
espécies e linhagens. Durante o periodo de estudo, verificaram que diferentes
linhagens de S. cerevisiae nativas (ou nao-inoculadas) estiveram envolvidas na
fermentacdo ao mesmo tempo.

Pramateftaki et al. (2000) estudaram a composi¢do de populacdes de
leveduras do vinho, presentes na fermentagdo espontinea de mostos de duas
areas de produgdo da Grécia, durante dois anos consecutivos. O estudo foi feito
com o uso de técnicas moleculares, como ribotipagem da regido ITS, RFLP-
mtDNA e polimorfismo do elemento 6 amplificado. Com este estudo, os autores
verificaram que a ribotipagem da regido ITS mostrou-se como uma ferramenta
segura para a caracterizacdo ripida das espécies. A andlise RFLP-mtDNA foi
conveniente para a deteccio da diversidade genética de espécies de
Saccharomyces e outras diferentes de Saccharomyces. O polimorfismo do
elemento & amplificado consistiu em um critério adicional na diferenciacéo de
linhagens S. cerevisiae. Andlises comparativas da diversidade genética
utilizando o padrao de restricdo do mtDNA e perfis de amplificacdo do elemento
O demonstraram poder discriminatério semelhante; a combinagdo dessas duas
técnicas permitiu a distingdo e ou a caracterizacdo de linhagens da mesma
espécie.

Considerando-se as particularidades de cada técnica, pode-se verificar
que, tanto as baseadas nas caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas quanto
aquelas baseadas no DNA, consistem em ferramentas tteis na identificacdo e na
caracterizacdo de leveduras do género Saccharomyces, sendo, assim, técnicas

complementares na identificagdo de microrganismos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Leveduras

Um total de 72 isolados de leveduras, pertencentes a colecdo de
leveduras do Laboratério de Fisiologia e Genética de Microrganismos, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (Anexo 1),
isolados de alambiques do sul de Minas Gerais, foi utilizado para a
caracterizacdo por técnicas moleculares. Outras 34 leveduras foram isoladas
diretamente de alambiques (Anexo 1). Para o isolamento, utilizaram-se amostras
de caldo de cana-de-acticar em fermentacio para producio de cachaga.

As amostras foram diluidas em dgua peptonada 0,1% para 10° e 107 e,
entdo, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para placas contendo meio de
cultivo YEPG sdélido (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona
e 1,5% de 4gar). Colonias pertencentes aos diferentes morfotipos foram isoladas.
Apés isolamento, as leveduras foram armazenadas a -20°C. Para a
caracterizacdo molecular, os isolados foram reativados em meio de cultivo
YEPG liquido (1% de extrato de levedura, 2% de glicose e 2% de peptona) e

incubados a 28°C. Ap6s, foram transferidas para meio de cultivo YEPG sélido.

3.2 Identificacao de isolados de leveduras S. cerevisiae pela técnica da PCR
Para a identificacio dos isolados por PCR, as leveduras foram
cultivadas, 18 horas, em meio de cultivo YEPG so6lido. Uma coldnia isolada foi
retirada da placa e colocada diretamente na reacio de amplificacdo usando o par
de oligonucleotideos SCREC114 F (5> CAATCAATGCTTGAGCCTCCTCAG
3’) e SCRECI14 R (5 AGCGACTCAGGACGACCCAAAAC 3’). Estes
primers foram desenhados a partir da seqiiéncia do genoma da levedura S.
cerevisiae (http://www.genome.stanford.edu/Saccharomyces). Cada reacdo de

amplificacdo foi realizada em volume final de 12,5 puL: 6,25 pL de Mix GoTaq®
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Green Master 2X (Promega), 0,5 UL de primer Fow (25 pmol) (Promega) e 0,5
UL de primer Rev (25 pmol) (Promega). As amostras foram submetidas a
desnatura¢do inicial a 94°C, por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturag¢do, a 94°C, por 1 minuto; anelamento, a 65°C, por 45 segundos e
extensdo, a 72°C, por 1 minuto e 30 segundos, e, um ciclo de extensao final, a
72°C, por 5 minutos.

