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RESUMO

A relacdo biologica de leveduras industrialmente importantes do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” causa equivoco na correta identificacdo das
leveduras. Por isso, este trabalho apresenta a técnica de PCR - fingerprinting com
diferentes marcadores que identificaram com eficiéncia as verdadeiras espécies
do complexo Saccharomyces “sensu stricto” e indicaram os hibridos naturais
isolados de processos industriais. Linhagens tipo, linhagens comerciais de vinho e
leveduras isoladas de vinho artesanal foram submetidas a analise de PCR -
fingerprinting usando oligonucleotideos Unicos (SPAR) e andlise de restricdo de
genes ribossomais e estruturais. Todas as seis espécies reconhecidas do
complexo Saccharomyces “sensu stricto” foram discriminadas e erros na
taxonomia anterior das leveduras de vinho foram observados. Além disso, estes
marcadores SPAR mostraram a complexidade da constituicdo hibrida dos isolados
industriais. O uso de marcadores SPAR pode ajudar na identificacdo de leveduras
isoladas da industria e do meio ambiente dentre uma das seis espécies do
complexo Saccharomyces “sensu stricto” e seus hibridos interespecificos, e na
reclassificacdo de linhagens depositadas em cole¢des de leveduras. Embora este
conjunto de marcadores falhe em determinar a contribuicAo de parentais no
processo de hibridizacdo, pode eficientemente tracar a dispersdo de leveduras
hibridas que foram originadas em eventos simples de hibridizac&o. O padrdo unico
gerado pelos marcadores SPAR foi bastante eficiente no monitoramento da
populacdo de leveduras durante o processo de fermentacdo industrial e pode

detectar a aproximacdao de leveduras hibridas em cada meio ambiente.

Palavras chaves: Taxonomia molecular, PCR - fingerprinting, Complexo
Saccharomyces sensu stricto, SPAR, leveduras hibridas.
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ABSTRACT

The biological relatedness of the industrially important yeast of the Saccharomyces
sensu stricto complex causes mistakes in correct yeast identification. Therefore,
this work presents a PCR-fingerprinting set of markers that can efficiently identify
the true species of this complex and point out the hybrid nature of industrial
isolates. Type strains, commercial wine strains and artizanal wine yeast isolates
were submitted to PCR-fingerprinting analysis using Single Oligonucleotideo
Amplification Reactions (SPAR), PCR ribotyping and single gene RFLP analysis.
All six recognizable yeasts species of the sensu stricto complex were discriminated
and mistakes in previous taxonomy of wine yeasts were observed. Moreover,
these SPAR markers showed the complexity of the hybrid constitution of industrial
isolates. The use of SPAR markers can help in identifying industrial and
environmental yeasts isolates within one of the six species of the sensu stricto, and
their interspecific hybrids, and in re-classifying strains deposited at yeast
collections. Although this set of markers fails in determining the contribution of
parental yeasts in the hybridization process, it can efficiently trace the dispersion of
yeast hybrids that can be originated in single events of hybridization.The unique
patterns generated by the SPAR markers might be useful in monitoring the yeast
population during industrial fermentation processes and can detect the appearance
of yeast hybrids in such environment.

Keywords: molecular taxonomy, PCR-fingerprinting, sensu stricto, SPAR, yeast
hybrids.
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1.0 - INTRODUCAO

7z

O complexo Saccharomyces “sensu stricto” é constituido por seis espécies
de leveduras que correspondem a Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus, S.
bayanus, S. cariocanus, S. mikatae e S. kudriavzevii, e pelos hibridos
interespecificos do complexo Saccharomyces “sensu stricto” S. pastorianus, S.
uvarum, S. monacensis e S. carlsbergensis (Vaughan-Martini, A. and Martini, A.,
1998). Estas leveduras apresentam caracteristicas bioquimicas e fisiologicas
muito semelhantes, o que faz com o que a identificacdo de seus isolados a partir
dos métodos bioquimicos convencionais seja uma tarefa muito dificil (Vaughan-
Martini, A. and Martini, A., 1998). Estas espécies de levedura sdo muito utilizadas
do ponto de vista industrial, pois estdo envolvidas na producdo de bebidas
alcoodlicas fermentadas (cerveja, vinhos e cidras, dentre outras) e destiladas
(cachaca e whisky, dentre outras) e a qualidade destas bebidas depende em
grande parte da espécie e da linhagem utilizada, pois as células de levedura
produzem, durante a fermentacdo, compostos que conferem aroma e sabor ao
produto final (Walker, 1998). Portanto, a correta identificacdo das linhagens
industriais tem relevancia do ponto de vista comercial e biotecnolégico, além de
contribuir para o entendimento do processo de especiacdo do complexo
Saccharomyces “sensu stricto”.

A grande similaridade fisiologica entre estas espécies decorre da alta
semelhanca genética que permite até a formacéo de hibridos interespecificos que
sdo viaveis, embora estéreis e a correta identificacdo desses hibridos é, portanto,
uma tarefa ainda mais dificil quando se utilizam os métodos convencionais que se
baseiam nas caracteristicas morfolégicas e nas propriedades fisioldgicas de cada
levedura (Naumova et al.,, 2000; Kurtzman e Robnett, 2003). Atualmente, os
taxonomistas tém se utilizado de técnicas de biologia molecular para a
identificacdo e diferenciacdo de organismos geneticamente muito proximos como
as leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto”. Tais técnicas podem
gerar valiosas informa¢cdes sobre a composicdo, e o arranjo genémico desse

grupo de leveduras. No presente trabalho, apresentamos um conjunto de

11
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marcadores moleculares capazes de identificar as seis diferentes espécies do
complexo Saccharomyces “sensu stricto”, além de identificar seus hibridos

interespecificos e discriminar as diferentes linhagens.

12
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2.0 - JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

A identificacdo convencional de leveduras através das caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas é trabalhosa e algumas vezes leva a
classificacdo e identificacdo incorreta, além de consumirem bastante tempo. A
partir disto tem-se buscado cada vez mais técnicas mais precisas para a
identificacdo de leveduras através do DNA.

Pelo exposto acima, verifica-se que as técnicas moleculares de
discriminagdo genética estdo sendo cada vez mais utilizadas no auxilio da
classificacdo taxondmica das leveduras, dadas as limitacbes dos testes
convencionais. Em alguns casos é possivel observar divergéncias em resultados
de diferentes autores que utilizam variados métodos convencionais para a
classificagcdo taxondmica das leveduras do complexo Saccharomyces “sensu
stricto”. Porém é possivel utilizar técnicas moleculares como um método adicional
a classificacdo taxonémica convencional para que se obtenham resultados mais
rapidos e seguros quanto a correta classificacao.

Neste aspecto, o presente trabalho deve contribuir para uma reclassificacao
das leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto” que é um problema
enfrentado pelos taxonomistas que utilizam métodos de classificacdo
convencionais. Os resultados mostrados no corpo deste trabalho deverdo ser
considerados como prova da eficiéncia e rapidez das ferramentas da biologia
molecular no auxilio a classificacdo convencional em termos de taxonomia de

microorganismos.

13
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3.0 - OBJETIVO

3.1 - Objetivo Geral

Identificar e diferenciar as leveduras dentro do complexo Saccharomyces
“sensu stricto” por PCR - fingerprinting.

3.2 - Objetivos especificos

-Estabelecer um padréao de amplificacéo para  distinguir
interespecificamente as espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto”;
-Estabelecer um padréo de amplificagéo para  distinguir

interespecificamente os hibridos do complexo Saccharomyces “sensu stricto”.

14
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4.0 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 — Filo Ascomycota

Segundo Alexopoulos et al. (1996) o filo Ascomycota é considerado como o
maior grupo de fungos, compreendendo aproximadamente 32.000 espécies,
estando entre estas inUmeras espécies de leveduras. Dentre as principais
caracteristicas apresentadas pelos Ascomycota, é possivel citar o micélio septado,
com paredes celulares contendo quitina e glicanas, e a produgéao de asco. Embora
0os Ascomycota possam se diferenciar macroscopicamente de fungos pertencentes
a outras divisbes, suas estruturas microscopicas, como exemplificado pela
presenca de ascos, sao diagnoésticos do grupo. Os ascos apresentam a forma de
um saco ou clava, sendo este responséavel pela formacdo dos ascosporos, que,
em geral, sdo em numero de quatro ou multiplos de quatro, podendo ser liberados
dos ascos quando maduros. Muitos representantes deste grupo apresentam
importancia industrial e comercial, na producdo de pao, vinho e cerveja como
Saccharomyces cerevisiae, bebidas lacteas do tipo Kefir como Kluyveromyces
marxianus ou contaminando a producdo de vinho como Brettanomyces anomalus
(anamorfo de Dekkera bruxellensis). As células destas leveduras apresentam

morfologias distintas (Figura 1).

Figura 1. Micrografias eletrbnicas de varredura de células das leveduras do Filo
Ascomycota Saccharomyces cerevisiae (A), Kluyveromyces marxianus (B) e
Brettanomyces anomalus (C). Retirado do banco de imagens da cole¢cdo CLIB
(Thiverval-Grignon, Franca) (www.inra.fr/clib).

15
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Alexopoulos et al. (1996) relata que as estruturas multicelulares produtoras
de ascos sao chamadas de ascomas ou ascocarpo e se apresentam em quatro
formas principais, conhecidas como: apotécio (pode liberar muitos ascos ao
mesmo tempo), cleistotécio (ndo tem abertura, apresentando diferente estratégia
para dispersdo), peritécio (permite a liberacdo de um asco de cada vez), e
pseudotécio ou ascostroma (estrutura estromatica na qual uma ou mais cavidades
sdo formadas pelos ascos em desenvolvimento). Em alguns casos, ndao ha
formacdo de ascoma, sendo o0s ascos produzidos diretamente nas hifas
ascogenas (“ascos nus”). Os Ascomycota que ndao produzem ascomas, apenas
ascos solitarios, ndo sdo numerosos, porém incluem muitas leveduras
importantes, sendo estas abundantes em agua doce e salgada, em solos, nas
superficies das frutas e nos exsudados foliares. O asco é uma estrutura de forma

e diferenciacdo diversa e sua morfologia é de grande importancia para a

taxonomia do grupo (Figura 2).

Figura 2. Microscopia Optica de ascos formados pela
esporulacdo de células de S. cerevisiae mostrando a formagéao
de quatro ascosporos (A) ou de trés e dois ascosporos (B).
Retirado do banco de imagens da colecdo CLIB (Thiverval-
Grignon, Franca) (www.inra.fr/clib).

Ainda segundo Alexopoulos et al. (1996) os ascos podem ser unitunicados
(com uma unica parede) ou bitunicados (com parede dupla). Os Ascomycota
unitunicados liberam o0s seus ascosporos por dois modos: através de uma
abertura circular com um opérculo (operculados), ou através de uma estrutura
parecida com um anel ou um poro estreito (inoperculados). Produzem dois
estados reprodutivos distintos, conhecidos como: teleomorfo ou estado perfeito,

caracterizado pela formacédo de esporos sexuados (ascosporos), e anamorfo ou

16
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estado imperfeito, quando ha formacédo de esporos assexuados (blastosporos,
conidios). Embora a reproducdo dos Ascomycota se realize através desses dois
processos, sua classificacdo é baseada nas estruturas reprodutivas sexuais e

caracteristicas fisiolégicas.

