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RESUMO 

 

BERNARDI, Taís Letícia. Técnicas moleculares para a caracterização de 
Saccharomyces cerevisisae associadas à produção de cachaça. 2007. 38p. 
Dissertação (Mestrado em Microbiologia Agrícola) – Universidade Federal de 
Lavras, Lavras, MG.1 

 
As leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, são os 

microrganismos responsáveis pela conversão dos açúcares do caldo de cana-de-
açúcar em álcool e CO2 durante o processo fermentativo para produção de 
cachaça. O objetivo deste trabalho foi utilizar as técnicas moleculares de PCR, 
PFGE e RFLP/mtDNA na caracterização de leveduras isoladas de alambiques do 
Sul de Minas Gerais. Foram utilizadas para caracterização molecular, leveduras 
inicialmente identificadas por técnicas morfológicas e bioquímicas. Das 106 
leveduras caracterizadas por técnicas tradicionais, 36 apresentaram produto de 
amplificação por PCR utilizando-se primer específico para leveduras S. 

cerevisiae. A caracterização pela técnica de PFGE mostrou 9 diferentes perfis, 
onde 2 foram semelhantes ao marcador S. cerevisiae. A análise de restrição do 
mtDNA com 4 diferentes enzimas mostrou 10 diferentes perfis, dos quais, 3 para 
as enzimas Rsa I e Hae III e 2 para as enzimas Hind III e Hinf  I. Foi verificado 
que as técnicas de PCR, PFGE e RFLP-mtDNA utilizando-se a enzima Hinf I 
mostraram-se eficientes na identificação de leveduras S. cerevisiae, podendo ser 
utilizadas isoladas ou associadas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

____________________________ 

1 Comitê orientador: Rosane Freitas Schwan (orientadora); Patrícia Gomes 
Cardoso (co-orientadora) 
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ABSTRACT 

 

BERNARDI, Taís Letícia. Molecular techniques for the characterization of 
Saccharomyces cerevisiae aasociated the production of cachaça. 2007. 38p. 
Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) – Federal 
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.1 

 
Yeasts, mainly Saccharomyces cerevisiae, are microorganisms 

responsible by conversion of sucrose from sugarcane juice to alcohol and CO2 
during the fermentative process of cachaça. 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 III 
enzymes and 2 when Hind III e Hinf I 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. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

_________________________ 

1 Guidance comittee: Rosane Freitas Schwan (advisor); Patrícia Gomes Cardoso 
(co-advisor). 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 
As leveduras são microrganismos muito utilizados na indústria 

alimentícia, desempenhando um papel muito importante na produção de 

alimentos e bebidas alcoólicas (Hierro et al., 2004; Mayoral et al., 2005). 

A cachaça é bebida alcoólica tradicional produzida no Brasil, sendo 

obtida pela destilação do mosto fermentado de cana-de-açúcar. Seu teor 

alcoólico é de 38°GL a 48°GL, a 20°C (Pataro et al., 2000). O mercado 

brasileiro da cachaça movimenta um volume de, aproximadamente, 1,3 bilhão 

de litros e em relação ao consumo mundial, é o terceiro destilado mais 

consumido (Estanislau et al., 2002).  

O processo fermentativo para a produção de cachaça é realizado pela 

ação de leveduras, principalmente a Saccharomyces cerevisiae. O gênero 

Saccharomyces inclui linhagens comumente utilizadas na indústria de 

fermentação, bem como espécies de importância científica (Rainieri, et al., 

2003). Espécies deste gênero se dividem em dois grupos: o grupo 

Saccharomyces sensu stricto, no qual estão as espécies estritamente associadas 

com a indústria da fermentação, 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 táxon estéril S. 

pastorianus, que não representa uma espécie biológica, mas um híbrido, 

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 identificação e a caracterização de leveduras são de grande 

importância para os processos industriais de fermentações, uma vez que a 

qualidade das bebidas é conseqüência da diversidade e da composição dos 
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microrganismos (Guerra, et al., 2001). As técnicas de identificação mais 

empregadas são aquelas baseadas em características morfológicas e fisiológicas, 

denominadas técnicas tradicionais, e, mais recentemente, têm também sido 

usadas técnicas moleculares. 

A classificação das leveduras feita tradicionalmente é complexa e 

demorada, podendo levar, algumas vezes, à classificação incorreta (Hierro et al., 

2004). Esta classificação incorreta se deve, em parte, ao fato de que as 

características fenotípicas podem ser influenciadas pela linhagem e pelas 

condições de cultivo (Mozina et al., 1997). Visando contornar estes problemas, 

as técnicas moleculares oferecem como vantagem a identificação de 

microrganismos baseada nas suas características genéticas (Canas, et al., 1997). 

Essas técnicas podem eliminar ambigüidade taxonômica e simplificar a 

identificação de microrganismos (Fernández, et al., 1999). 

As técnicas baseadas no DNA apresentam a vantagem de serem 

independentes da expressão do gene (Clemente-Jimenez et al., 2004; Sanz, et al., 

2005). Além disso, as seqüências de nucleotídeos não são influenciadas pelas 

condições de cultivo e há regiões do DNA com diferentes graus de variabilidade 

que podem ser utilizadas para a identificação 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), 

análise de restrição do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) e fingerprinting 

baseado nas seqüências delta repetitivas (Schüller, et al., 2004). 

O objetivo deste estudo foi estabelecer técnicas moleculares para a 

identificação de Saccharomyces cerevisiae presentes em alambiques do Sul de 

Minas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 
2.1 Importância das leveduras Saccharomyces cerevisiae 

As leveduras são microrganismos muito utilizados na indústria 

alimentícia e farmacêutica, desempenhando um papel importante na produção de 

alimentos, bebidas alcoólicas e metabólitos secundários, como antibióticos e 

vitaminas (Hierro et al., 2004; Mayoral et al., 2005). 