Ap6s amplificagdo, o produto foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, por 2,5 horas, a 40 volts. O gel foi corado com brometo de etideo

por 20 minutos e os fragmentos de DNA foram visualizados em transluminador.

3.3 Analise de cariotipagem pela técnica de PFGE

As leveduras foram crescidas, por 48 horas, a 28°C, em meio de cultivo
YEPG so6lido. Apds o crescimento, algumas colonias foram transferidas para
Eppendorf contendo 40 pL. de uma solucdo de Lysing-enzymes (7mg/mL), em
tampao CPES (25 mL: 0,210g de 4cido citrico, 0,426 g de Na,HPO,4, 0,186¢g de
EDTA, 5,630g de sorbitol, 0,020g de dithiothreitol), homogeneizando-se
cuidadosamente. Em seguida, adicionaram-se 40 uL de agarose, preparada em
tampao CPE (200 mL: 1,68g de 4cido citrico, 3,41g de Na,HPO,, 1,49g de
EDTA), em cada Eppendorf contendo as células com as enzimas.
Homogeneizou-se delicadamente a mistura que, em seguida, foi transferida para
o molde (cavidade de acrilico), para o preparo dos “plugs”. Apés solidificagdo
dos “plugs”, estes foram transferidos para Eppendorfs contendo 500 puL de
solu¢do CPE e incubados, por 4 horas, a 28°C. Em seguida, a solucdo CPE foi
retirada e acrescentaram-se 500 pL. de solug¢do 3 (200 mL: 33,5¢ de EDTA,
0,24¢g de Tris, 2,0g de SDS) mais proteinase K (0,75mg de proteinase K/mL de
solucdo 3), mantendo-se em banho-maria, a 50°C, overnight. Transcorrido este
tempo de incubacdo, os “plugs” foram lavados com 500 pL. de tampao TE (Tris-

HCI1 10 mM, EDTA 1 mM) pH 8,0:3 vezes, a 50°C, por 20 minutos e 4 vezes, a
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temperatura ambiente (28°C), por 15 minutos. Os “plugs” foram, entdo,
transferidos para gel de agarose a 1,1%, em tampdo TAFE 1 X (1000 mL: 24,0g
de Tris, 2,9g de EDTA.Na,, 5,0 mL de 4cido acético glacial).

A corrida eletroforética foi realizada em um sistema CHEF DR II (Bio
Rad) contendo tampido TAFE 0,5 X. Para eletroforese, foi utilizada uma
voltagem de 6 V/cm, com tempos de pulso de 5 segundos por 1 hora, 60
segundos por 8 horas e 100 segundos por 12 horas.

Apb6s a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo por 2 horas,

e o0 DNA visualizado em transluminador.

3.4 Extracao e analise de restricio do mtDNA

A andlise de restricdo do mtDNA foi realizada de acordo com Querol et
al. (1992), com algumas modificagdes. As células de leveduras foram crescidas,
por 18 horas, em 5 mL de meio liquido YEPG. Em seguida, foram
centrifugadas, por 2 minutos, a 10.000 rpm e ressuspendidas em 500 pL de
sorbitol 1 M, EDTA 0,1 M pH 7.5. Foram transferidas para tubos de 1,5 mL,
onde foram adicionados 20 uL de solugdo de Iyticase (2,5 mg.mL™") (Sigma). Os
tubos foram incubados, a 37°C, por 30 minutos, para a obtencdo de
esferoplastos. A mistura foi centrifugada, por 5 minutos, a 10.000 rpm e o pellet
ressuspendido em 500 pL. de TE (Tris-HC1 50 mM, EDTA 20 mM pH 7.4).
Apds a ressuspensdo do pellet, 50 uL. de SDS 10% foram adicionados,
incubando-se, a 65°C, por 30 minutos. Foram adicionados 200 UL de acetato de
amodnia 7 M e, apds homogeneizagdo, foram mantidos no gelo. Esta mistura foi
centrifugada, a 10.000 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para novo tubo, no qual o DNA foi precipitado adicionando-se 1 volume de
isopropanol. Os tubos foram incubados, a -20°C, por 2 horas e centrifugados, a
10.000 rpm, por 15 minutos. O DNA foi lavado com etanol 70%, seco a