4.2 — O género Saccharomyces

De acordo com Walker (1998), o género Saccharomyces constitui um dos
mais importantes géneros de leveduras pela sua grande importancia na producao
de alimentos e bebidas que remonta desde a época do antigo Egito. O nome
Saccharomyces significa “fungo do acgucar”. Muitos membros desse género séo
bastante utilizados, como S. cerevisiae na producédo de pao, cerveja e vinho, S.
bayanus e S. uvarum na producdo de vinhos, S. pastorianus, S. carlsbergensis e
S. monacensis na producdo de cervejas e S. boulardii que é utilizado como
probiético e na suplementagdo alimentar. Estas leveduras sdo geralmente
polipldides, com algumas linhagens industriais apresentando diferentes graus de
aneuploidia. As leveduras de cerveja sdo separadas em dois grupos: as linhagens
“Ale” (S. cerevisiae) e as linhagens “Lager” (S. pastorianus e S. carlsbergensis).
Estas linhagens “Lager” sdo classificados como hibridos interespecificos de S.
cerevisiae e S. bayanus e sao freqientemente referidas como leveduras de baixa
fermentacdo (“bottom fermenting yeasts”). Em contraste, as leveduras “Ale” sao
referidas como leveduras de alta fermentacéo (“top fermenting yeasts”).

Segundo Barnett et al. (1990) e Barnett et al. (2000) a levedura do género
Saccharomyces possui reproducdo assexuada por brotacdo multilateral; as células
variam de esféricas, ovais, elipsoides, cilindricas a alongadas; o pseudomicélio,
quando formado, pode ser bem desenvolvido ou rudimentar; ndo forma micélio
verdadeiro. Em meio liquido pode ocorrer a formacédo de uma pelicula ténue. A
reproducdo sexuada se da pela formacdo de ascos persistentes usualmente com
1 a 4 ascosporos lisos, redondos ou ovais; fermenta acucares; ndo assimila
lactose nem nitrato.

Van der Walt (1970) relata que a presenca das leveduras no processo de
fermentacdo alcoodlica foi primeiramente sugerida em 1680, embora o género

17
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Saccharomyces sO tenha sido designado em 1837. Apenas em 1876 Louis
Pasteur demonstrou cientificamente o0 envolvimento de seres vivos na
fermentacdo e em 1888 o pesquisador E. Hansen isolou as leveduras
fermentadoras. O desenvolvimento das técnicas de microscopia na época permitiu
o estudo da morfologia e permitiu o isolamento e determinacdo do grau de pureza
das primeiras preparacdes comerciais. Atualmente o género Saccharomyces
inclui dois grandes grupos de leveduras separados segundo caracteristicas
fisioldgicas e filogenéticas que sdo Saccharomyces “sensu lato” e Saccharomyces
“sensu stricto” e as leveduras do complexo “sensu lato” sdo geneticamente muito
distintas e possuem em comum baixa ou nenhuma atividade fermentativa, como é
0 caso das espécies S. kluyveri, S. exiguous e S. castellii e S. servazzii. Entretanto
o detalhamento das caracteristicas deste grupo esta fora do escopo deste
trabalho.

4.2.1 - O Complexo Saccharomyces “senso stricto”
O complexo Saccharomyces “sensu stricto” possui leveduras

geneticamente e fisiologicamente muito relacionadas e que estdo envolvidas em
processos fermentativos como apresentados acima. A primeira levedura a ser
descrita do complexo Saccharomyces “sensu stricto” foi S. cerevisiae e atualmente
existem seis espécies descritas para este grupo. Dentre estas espécies € comum
ocorrer a troca de material genético, resultando em hibridos interespecificos
estéreis que produzem ascosporos nao viaveis e alguns raros hibridos
intraespecificos que sao férteis e produzem ascosporos viaveis (Naumov et al.,
2000).

Mccullough et al. (1998) realizaram estudos filogenéticos do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” baseados no polimorfismo das sequéncias
espacadoras do rDNA. A andlise permitiu agrupar as leveduras em dois conjuntos:
o grupo Cerevisiae que incluiu os isolados com nivel de reassociacdo com o DNA
gendmico da espécie tipo S. cerevisiae CBS 1171 maior do que 89% e o grupo
Bayanus que incluiu os isolados com nivel de reassocia¢cdo com o DNA nuclear da

espécie tipo de S. bayanus CBS 380 superior a 72%. As espécies S. paradoxus e
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S. pastorianus ndo puderam ser separadas e foram incluidas nos conjuntos
Cerevisiae e Bayanus, respectivamente.

Ao longo dos ultimos 30 anos a taxonomia das leveduras do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” vem sendo constantemente alterada pelo uso de
técnicas taxondbmicas cada vez mais sofisticadas que utilizam analises de
sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos. Por exemplo, as espécies S.
diastaticus, S. oleaginosus e S. oleaceus ja foram agrupadas como subespécies
de S. cerevisiae (Barnett et al., 1990), o que foi recentemente confirmado com o
uso de marcadores moleculares de tipagem genética (Silva-Filho et al., 2005a). A
grande proximidade genética e filogenética e a semelhanca nos perfis fenotipicos
das provas bioguimicas torna muito dificil a tarefa de identificacdo e classificacdo
destas leveduras. A taxonomia convencional usa provas bioquimicas e
caracteristicas morfoldgicas que foram e serdo muito Gteis na taxonomia dos seres
vivos, entretanto o uso de marcadores moleculares esta auxiliando e de certa
forma revolucionando a classificacdo das leveduras (Kurtzman e Robinett, 2003).

Em conjunto, estas técnicas formam a taxonomia moderna.

4.3 - Taxonomia convencional
Segundo Barnett et al. (2000) as principais caracteristicas usadas para a

classificacdo das leveduras sdo a morfologia celular e da colénia, o modo de
reproducdo sexual, caracteristicas fisiologicas como a fermentacéo e assimilacao
de diferentes acgucares (maltose, glicose, sacarose, galactose, melibiose, dentre
outros) e assimilacao das diferentes fontes de nitrogénio (nitrato, aminas, amonia,
dentre outros), crescimento em meio com deficiéncia de vitaminas, crescimento
em alta concentracdo de glicose ou NaCl (Cloreto de sodio), crescimento na
presenca de ciclohexamida (actidiona), dentre outras. O conjunto dessas
caracteristicas resulta numa planilha de dados fisiolégicos cujos resultados séao
especificos para cada espécie. As espécies de leveduras do filo Ascomycota que
assimilam amina como fonte de nitrogénio ou crescem em metanol ou adenina sao
consideradas filogeneticamente um grupo muito préximo (Middelhoven e
Kurtzman, 2003).
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A fermentacdo de glicose e de outros aclUcares € uma caracteristica
importante na distribuicdo, em toda a arvore filogenética, das leveduras do filo
Ascomycota, esta reacdo € mostrada apenas com baixa concentracdo de
oxigénio, porém poucas leveduras fermentam com baixa condi¢cdo aerodbica. O
crescimento de leveduras na presenca de acido Urico e amonia, utilizando-os
como fonte de carbono, também tem sido bastante utilizado na distribuicdo
filogenética das leveduras do filo Ascomycota e também é verificado que muitas
espécies que apresentam essa capacidade de crescimento também assimilam
n-hexadecano como fonte de carbono e as espécies que compartilham estas
caracteristicas sao distribuidas em um sé grupo no topo da arvore filogenética dos
Ascomycotas (Kurtzman e Robnett, 1998; Middelhoven e Kurtzman, 2003).

A taxonomia através da visualizagdo microscépica das células de leveduras
leva em consideracdo o seu tamanho, formato, modo e forma de reproducao
assexuada, estrutura e modo de formacdo dos ascosporos, onde o formato
freqlentemente indica 0 modo de reproducao vegetativo (Barnett et al., 2000).

Para as leveduras que se reproduzem sexuadamente, produzindo
ascosporos, a importancia taxonémica € dada de como os ascos sao formados: de
célula vegetativa, de duas células conjugadas ou de células mae (Barnett et al.,
2000). Entretanto, leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto” séo
capazes de reproducéo sexual e em muitos casos linhagens isoladas do ambiente
natural ou usadas na industria ndo ascosporam ou mostram anomalia na sua
ploidia (frequentemente polipléide ou aneupléides), ocorrendo meiose anormal ou
defeituosa (Rainieri et al., 2003). A definicdo de espécies baseada na infertilidade
de linhagens € normalmente um dnico critério seguro de distingdo de espécie,
entretanto, tedrico, pelas raz6es mencionadas anteriormente, ndo podendo ser
aplicada com sucesso para todas as linhagens (Naumov, 1996). Especificamente
o tipo de reproducdo sexual das leveduras € uma das ferramentas para a
delimitacdo de espécie, na qual o conceito de espécies biologicas define um
conjunto de organismos que sao capazes de hibridizar e produzir descendentes

viaveis e férteis (Rainieri et al., 2003).
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4.4 - Taxonomia molecular

Taxonomia é o ramo das Ciéncias Bioldgicas que tem como objetivos: 1) o
desenvolvimento de sistemas de classificacdo “natural” dos organismos baseados
na histéria evolucionaria e na relacdo filogenética entre o0s organismos
contemporéaneos e 2) o desenvolvimento de procedimentos para a identificagéo
inequivoca dos individuos de uma determinada espécie. A disponibilidade dos
métodos moleculares, iniciados com o0s procedimentos de sequénciamento de
proteinas e posteriormente dos genes levou ao desenvolvimento da chamada
filogenética molecular que usa a comparacdo das sequéncias de aminoécidos e
nucleotideos tanto para definir como para identificar as espécies. Da mesma forma
gue a taxonomia convencional utiliza os diferentes dados fisiologicos, a taxonomia
molecular pode lancar mado de uma analise multigénica para aumentar o grau de
especificidade dos resultados obtidos (Kurtzman e Robinett, 2003).

Na investigacao filogenética, as sequiéncias dos genes sdo comparadas, as
similaridades e as diferencas sdo averiguadas para se determinar o ancestral
comum (Olsen e Woese, 1993). Os estudos filogenéticos moleculares tem sido
focados principalmente nos genes que codificam as moléculas de RNA
ribossémicos. Estas seqiiéncias constituem excelentes sinais filogenéticos pelo
fato dos ribossomos estarem presentes em todos organismos celulares e
desempenhando a mesma fungéo, o que constitui um padrdo de homologia de
funcao altamente conservada (Rainieri et al., 2003).

A maioria dos estudos de filogenia utiliza a comparacéo de sequéncias de
nucleotideos dos genes que codificam as moléculas de RNA ribossémicos, os
quais apresentam taxas de mutacdo diferenciadas. Por exemplo, as regides
transcritas internas (ITS) do agrupamento de genes que definem a subunidade
menor dos ribossomos apresentam altas taxas de mutacao e podem ser utilizadas
na identificacdo individual ou de espécies, enquanto que a sequéncia de
nucleotideos do gene 18S € altamente conservada e pode ser utilizada na
definicdo de espécies ou de géneros (White et al., 1990). A sequéncia do gene
26S também ¢€é muito conservada, entretanto existe uma regido de

aproximadamente 600 pb chamada de dominio varidvel D1/D2 que foi utilizada
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para redefinir a classificacdo das cerca de 500 espécies de leveduras do filo
Ascomycota (Kurtzman e Robnett, 2003). Também ¢é possivel a utilizacdo da
sequéncia de genes codificadores de proteinas para se estabelecer as relagbes
filogenéticas entre as leveduras. Estas informagBes s&o particularmente
importantes quando se trata de leveduras muito préximas, como € o0 caso das

espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto” (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma de distancia genética baseada na analise das
sequéncias do gene que codifica a glutamato desidrogenase em
diferentes leveduras do complexo Saccharomyces sensu stricto e
leveduras da familia Saccharomycetales (Fonte: Laboratério Genética
de Microrganismos do Departamento de Genética da UFPE).).

As leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto” sdo bastantes
similares genética e fenotipicamente, dificultando a diferenciacdo entre elas com
base nos testes convencionais (Naumova et al., 2003). As limitacbes no uso da
taxonomia convencional e os problemas associados com a aplicacdo do conceito
de espécies para as leveduras, vém sendo diminuidos com o aumento do uso dos
métodos moleculares (Rainieri et al.,, 2003). A taxonomia do género
Saccharomyces foi submetida recentemente a uma significante modificacdo com o
uso de métodos genotipicos e fenotipicos de identificacdo de linhagens, tais como
a determinagédo da percentagem de guanina e citosina no DNA total (Kurtzman,
1985) e estudos de similaridade na reassociacdo genémica do DNA (Vaughan-
Martini e Kurtzman, 1985), além da utilizacdo da anéalise multigénica (Kurtzman e

Robnett, 2003). Com isso, atualmente sdo reconhecidas seis espécies para o
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complexo Saccharomyces “sensu stricto” que sdo S. cerevisiae, S. bayanus, S.
paradoxus, S. cariocanus, S mikatae e S. kudriadzevii (Naumova et al., 2000;
Kurtzman e Robnett, 2003). Além disso, existem ainda hibridos interespecificos
que apresentam caracteristicas fenotipicas quase que indistinguiveis de seus
parentais, como é o caso de S. pastorianus, S. carlsbergensis e S. uvarum. A
origem e estrutura genéticas desses hibridos estdo sendo determinadas a partir do
uso das técnicas moleculares de analise estrutural e de sequéncias de
nucleotideos utilizando diferentes tipos de genes (Masneuf et al., 1998; Jaspersen
et al., 2000; Casaregola et al., 2001; Naumova et al., 2003). A possibilidade de
formacdo desses hibridos nos processos industriais aumenta ainda mais a
complexidade taxondmica do grupo.

Além das sequéncias de nucleotideos pode-se também analisar a estrutura
fisica de partes ou de todo o genoma de um organismo que podem ser
classificadas em métodos de analise de restricdo génica ou gendémica, métodos de
determinacdo de padrdoes cromossémicos e os métodos baseados em PCR, com
suas variacdes. A exemplo do sequénciamento de genes, essas técnicas também
seriam capazes de identificar uma determinada espécie e seus individuos,
cumprindo com o objetivo 2 da taxonomia apresentado acima, entretanto ndo séao
capazes de estabelecer uma relacdo filogenética entre as diferentes espécies.
Portanto, essas técnicas indicam mais caracteristicas fenotipicas (padrdo de
bandas de DNA, com a auséncia ou presenca de uma banda) do que genatipicas,
e sao classificadas como técnicas de analises fenéticas. Os dois tipos mais
comuns de técnicas fenéticas moleculares atualmente utilizados sdo a
cariotipagem molecular e as técnicas baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase, ou PCR. A de cariotipagem molecular por eletroforese de DNA em
campo pulsado (PFGE) permite identificar o conjunto cromossdmico de uma
espécie, e seu polimorfismo associado, tanto em namero quanto em relacdo ao
peso molecular dos cromossomos e tem sido extensivamente utilizado na
identificacdo de isolados industriais de S. cerevisiae (Lucena, 2003). Ja a PCR

apresenta variacdes que permitem a analise de uma série de padrbes de bandas
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amplificadas a partir do reconhecimento especifico ou aleatério dos
oligonucleotideos (Silva-Filho et al., 2005a).

Recentemente tem-se utilizado o padrdo do polimorfismo de tamanho dos
fragmentos de restricdo do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) que consiste na
extracdo e digestdo com enzima de restricdo do DNA mitocondrial dos isolados.
Os padrdes gerados sdo geralmente especificos e as pequenas diferencas

geradas podem caracterizar as diferentes linhagens (Querol et al., 2003).

4.4.1 - Identificacdo genética
A andlise genbmica das diferentes espécies de leveduras permite a

identificacdo de seqUéncias especificas para uma dada espécie. Kurtzman e
Robnett (1998) fizeram uma revisdo na classificacdo das leveduras do filo
Ascomycota a partir do sequénciamento dos genes que codificam para os RNAs
ribossomais 26S e 18S. Esta andlise revelou a relagcdo filogenética entre as
espécies e estabeleceu o numero de 500 espécies para o0s Ascomycota.
Adicionalmente, essa analise estabeleceu também o limite genético entre as
espécies como sendo duas leveduras que distam entre si em mais de 1% de
divergéncia na sequéncia de 600 nucleotideos da regido variavel D1/D2 do gene
26S e este limite tem sido atualmente aplicado para a identificacdo das espécies
atuais do filo Ascomycota bem como na identificacdo de espécies novas. Com
este procedimento experimental estabelecido foi possivel se comprovar a
taxonomia do complexo Saccharomyces “sensu stricto” como apresentando seis
espécies e seus hibridos (Kurtzman e Robnett, 2003).

Baseado na analise de seqiuiéncia da regidao D1/D2 do gene 26S e da regido
espacadora NTS2 que se localiza entre dois locos ITS1-5.8S-ITS2 do DNA
ribossomal, Pulvirenti et al. (2000) propuseram o reestabelecimento de S. uvarum
como sendo uma espécie dentro do complexo Saccharomyces “sensu stricto”.
Esta proposicéo foi posteriormente suportada pela andlise de sequéncia do gene
que codifica para a enzima glutamato desidrogenase (Nguyen e Gaillardin, 2005).
Nesta andlise a seqliiéncia de nucleotideos do gene GDH de S. bayanus difere em

11% de seu homologo em S. cerevisiae. Entretanto, a sequéncia do homologo nas
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diferentes linhagens de S. uvarum diverge na mesma proporcao para estas duas
espécies, indicando que S. uvarum deve realmente representar uma espécie
distinta de S. bayanus. Entretanto, a composic¢ao hibrida do genoma de S. uvarum
€ bem mostrada na literatura. Por exemplo, Torriani et al. (2004) otimizou o
método de PCR multiplex utilizando dois pares de oligonucleotideos espécie-
especificos com sequéncias complementares aos locos YBR0O33w de S.
cerevisiae. A amplificacdo com os oligonucleotideos YC1f e YC2r gerou
fragmentos de aproximadamente 1710 pb para os isolados da espécie S.
cerevisiae e a amplificacdo com os oligonucleotideos YB1f e YB2r gerou
fragmentos de aproximadamente 329 pb para os isolados da espécie S. bayanus.
Entretanto, os isolados que correspondiam aos hibridos amplificaram os dois
fragmentos, como foi o0 caso de linhagens de S. pastorianus e S. uvarum. Masneuf
et al. (1996) e Casaregola et al. (2001) conseguiram identificar diferentes
linhagens das espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto” isolados de
vinicolas na Franca pela andlise de restricdo de um fragmento do gene MET2. Os
dois grupos Cerevisiae e Bayanus apresentaram padrdes distintos, enquanto 0s
hibridos interespecificos apresentaram em geral ambos os padrées. Masneuf et al.
(1998) fizeram a identificacdo de dois isolados de leveduras, uma de vinho
primeiramente identificada como linhagem de S. uvarum e uma de sidra foram
caracterizadas pelo seu genoma nuclear e mitocondrial. A andlise da cariotipagem
eletroforética, o polimorfismo do fragmento de restricdo da amplificacdo do gene
MET?2 e a andlise da sequéncia da parte dos dois alelos do gene MET2 deram
suporte para afirmar que estas duas linhagens constituem hibridos entre S.
cerevisiae e S. bayanus. Os dois hibridos tiveram padréo de restricAo do DNA
mitocondrial completamente diferente entre eles assim como diferentes
sequéncias do gene OLI1. A sequéncia do gene OLI1 da linhagem hibrida de
vinho parece ser a mesma do gene de S. cerevisiae, entretanto o gene OLI1 da
linhagem hibrida de sidra € igualmente divergente de ambos 0s parentais
apresentados, S. bayanus e S. cerevisiae. Algumas propriedades fermentativas

foram analisadas e um fenotipo refletiu a natureza hibrida destas duas linhagens.
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Um método biolégico molecular baseado na analise eletroforética de
fragmentos de PCR migrados em géis desnaturantes em gradiente (“Desnaturing
Gradient Gel Electrophoresis” - DGGE) foi desenvolvido para distinguir entre
linhagens dentro do complexo Saccharomyces “sensu stricto” (Masneuf et al.,
1998). Neste sistema, as bandas dos fragmentos de PCR que migram de forma
diferencial sdo purificadas e submetidas a sequénciamento para correta
identificacdo dos isolados. Uma vez estabelecida a relagdo entre a mobilidade
eletroforética da banda e a sua identificacdo da espécie pode-se utilizar a técnica
de DGGE para identificar a presenca das diferentes espécies em amostras
industriais e ambientais (Manzano et al., 2004).

Da mesma forma, a analise de restricdo do locos de rDNA é capaz de
discriminar as 10 espécies aceitas de Saccharomyces, além de distinguir hibridos
interespécificos (Mccullough et al., 1998). Embora este seja um marcador do tipo
fenético, o fato de se conhecer as sequéncias de nucleotideos dos sitios de
restricdo e da localizacdo fisica desses sitios faz com que estes marcadores
possam ser utilizados em analises genéticas e filogenéticas. Isto também pode ser
aplicado a andlise de restricdo de genes estruturais.

4.4.2 - Andlises fenéticas
Os métodos de analise fenética sao baseados em caracteristicas

fenotipicas dos organismos, e no caso das leveduras podem se valer das
caracteristicas morfolégicas das células, esporos e coldnias. Desde o final da
década de 80 esta classificacdo numérica ganhou o auxilio dos marcadores
moleculares que sao capazes de discriminar individuos diferentes e identificar
representantes de um mesmo grupo taxondmico. Esses métodos baseiam-se na
analise do padrédo de bandas gerados por diferentes marcadores, em uma analise
binéria de presenca ou auséncia de uma determinada banda, sem a necessidade
de identificacdo e localizacdo daquela banda no genoma dos individuos. Esta falta
de informacdo ndo permite que estes marcadores informem a origem genética dos
isolados, mas podem gerar informacdes valiosas sobre a clonalidade dos isolados,
origem geogréafica e distribuicdo espacial e temporal. Aléem do mais, padrbes

minimos especificos podem ser identificados, caracterizando uma determinada
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espécie. Alguns exemplos da utilizagcdo dessas técnicas sdo mostrados a seguir,
focalizando principalmente as técnicas que utilizam a PCR.

Os procedimentos chamados PCR-fingerprinting utilizam a capacidade de
certos oligonucleotideos de se hibridizarem em diferentes regiées do genoma do
organismo alvo. Uma das possibilidades € o uso de oligonucleotideos de unidades
repetidas que equivalem aos chamados microssatélites. Estes oligonucleotideos
hibridizam nas regifes de microssatélite no DNA alvo amplificando as seqiiéncias
entre estas regides internas entre sequéncias repetidas (ISSR — “Inter Single
Sequence Repeats”). Estes procedimentos que utilizam um  Unico
oligonucleotideos na PCR sdo chamados de Reacdo de Amplificacdo usando
Oligonucleotideos Unicos (SPAR - *“Single Oligonucleotideo Amplification
Reaction”). Para leveduras os oligonucleotideos que tém sido bastante utilizados
sdao (GTG), (GACA), sequéncia M13 e os oligonucleotideos dos sitios de
processamento de RNA do tipo 1. Estas reacfes correspondem a um tipo de
RAPD com maior reprodutibilidade pelo uso de temperaturas de hibridizacdo mais
elevadas (Baleiras-Couto et al., 1996; De Barros-Lopes et al., 1996; Torriani et al.,
1999; Naumova et al., 2000; Fernandez-Espinar et al., 2001; Schuller et al., 2004;
Silva-Filho et al., 2005a; Silva-Filho et al., 2005b). A despeito da grande
capacidade destes marcadores em discriminarem isolados de uma determinada
espécie, é recomendada o uso de uma combinacdo desses marcadores para a
completa identificacdo de linhagens genéticas diferentes (Fernandez-Espinar et
al., 2001; Schuller et al., 2004), especialmente para propésitos de taxonomia e
certificacdo comercial das linhagens.