O gênero Saccharomyces inclui linhagens comumente utilizadas na 

indústria de fermentação, bem como espécies de importância científica (Rainieri 

et al., 2003). A utilização de S. cerevisiae nos processos de fermentação 

alcoólica é muito ampla, uma vez que esta levedura suporta elevados níveis de 

etanol (12% a 15%), hidrolisa oligossacarídeos como maltotriose e maltotrealose 

em glicose, para a produção e a transformação em etanol, e tolera alta 

concentração de açúcar (osmotolerante) (Pataro et al., 2002). 

No Brasil, a segunda bebida alcoólica mais consumida é a cachaça, que 

se origina de um processo fermentativo seguido por destilação. Cachaça, de 

acordo com o Decreto n° 4.857 de 2 de outubro de 2003, é a denominação típica 

e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduação alcoólica 

de 38% a 48% em volume, a 20°C, obtida pela destilação do mosto fermentado 

de cana-de-açúcar com características sensoriais peculiares, podendo haver a 

adição de açúcares até 6g.L-1, expressos em sacarose (Brasil, 2003). O mercado 

brasileiro da cachaça movimenta um volume de, aproximadamente, 1,3 bilhão 

de litros e, em relação ao consumo mundial, é o terceiro destilado mais 

consumido (Estanislau et al., 2002). 

O processo fermentativo para a produção de cachaça é realizado pela 

ação de leveduras da espécie S. cerevisiae, que são responsáveis pelo 

desdobramento dos açúcares presentes no substrato, convertendo-os em etanol e 

gás carbônico. 
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A melhoria da qualidade da cachaça e o aumento na eficiência do 

processo produtivo passam, necessariamente, pela seleção de uma ou mais 

leveduras apropriadas ao processo. A identificação das leveduras associadas à 

produção de cachaça é importante para determinar o papel destes 

microrganismos nos vários estádios das fermentações, buscando a tipificação 

tecnológica para o desenvolvimento de linhagens iniciadoras. A qualidade da 

bebida está fortemente relacionada com a ecologia dos tipos microbianos e suas 

populações durante os processos de fermentação e maturação, sendo 

determinantes, tanto do rendimento de etanol como da formação e proporções 

relativas dos compostos secundários (Pataro et al., 2002).  

Saccharomyces sp. também pode ser utilizada na alimentação humana e 

animal, sob várias formas e para finalidades diversas. Seu uso mais extenso, no 

Brasil, é na panificação, com 120 toneladas/ano. Também é empregada como 

agente de fermentação nas indústrias de cerveja, vinhos e álcool. Na forma 

inativada, pela ação do calor, é usada como fonte de nutrientes na alimentação 

animal e na alimentação humana, na forma de levedura íntegra ou de derivados 

de levedura (Vilela et al., 2000). A levedura S. cerevisiae destaca-se, ainda, 

como excelente fonte de proteínas, pela sua capacidade de sintetizá-las, bem 

como a outros compostos, como vitaminas do complexo B e minerais essenciais 

e também por não ser patogênica (Rodrigues & Sant’Anna, 2001). 

 

2.2 O gênero Saccharomyces 

O gênero Saccharomyces inclui dois grupos de espécies: o grupo 

Saccharomyces sensu stricto, no qual estão as espécies estritamente associadas 

com a indústria da fermentação 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 táxon estéril S. 
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pastorianus, que não representa uma espécie biológica, mas um híbrido 

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 indústria cervejeira, de panificação e de vinho, 

sendo Saccharomyces cerevisiae a mais empregada (Duarte et al., 1999). 

Espécies do gênero Saccharomyces mostram uma elevada variabilidade nos 

aspectos fenotípico e genotípico. Dentre as Saccharomyces sensu stricto, a 

maioria das linhagens pertencentes à mesma espécie é altamente polimórfica. 

Linhagens de vinho da espécie Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, 

mostram uma variedade de características metabólicas (Rainieri et al., 2003). 

 

2.3 Técnicas moleculares empregadas na caracterização de leveduras 

A identificação e a caracterização de leveduras são de grande 

importância para os processos de fermentações industriais, uma vez que a 

qualidade das bebidas depende da composição, da dinâmica e da freqüência dos 

microrganismos presentes (Guerra et al., 2001).  

A origem da levedura S. cerevisiae na fermentação espontânea é bastante 

controversa. Em vinhos, alguns autores consideram que as leveduras sejam 

provenientes das comunidades microbianas presentes na vinícola, transportadas 

do solo para as uvas por insetos ou vento (Valero et al., 2006). Inúmeros estudos 

têm sido realizados para examinar a sucessão de leveduras e bactérias que 

ocorrem durante a fermentação alcoólica, visto que as leveduras são as 

principais responsáveis pelo processo e predominam durante esta fase, em que o 

baixo pH e o conteúdo nutricional favorecem seu crescimento (Blanco et al., 

2006).  

As técnicas de identificação e classificação de leveduras mais 

empregadas são aquelas baseadas em características morfológicas e fisiológicas, 
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denominadas técnicas tradicionais. A maioria destas técnicas é complexa e 

consome tempo, podendo, algumas vezes, levar a uma classificação incorreta 

(Hierro et al., 2004). Características fenotípicas podem ser influenciadas pela 

linhagem e pelas condições de cultivo (Mozina et al., 1997). Algumas limitações 

podem ser citadas para explicar a incorreta classificação de espécies deste 

gênero, como a instabilidade na morfologia das colônias das linhagens de uma 

mesma espécie, os poucos resultados que se obtêm a partir da fisiologia (uma ou 

duas características) para classificação e a possibilidade de mutação de um único 

gene alterando as características fisiológicas da linhagem (Rainieri et al., 2003). 

Técnicas de biologia molecular têm sido usadas como alternativa às 

técnicas tradicionais de identificação e caracterização de leveduras. Estas 

técnicas oferecem vantagens, como a identidade de linhagens por suas 

características genéticas e não por seu perfil fisiológico (Canas, et al., 1997). 

Também eliminam ambigüidade taxonômica e simplificam a identificação de 

microrganismos (Fernández, et al., 1999).  

As técnicas que utilizam DNA são independentes da expressão do gene 

não sendo influenciadas pelas condições de cultivo (Clemente-Jimenez et al., 

2004; Sanz et al., 2005). As regiões do DNA com diferentes graus de 

variabilidade podem ser utilizadas para a identificação 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 regiões produtoras de bebidas fermentadas, revelando a existência de 

grande polimorfismo entre linhagens de leveduras isoladas em diferentes áreas e 

dentro de áreas específicas (Blanco et al., 2006). 