temperatura ambiente e dissolvido em 20 uL. de 4gua Milli-Q autoclavada.
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Foram realizadas algumas modificacdes no protocolo para a extracdo do
mtDNA desenvolvido por Querol et al. (1992). A primeira modificagcdo foi o uso
da enzima Litycase. A adi¢do de 20pL de enzima foi testada para duas diferentes
concentracgoes: 2,5 e 5,0mg de enzima.mL', ndo tendo sido verificada diferenca,
adotando-se, entdo, o uso de 2,5mg.mL". Na etapa de precipitagio de proteinas,
diferentes solucdes foram testadas: fenol:cloroférmio (1:1), cloroférmio:éalcool
iso-amilico (24:1) e acetato de amdnio 7M. Como a precipitagdo, tanto com
fenol:cloroférmio (1:1) quanto com acetato de amdnio 7M, teve rendimento
semelhante, optou-se pelo uso do acetato de amdnio 7M.

A digestdo do mtDNA foi realizada utilizando-se as enzimas de restri¢do
Hae 1 (Promega), Hind 111 (Promega), Hinf III (Promega) e Rsa I (Promega).
Cada reagdo de restricdo foi preparada para um volume final de 20 uL. Os
produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0%,
por 6 horas, a 60 volts. O gel foi corado com brometo de etideo por 1 hora e o

DNA visualizado em transluminador.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao de S. cerevisiae por PCR com primers especificos

Neste trabalho, foram analisadas, por PCR, 106 leveduras provenientes
de 10 alambiques do Sul de Minas Gerais, disponiveis na colecdo de culturas do
Laboratorio de Fisiologia e Genética de Microrganismos. Destas, 72 j&4 haviam
sido caracterizadas como S. cerevisiae e ndo S. cerevisiae, por técnicas
tradicionais, enquanto que 34 ndo haviam sido caracterizadas (Anexo 1).

A PCR utilizando o par de primers SCREC114 permitiu a amplificacio
de um fragmento unico de DNA de tamanho esperado (665pb) em 36 leveduras
(Figura 1). Este fragmento amplificado € parte do gene REC114, o qual codifica
uma proteina de recombinacdo meidtica descrita até o momento somente no
genoma de S. cerevisiae. Este gene estd localizado no cromossomo XIII desta
levedura e € transcrito apenas durante a meiose (Pittman et al., 1993). Como a
PCR foi realizada sob condi¢des de alta estringéncia, em uma temperatura de
anelamento de 65°C, visando favorecer a especificidade do anelamento, estas 36
linhagens amplificadas devem ser da espécie S. cerevisiae.

Lépez et al. (2003), visando monitorar linhagens de S. cerevisiae
inoculadas para a fermentag¢do de vinho, utilizaram a identificacdo por PCR. A
técnica permitiu avaliar a variagcdo do nimero e da posi¢do dos introns do gene
mitocondrial COX1, na diferenciacdo de linhagens S. cerevisiae inoculadas de
outras S. cerevisiae selvagens presentes no mosto. A técnica de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos tem se mostrado uma ferramenta rdpida e simples

na identificacdo de S. cerevisiae.
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FIGURA 1 Gel de agarose 0,8% de produtos amplificados por PCR.
Oligonucleotideos especificos foram utilizados na amplificacio do
gene REC114 de S. cerevisiae. M= Marcador phiX-174. Os
nimeros correspondem a identificacdo dos isolados, conforme
Anexo 1 e Tabela 1.