Segundo White et al. (1990) as técnicas baseadas na analise dos padrdes
de digestdo de DNA tanto genémico como mitocondrial, também estdo sendo
muito utilizadas pela grande estabilidade e conservacdo dos sitios de restricao
naquela determinada regido do genoma do organismo alvo. A regido que
compreende entre 0s genes que codificam os RNAs ribossdmicos 18S e 26S séo
muito usadas neste sentido. Esta regido contém a sequéncia interna transcrita 1
(ITS1), o gene que codifica 0 RNA ribossomal 5.8S e a sequéncia interna

transcrita 2 (ITS2), a qual € comumente chamada de ITS1-5.8S-ITS2. O fragmento
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de amplificacdo que contém esta regido varia de tamanho entre as diferentes
espécies do filo Ascomycota, embora algumas espécies possam apresentar o
mesmo tamanho. Para permitir a distincdo entre eles utiliza-se uma série de
enzimas de restricAo separadas ou em conjunto e o0 padrdo de restricdo deve
discriminar as espécies. Mesmo assim, duas espécies muito proximas podem
também apresentar o mesmo perfil de digestdo, sugerindo que eles se
diferenciaram muito recentemente. Em conjunto, a amplificacdo da regido ITS1-
5.8S-ITS2 seguida de digestdo do fragmento amplificado é chamado de RFPL-
rDNA.

Naumova et al. (2003) utilizou as técnicas de PCR-fingerprinting com o
microssatélite (GTG)s e RFLP-rDNA em diferentes isolados Saccharomyces de
cerveja no leste da Africa, comparando-os com as culturas tipo do complexo
Saccharomyces “sensu stricto”. Os resultados mostraram a eficiéncia destas duas
técnicas na discriminacdo interespecifica das seis espécies e seus hibridos,
colaborando com os dados anteriores relativos ao emprego da RFPL-rDNA para
as espécies S. cariocanus, S. kudriavzevii e S . mikatae obtidos por Naumov et al.
(2000).

A digestdo do DNA mitocondrial de leveduras Ascomycota também esta
sendo proposta como um método de identificacdo de espécies e até de
discriminagéo de linhagens de uma espécie. A combinacgdo da restricdo do DNA
total e do DNA mitocondrial tem permitido a identificagcdo molecular de isolados
industriais de S. cerevisiae e S. bayanus, separando bem estas duas espécies

como no caso de isolados de vinho (Viti et al., 2000).

4.4.3 - Anédlises fenéticas de leveduras de fermentacao alcodlica
De acordo com Silva-Filho et al. (2005a) o método de PCR-fingerprinting

baseado no oligonucleotideo de microssatélite (GTG)s foi utilizado para
caracterizar a dindmica da populacdo de leveduras ao longo do periodo de
fermentacdo em seis destilarias de &lcool combustivel no Nordeste do Brasil
(Figura 4). Os resultados mostraram que linhagens autéctones de S. cerevisiae

presentes no substrato cru podem se adaptar ao processo industrial de forma
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diferencial ao tipo de substrato utilizado, se caldo de cana ou melaco. Estes
resultados foram confirmados com o acompanhamento mais prolongado destas
populacdes de leveduras (Santos et al., 2005). Desta forma, linhagens que
dominam a populagéo de leveduras foram identificadas e selecionadas e que séo
mais presentes em destilarias e fermentam melaco ou cana-de-agUcar. Estas
linhagens foram propostas para serem usadas como fermento inicial nestes
processos industriais (Silva-Filho et al., 2005b). Em adicdo a estes trabalhos,
Basilio et al. (2005) mostrou que a técnica de PCR-fingerprinting com o
oligonucleotideo (GTG)s foi capaz de diferenciar 29 padrées de bandas distintos
para leveduras contaminantes. Estes isolados nao-S. cerevisiae foram
identificados pelo seqiiénciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA. A
levedura contaminante identificada como sendo da espécie Dekkera bruxellensis
foi o padrdo de amplificagdo n&o-S. cerevisiae mais freqientemente encontrado
no monitoramento, estando presente em 52% de todas as amostras com
contaminacao.

A levedura Dekkera bruxellensis foi estudada por De Souza-Liberal et al.
(2005) com o uso de outros marcadores de SPAR e os resultados mostraram que
diferentes linhagens podem ser encontradas na mesma populacdo de dornas de
fermentacdo e em destilarias diferentes. Com isso, foi possivel se estabelecer um
sistema de deteccdo especifica destas leveduras contaminantes baseado na
amplificacdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal para detectar a
presenca de leveduras ndo-Saccharomyces cerevisiae em mosto de caldo de
cana no processo de fermentacdo do bioetanol. Neste método, a amplificacdo de
um fragmento de 850 pb mostra a presenca de células de S. cerevisiae nas
amostras de mosto de fermentag&o, enquanto a presenca de fragmentos de outros

tamanhos mostra a presenca de leveduras contaminantes na mesma amostra.
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Figura 4. Padrdo de bandas de DNA gerado pela amplificacdo de amostras de
isolados industriais de leveduras da fermentagdo alcodlica com o
oligonucleotideo de microssatélite (GTG)s. As linhas de 1 a 8 representam o
padrdo espécie-especifico para S. cerevisiae e as linhas 9 e 10 representam o
padrdo espécie-especifico para a levedura D. bruxellensis (Fonte: Laboratorio
Genética de Microrganismos do Departamento de Genética da UFPE).

4.5 - Considerac0es finais
A taxonomia das leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto”,

tdo préximas do ponto de vista genético, é dificultada pela grande semelhanca
fenotipica entre elas, tanto morfologica quanto bioquimica/fisiologica. Isto é ainda
mais dificultado pela possibilidade de formacdo de hibridos interespecificos.
Exatamente por se tratar de um grupo importante de leveduras, dado o uso
industrial na produgéo de alimentos e bebidas, a correta identificagédo dos isolados
industriais e ambientais torna-se importante para a certificacdo comercial das
linhagens, bem como para o controle do processo industrial. Adicionalmente, a
correta identificacdo dos hibridos ganha relevancia cientifica na medida que se
podem estudar os mecanismos de formacgédo, estabilizacdo genética e evolucdo
adaptativa destes organismos. Portanto, este trabalho visa disponibilizar um
método baseado em multiplos marcadores moleculares que podem contribuir para

resolver os problemas taxondmicos neste grupo de leveduras.
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RESUMO

A alta proximidade genética entre as leveduras importantes do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” tem causado equivocos na correta identificacédo
das espécies do grupo. Por isso, este trabalho apresenta uma série de
marcadores de PCR-fingerprinting que identificaram com eficiéncia as verdadeiras
espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto” e indicaram os hibridos
naturais isolados de processos industriais. Linhagens-tipo, linhagens comerciais
de vinho e leveduras isoladas de vinho artesanal foram submetidas a analise de
PCR-fingerprinting usando oligonucleotideos Unicos (SPAR), ribotipagem por PCR
e andlise de restricdo génica. Todas as seis espécies reconhecidas do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” foram discriminadas e erros na taxonomia anterior
de leveduras do vinho foram observados. Além disso, estes marcadores SPAR
mostraram a complexidade da constituicdo hibrida dos isolados industriais. O uso
de marcadores SPAR pode ajudar na identificacdo de leveduras isoladas da
indUstria e do meio ambiente dentre uma das seis espécies do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” e seus hibridos interespecificos, e na
reclassificacdo de linhagens depositadas em colec¢des de leveduras. Embora este
conjunto de marcadores falhe em determinar a contribuicdo de parentais no
processo de hibridizacdo, pode eficientemente tracar a dispersdo de leveduras
hibridas que foram originadas em eventos simples de hibridiza¢do. O Unico padrdo
gerado pelos marcadores SPAR foi bastante eficiente no monitoramento da
populacdo de leveduras durante o processo de fermentacdo industrial e pode

detectar a aproximacao de leveduras hibridas em cada meio ambiente.
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INTRODUCAO

O complexo Saccharomyces “sensu stricto” é composto pelas seis espécies
de leveduras Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus, S. cariocanus,
S.mikatae e S. kudriavzevii e pelos hibridos interespecificos S. pastorianus, S.
uvarum, S. monacensis e S. calbergensis que sao dificilmente distinguidas umas
das outras por métodos bioquimicos convencionais (Vaughan-Martini and Martini
1998). Elas representam um importante grupo de leveduras do ponto industrial
pelo uso na producdo de pédo, bebidas alcodlicas e alcool combustivel. Elas
também compartilham quase o mesmo cariétipo (Naumov 1996 ; Naumov et al.
2000), estrutura fisica das sequiéncias do DNA ribossomal (Naumova et al. 2000) e
a sequéncia de nucleotideos do dominio 26S rDNA D1/D2 (Kurtzman and Robnett
2003), o que gera maior dificuldade na distincdo entre elas. Embora eles
apresentem o mesmo tipo de sinal de acasalamento, os hibridos resultantes séao
em sua maioria estéreis e produzem esporos nao viaveis, e esta caracteristica tem
sido utilizada como marcador de distingdo entre as seis espécies (Naumov et al.
2000; Kurtzman and Robnett 2003). Muitos relatos na literatura mostram
evidéncias da hibridizacdo interespecifica entre as espécies deste complexo e
este mecanismo alopolipléide pode ter envolvimento na promoc¢édo da adaptacéo
evolutiva das espécies de leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto”
em diferentes meios ambientes (Matzke et al. 1999), especialmente nas condi¢des
de fermentacdo industrial. Esta hibridizacdo interespecifica produz linhagens de
interesse industrial (Masneuf et al. 1998; Jaspersen et al. 2000; Casaregola et al.
2001; Naumova et al. 2003) e aumenta a complexidade taxondémica deste grupo.
Marcadores moleculares baseados em RFLP de genes individuais e PCR-
fingerprintring tém sido usados como alternativa para analise taxondmica de cada
tipo de espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto”.

O método de PCR-fingerprinting pode utilizar oligonucleotideos de
sequéncias repetidas que amplificam segmentos internos gendmicos em regides
repetidas (ISSR). Este método nomeado SPAR usa oligonucleotideos simples

constituido de microssatelites com repeticdo assim como o GTGn e GACAn, além
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de seqUéncias nédo repetidas mas dispersas no genoma do organismo alvo, tais
como a sequéncia M13 e a seqUéncia dos sitios de processamento de introns do
tipo 1. Esses padrbes de amplificacdo representam um tipo de analise de RAPD
com maior reprodutibilidade devido ao uso de temperaturas de hibridizacdo mais
elevadas. Assim, a hibridizacdo dos oligonucleotideos torna-se menos aleatorias
do que normalmente ocorre com 0 RAPD. Existem varios relatos na literatura que
apresentam a utilidade de cada oligonucleotideo para ambas as discriminacdes
interespecificas e intraespecificas das leveduras (Baleiras-Couto et al. 1996;
Torriani et al. 1999; Naumova et al. 2000; Fernandez-Espinar et al. 2001; Schuller
et al. 2004; Silva-Filho et al. 2005a; Silva-Filho et al. 2005b). Apesar desta
capacidade em detectar pequenas diferengcas genoémicas, tem sido recomendado
0 uso de mais de um desses marcadores moleculares para uma discriminagéo
inequivoca das linhagens (Fernandez-Espinar et al. 2001; Schuller et al. 2004),
especialmente quando a identificacdo correta € necessaria para propositos
taxondmicos ou comerciais. Além disso, a andlise genética dos hibridos a partir de
andlises de padrdes de restricdo multigénica pode identificar a contribuicdo das
leveduras parentais no processo de hibridizagcédo (Masneuf et al. 1998; Casaregola
et al. 2001; Kurtzman and Robnett 2003).

Neste trabalho nosso objetivo foi mostrar que todas as espécies conhecidas
do complexo Saccharomyces “sensu stricto” podem ser inequivocadamente
identificadas pelos oligonucleotideos do tipo SPAR. Além disso, 0 uso destes
oligonucleotideos pode ajudar na reclassificacdo de linhagens de leveduras e na

demonstracao dos hibridos naturais dos isolados de leveduras.