A diversidade genética de S. cerevisiae tem sido analisada por diversos 

métodos, como reação em cadeia da polimerase (PCR), cariotipagem por 

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), análise de restrição do DNA 
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mitocondrial (RFLP-mtDNA) e fingerprinting baseado nas seqüências delta 

repetitivas (Schüller, et al., 2004).  

A reação em cadeia da polimerase (do inglês polimerase chain reaction, 

ou PCR) tornou-se uma ferramenta essencial para estudo e diagnóstico, como 

alternativa para a identificação de leveduras (Ruiz-Barba et al., 2005; Lopes et 

al., 1996). Técnicas baseadas em PCR são específicas, podendo ser 

extremamente sensíveis e os resultados obtidos em poucas horas (Mayoral et al., 

2005). Com isso, elas têm sido utilizadas na detecção de microrganismos em 

alimentos e bebidas (Sanz et al., 2005). Esta técnica consiste na síntese 

enzimática “in vitro” de milhões de cópias de um segmento específico de DNA 

na presença da enzima DNA polimerase (Ferreira & Grattapaglia, 1998). As 

duas fitas do DNA servem como molde para a síntese, desde que seja fornecido 

um oligonucleotídeo primer para cada fita.  Os primers utilizados irão demarcar 

a região alvo do DNA que deverá ser amplificada. Ao final, têm-se milhões de 

moléculas de DNA de fita dupla, que são cópias da seqüência de DNA entre os 

primers (Watson et al., 1997). 

Valente et al. (1996), amplificando a região do espaço interno transcrito 

do rDNA por PCR, diferenciaram grupos de leveduras pertencentes ao gênero 

Saccharomyces. As leveduras pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu 

stricto apresentaram fragmento da região 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 fermentações em que 

inóculo foi adicionado para produção de vinho (López et al., 2003). Estes 

autores testaram e desenharam oligonucleotídeos complementares à região de 

íntrons COX 1 de S. cerevisiae, para a diferenciação de linhagens de leveduras  

de vinho. O uso destes oligonucleotídeos mostrou-se muito efetivo na 

diferenciação de linhagens de leveduras naturais e comerciais.  
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Fernández et al. (1999) identificaram leveduras não S. cerevisiae nativas 

de vinho, utilizando técnicas fisiológicas e moleculares, com a finalidade de 

comparar as informações obtidas pelas duas técnicas. Estes autores realizaram 

identificação tradicional seguindo os critérios taxonômicos, descritos por Barnett 

et al. (1990) e a caracterização genética por meio de PCR-RFLP (siglas em 

inglês para reação em cadeia da polimerase e polimorfismo no comprimento de 

fragmentos de restrição, respectivamente). Como as informações fornecidas 

pelas duas metodologias foram muito semelhantes, os autores verificaram que a 

técnica da PCR-RFLP pode ser utilizada para corrigir identificações errôneas a 

partir de fenótipo e, em alguns casos, para complementar a diferenciação intra-

espécies. 

Naumova et al. (2003) utilizaram a técnica de PCR-RFLP da região 

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 híbrido 

S. pastorianus e estimar a diversidade genética entre os isolados. Os autores 

demonstraram que a análise de todas as linhagens estudadas gerou fragmentos 

de mesmo tamanho molecular, de aproximadamente 850 pb. Os produtos da 

PCR foram digeridos com endonucleases de restrição (Hae III, Hinf I, Hpa III, 

Scr I e Taq I) e os resultados obtidos não diferenciaram S. bayanus de S. 

pastorianus e 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 combinação das endonucleases 

HaeIII, HpaII, ScrI e TaqI. Esta última enzima de restrição apenas distingue 

entre S. kudriavzevii e os membros do complexo Saccharomyces sensu stricto. 

A identificação e a diferenciação de leveduras também podem ser 

realizadas por meio da técnica de PFGE (sigla em inglês para eletroforese em 

gel de campo pulsado). Esta técnica é sensível para a separação de moléculas de 
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DNA de alto peso molecular, como cromossomos de leveduras. O princípio 

deste método é o de que as moléculas de DNA são forçadas a se reorientarem 

periodicamente, em campos elétricos, sendo o tempo de reorientação para 

moléculas grandes maior do que para moléculas menores. Por esta razão, 

moléculas grandes migram mais vagarosamente que as menores no gel de 

agarose, quando são submetidas a mudanças de campo elétrico (Steinkamp-

Zucht & Fahrig, 1995). O número e o padrão de cromossomos das leveduras 

podem ser facilmente determinados por PFGE, estabelecendo-se um cariótipo 

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 

padrão PFGE, no entanto, as bandas individuais possuem mobilidade 

ligeiramente diferente, devido ao polimorfismo no comprimento dos 

cromossomos, que pode ser utilizado na identificação de linhagens (Jemec et al., 

2001). Essa técnica tem sido também utilizada no estudo da evolução de 

diferentes linhagens, durante a fermentação (Briones et al., 1996). 

Com o objetivo de determinar a variabilidade e também verificar a 

presença de uma população de leveduras característica em três adegas da região 

de Valdepeñas, Canas et al. (1997) estudaram Saccharomyces nativas presentes, 

durante dois anos consecutivos, por meio do perfil cromossomal. Isolados 

pertencentes ao gênero Saccharomyces resultaram em diferentes linhagens, 

algumas das quais representaram mais de 75% da população total. Com a 

aplicação da técnica de PFGE, os autores confirmaram que todos os isolados 

pertenciam ao gênero Saccharomyces, uma vez que mostraram 13 bandas de um 

tamanho variando entre 200 e 2.000 kb. 

A análise do cariótipo eletroforético foi realizada por Briones et al. 