Os resultados para todos os 106 isolados analisados por PCR estdo
compilados na Tabela 1, comparados com os dados da caracterizagdo, por
técnicas tradicionais, de cada alambique. A partir destes dados, € possivel
observar que o nimero de leveduras identificadas como S. cerevisiae por PCR
foi menor do que aquele obtido pelas técnicas tradicionais. Uma possivel
explicagdo para este fato é o de que andlises morfoldgicas e fisiolégicas podem
ser insuficientes ou levar a conclusdes errdneas. Caracteristicas fenotipicas
refletem, geralmente, a adaptag@o das linhagens nas condi¢cdes ambientais locais,
mas ndo necessariamente seu status taxondmico (Montrocher et al., 1998). Uma
observagao importante foi que, em leveduras anteriormente classificadas como

ndo S. cerevisiae, ndo foi observado nenhum produto de amplificagdao por PCR.
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Todas as leveduras que ndo apresentaram amplificacdo foram submetidas a uma
segunda reacdo para a confirmagdo destes resultados e, novamente, ndo foi
observada a presenca de produto de amplificagdo por PCR. A amplificagdo
realizada diretamente da coldnia foi muito eficiente, sendo rapida e simples, sem
a necessidade da extracdo do DNA total das leveduras isoladas.

A grande vantagem de se ter um oligonucleotideo especifico para
identificacdo de S. cerevisiae, como o SCREC114, seria uma identificagdo
rdpida e eficiente da presenca e da persisténcia desta linhagem durante o
processo de fermentagdo. Além disso, o uso desta técnica pode evitar
ambigiiidade taxonOmica, ji que este género freqlientemente tem nichos
ecoldgicos similares e fendtipos aparentemente idénticos a outros géneros de
leveduras. A correta identificacdo e classificagdo de microrganismos é de
extrema importincia prdtica, tanto para inddstria quanto para a saide dos
consumidores. A qualidade do produto final da cachaca pode ser assegurada,
acompanhando-se a persisténcia de um indculo utilizado na fase inicial da

fermentagdo por esta técnica.
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TABELA 1 Identificacio e caracterizacdo de S. cerevisiae, por técnicas

tradicionais e moleculares
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TABELA 1, Cont.
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+ = S. cerevisiae, presenca de bandas por PCR e de caracteristicas morfofisioldgicas

- =Nao S. cerevisiae, auséncia de bandas por PCR e de caracteristicas morfofisiolgicas.

4.2 Cariotipagem de leveduras por PFGE

andlise do caridtipo, por meio de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
com o objetivo de verificar o perfil de cromossomos das leveduras isolados nos
alambiques. Pequenas variacdes na mobilidade dos cromossomos podem ser
resultado do seu polimorfismo de comprimento, o qual pode ser utilizado para a
identificagdo de linhagens (Jemec et al., 2001). Dentre as leveduras isoladas,
foram encontrados nove diferentes perfis eletroforéticos em relagdo ao perfil do
marcador S. cerevisiae (Bio Rad), como indicados na Figura 2. Os diferentes

perfis cromossomais para os 106 isolados foram incluidos na Tabela 1. Dois
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perfis (I e II) foram semelhantes ao perfil da levedura S. cerevisiae, utilizada
como marcador, em relacdo ao nimero de fragmentos de DNA, embora tenha

sido verificada uma diferenca na posi¢do de um desses fragmentos de DNA.

FIGURA 2 Gel de agarose de uma eletroforese de campo pulsado de leveduras.
M = marcador S. cerevisiae (BioRad). S.c. = S. cerevisiae CA 116.
Linhagens usadas: I — Isolado 3; II — Isolado 7; III — Isolado 54; IV
—Isolado 21; V —Isolado 64; VI — Isolado 67; VII — Isolado 40; VIII
—Isolado 33; IX — Isolado 41.

Na comparagdo entre o caridtipo da linhagem S. cerevisiae CA 116
(Figura 2) com os perfis I e II, estes parecem ser idénticos, sugerindo que podem
ser a mesma linhagem.

Os demais perfis encontrados mostraram-se bem diferentes do marcador
utilizado, uma vez que apresentaram um menor nimero de bandas. Alguns

isolados de leveduras apresentaram nimero de bandas idéntico, porém, com
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posicdes diferentes. Embora saibamos que estes perfis ndo pertencam a S.
cerevisiae, ndo € possivel afirmar a que género eles pertencem, uma vez que nao
foi usado um marcador apropriado para outros géneros. Os diferentes géneros de
leveduras apresentam numero de cromossomos diferentes. Por exemplo,
Schizosacharomyces possui 3, Kluyveromyces de 6 a 13, Hansenula 4 e
Guillermondella 2 (Walker, 1998).