MATERIAL E METODOS

e Toda a metodologia deste trabalho foi realizada no departamento de

genética no Laboratoério de Genética de Microrganismo - UFPE.
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Meio de cultura

Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose — YPD (p/1 L)

Extrato de Levedura (Biobras).........cccccvvvvvvviiiiiiiiiieeeeeee, 10,09
Peptona (DifCO).......uuuiiiiiiieiie e 20,0 g
GlicoSe (NUCIEAN)......ceiiiiiiiiiieee e 20,09

O meio YPD (Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose) foi preparado de
acordo com Techera et al. (2001), sendo seu volume ajustado para 1.000 mL com

agua destilada e autoclavado a 121 °C por 15 minutos.

Solucbes e Tampdes
e As solucbes e os tampdes foram preparados de acordo com Sambrook et
al. (1989).

Solucéo de Lise (Solucéo de Extragcédo)

Tris-HCI 1 M pH 8,0 (GIDCO)....cvvvviiiiiiiiiie e 2,0 mL
EDTA 0,5 M pH 8,0 (GIBCO)......cccvvveiiieiiiiiiiiiieec e 0,5mL
SDS 10%0 (SIGM@)..uttttrunniiiiiieeeee e eeeeee et e e e e e eeee 1,0 mL
NaCl 0,5 M pH 8,0 (Reagen)........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 0,5mL
Agua destilaria esterilizada..............ccoovevveeeeeeieieeeeeeee e 6,0 mL

Tampéo Tris/EDTA (TE) pH 8,0
Tris Cl (PH 8,0) (SIgM@).....cceeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 10 mM
EDTA (PH 8,0) (SIgMQA)...cieieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 1mM

Tampéo Tris-Borato (TBE) 5X (p/1 L)

TS DASE (SIGMA)....eeieiiiiiiiiiiiie e 54,09
ACido DOMICO (GIDCO)......cvviveeeieeeiee e, 2759
EDTA 0,5M pPH 8,0 (GIDCO).....uvvviieiiiiiiiiiiieeieieece e 20,0 mL

O volume foi completado com agua destilada para 1000 mL.
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Linhagens das leveduras

As linhagens das leveduras ralacionadas na Tabela 1 foram doadas pelo
Dr. C. Kurtzman (NRRL, EUA) e pelo Dr. S. Casaregola (CLIB, Franca). As
leveduras comerciais utilizadas na producdo de vinho S. bayanus PB 2003 e
S.uvarum PB 2027 foram doadas pela AEB Bioquimica Latino Americana A.S.
(Parand). Os isolados Saccharomyces pastorianus GDB 776 e S. uvarum GDB
777 séo procedentes da producao de vinho artesanal no Brasil e identificadas por
testes bioquimicos convencionais de acordo com Barnett et al. (1990). O isolado
C18 (GDB 276) foi isolado a partir da producéo de alcool combustivel no periodo
de 2003-2004. As células foram mantidas em placas de meio YPD e estocadas a

-80°C em solucéo de glicerol estéril a 15%.

Tabela 1- Leveduras usadas neste trabalho e suas respectivas procedéncias.

Levedura Linhagem

S. bayanus EUA - NRRL Y 126247
S. cariocanus EUA - NRRL Y 27337
S. cerevisiae EUA - NRRL Y 126327
S. mikatae EUA - NRRL Y 273417
S. paradoxus EUA - NRRL Y 172177
S. pastorianus EUA - NRRL Y 271717
S. kudriavzevii EUA - NRRL Y 27339 "
S. bayanus Franca - CLIB 181"

S. carlsbegensis Franca - CLIB176'

S. monacensis Franca - CLIB 180"

S. paradoxus Franca - CLIB 228"

S. uvarum Franca - CLIB 533"
Saccharomyces sp. GDB 276*

S. pastorianus GDB 776 #

S. uvarum GDB 777 #

S. bayanus WY1°

S. uvarum WY2°

* isolado C18 isolada a partir da producéo de alcool combustivel no periodo de 2003-2004.

¢ isolados comerciais de vinho.
A isolados artesanais de vinho.
T Linhagem tipo.
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Extracdo do DNA
A extracdo do DNA foi realizada segundo Silva-Filho et al. (2005a). Os

isolados foram inoculados em meio YPD liquido e incubados a 30°C, por 16 horas,
a 150 rpm. Em seguida foi transferido 1,0 mL, de cada cultura, para microtubos de
1,5 mL e centrifugado por 3 minutos a 10.000 rpm em temperatura de 24°C. O
sobrenadante foi descartado e 600 pL de solucdo de extracdo foram adicionados,
agitado ao vortex e incubado em banho maria por 30 minutos, a uma temperatura
de 65°C, com agitacdo por inversao a cada 5 minutos. Apds a incubacdao, igual
volume de fenol/cloroformio (1:1) foi adicionado, agitado ao vortex e centrifugado
por 10 minutos, a 13.000 rpm, numa temperatura de 24°C. Foram transferido em
seguida 500 pL da fase superior para novos microtubos de 1,5 mL e 500 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foram adicionados. As amostras foram
centrifugadas mais uma vez por 10 minutos a 13.000 rpm com a mesma
temperatura e 400 pL da fase superior foram transferidos para novos microtubos
de 1,5 mL. A estes foram adicionados 800 pL de etanol absoluto gelado, deixando
precipitar por 2 horas a -20°C ou por 30 minutos a -80°C. ApGs a precipitacdo, o
DNA foi coletado por centrifugacdo por 10 minutos a 13.000 rpm com temperatura
de 24°C, lavado em 300 pL de etanol, a 70%, uma vez, secado em estufa a 37°C
por 30 minutos e em seguida ressuspendido em 100 pL de tampao TE pH 8,0 e
mantido a -20°C para uso posterior.

Quantificagcdo do DNA

A quantificagédo foi realizada por espectrofotometria com um comprimento
de onda de 260 nan6metro (nm) apoés diluicdo das amostras de 1:200. Para o
calculo da concentracdo de DNA, utilizou-se a relacdo 1 DO=50 pug/mL (Sambrook
et al. 1989).

Condicao da PCR
A técnica de PCR-fingerprinting foi realizada utilizando os primers (GTG)s,

(GACA)4, M13 (Silva-Filho et al. 2005a; Silva-Filho et al. 2005b) e E1 intron
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(Baleiras-Couto et al. 1996). A técnica de ribotipagem por PCR foi realizada com a
amplificacdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 com os primers Its4 and Its5 (De Souza-
Liberal et al. 2005) seguida de andlise de restricdo. A andlise de restricdo génica
foi realizada de acordo com o procedimento descrito em Casaregola et al. (2001).
As reacles de amplificacdo continham 50 ng de DNA, 5 pmols dos primer, 37,5
nmol de MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,625 ug BSA e 1,25 U Taq DNA
polimerase em tampao de PCR 1x com volume final de 25 pl. Os tubos de
amplificacdo foram submetidos a desnaturacdo a 94°C por 5 minutos seguido por
40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 90
segundos, com extenséo final de 72°C por 6 minutos. Para andlise de restricdo, 3
ul do produto de PCR foi digerido com as enzimas Haelll ou EcoRI em um volume
final de 20 pl por 2 h a 37°C. Os produtos de amplificacdo e de restricdo foram
separados em gel de agarose a 1,3% em tamp&o TBE 0.5x a 10 V.cm™ por 150
minutos. As bandas de DNA nos géis foram visualizadas ap0s coloracdo com
brometo de etidio, fotografadas com sistema digital de fotodocumentacdo -
programa PhotoCapt v 11.01 (Vilber Lourmat, Franca) e os tamanhos dos
fragmentos comparados com marcadores moleculares. A reprodutibilidade dos
padrées de amplificacdo foi avaliada a partir de pelo menos trés reacdes

independentes usando a mesma extracdo de DNA.

RESULTADOS

Diferenciacdo das seis espécies de leveduras do complexo Saccharomyces
“sensu stricto”

Todas as seis espécies de leveduras deste complexo produziram um
fragmento de 850 pb depois da amplificacdo do lécus ITS1-5.8S-ITS2 como
descrito na literatura. Estas espécies foram separadas em dois grupos baseado na
andlise de restricdo do fragmento de DNA (rDNA-RFLP). O primeiro grupo
compreendeu S. cerevisiae, S. paradoxus e S. cariocanus e foi classificado como
grupo Cerevisiae, enquanto o segundo grupo compreendeu S. bayanus, S.

mikatae e S. kudriavizevii e foi classificado como grupo Bayanus. Todos os
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hibridos interespécificos (S. pastorianus, S. uvarum, S. monacencis e S.
calrsbergensis) mostraram o padrdo rDNA-RFLP similar ao do grupo Bayanus
(Tabela 2).

Tabela 2- Leveduras usadas neste trabalho e seus padrbes de restricdo do locu
ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal.

Levedura Linhagem ITS Fragmentos de restricao Haelll (bp)
S. cerevisiae Y 12632' 850 - 325 230 175 125
S. paradoxus Y 172177 850 - 325 230 175 125
S. paradoxus CLIB 228" 850 - 325 230 175 125
S. cariocanus Y 273377 850 - 325 230 175 125
S. bayanus WY1° 850 - 325 230 175 125
S. uvarum WY2° 850 - 325 230 175 125
S. pastorianus GDB 776* 850 - 325 230 175 125
Saccharomyces sp. GDB 276* 850 - 325 230 175 125
S. bayanus Y 126247 850 495 - 230 - 125
S. bayanus CLIB181" 850 495 - 230 - 125
S. uvarum CLIB 533" 850 495 - 230 - 125
S. pastorianus Y 271717 850 495 - 230 - 125
S. carlsbegensis CLIB176" 850 495 - 230 - 125
S. monacensis CLIB 180" 850 495 - 230 - 125
S. mikatae Y 273417 850 495 - 230 - 125
S. kudriavzevii Y 273397 850 495 - 230 - 125
S. uvarum GDB 777" 850 495 - 230 - 125

* isolado C18 isolada a partir da producéo de alcool combustivel no periodo de 2003-2004.
¢ isolados comerciais de vinho.

isolados artesanais de vinho.

T Linhagem tipo.

Outras diferencas gendmicas foram observadas quando o DNA dessas
espécies de leveduras, se verdadeiramente espécies ou hibridos, foi submetido a
andlise de PCR-fingerprinting. Pode ser visto na Figura 1 que todas as espécies
produziram um padrdo proprio para todos os quatros oligonucleotideos testados.
Esta amplificacdo espécie-especifica foi confirmada pelo uso dois diferentes
isolados de cada S. paradoxus (linha 2-3) e S. bayanus (linha 4-5), assim como a
linhagem de S. cerevisiae (linha 1) produziu o mesmo padrdo de amplificacao
mostrado anteriormente por Silva-Filho et al. (2005a). A partir desses resultados
as espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto” e seus hibridos
interespécificos estes

puderam ser apropriadamente discriminados por

oligonucleotideos. Interessantemente, a linhagem S. uvarum tipo CLIB 533 (linha
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6) produziu um padrdao de amplificacdo similar a ambas as linhagens de S.
bayanus Y 12624 e CLIB 181, especialmente com os oligonucleotideos
microssatelites GTGs e GACA, (Figura 1a,b). Somente pequenas diferencas foram
observadas pelo uso do oligonucleotideos M13 e INTRON para estas linhagens
(Figura 1c,d) as quais podem ser devido a um polimorfismo intraespecifico. Outra
observacdo nestas analises foi a diferenca observada para todos os quatro
oligonucleotideos entre os hibridos S. monacensis e S. carlsbergensis (Figura 1),
que s&o geralmente considerados como sinbnimos. Isto sugere que alguns
hibridos igualmente pelos mesmos ancestrais podem ter sua propria constituicao
genética. Tomando isto em consideracdo, sugere-se que qualquer isolado de
leveduras que apresente o locus ITS1-5.8S-ITS2 com 850 pb, mas nenhum dos
padrdes espécie-especificos das seis espécies do complexo Saccharomyces
“sensu stricto” pode ser considerado como hibrido interespecifico.