(1996), para estudar linhagens nativas de S. cerevisiae em adegas pertencentes à  
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Valdepeñas Appellation d’Origine Controlée, visando determinar a variabilidade 

e verificar a presença de uma população de leveduras características em cada 

adega. Os autores verificaram que os isolados pertenciam ao complexo 

Saccharomyces sensu stricto e também constataram a existência de uma 

diversidade genética nas diferentes adegas. Esta técnica também foi utilizada por 

Valero et al. (2006) para analisar a biodiversidade e a dinâmica da população 

natural de S. cerevisiae presente em uma vinícola, onde é utilizada levedura seca 

ativa como iniciadora da fermentação. As colônias isoladas e identificadas como 

Saccharomyces foram submetidas à análise do perfil cromossomal, revelando 

grande diversidade. 

A análise de restrição do DNA mitocondrial também apresenta-se como 

uma técnica muito utilizada na diferenciação de espécies de leveduras. Este 

método consiste do isolamento do DNA mitocondrial e no uso de endonucleases 

de restrição específicas (López et al., 2001). As mitocôndrias são organelas 

essenciais de células eucarióticas, onde são responsáveis pela maior parte da 

produção da energia gerada por meio da fosforilação oxidativa (Dimmer et al., 

2002; Shutt & Gray, 2006). Estas organelas desempenham uma variedade de 

processos metabólicos, incluindo reações do ciclo do ácido tricarboxílico e 

biossíntese de intermediários metabólicos (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 é caracterizado por baixa 

densidade do gene e elevado conteúdo de adenosina e timina (A + T). Sua 

composição básica é altamente heterogênea, enquanto o conteúdo de guanina e 

citosina (G + C) é de, aproximadamente, 30%, os espaços intergênicos são 

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 análise de restrição do DNA mitocondrial foi inicialmente utilizada 

para distinguir linhagens de leveduras de cervejaria e tem sido recentemente 

aplicada para a seleção de leveduras de vinho, para monitorar fermentações 

espontâneas e inoculadas e para avaliar a diversidade genética e distribuição 

geográfica de linhagens de leveduras (Comi et al., 2000; Gutiérrez et al., 1997). 

Um método para a extração do mtDNA foi desenvolvido por Querol & 

Barrio (1990). O método baseia-se na preparação de esferoplastos, lise da 

membrana celular e isolamento do mtDNA. O DNA resultante é utilizado para 

análises RFLP. Uma vez que fragmentos de restrição mitocondrial são 

facilmente observados por eletroforese em gel de agarose, é possível determinar 

diferenças no perfil de restrição do DNA mitocondrial de leveduras. O uso desta 

técnica na diferenciação de linhagens de leveduras é de particular interesse para 

indústrias que utilizam leveduras na produção de vinho, cerveja e pães (Querol 

et al., 1992). 

Esteve-Zarzoso et al. (2000) isolaram e selecionaram linhagens 

autóctones para conduzir a fermentação na área de El Penèdes, na Espanha.  

Estes autores estudaram a microbiota presente na fermentação espontânea de 

vinhos com cinco variedades de uvas e realizaram caracterização molecular de 

isolados do gênero Saccharomyces. Para distinguir entre diferentes linhagens, 

análise de restrição do mtDNA foi realizada, utilizando a endonuclease Hinf I. 

Os autores demonstraram um elevado polimorfismo, uma vez que foi possível a 

detecção de diferentes padrões de restrição. 

Análise de restrição do mtDNA com as endonucleases Hinf I e Rsa I, 

para a caracterização de 70 linhagens de S. cerevisiae isoladas de uma região da 

Itália, foi realizada por Comi et al. (2000). Com a endonuclease Hinf I, os 

autores obtiveram oito perfis, enquanto que, com a RsaI, nove padrões de 

restrição foram obtidos. 
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Beltran et al. (2002) avaliaram a população de leveduras em uma 

vinícola nova, durante seis anos consecutivos, objetivando analisar a ecologia de 

leveduras da adega, em condições de vinificação industrial. Os autores 

identificaram, por RFLP do rDNA, as espécies de leveduras não Saccharomyces 

e, por RFLP-mtDNA, as leveduras Saccharomyces sensu stricto, em relação a 

espécies e linhagens. Durante o período de estudo, verificaram que diferentes 

linhagens de S. cerevisiae nativas (ou não-inoculadas) estiveram envolvidas na 

fermentação ao mesmo tempo. 

Pramateftaki et al. (2000) estudaram a composição de populações de 

leveduras do vinho, presentes na fermentação espontânea de mostos de duas 

áreas de produção da Grécia, durante dois anos consecutivos. O estudo foi feito 

com o uso de técnicas moleculares, como ribotipagem da região ITS, RFLP-

mtDNA e polimorfismo do elemento δ amplificado. Com este estudo, os autores 

verificaram que a ribotipagem da região ITS mostrou-se como uma ferramenta 

segura para a caracterização rápida das espécies. A análise RFLP-mtDNA foi 

conveniente para a detecção da diversidade genética de espécies de 

Saccharomyces e outras diferentes de Saccharomyces. O polimorfismo do 

elemento δ amplificado consistiu em um critério adicional na diferenciação de 

linhagens S. cerevisiae. Análises comparativas da diversidade genética 

utilizando o padrão de restrição do mtDNA e perfis de amplificação do elemento 

δ demonstraram poder discriminatório semelhante; a combinação dessas duas 

técnicas permitiu a distinção e ou a caracterização de linhagens da mesma 

espécie. 

Considerando-se as particularidades de cada técnica, pode-se verificar 

que, tanto as baseadas nas características morfológicas e fisiológicas quanto 

aquelas baseadas no DNA, consistem em ferramentas úteis na identificação e na 

caracterização de leveduras do gênero Saccharomyces, sendo, assim, técnicas 

complementares na identificação de microrganismos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
3.1 Leveduras 

Um total de 72 isolados de leveduras, pertencentes à coleção de 

leveduras do Laboratório 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 

caracterização por técnicas moleculares. Outras 34 leveduras foram isoladas 

diretamente de alambiques (Anexo 1). Para o isolamento, utilizaram-se amostras 

de caldo de cana-de-açúcar em fermentação para produção de cachaça.  