A maioria dos isolados considerados S. cerevisiae por PCR teve perfil de
cromossomos semelhante ao do marcador utilizado (Tabela 1), uma vez que
somente quatro isolados ndo apresentaram este padrao. Por outro lado, dezesseis
leveduras isoladas ndo mostraram produto de amplificacio e, no entanto,
apresentaram perfil cromossomal semelhante ao do marcador.

Considerando-se a andlise por técnicas tradicionais e os perfis
eletroforéticos encontrados, verificou-se um maior ndmero de resultados
discordantes, ou seja, leveduras isoladas caracterizadas tradicionalmente como
S. cerevisiae mostraram perfil diferente do marcador S. cerevisiae.

Utilizando-se a técnica de PFGE € possivel também realizar o
acompanhamento da levedura inoculada durante todo o processo fermentativo e,
dessa forma, verificar sua persisténcia durante o processo. Para isso, é necessdrio
que se tenha o perfil eletroforético da linhagem da levedura inoculada.

Um estudo de linhagens nativas de S. cerevisiae em diferentes adegas
pertencentes a Valdepeiias Appellation d’Origine Controlée foi realizado por
Briones et al. (1996), por meio de andlise do cariétipo eletroforético. Visando
determinar a variabilidade e verificar a presenca de uma populacio de leveduras
caracteristicas em cada adega, estes autores verificaram que os 392 isolados
estudados pertenciam ao complexo Saccharomyces sensu stricto, mostrando 13
cromossomos de tamanho variando entre 200 e 2.000 kb. Os autores

demonstraram a existéncia de uma diversidade genética nas diferentes adegas,
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uma vez que, dos 392 isolados, foram obtidos 174 perfis diferentes, dos quais 26
foram predominantes (9 na adega A, 11 na adega B e 6 na adega C).

Esta técnica também foi utilizada por Valero et al. (2006), para analisar
a biodiversidade e a dindmica da populacdo natural de S. cerevisiae presente em
uma vinicola onde se utiliza levedura seca ativa como iniciadora da fermentacao.
De 2.160 colonias isoladas, 608 foram identificadas como sendo do género
Saccharomyces e, destas, 104 apresentaram padrdes cromossomais diferentes,

sendo 91 unicos.

4.3 Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricio do mtDNA

A andlise de restricdo do DNA mitocondrial também consiste de uma
ferramenta bastante utilizada na diferenciacdo de espécies de leveduras presentes
nos processos fermentativos (Lopez et al., 2001).

Realizou-se a andlise de restricdo do DNA mitocondrial dos 36 isolados
identificados, pela técnica da PCR, como S. cerevisiae. As enzimas utilizadas
foram Hae 11I, Hind 111, Hinf1 e Rsa 1. Os perfis de restricdo apresentados pelos
36 isolados analisados pela técnica de RFLP-mtDNA, com cada uma das
enzimas utilizadas, encontram-se na Tabela 2. A restricdo com a enzima Rsa |
(Figura 3A) resultou em 3 diferentes perfis (I, II e III), com predominancia do
perfil I, encontrado em 21 leveduras. Com a enzima Hae III (Figura 3B) também
foram observados 3 perfis (IV, V e VI), tendo prevalecido o perfil V (29
isolados). A enzima Hinf 1 (Figura 3C) apresentou apenas 2 perfis (VII e VIII),
com maior nimero de isolados pertencendo ao perfil VII (20 isolados), e a
enzima Hind 111 (Figura 3D) apresentou 2 perfis (IX e X), sendo 18 isolados de
cada perfil. A enzima Hae 1II revelou maior nimero de isolados com o mesmo
perfil eletroforético, estando de acordo com os resultados obtidos pelo PCR de
36 isolados e a andlise de PFGE de 32 isolados. Este resultado sugere que estes

29 isolados podem ser todos S. cerevisiae. As tré€s técnicas apresentaram
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resultados semelhantes em relagdo a identificacdo de leveduras S. cerevisiae,

sendo 36 por PCR, 32 por PFGE e 29 por RFLP-mtDNA.