Identificagcdo molecular de leveduras comerciais, industriais e selvagens
Leveduras de vinho que tém sido comercializadas como S. bayanus e S.
uvarum foram submetidas a andlise de PCR e produziram um fragmento de rDNA
de 850 pb. Adicionalmente, a digestdo deste fragmento mostrou o padrdo do
grupo Cerevisiae para ambas as leveduras (Tabela 2). A analise de PCR-
fingerprinting mostrou que elas produziram um padréo de amplificagdo com GTGs
e M13 similar ao de S. cerevisiae e diferentes de seus homodnimos tipo S. uvarum
e S. bayanus (Figura 2). Portanto, os resultados indicam que estes isolados foram
inicialmente classificadas incorretamente e devem pertencer a espécie S.
cerevisiae. Similarmente, leveduras de vinho artesanal que foram classificadas por
métodos bioquimicos como S. pastorianus e S. uvarum tiveram sua identidade
analisada pelo oligonucleotideo GTGs. Os resultados mostraram que a linhagem
GDB 776 produziu um padrdao de amplificacdo similar a S. cerevisiae e ndo ao da
linhagem tipo S. pastorianus, ao mesmo tempo em que a linhagem GDB 777
produziu um padrao de amplificacdo similar a S. monacensis e ndo ao da
linhagem tipo S. uvarum (Figura 2). Além disso, pequenas diferencas no padréo

de bandas mostram diferencas representativas ao nivel das linhagens. Andlise de
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restricdo do fragmento rDNA de 850 pb confirmaram que a linhagem GDB 776

assemelha-se ao grupo Cerevisiae, enquanto a linhagem GDB 777 assemelha-se

ao grupo Bayanus (Tabela 2).
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Figura 1. Perfis de amplificagdo das espécies de levedura do complexo Saccharomyces “sensu
stricto” com a utilizagdo dos oligonucleotideos (GTG)s (painel A), (GACA), (painel B), M13 (painel
C) e EIl1 (painel D). Linha 1: S. cerevisiae Y 12632; Linha 2: S. paradoxus Y 17217; Linha 3: S.
paradoxus CLIB 228; Linha 4: S. bayanus Y 12624; Linha 5: S. bayanus CLIB 181; Linha 6: S.
uvarum CLIB 533; Linha 7: S. pastorianus Y 27171; Linha 8: S. carlsbegensis CLIB 176; Linha 9: S.
monacensis CLIB 180; Linha 10: S. cariocanus Y 27337; Linha 11: S. mikatae Y 27341, Linha 12:

S. kudriavzevii Y 27339.
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Figura 2. Perfis de amplificagdo com o oligonucleotideo (GTG)s das leveduras S. cerevisiae Y
12632 (Linha 1), S. bayanus WY1 (Linha 2), S. uvarum WY2 (Linha 3), S. pastorianus Y 27171
(Linha 4), S. pastorianus GDB 776 (Linha 5), S. cerevisiae Y 12632 (Linha 6), S. uvarum CLIB 533
(Linha 7), S. uvarum GDB 777 (Linha 8) e S. monacensis CLIB 180 (Linha 9). Os valores
apresentados correspondem ao tamanho das bandas da linhagem Y 12632.

A constituicAo genética destas leveduras de vinho foi confirmada por
andlise de RFLP do produto de amplificacdo de 0,6 kb do gene MET2. Da digestédo
com a enzima EcoR1 o fragmento de S. cerevisiae produziu duas bandas de 0,39
kb e 0,21 kb (Figura 3, linha 1) enquanto o fragmento de S. bayanus produziu uma
Unica banda de 0,6 kb (Figura 3, linha 7). Quando os fragmentos dos hibridos
interespecificos foram digeridos ambos os padrées foram produzidos (Figura 3,
linha 5 e 8). Os resultados de restricdo do gene MET2 das leveduras de vinho
comercial e da GDB 766 confirmaram sua identificacdo molecular como
pertencente a espécie S. cerevisiae (Figura 3, linha 2-4), enquanto que a da
linhagem GDB 777 mostrou o padrdo de digestdo dos hibridos (Figura 3, linha 5)
similar ao padrdo de digestdo de S. monacensis. Os resultados obtidos com a
digestdo do produto de amplificacdo de 1,6 kb do l6cus YCLOO8c com a enzima
EcoRV confirmaram os resultados acima, com o fragmento de S. bayanus
permanecendo inteiro, o fragmento de S. cerevisiae produzindo bandas de 1 kb e

0,6 kb e os dos hibridos produzindo ambos os padrdes (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Padrdo de restricdo do gene MET2 das linhagens S. cerevisiae Y 12632 (Linha 1), S.
bayanus WY1 (Linha 2), S. uvarum WY2 (Linha 3), S. pastorianus GDB 776 (Linha 4), S. uvarum
GDB 777 (Linha 5), S. bayanus CLIB 181 (Linha 7) e S. monacensis CLIB 180 (Linha 8). O
marcador de peso molecular 100 bp-ladder (Invitrogen) foi usado para se determinar o tamanho
das bandas geradas (linha 6).

Identificac&o de hibridos na producé&o de alcool combustivel

Trabalhos anteriores de nosso grupo concentraram-se na identificacdo da
diversidade das leveduras no processo industrial de fermentacdo de alcool
combustivel. A partir deste trabalho, leveduras isoladas tém sido selecionadas
baseada na andlise de PCR do I6cus rDNA e por PCR-fingerprinting juntamente
com o0 sequénciamento do gene 26S do rRNA. Um desses isolados que foi
nomeado C18, linhagem GDB 276, produziu um fragmento de 850 pb para o lécus
ITS1-5.8S-ITS2 e seu padrao de restricao foi caracteristico do grupo Cerevisiae
(Tabela 2). Entretanto, o padrdo de PCR-fingerprinting para todos os quatros
oligonucleotideos testados foi diferente tanto de S. cerevisiae quanto das outras
cinco espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto”, bem como 0s seus
hibridos (Figura 4). A andlise de restricdo do gene MET2 e do locus YCLOO8c
gerou fragmentos mostrando o padréo similar para S. cerevisiae (Figura 5), o que
colabora com a analise de ITS1-5.8S-ITS2. Adicionalmente, o seqiienciamento da
regido D1/D2 do gene 26S do rRNA mostra sequéncia de nucleotideo semelhante
a S. cerevisiae e S. pastorianus (Basilio et al. 2005). Estes resultados sugerem
fortemente que o isolado C18 pode corresponder a uma nova classe de hibridos

gue preserva principalmente o genoma da espécie S. cerevisiae.
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Figura 4. Perfis de amplificacdo com os oligonucleotideos (GTG)s (painel A), (GACA), (painel B),
M13 (painel C) e EI1 (painel D) das linhagens Saccharomyces sp. GDB 276 (Linha 1), S. cerevisiae
Y 12632 (Linha 2) e S. uvarum WY2 (Linha 3).

. bp 1 2 3 4 5
- 1 1

-700 - - - - _1400
-1000
— —_—— —
300 | - S —— 500
I — [ - m—
—
}_ - 100 o —
1 2 3 4 5 - 200

Figura 5. Padréo de restricdo dos fragmentos do gene MET2 (painel A) e do l6cos YCLOO08c
(painel B) das linhagens S. bayanus CLIB 181 (Linha 1), S. cerevisiae Y 12632 (Linha 2),
Saccharomyces sp. GDB 276 (Linha 3) e do hibrido S. monacensis CLIB 180 (Linha 8). O

marcador de peso molecular 100 bp-ladder (Invitrogen) foi usado para se determiner o tamanho
das bandas geradas (Linha 4).
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Tabela 3. Linhagens reclassificadas de acordo com os resultados deste trabalho.

Levedura Linhagem Levedura reclassificada
S. bayanus WY1°¢ Saccharomyces cerevisiae
S. uvarum WY2°¢ Saccharomyces cerevisiae
S. pastorianus GDB 776* Saccharomyces cerevisiae
S. uvarum GDB 777" Saccharomyces monacensis

“isolados comerciais de vinho.
Aisolados artesanais de vinho.

Discussao

O complexo Saccharomyces “sensu stricto” € composto por seis espécies
de leveduras reconhecidas que foram distintas por testes bioquimicos
convencionais e sao filogeneticamente muito préximas (Naumov 1996; Montrocher
et al.1998; Kurtzman and Robnett 2003). Por isso somente o0 uso de marcadores
moleculares baseado no uso do DNA, é vantajoso nas pequenas diferencas
gendmicas, esclarecendo problemas de identificacdo causados por sua relagéao
bioldgica. A analise de restricdo do fragmento de amplificacdo da ITS1-5.8-ITS2
rDNA definiu dois grupos no complexo. O primeiro grupo foi composto pelas
espécies de S. cerevisiae, S. paradoxus e S. cariocanus e o segundo grupo foi
composto por S. bayanus, S. mikatae e S. kudriavzevii (Tabela 2), o que esta de
acordo com Montrocher et al. (1998). A sequéncia de nucleotideos e RFLP-rDNA
na regido ITS mostrou que S. cerevisiae, S. paradoxus e S. cariocanus foi apenas
distinguidas umas das outras apos analise de restricdo com Hapll e Scrfl, assim
como S. mikatae e S. kudriavzevii foram distinguidas da espécie S. bayanus pelo
uso de Hapll e Taql respectivamente (Montrocher et al. 1998).

Analisando os resultados deste trabalho, todas as espécies foram
claramente distinguidas por todos os quatro primers PCR-fingerprinting. Os
oligonucleotideos (GTG)s e M13 foram anteriormente utilizados para a analise das
espécies do complexo Saccharomyces “sensu stricto” (Torriani et al.1999) com o

mesmo poder de discriminacdo mostrado no presente trabalho. Todavia, em
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nossas analises foi usada uma reacdo com condi¢cdes melhoradas e que produziu
bandas mais nitidas e em maior quantidade (Figura 1). Contudo, a novidade foi a
producdo de padrdes seguros de amplificacdo pelos oligonucleotideos (GACA), e
Intron que estendeu o sinal genético para as seis espécies (Figura 1). A partir da
combinacdo dos quatros oligonucleotideos nos propomos a segura re-
classificacdo de duas leveduras comerciais de vinho, inicialmente identificadas
como S. uvarum e S. bayanus para novas linhagens de S. cerevisiae. Além disso,
0s resultados confirmaram a classificagdo da linhagem CLIB 553(CBS 99787) para
S. bayanus (var. uvarum) como proposto no banco de dados da colecdo de
culturas CBS. O taxon S. uvarum foi modificado, a partir de espécies auténticas
para S. bayanus e refletiu em diferentes momentos como espécie auténtica
(Vaughan-Martini and Martini 1998). Recentemente, foi proposto por Pulvirenti et
al. (2000) o restabelecimento como espécie propria baseada na restricdo do lécus
NTS2 e no seqUénciamento parcial da regido do gene 26s. Todavia, ele usou
outras linhagens CLIB, as quais (CBS 395/CLIB 251) sdo anteriores ao tempo que
a S. uvarum foi reconhecida como espécie auténtica. Considerando que diferentes
linhagens a partir de leveduras de colecdo foram reavaliadas por métodos
taxondmicos baseada no DNA para a sua classificacao atualizada.