As amostras foram diluídas em água peptonada 0,1% para 10-6 e 10-7 e, 

então, alíquotas de 0,1 mL foram transferidas para placas contendo meio de 

cultivo YEPG sólido (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona 

e 1,5% de ágar). Colônias pertencentes aos diferentes morfotipos foram isoladas. 

Após isolamento, as leveduras foram armazenadas a -20°C. Para a 

caracterização molecular, os isolados foram reativados em meio de cultivo 

YEPG líquido (1% de extrato de levedura, 2% de glicose e 2% de peptona) e 

incubados a 28°C. Após, foram transferidas para meio de cultivo YEPG sólido. 

 

3.2 Identificação de isolados de leveduras S. cerevisiae pela técnica da PCR 

Para a identificação dos isolados por PCR, as leveduras foram 

cultivadas, 18 horas, em meio de cultivo YEPG sólido. Uma colônia isolada foi 

retirada da placa e colocada diretamente na reação de amplificação usando o par 

de oligonucleotídeos SCREC114 F (5’ CAATCAATGCTTGAGCCTCCTCAG 

3’) e SCREC114 R (5’ AGCGACTCAGGACGACCCAAAAC 3’). Estes 

primers foram desenhados a partir da seqüência do genoma da levedura S. 

cerevisiae (http://www.genome.stanford.edu/Saccharomyces). Cada reação de 

amplificação foi realizada em volume final de 12,5 µL: 6,25 µL de Mix GoTaq® 
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Green Master 2X (Promega), 0,5 µL de primer Fow (25 pmol) (Promega) e 0,5 

µL de primer Rev (25 pmol) (Promega). As amostras foram submetidas à 

desnaturação inicial a 94°C, por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação, a 94°C, por 1 minuto; anelamento, a 65°C, por 45 segundos e 

extensão, a 72°C, por 1 minuto e 30 segundos, e, um ciclo de extensão final, a 

72°C, por 5 minutos. 

Após amplificação, o produto foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 0,8%, por 2,5 horas, a 40 volts. O gel foi corado com brometo de etídeo 

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

 

3.3 Análise de cariotipagem pela técnica de PFGE 

As leveduras foram crescidas, por 48 horas, a 28°C, em meio de cultivo 

YEPG sólido. Após o crescimento, algumas colônias foram transferidas para 

Eppendorf contendo 40 µL de uma solução de Lysing-enzymes (7mg/mL), em 

tampão CPES (25 mL: 0,210g de ácido cítrico, 0,426 g de Na2HPO44, 0,186g de 

EDTA, 5,630g de sorbitol, 0,020g de dithiothreitol), homogeneizando-se 

cuidadosamente. Em seguida, adicionaram-se 40 µL de agarose, preparada em 

tampão CPE (200 mL: 1,68g de ácido cítrico, 3,41g de Na2HPO4, 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 acrílico), para o preparo dos “plugs”. Após solidificação 

dos “plugs”, estes foram transferidos para Eppendorfs contendo 500 µL de 

solução CPE e incubados, por 4 horas, a 28°C. Em seguida, a solução CPE foi 

retirada e acrescentaram-se 500 µL de solução 3 (200 mL: 33,5g de EDTA, 

0,24g de Tris, 2,0g de SDS) mais proteinase K (0,75mg de proteinase K/mL de 

solução 3), mantendo-se em banho-maria, a 50°C, overnight. Transcorrido este 

tempo de incubação, os “plugs” foram lavados com 500 µL de tampão TE (Tris-

HCl 10 mM, EDTA 1 mM) pH 8,0:3 vezes, a 50°C, por 20 minutos e 4 vezes, à 
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temperatura ambiente (28°C), por 15 minutos. Os “plugs” foram, então, 

transferidos para gel de agarose a 1,1%, em tampão TAFE 1 X (1000 mL: 24,0g 

de Tris, 2,9g de EDTA.Na2, 5,0 mL de ácido acético glacial). 

A corrida eletroforética foi realizada em um sistema CHEF DR II (Bio 

Rad) contendo tampão 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. 

Após a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etídeo por 2 horas, 

e o DNA visualizado em transluminador. 

 

3.4 Extração e análise de restrição do mtDNA 

A análise de restrição do mtDNA foi realizada de acordo com Querol et 

al. (1992), com algumas modificações. As células de leveduras foram crescidas, 

por 18 horas, em 5 mL de meio líquido YEPG. Em seguida, foram 

centrifugadas, por 2 minutos, a l0.000 rpm e ressuspendidas em 500 µL de 

sorbitol 1 M, EDTA 0,1 M pH 7,5. Foram transferidas para tubos de 1,5 mL, 

onde foram adicionados 20 µL de solução de lyticase (2,5 mg.mL-1) (Sigma). Os 

tubos foram incubados, a 37°C, por 30 minutos, para a obtenção de 

esferoplastos. A mistura foi centrifugada, por 5 minutos, a l0.000 rpm e o pellet 

ressuspendido em 500 µL de TE (Tris-HC1 50 mM, EDTA 20 mM pH 7,4). 

Após a ressuspensão do pellet, 50 µL de SDS 10% foram adicionados, 

incubando-se, a 65°C, por 30 minutos. Foram adicionados 200 µL de acetato de 

amônia 7 M e, após homogeneização, 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 

l0.000 rpm, por 15 minutos. O DNA foi lavado com etanol 70%, seco à 

temperatura ambiente e dissolvido em 20 µL de água Milli-Q autoclavada. 
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Foram realizadas algumas modificações no protocolo para a extração do 

mtDNA desenvolvido por Querol et al. (1992). A primeira modificação foi o uso 

da enzima Litycase. A adição de 20µL de enzima foi testada para duas diferentes 

concentrações: 2,5 e 5,0mg de enzima.mL-1, não tendo sido verificada diferença, 

adotando-se, então, o uso de 2,5mg.mL-1. Na etapa de precipitação de proteínas, 

diferentes soluções foram testadas: fenol:clorofórmio (1:1), clorofórmio:álcool 

iso-amílico (24:1) e acetato de amônio 7M. Como a precipitação, tanto com 

fenol:clorofórmio (1:1) quanto com acetato de amônio 7M, teve rendimento 

semelhante, optou-se pelo uso do acetato de amônio 7M. 