TABELA 2 Perfis de restricio do mtDNA apresentados pelos 36 isolados de
leveduras identificados como S. cerevisiae por PCR

Isolados Rsa 1 Hae 111 Hlinf'1 Hind 111
1 I \Y% VII IX
3 I \% VIII IX
5 I \% VIII X
6 I v VIII IX
7 I \Y% VII IX
8 I \% VIII X
9 I \% VIII X
11 I \Y% VII X
12 I v vl IX
13 I \% VIII X
14 I \% VIII IX
15 I \% viI X
16 | \% VIII X
17 I \Y% VIII IX
18 | \% VIII IX
19 | v VII X
20 I \% vl IX
24 I \% VIII IX
27 I \% vl X
28 I \% vl X
29 | A% VII IX
30 | v VII IX
31 | A% VII IX
59 I VI VII IX
60 I \% VIII X
61 I \% vl X
73 I VI vl X
74 I \% VIII IX
75 I \% VII X
76 | VI VII X
77 I \% VII IX

Continua...
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TABELA 2, Cont.

78 I v VIl X
79 I v il X
80 I v il IX
81 I v vl IX
82 I \Y VIII X

23130 —

2416 —

FIGURA 3 Andlise de restricaio do mtDNA de leveduras identificadas como S.
cerevisiae. M = marcador A Hind IIl. A= enzima Rsal. B= enzima
Haelll. C= enzima Hinfl. D= Enzima HindIll.

Para avaliar a eficiéncia da técnica RFLP-mtDNA para a caracteriza¢io
dos isolados de alambiques, seria necessdria a andlise dos demais isolados
caracterizados como nado S. cerevisiae. Perfis diferentes daqueles observados
para isolados S. cerevisiae com determinada enzima poderiam ser usados com
sucesso na diferenciacdo de leveduras isoladas de diferentes sistemas de
fermentacdo.

A diversidade genética de linhagens de S. cerevisiae isoladas durante a
fermentacdo espontanea de mosto de trés variedades de vinho branco de Galicia
(Espanha) foi estudada, por meio de andlise de restricio do mtDNA, por Blanco
et al. (2006). De um total de 446 linhagens isoladas no inicio, meio e final da
fermentagdo, foram encontrados 19 diferentes perfis. Alguns apareceram com

elevada freqiiéncia, indicando que aquele isolado possui habilidade para
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conduzir o processo de fermentacdo. Algumas linhagens foram encontradas em
todas as etapas da fermentacao, porém, a maioria apareceu em baixa freqii€ncia.
Estes autores também verificaram que a linhagem predominante foi diferente
para cada variedade, o que indica que algumas linhagens sdo mais adaptadas a
certas condi¢des do mosto.

Ferndndez-Espinar et al. (2001) estudaram a autenticidade de 45
leveduras S. cerevisiae comercializadas na forma desidratada, utilizando esta
mesma técnica. A andlise de restricio do mtDNA das leveduras utilizando a
enzima Hinf 1 forneceu perfis tnicos para 17 das 45 linhagens, que puderam,
entdo, ser consideradas como linhagens individuais. As demais 28 linhagens
apresentaram oito perfis diferentes.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que as técnicas de PCR
utilizando oligonucleotideos especificos para S. cerevisiae, PFGE utilizando
marcadores de S. cerevisiae e RFLP-mtDNA utilizando a enzima Hae III
apresentaram resultados semelhantes em relacdo a identificagdo de linhagens de
leveduras da espécie S. cerevisisae isoladas de alambiques do Sul de Minas

Gerais.
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5 CONCLUSOES

A amplificag¢do por PCR utilizando primers SCREC114, especificos para
a identificacdo de leveduras S. cerevisiae, bem como a amplificacdo direta da
coldnia mostraram ser uma técnica facil, rdpida e eficiente na identificagdo de S.
cerevisiae;

A andlise do cariétipo mostrou perfil semelhante ao marcador, para a
maioria dos isolados de leveduras identificados com S. cerevisiae por PCR,
indicando ser uma técnica que pode ser também utilizada na caracterizacdo e na
identificacdo de leveduras;

As técnicas moleculares de PCR e PFGE mostraram-se como boas
ferramentas para a identificacdo de leveduras S. cerevisiae, uma vez que seus
resultados foram, para a maioria dos isolados, concordantes.