Em adicéo a confirmacéo dos padrdes espécie especificos, todos os quatro
marcadores SPAR usados neste trabalho foram capazes de distinguir as
leveduras consideradas hibridas. Ja é consenso que S. pastorianus é um produto
de hibridizacdo entre S. cerevisiae e S. bayanus. Contudo S. bayanus foi
considerada como um complexo de espécies cripticas (Casaregola et al. 2001).
Adicionalmente, S. carlsbergensis, previamente considerada como sindnimo de
pastorianus € uma levedura tetrapléide gerada a partir de uma hibridizacao entre
S. cerevisiae e um membro do complexo S. bayanus, provavelmente S.
monascensis (Hansen and Kielland-Brandt 1994). Ambas S. carlsbergensis CLIB
176 e S. monacensis CLIB 180 usadas neste trabalho foram consideradas
sinbnimos da S. pastorianus CBS 1513 e CBS 1508, respectivamente (Casaregola
et al. 2001). De Barros Lopes et al. (2002) mostrou por analise de AFLP que S.

carlsbergensis e S. monacensis sdo 35% e 30% similar para S. pastorianus
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respectivamente. Desta forma os autores sugerem que ap0s 0s eventos de
hibridizacdo devem ocorrer perdas gendémicas ou rearranjos genéticos que
produziram as diferentes linhagens de S. pastorianus. Em nossas andlises, as
linhagens S. pastorianus Y12171, S. carlsbergensis CLIB 176 e S. monacensis
CLIB 180 produziram padrdes de amplificacbes completamente distintos. Isto
reforca a individualidade de cada hibrido mesmo que formado pelos mesmos
parentais. A partir disso, parece que estes marcadores nao seriam Gteis na correta
identificacdo dos hibridos, ja que cada tipo de hibrido apresentaria padrdes de
amplificacdo distintos. Entretanto, propomos duas outras utilidades para este
método. Primeiro padréo individual seria Gtil para seguir a dispersao destes tipos
de células. Neste caso nos propomos que a linhagem isolada de vinho do Brasil é
uma nova linhagem de S. monacensis. No banco de linhagens da cole¢do CBS S.
monacensis € representada apenas pela linhagem CBS 1503 (correspondente a
CLIB 180 usada neste trabalho), isolada por Hansen no comeco do século XX na
cervejaria Carlsberg da Dinamarca juntamente com a linhagem S. carlsbergensis
1513 (correspondente a CLIB 176 usada neste trabalho). Adicionalmente, as
linhagens GDB 777 e CLIB 180 podem representar duas diferentes linhagens
devido a presenca do polimorfismo dos padrdes de bandas do (GTG)s. Por isso, a
linhagem GDB 777 é tida como resultado da variacdo genética das células de
CLIB 180 vinda para o Brasil de algum produtor local.

Segundo, nés consideramos uma das leveduras isoladas do processo de
fermentacdo alcoodlica industrial (isolado C18) como sendo um hibrido
apresentando padrdo ITS-RFLP do tipo Cerevisiae e com diferente padrdo de
amplificacdo SPAR. Este isolado foi identificado pelo seqiénciamento do gene
rRNA-26s como S. cerevisiae ou S. pastorianus (dados ndo mostrados). Nés
agora assumimos que corresponde a um novo tipo de hibrido produzido no
processo de fermentacdo. Todos os hibridos neste complexo parecem ser
produtos do cruzamento entre S. cerevisiae e S. bayanus, com a maior parte do
seu genoma a partir do parental ndo-Saccharomyces cerevisiae. A hibridizacao
parece ser um evento complexo que envolve dois ou até mesmo trés possiveis

parentais, como mostra ser o caso da linhagem CID1 envolvida na producédo de
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sidras na Franca (Groth et al. 1999), e pode ainda envolver espécies do complexo
Saccharomyces “sensu stricto” ou “sensu lato” (Marinoni et al. 1999). Por isso nés
podemos especular que o hibrido C18 pode ter sido um produto de dois eventos
independentes de hibridizac&o nos quais um dos parentais sempre corresponde a
uma célula de S. cerevisiae. Isto pode explicar a repeticdo do padrdo RFLP de S.
cerevisiae para os locus ITS, MET2 e YCL0OO8c, apesar dos diferentes padrées de
PCR fingerprinting. Jaspersen et al. (2000) isolou leveduras Saccharomyces de
vérias cervejarias que apresentaram padrdo rDNA-RFLP idéntico ao de S.
cerevisiae, embora sua identificacdo fenotipica mostrou caracteristicas comuns
para ambas S. cerevisiae e S. bayanus. Estes isolados mostraram
correspondéncia com os hibridos formados durante a producdo de cerveja. A
formacao de hibridos entre um raro cruzamento polipléide de leveduras industrias
e leveduras laboratoriais suporta a possibilidade da formacdo de hibridos em
condicBes industriais (Bell et al. 1998). Considerando esta hipotese, etapas
adicionais mostrariam 0s possiveis parentais da linhagem C18 e o processo

envolvido em sua formacao na produgéo de etanol.
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7.0 — CONCLUSOES

A utilizacdo da técnica de PCR-fingerprinting permitiu identificar e
diferenciar todas as leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto”;
A técnica de PCR-fingerprinting permitiu estabelecer um padrdo proprio de
amplificacdo para todas as espécies distinguindo-as interespecificamente;
Também foi possivel estabelecer um padréo de amplificagédo para distinguir
interespecificamente os hibridos do complexo Saccharomyces “sensu
stricto” através da técnica de PCR-fingerprinting;

A amplificacdo da regido 1TS1-5.8-ITS2 rDNA permitiu definir dois grupos
no complexo Saccharomyces “sensu stricto”;

Os resultados com os oligonucleotideos permitiu propor a segura re-
classificagdo das leveduras comerciais de vinho S. uvarum e S. bayanus
como S.cerevisiae;

Os resultados obtidos com os quatros primers oligonucleotideos na PCR-
fingerprinting permite propor que alguns hibridos com o0s mesmos
ancestrais possam apresentar a sua propria constituicdo genética,

Os resultados apresentados permitem propor que a linhagem isolada de
vinho artesanal seja uma nova linhagem de S. monacensis;

Os resultados apresentados permitem propor também que a levedura
isolada do processo de fermentacdo alcodlica industrial C18 trata-se de um
hibrido.
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8.0 - ANEXQOS

Journal of Applied Microbiology

Including Letters in Applied Microbiology & Annual Symposium - the Official
Journals of the Society for Applied Microbiology.

Published for the Society for Applied Microbiology

Edited by:

A. Gilmour

IS1 Journal Citation Reports® Ranking: 2004: 51/133 (Biotechnology &
Applied Microbiology); 48/84 (Microbiology)

Impact Factor: 1.835 (ISI Impact Factor for 2004)

Including Letters in Applied Microbiology & Annual Symposium. The Official
Journals of the Society for Applied Microbiology.

Journal of Applied Microbiology publishes research and review papers on all
aspects of applied microbiology; including environmental, food, agricultural,
medical, pharmaceutical, veterinary, taxonomy, soil, systematics, water and
biodeterioration. Papers reporting work on all microorganisms, including viruses,
are welcomed providing they demonstrate new findings of relevance to the field as
a whole.

Rapid Production: Average time from acceptance to publication is now around 5
months.

The preparation and presentation of manuscripts

Manuscripts should be drafted as concisely as possible. As space in the Journal is
at a premium, the Editors always reserve the right to require authors to reduce the
length of their manuscripts. Manuscripts will not be reviewed unless the English is
of a publishable standard. By submission of a manuscript to the journal, all authors
warrant that they have the authority to publish the material and that the paper, or
one substantially the same, has neither been published previously, nor is being
considered for publication elsewhere.

Format of papers
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Manuscripts should be prepared using a word-processor. Text must be double-
spaced, and the right hand margin justification should be switched off. Similarly,
artificial word breaks at the end of lines must be avoided. A margin of at least 2.5
cm should be left around the text. The pages of the manuscript must be numbered
consecutively, and should have line numbers. Do not use the carriage return
(enter) at the end of lines within a paragraph. Turn the hyphenation option off. The
first page should show: (a) the title; (b) name(s) of author(s) and place(s) where the
work was done; (c) an abbreviated running headline not exceeding 35 letters and
spaces; (d) the name, complete mailing address, email address, telephone and fax
numbers of the author to whom all correspondence should be addressed and who
will check the proofs. Authors may be advised that short papers not exceeding four
published pages would be better placed in Letters in Applied Microbiology.

Submissions

Authors are invited to suggest at least three reviewers. It is not appropriate for
reviewers to be members or former members of the authors' organization(s), or to
have been associated with them. Conversely, authors may identify, with
appropriate justification, reviewers or institutions that they would prefer were not
approached. Authors are advised that Editors reserve the right to select reviewers
of their choice.Authors are advised to submit their manuscripts online at
http://appliedmicrobiology.manuscriptcentral.com/ . If you experience difficulties
submitting your manuscript online you should first contact the Editorial
Assistant jam@oxon.blackwellpublishing.com. A helpline for technical support is
accessible on the online submission site. Save your complete manuscript as a
Word document (.doc), Rich Text Format (.rtf), Portable Document Format (.pdf) or
PostScript (.ps) file. The file will be converted to a PDF when uploaded. All original
files that you upload will be available and can be accessed by the Editorial Office if
necessary.

1. Full-length papers

The paper should have as its aim the development of concepts as well as the
recording of facts. The manuscript should be prepared for a wide readership.
As far as possible the paper should present the results of a substantial
programme of research. Sequential publication of numbered papers will not be
permitted.

The paper will have the following sections:

(&) ABSTRACT: A brief summary of about 150-200 words, should give the
major findings of the investigation under the following headings: Aims;
Methods and Results; Conclusions; Significance and Impact of Study. A list
of between five and eight keywords should be added;

(b) INTRODUCTION: A balance must be struck between the pure and applied
aspects of the subject;
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(c) MATERIALS AND METHODS: Ensure that the work can be repeated
according to the details provided. By submission of a manuscript, the
authors consent that biological material, including plasmids, viruses and
microbial strains, unobtainable from national collections will be made
available to members of the scientific community for non-commercial
purposes subject to national and international regulations governing the
supply of biological material. In the case of a new diagnostic PCR, you
should consider the need for an internal amplification control

(JAM 2004 96(2):221; available at http://www.blackwell-
synergy.com/links/doi/10.1046/j.1365-2672.2003.02188.x/full );

(d) RESULTS: Well-prepared tables and figures must be a cardinal feature of
the 'Results’ section because they convey the major observations to
readers who scan a paper. Information provided in tables and figures
should not be repeated in the text, but focus attention on the importance of
the principal findings of the study. In general, journal papers will contain
between one and seven figures and tables;

(e) DISCUSSION: This must not recapitulate the results and authors must
avoid the temptation of preparing a combined 'Results and Discussion’
section;

(H ACKNOWLEDGEMENTS;

() REFERENCES: Citation of references having three or more names should
be cited in the text as Jones et al. (1992) at the first and subsequent times
of quoting the reference unless this causes confusion, e.g. Jones, Brown
and Green (1992) and Jones, Green and Smith (1992) would have to be
quoted in full. A series of references should be given in ascending date
order (Green and Smith 1946; Jones et al. 1956). Different publications
having the same author(s) and year will be distinguished by, for example,
1992a, 1992b. This also applies to the Bibliography. Papers or other
publications having no obvious author(s) should usually be cited as '‘Anon.’
with the year in the text and bibliography. References to papers not freely
available to the public without charge are not acceptable. Web sites should
be quoted in the text with an access date.

Layout of references

The Harvard system should be used. Names with the prefixes de, do van, von, etc.
will be placed in alphabetical order of the first letter of the prefix, e.g. von Braun
would appear under 'V'. Where italics are intended, words must either be typed in
roman and underlined or printed in italics from a word processor. Abbreviate
journal titles according to Index Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond.html). The following is an example
of order and style to be used in the manuscript:
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Laverick, M.A., Wyn-Jones, A.P. and Carter, M.J. (2004) Quantitative RT-PCR for
the enumeration of noroviruses (Norwalk-like viruses) in water and sewage. Lett
Appl Microbiol 39, 127-135.

Garner, J.S. and Favero, M.S. (1985) Guidelines for Handwashing and Hospital
Environment Control. US Public Health Service, Centers for Disease Control HHS
No. 99-117. Washington DC: Government Printing Office.

Fricker, C.R. (1995) Detection of Cryptosporidium and Giardia in water. In
Protozoan Parasites in Water ed. Betts, W.B., Casemore, D., Fricker, C.R., Smith,
H.V. and Watkins, J. pp.91-96. London: The Royal Society of Chemistry.