A digestão do mtDNA foi realizada utilizando-se as enzimas de restrição 

Hae III (Promega), Hind III (Promega), Hinf III (Promega) e Rsa I (Promega). 

Cada reação de restrição foi preparada para um volume final de 20 µL. Os 

produtos da digestão foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,0%, 

por 6 horas, a 60 volts. O gel foi corado com brometo de etídeo por 1 hora e o 

DNA visualizado em transluminador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 17

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

4.1 Caracterização de S. cerevisiae por PCR com primers específicos 

Neste trabalho, foram analisadas, por PCR, 106 leveduras provenientes 

de 10 alambiques do Sul de Minas Gerais, disponíveis na coleção de culturas do 

Laboratório de Fisiologia e Genética de Microrganismos. Destas, 72 já haviam 

sido caracterizadas como S. cerevisiae e não S. cerevisiae, por técnicas 

tradicionais, enquanto que 34 não haviam sido caracterizadas (Anexo 1). 

A PCR utilizando o par de primers SCREC114 permitiu a amplificação 

de um fragmento único de DNA de tamanho esperado (665pb) em 36 leveduras 

(Figura 1). Este fragmento amplificado é parte do gene REC114, o qual codifica 

uma proteína de recombinação meiótica descrita até o momento somente no 

genoma de S. cerevisiae. Este gene está localizado no cromossomo XIII desta 

levedura e é transcrito apenas durante a meiose (Pittman et al., 1993). Como a 

PCR foi realizada sob condições de alta estringência, em uma temperatura de 

anelamento de 65°C, visando favorecer a especificidade do anelamento, estas 36 

linhagens amplificadas devem ser da espécie S. cerevisiae. 

López et al. (2003), visando monitorar linhagens de S. cerevisiae 

inoculadas para a fermentação de vinho, utilizaram a identificação por PCR. A 

técnica permitiu avaliar a variação do número e da posição dos íntrons do gene 

mitocondrial COX1, na diferenciação de linhagens S. cerevisiae inoculadas de 

outras S. cerevisiae selvagens presentes no mosto. A técnica de PCR utilizando 

oligonucleotídeos específicos tem se mostrado uma ferramenta rápida e simples 

na identificação de S. cerevisiae. 
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FIGURA 1 Gel de agarose 0,8% de produtos amplificados por PCR. 
Oligonucleotídeos específicos foram utilizados na amplificação do 
gene REC114 de S. cerevisiae. M= Marcador phiX-174. Os 
números correspondem à identificação dos isolados, conforme 
Anexo 1 e Tabela 1. 

 
 
Os resultados para todos os 106 isolados analisados por PCR estão 

compilados na Tabela 1, comparados com os dados da caracterização, por 

técnicas tradicionais, de cada alambique. A partir destes dados, é possível 

observar que o número de leveduras identificadas como S. cerevisiae por PCR 

foi menor do que aquele obtido pelas técnicas tradicionais. Uma possível 

explicação para este fato é o de que análises morfológicas e fisiológicas podem 

ser insuficientes ou levar a conclusões errôneas. Características fenotípicas 

refletem, geralmente, a adaptação das linhagens nas condições ambientais locais, 

mas não necessariamente seu status taxonômico (Montrocher et al., 1998). Uma 

observação importante foi que, em leveduras anteriormente classificadas como 

não S. cerevisiae, não foi observado nenhum produto de amplificação por PCR. 
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Todas as leveduras que não apresentaram amplificação foram submetidas a uma 

segunda reação para a confirmação destes resultados e, novamente, não foi 

observada a presença de produto de amplificação por PCR. A amplificação 

realizada diretamente da colônia foi muito eficiente, sendo rápida e simples, sem 

a necessidade da extração do DNA total das leveduras isoladas. 

A grande vantagem de se ter um oligonucleotídeo específico para 

identificação de S. cerevisiae, como o SCREC114, seria uma identificação 

rápida e eficiente da presença e da persistência desta linhagem durante o 

processo de fermentação. Além disso, o uso desta técnica pode evitar 

ambigüidade taxonômica, já que este gênero freqüentemente tem nichos 

ecológicos similares e fenótipos aparentemente idênticos a outros gêneros de 

leveduras. A correta identificação e classificação de microrganismos é de 

extrema importância prática, tanto para indústria quanto para a saúde dos 

consumidores. A qualidade do produto final da cachaça pode ser assegurada, 

acompanhando-se a persistência de um inóculo utilizado na fase inicial da 

fermentação por esta técnica. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 20

TABELA 1 Identificação e caracterização de S. cerevisiae, por técnicas 
tradicionais e moleculares 
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1 1 + + I 54 3 + - III 

2 1 + - IV 55 3 + - III 

3 1 + + I 56 3 + - III 

4 1 + - IV 57 3 + - III 

5 1 + + I 58 3 + - III 

6 2 + + I 59 3 + + III 

7 2 + + II 60 3 + + IV 

8 2 + + I 61 3 + + VI 

9 2 + + I 62 3 + - VI 

10 2 + - VII 63 6 + - VI 

11 2 + + II 64 6 + - V 

12 2 + + I 65 6 + - V 

13 2 + + II 66 6 + - V 

14 2 + + I 67 6 + - VI 

15 3 + + II 68 6 + - VI 

16 3 + + II 69 6 + - VI 

17 3 + + II 70 6 + - III 

18 3 + + II 71 6 + - III 

19 3 + + II 72 6 + - III 

20 3 + + II 73 8  + IV 

21 3 + - IV 74 8  + III 

22 4 + - VII 75 8  + III 

23 4 + - VII 76 8  + III 

24 4 + + IV 77 8  + IV 

25 4 + - VII 78 8  + IV 

26 5 + - VII 79 8  + IX 

27 5 + + I 80 8  + IX 

28 5 + + I 81 8  + IX 

29 5 + + I 82 8  + IX 

30 5 + + I 83 9  - I 

31 5 + + I 84 9  - I 

32 1 - - V 85 9  - I 

Continua... 
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TABELA 1, Cont. 