A técnica do polimorfismo de fragmentos de restricdio do DNA
mitocondrial (RFLP/mtDNA) apresentou resultados semelhantes aos obtidos
pelas técnicas PCR e PFGE utilizando a enzima Haelll (29 perfis semelhantes
para 36 isolados identificados como S. cerevisiae), porém, hd necessidade de
andlises complementares para a verificagdo do perfil eletroforético de isolados

identificados como ndo S. cerevisiae.
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ANEXO

TABELA 1A Leveduras isoladas de alambiques pertencentes a cole¢do de
cultura do Laboratério de Fisiologia e Genética de
Microrganismos, do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras

35



TABELA 1A Isolados de leveduras pertencentes a cole¢do de cultura do
Laboratério de Fisiologia e Genética de Microrganismos, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras

Isolados | Leveduras

1 S. cerevisiae 15

2 S. cerevisiae 20

3 S. cerevisiae 33

4 S. cerevisiae 36

5 S. cerevisiae 76

6 S. cerevisiae 93

7 S. cerevisiae 108

8 S. cerevisiae 112

9 S. cerevisiae 123

10 S. cerevisiae 128

11 S. cerevisiae 135

12 S. cerevisiae 142

13 S. cerevisiae 143

14 S. cerevisiae 147

15 S. cerevisiae 155

16 S. cerevisiae 162

17 S. cerevisiae 163

18 S. cerevisiae 208

19 S. cerevisiae 218

20 S. cerevisiae 219

21 S. cerevisiae 220

22 S. cerevisiae 271

23 S. cerevisiae 272

24 S. cerevisiae 381

25 S. cerevisiae 498

26 S. cerevisiae 503

27 S. cerevisiae 506

28 S. cerevisiae 508

29 S. cerevisiae 509

30 S. cerevisiae 526

31 S. cerevisiae 526*
32 Naio S. cerevisiae 19
33 Nao S. cerevisiae 502
34 Nao S. cerevisiae 562
35 Nao S. cerevisiae 582

Continua...
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TABELA 1A, Cont.

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

Nao S. cerevisiae 632

Nao S. cerevisiae 635

Nao S. cerevisiae 680

Naio S. cerevisiae 693

Naio S. cerevisiae 723

Nao S. cerevisiae 731

Naio S. cerevisiae 750

MF1 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MF?2 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MF?2 inoc 24/02/05 — 01/03/05 Ab

MF3 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MF3 inoc 24/02/05 — 01/03/05 Ab

MF4 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MFS5 inoc 24/02 — 01/03/05

MF 24/01 - /03/05%

MF 24/01 - /03/05%**

MF 16/02 - /03/05

MF 26/02

MC 16/02 - /03/05

MC 16/02 - /03/05*

MC 24/01 - /03/05

MC 24/01 - /03/05*

MC 26/12

MF 16/02 - 03/05*

“outra”

MC1 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MC2 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MC3 inoc 24/02/05 — 01/03/05

MC4 inoc 24/02/05 — 01/03/06

MCS inoc 24/02/05 — 01/03/05

MC 24 inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 25 inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 26 inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 29 inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 29* inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 30 inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
MC 30* inoc 24/02/05 estr 02/03 19/03/05
DIM1

D2M1

37

Continua...



TABELA 1A, Cont.

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

D3M1
D4M1
DIM2
D2M2
D3M2
D4M2
BO1
BO2
MIl.1
M1.2
M1.3
Ml14
M2.1
M2.2
M2.3
M2.4
M3.1
M3.2
M3.3
M34
1.1
1.2
1.3
1.4
2.1
2.2

2.3

24

3.1
32
33
3.4
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