Personal communications should be cited in the text with initials and family name
of all individuals.

English usage

Numbers in text: one to nine in full; 10 and above as numerals. Use 'z' spelling
where possible, except analyse, dialyse, hydrolyse, etc.; sulfur, sulfate, etc.

Headings

The hierarchy of the headings used is: First Order

MATERIALS AND METHODS

Second Order

Sample preparation

Third Order

The media

First paragraph runs on; second and subsequent paragraphs indented.
Abbreviations and units

The Journal uses Sl units: g I-1 not g/l; d, h, min, s (time units) but week and year
in full; mol I-1 (not M or N); probability is P; centrifugation conditions relative to

gravity (g). Please refer to the Biochemical Journal ‘Instructions to Authors'
www.biochemj.org/bj/bji2a.htm.

Microbial nomenclature
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The Latin binomial name of micro-organisms, plants and animals (other than farm
animals) must be given at first mention in the text; thereafter the generic name will
be abbreviated in such a way that confusion is avoided when dealing with several
genera all beginning with the same letter, viz. Pseudomonas, Proteus,
Pediococcus, etc. (see list of abbreviations below). Subspecies are italized
(Corynebacterium diphtheriae subsp. mitis); groups and types are printed in
Roman and designated by capital letters or Arabic figures (e.g. Staphylococcus
aureus group

A). Common names will not have an initial capital letter nor will they be underlined
in the manuscript, viz. pseudomonad, salmonellas. The specific name will be given
in full in the captions to tables and figures. Major ranks are written in Roman with
an initial capital (e.g. Enterobacteriaceae) . Here is a list of abbreviations currently
in use for common generic names: Acet., Acetobacter; Ac., Acinetobacter; Act.,
Actinomyces; Aer., Aeromonas; Ag., Agrobacterium; Alc., Alcaligenes; Alt.,
Alteromonas; B., Bacillus; Bact., Bacteroides; Bord., Bordetella; Bran.,
Branhamella; Br., Brucella; Camp., Campylobacter; Cit., Citrobacter; Cl.,
Clostridium; Coryne., Corynebacterium; Cyt., Cytophaga; Des., Desulfomonas or
Desulfovibrio (spell out if both appear in same paper); Edw., Edwardsiella; Ent.,
Enterobacter or Enterococcus (spell out if both appear in same paper); Erw.,
Erwinia; E., Escherichia; Eu., Eubacterium; Fl., Flavobacterium; Fus.,
Fusobacterium; G., Gemella; H., Haemophilus; KI., Klebsiella; Lact., Lactobacillus;
L., Lactococcus; Leg., Legionella; Leuc., Leuconostoc; L., Listeria; Meth.,
Methanobacterium or Methanococcus (spell out if both appear in same paper);
Mic., Microbacterium; M., Micrococcus; Mor., Moraxella; Myco., Mycobacterium;
Myc., Mycoplasma; N., Neisseria; Nit., Nitrobacter or Nitrosomonas (spell out if
both appear in same paper); Noc., Nocardia; Past., Pasteurella; Ped.,
Pediococcus; Ple., Plesiomonas; Pr., Proteus; Ps., Pseudomonas; Rh., Rhizobium;
R., Ruminococcus; Salm., Salmonella; Ser., Serratia; Sh., Shigella; Staph.,
Staphylococcus; Strep., Streptococcus; S., Streptomyces; T., Thiobacillus; V.,
Vibrio; X., Xanthomonas; Y., Yersinia. For plant pathogenic bacteria, authors may
need to refer to the list of pathovars compiled by the International Society for Plant
Pathology: Young, J.M., Bull, C.T., De Boer, S.H., Firrao, G., Gardan, L., Saddler,
G.E., Stead, D.E. and Takikawa, Y. Names of Plant Pathogenic Bacteria Published
Since 1995. Report of the Taxonomy of Bacterial Plant Pathogens Committee of
the International Society of Plant Pathology. Available at
http://www.isppweb.org/names_bacterial hew2004.asp . In this, many species
names not included in the Approved Lists (www-sv.cict.fr/bacterio) are reduced to
the rank of pathovar so that the original names are retained in a trinomial form.
Where the pathovar name is cited it may subsequently be abbreviated as follows:
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola becomes P. s. phaseolicola. Reference to
the two lists avoids the need for citing past authors who named or renamed
pathogens but, for completeness or clarity, synonyms suggested by more recent
work may have to be considered.The nomenclature used when describing the
species of salmonella should accord with the system proposed by Le Minor and
Popoff (http://www.bacterio.cict.fr/). Specifically, at the first citation of a serotype
the genus name is given followed by the word “serotype” and then the serotype
name. Names of serotypes should be in Roman type with the first letter capitalised
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(for example Salmonella serotype Typhimurium). Subsequently the name should
be written with the genus (abbreviated) followed directly by the serotype name (for
example Salm. Typhimurium).

Nucleotide sequences

Nucleotide sequence data should be deposited in the EMBL/GenBank/DDBJ
Nucleotide Sequence Data Libraries and the accession number referenced in the
manuscript;

Sequence data should only be included if they are new (unpublished), complete
(no unidentified nucleotides included) and if the sequence information itself
provides important new biological insights of direct relevance to the question
addressed in the manuscript. Generally sequences should not be submitted if the
same gene has been reported in another species unless a comparison with related
sequences contributes important new information;

Presentation of nucleotide sequences should include clear indications of nucleotide
numbers and points of interest, e.g. promoter sequences, ribosome binding sites,
mutations, insertions, probe sequences, etc. In the case of comparisons,
nucleotides which differ between the sequences should be readily visible to the
reader, e.g. by the use of bold face, shading, boxing or by the use of a dash to
represent identical nucleotides. The font size used in the manuscript should
facilitate appropriate reduction of the figure.

Statistics

Tests must be presented clearly to allow a reader with access to the data to repeat
them. It is not necessary to describe every statistical test fully, as long as it is clear
from the context what was done. In particular, null hypotheses should be clearly
stated. Authors are urged to give consideration to the assumptions underlying any
statistical tests used and to assure the reader that the assumptions are at least
plausible. Authors should be prepared to use nonparametric tests if the
assumptions do not seem to hold.

Tables

Tables must be prepared using the same word processing package as the
manuscript text. They should not be embedded but be placed immediately
following the main text. Do not submit tables separately. Tables must not include
ruled vertical or horizontal lines with the exception of headers and a footer (see
example). The use of explanatory footnotes is permissible and they should be
marked by the following (shown in order of preference): *, 1, 1, §, , **, 1 etc. For
an example of JAM table style, click here.

Figures

Figures may be line drawings or photographs. They may be uploaded to the online
submission site as separate files or included within the manuscript following the
text and any tables. Do not embed figures in the text. All graphs, charts and
diagrams must be submitted in JEPG and photomicrography indicated by adding a
bar representing a stated length. Composite photographs can reduce the numbers
that require publication. The Journal will not accept figures illustrating SDS-PAGE
and agarose gels, with multiple lanes, where lane order has been rearranged using
digital imaging software. The figure should also show sufficient of the gel to reveal
reference markers (e.g. the sample origin and a tracker dye, or a lane of molecular
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mass markers). Captions should be set out in the same manner as that used for
figures.

Electronic submission. We would like to receive your artwork in electronic form.
Please save line art (vector graphics) in encapsulated PostScript (EPS) format.
Photographic images should be saved as Tagged Image Format Files (TIFF).
Please indicate any form of file compression used (e.g. Zip). Detailed information
on the submission of electronic artwork can be found at:
http://www.blackwellpublishing.com/authors/digill.asp

Colour figures. It is the policy of the Journal for authors to pay the full cost for the
reproduction of their colour artwork. Please note that if there is colour artwork in
your manuscript when it is accepted for publication, Blackwell Publishing require
you to complete and return a colour work agreement form before your paper can
be published. This form can be downloaded as a PDF from
http://www.blackwellpublishing.com/pdf/SN_Sub2000 X _ CoW.pdf. If you are
unable to download the form please contact the Editorial Office.

Footnotes

Not permitted other than on the first page of a manuscript where they are used to
show the author's change of address and the address for correspondence.
Experimental hazards

Chemical or microbiological hazards that may be involved in the experiments must
be explained. Authors should provide a description of the relevant safety
precautions adopted or cite an accepted 'Code of Practice'.

Ethics of experimentation

The Journal will only accept manuscripts in which there is evidence of the ethical
use of animals or harmful substances. The care and use of experimental animals
must comply with all relevant local animal welfare laws, guidelines and policies,
and a statement of such compliance should be provided to the Journal Editor.
Where possible, alternative procedures that replace the use of animals, either
partially or completely, for example in vitro biological systems, should be used.
Where this is not possible, the minimum number of animals should be used and
pain and suffering reduced, consistent with attaining the scientific objectives of the
study. All reasonable steps must be taken to ensure the humane treatment of
animals, so as to minimize discomfort, distress and pain. Animals in pain or
moribund should be painlessly killed according to local euthanasia regulations.
Gnotobiotic animals

The terminology for describing the environmental status of animals in gnotobiotic
experiments has established itself by usage. Germ-free implies freedom from any
detectable microorganisms or viruses and it is limited by the tests used to detect
contaminants. Conventional animals have a full complement of associated
microbes. Open conventional animals are housed in a standard animal house.
Isolator conventional animals are maintained in isolators and associated with full
flora. Ex-germ-free animals are those with an associated flora which have become
conventional.

Supplementary material

Authors wishing to submit supplementary material (such as multimedia adjuncts,
large data sets, extra colour illustrations, bibliographies or any other material for
which there is insufficient space in the print edition of the Journal) must do so at
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the time of first submission. This supplementary material is an integral part of the
article and will be reviewed accordingly. The availability of supplementary material
should be indicated in the main manuscript by a paragraph, to appear after the
References, headed 'Supplementary material’ and providing titles of figures and
tables.

Review Articles

Review articles should not exceed 10-12 Journal pages.

Preparation of manuscript

These will present a substantial survey with an adequate historical perspective of
the literature on some facet of applied microbiology. Your manuscript should not be
simply a review of past work or be concentrated largely on unpublished results
from your or colleagues’ laboratory. We would prefer to see a distillation of early
and present work within the field to show progress and explain the present interest
and relevance. It is essential at the planning stage to realize that there is a limit to
the number of pages available. The final manuscript must not exceed 32 pages
(A4) with double-spaced typing, including references. The Tables and Figures
must be considered as part of the text and the pages available for text reduced
accordingly. References can make a heavy demand on the pages available to
you, and it is suggested that you select key references only.

Manuscript presentation

The headings in these Review articles are of the author's choice; they should be
listed under the heading 'Contents’ on page 2 of the manuscript. A short
SUMMARY of 150-200 words must be included. The first page of the manuscript
must give only (a) the title; (b) name(s) of author(s) and address; (c) an
abbreviated title to be used for the running headline not exceeding 35 letters and
spaces; (d) the name, postal and email address of the author to whom all
correspondence should be addressed and who will check the proofs.

The title should be as shown here. Lower case after first letter
The author(s) — .M. Able, J. Brown and A. Lincoln.

Address — upper and lower case.

List of contents, to follow title page.

1. Summary

2. Introduction

moowp

3.2
E.The manuscript

1 SUMMARY (left flush)

. 2INTRODUCTION

3 INFECTIONS CAUSED BY PATHOGENS

3.1 Skin infections

—Iem
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J. 3.2 Pulmonary infections
K. 4 INCIDENCE

L. 5 TREATMENT

M. 6 CONCLUSIONS

N. 7 REFERENCES

2. Letters to the Editor

The Chief Editor will consider letters which will provide further debate on a
particular topic arising from the publication of a paper. Author(s) of the paper
will be sent an edited copy of the letter and they will have the right of reply. Both
letters will be published in the Journal.

Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site.
A working email address must therefore be provided for the corresponding author.
The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this
site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software may be
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