33 5 - - VIII 86 9  - I 

34 5 - - VIII 87 9  - VI 

35 5 - - VIII 88 9  - VI 

36 6 - - III 89 9  - VI 

37 6 - - III 90 9  - VI 

38 6 - - IV 91 9  - VI 

39 6 - - IV 92 9  - VI 

40 7 - - VII 93 9  - VI 

41 7 - - IX 94 9  - VI 

42 7 - - IX 95 10  - I 

43 1 + - I 96 10  - I 

44 1 + - I 97 10  - I 

45 1 + - I 98 10  - I 

46 1 + - I 99 10  - I 

47 1 + - I 100 10  - I 

48 1 + - I 101 10  - II 

49 3 + - I 102 10  - II 

50 3 + - I 103 10  - I 

51 3 + - II 104 10  - I 

52 3 + - II 105 10  - I 

53 3 + - III 106 10  - I 
*+ = S. cerevisiae, presença de bandas por PCR e de características morfofisiológicas  
 - = Não S. cerevisiae, ausência de bandas por PCR e de características morfofisiológicas. 
 

 

4.2 Cariotipagem de leveduras por PFGE 

Todas as 106 leveduras analisadas por PCR também foram submetidas à 

análise do cariótipo, 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 variações na mobilidade dos cromossomos podem ser 

resultado do seu polimorfismo de comprimento, o qual pode ser utilizado para a 

identificação de linhagens (Jemec et al., 2001). Dentre as leveduras isoladas, 

foram encontrados nove diferentes perfis eletroforéticos em relação ao perfil do 

marcador S. cerevisiae (Bio Rad), como indicados na Figura 2. Os diferentes 

perfis cromossomais para os 106 isolados foram incluídos na Tabela 1. Dois 
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perfis (I e II) foram semelhantes ao perfil da levedura S. cerevisiae, utilizada 

como marcador, em relação ao número de fragmentos de DNA, embora tenha 

sido verificada uma diferença na posição 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 comparação entre o cariótipo da linhagem S. cerevisiae CA 116 

(Figura 2) com os perfis I e II, estes parecem ser idênticos, sugerindo que podem 

ser a mesma linhagem. 

Os demais perfis encontrados mostraram-se bem diferentes do marcador 

utilizado, uma vez que apresentaram um menor número de bandas. Alguns 

isolados de leveduras apresentaram número de bandas idêntico, porém, com 
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posições diferentes. Embora saibamos que estes perfis não pertençam a S. 

cerevisiae, não é possível afirmar a que gênero eles pertencem, uma vez que não 

foi usado um marcador apropriado para outros gêneros. Os diferentes gêneros de 

leveduras apresentam número 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 não apresentaram este padrão. Por outro lado, dezesseis 

leveduras isoladas não mostraram produto de amplificação e, no entanto, 

apresentaram perfil cromossomal semelhante ao do marcador. 

Considerando-se a análise por técnicas tradicionais e os perfis 

eletroforéticos encontrados, verificou-se um maior número 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 é possível também realizar o 

acompanhamento da levedura inoculada durante todo o processo fermentativo e, 

dessa forma, verificar sua persistência durante o processo. Para isso, é necessário 

que se tenha o perfil eletroforético da linhagem da levedura inoculada. 

Um estudo de linhagens nativas de S. cerevisiae em diferentes adegas 

pertencentes à Valdepeñas Appellation d’Origine Controlée foi realizado por 

Briones et al. (1996), por meio de análise do cariótipo eletroforético. Visando 

determinar a variabilidade e verificar a presença de uma população de leveduras 

características 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 existência 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 dinâmica da população natural de S. cerevisiae presente em 

uma vinícola onde se utiliza levedura seca ativa como iniciadora da fermentação. 

De 2.160 colônias isoladas, 608 foram identificadas como sendo do gênero 

Saccharomyces e, destas, 104 apresentaram padrões cromossomais diferentes, 

sendo 91 únicos. 

 

4.3 Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição do mtDNA 

A análise de restrição do DNA mitocondrial também consiste de uma 

ferramenta bastante utilizada na diferenciação de espécies de leveduras presentes 

nos processos fermentativos (López et al., 2001). 

Realizou-se a análise de restrição do DNA mitocondrial dos 36 isolados 

identificados, pela técnica da PCR, como S. cerevisiae. As enzimas utilizadas 

foram Hae III, Hind III, Hinf I e Rsa I. Os perfis de restrição apresentados pelos 

36 isolados analisados pela técnica de RFLP-mtDNA, com cada uma das 

enzimas utilizadas, encontram-se na Tabela 2. A restrição com a enzima Rsa I 

(Figura 3A) resultou em 3 diferentes perfis (I, II e III), com predominância 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 I (Figura 3C) apresentou apenas 2 perfis (VII e VIII), 

com maior número de isolados pertencendo ao perfil VII (20 isolados), e a 

enzima Hind III (Figura 3D) apresentou 2 perfis (IX e X), sendo 18 isolados de 

cada perfil. A enzima Hae III revelou maior número de isolados com o mesmo 

perfil eletroforético, estando de acordo com os resultados obtidos pelo PCR de 

36 isolados e a análise de PFGE de 32 isolados. Este resultado sugere que estes 

29 isolados podem ser todos S. cerevisiae. As três técnicas apresentaram 
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resultados semelhantes em relação à identificação de leveduras S. cerevisiae, 

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

 

 

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

 
Isolados Rsa I Hae III HInf I Hind III 
1 I V VII IX 
3 II V VIII IX 
5 II V VIII X 
6 I IV VIII IX 
7 I V VII IX 
8 II V VIII X 
9 II V VIII X 
11 II V VII X 
12 I IV VII IX 
13 II V VIII X 
14 I V VIII IX 
15 II V VII X 
16 I V VIII X 
17 II V VIII IX 
18 I V VIII IX 
19 I IV VII X 
20 I V VII IX 
24 I V VIII IX 
27 I V VII X 
28 II V VII X 
29 I V VII IX 
30 I IV VII IX 
31 I V VII IX 
59 III VI VII IX 
60 I V VIII X 
61 I V VII X 
73 III VI VII X 
74 I V VIII IX 
75 II V VII X 
76 I VI VII X 
77 I V VII IX 

Continua... 
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TABELA 2, Cont. 
78 III V VII X 
79 I V VIII X 
80 II V VIII IX 
81 I V VII IX 
82 II V VIII X 
 

 

FIGURA 3  Análise de restrição do mtDNA de leveduras identificadas como S. 

cerevisiae. M = marcador λ Hind III. A= enzima RsaI. B= enzima 
HaeIII. C= enzima HinfI. D= Enzima HindIII. 

 

 

Para avaliar a eficiência da técnica RFLP-mtDNA para a caracterização 

dos isolados de alambiques, seria necessária a análise dos demais isolados 

caracterizados como não S. cerevisiae. Perfis diferentes daqueles observados 

para isolados S. cerevisiae com determinada enzima poderiam ser usados com 

sucesso na diferenciação de leveduras isoladas de diferentes sistemas de 

fermentação. 

A diversidade genética de linhagens de S. cerevisiae isoladas durante a 

fermentação espontânea de mosto de três variedades de vinho branco de Galícia 

(Espanha) foi estudada, por meio de análise de restrição do mtDNA, por Blanco 

et al. (2006). De um total de 446 linhagens isoladas no início, meio e final da 

fermentação, foram encontrados 19 diferentes perfis. Alguns apareceram com 

elevada freqüência, indicando que aquele isolado possui habilidade para 
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conduzir o processo de fermentação. Algumas linhagens foram encontradas em 

todas as etapas da fermentação, porém, a maioria apareceu em baixa freqüência. 

Estes autores também verificaram que a linhagem predominante foi diferente 

para cada variedade, o que indica que algumas linhagens são mais adaptadas a 

certas condições do mosto. 

Fernández-Espinar et al. (2001) estudaram a autenticidade de 45 

leveduras S. cerevisiae comercializadas na forma desidratada, utilizando esta 

mesma técnica. A análise de restrição do mtDNA das leveduras utilizando a 

enzima Hinf  I forneceu perfis únicos para 17 das 45 linhagens, que puderam, 

então, 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 oligonucleotídeos específicos para S. cerevisiae, PFGE utilizando 

marcadores de S. cerevisiae e RFLP-mtDNA utilizando a enzima Hae III 

apresentaram resultados semelhantes em relação à identificação de linhagens de 

leveduras da espécie S. cerevisisae isoladas de alambiques do Sul de Minas 

Gerais.  
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5 CONCLUSÕES 
 
 
A amplificação por PCR utilizando primers SCREC114, específicos para 

a identificação de leveduras S. cerevisiae, bem como a amplificação direta da 

colônia mostraram ser uma técnica fácil, rápida e eficiente na identificação de S. 

cerevisiae; 

A análise do cariótipo 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 caracterização e na 

identificação de leveduras; 

As técnicas moleculares de PCR e PFGE mostraram-se como boas 

ferramentas para a identificação de leveduras S. cerevisiae, uma vez que seus 

resultados foram, para a maioria dos isolados, concordantes.  

A técnica do polimorfismo de fragmentos de restrição do DNA 

mitocondrial (RFLP/mtDNA) apresentou resultados semelhantes aos obtidos 

pelas técnicas PCR e PFGE utilizando a enzima HaeIII (29 perfis semelhantes 

para 36 isolados identificados como S. cerevisiae), porém, há necessidade de 

análises complementares para a verificação do perfil eletroforético de isolados 

identificados como não S. cerevisiae.  
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ANEXO 

 
 
TABELA 1A Leveduras isoladas de alambiques pertencentes à coleção de 

cultura do Laboratório de Fisiologia e Genética de 

Microrganismos, do Departamento de Biologia da Universidade 

Federal de Lavras 
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TABELA 1A Isolados de leveduras pertencentes à coleção de cultura do 
Laboratório 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 Não S. cerevisiae 19 
33 Não S. cerevisiae  502 
34 Não S. cerevisiae 562 
35 Não S. cerevisiae 582 

Continua... 
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TABELA 1A, Cont. 
36 Não S. cerevisiae 632 
37 Não S. cerevisiae 635 
38 Não S. cerevisiae 680 
39 Não S. cerevisiae 693 
40 Não S. cerevisiae 723 
41 Não S. cerevisiae 731 
42 Não S. cerevisiae 750 
43 MF1 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
44 MF2 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
45 MF2 inoc 24/02/05 – 01/03/05 Ab 
46 MF3 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
47 MF3 inoc 24/02/05 – 01/03/05 Ab 
48 MF4 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
49 MF5 inoc 24/02 – 01/03/05 
50 MF 24/01 -   /03/05* 
51 MF 24/01 -   /03/05** 
52 MF 16/02 -   /03/05 
53 MF 26/02 
54 MC 16/02 -   /03/05 
55 MC 16/02 -   /03/05* 
56 MC 24/01 -   /03/05 
57 MC 24/01 -   /03/05* 
58 MC 26/12 
59 MF 16/02 -   03/05* 
60 “outra” 
61 MC1 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
62 MC2 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
63 MC3 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
64 MC4 inoc 24/02/05 – 01/03/06 
65 MC5 inoc 24/02/05 – 01/03/05 
66 MC 24 inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
67 MC 25 inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
68 MC 26 inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
69 MC 29 inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
70 MC 29* inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
71 MC 30 inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
72 MC 30* inoc 24/02/05 estr 02/03  19/03/05 
73 D1M1 
74 D2M1 

Continua... 
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TABELA 1A, Cont. 
75 D3M1 
76 D4M1 
77 D1M2 
78 D2M2 
79 D3M2 
80 D4M2 
81 B01 
82 B02 
83 M1.1 
84 M1.2 
85 M1.3 
86 M1.4 
87 M2.1 
88 M2.2 
89 M2.3 
90 M2.4 
91 M3.1 
92 M3.2 
93 M3.3 
94 M3.4 
95 1.1 
96 1.2 
97 1.3 
98 1.4 
99 2.1 
100 2.2 
101 2.3 
102 2.4 
103 3.1 
104 3.2 
105 3.3 
106 3.4 
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