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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo de um isolado
de levedura coletado de um alambique no municipio de Paudalho-PE
preliminarmente identificado como Zygosaccharomyces sp. Para elucidar o
posicionamento taxondmico deste isolado foram utilizados os métodos
taxonbmicos convencionais e moleculares e feitas algumas inferéncias
filogenéticas. Os ascos produzidos pelo isolado SPC2(7) assumiram a forma de
halteres tipica de espéciesdos géneros Zygosaccharomyces e Lachancea. Os
ensaios de assimilacdo de diferentes fontes de carbono e de nitrogénio e os
testes de capacidade fermentativa mostraram que este isolado apresenta
caracteristicas fisiologicas distintas de todas as espécies pertencentes a ambos
0s géneros. Ja os padrdes fenéticos obtidos com o uso de marcadores do tipo
“DNA-fingerprinting”, mostraram a similaridade do isolado SPC2(7) com as
espécies Lachancea cidri e Lachancea fermentati. A seqiéncia de nucleotideos
da regido D1/D2 do gene ribossomal 26S confirmou que o isolado SPC2(7)
pertence ao género Lachancea, além de mostrar sua completa similaridade com a
sequéncia homologa da linhagem IF011066 isolada no Japdo que foi
parcialmente classificada como Zygosaccharomyces sp. As analises de
agrupamento genético tanto da sequéncia D1/D2 como ITS1-5.8s-ITS2 pelos
métodos de Méaxima Verossimilhanca e “Neighbor-joining” definiram o isolado
SPC2(7) como um ramo filogeneticamente distinto de L. cidri e L. fermentati. A
partir destes resultados, pode-se sugerir que o isolado SPC2(7) corresponde a um
representante de uma nova espécie de levedura denominada neste trabalho como
Lachancea mirantinus.

Palavras chaves : Taxonomia tradicional, Taxonomia molecular,
Zygosaccharomyces e Lachancea.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to provide the identification of an isolate of
yeast, previously identified as Zygosaccharomyces sp. collected from a still
located in the city of Paudalho-PE. In order to elucidate the taxonomic position of
this isolate, it were used both taxonomic methods, and phylogenetic analysis. The
ascus produced by the SPC2(7) isolate assumed the form of halteres, typically
from species belonged to the Zygosaccharomyces and Lachancea genus. The
assimilation essays of sources of carbon and nitrogen and the fermentative
capacity tests demonstrated that this isolate presents physiologic characteristics
differently from the species belonged to both of these genus. The phenetic
standards obtained with the use of “DNA-fingerprint” markers confirmed the
similarity among the SPC2 (7) isolate and the Lachancea cidri and Lachancea
fermentati species. The D1/D2 region nucleotide sequence of the 26S ribosomal
confirmed that the SPC2 (7) isolate belongs to the Lachancea genus, besides it
presented its complete similarity to the homolog sequence of the IFO11066
lineage isolated in Japan which was partially classified as Zygosaccharomyces sp.
The genetic group analysis of the D1/D2 and ITS1-5.8S-ITS2 sequences by the
Maximum Verosimilarity and Neighbor-joining methods defined the SPC2(7)
isolate as a branch philogenetically different from the L. cidri and L. fermentati.
Thus, it is concluded that the SPC2 (7) isolate corresponds to a representant of a
new specie of yeast denominated in this study as Lachancea mirantinus.

Keywords : Traditional Taxonomy, Molecular Taxonomy, Zygosaccharomyces and
Lachancea.
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INTRODUCAO

Contaminacdes de alimentos por leveduras estdo associadas a alteracdes nas
propriedades fisicas e sensoriais. Entretanto, em certos casos essas contaminacdes
ndo sao facilmente definidas principalmente quando se trata de alimentos
fermentados, o0s quais muitas vezes dependem da presenca de diferentes
microrganismos produzindo metabdlitos importantes para o sabor e aroma final dos
mesmos (LOUREIRO; QUEROL, 1999). Portanto, a definicdo de contaminacéo néo é
facil e depende do contexto analisado. Por exemplo, até mesmo células de
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen podem ser consideradas
contaminantes quando encontradas em alimentos e produtos industrializados
(LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 2003).

A fermentacdo alcodlica constitui-se em uma das mais antigas e importantes
atividades biotecnolégicas, e varios estudos tém mostrado a grande diversidade de
bactérias e leveduras nesse processo. Pesquisadores do Laboratério de Genética de
Microrganismos da Universidade Federal de Pernambuco ja identificaram mais de
trinta espécies de leveduras encontradas no mosto de fermentacdo para producéo de
alcool combustivel, além de caldo de cana e melago (BASILIO et al., 2008; DE
SOUZA-LIBERAL et al., 2007; SILVA-FILHO et al., 2005). Recentemente, foram
identificadas leveduras presentes em diferentes alambiques artesanais de producao
de cachaca na zona da mata do Estado de Pernambuco; dentre as leveduras
identificadas, pode-se destacadas espécies dos géneros Candida Berkhout, Pichia
Hansen e Zygosaccharomyces Barker. Alguns isolados nao puderam ser
classificados em nivel de espécie e foram descritos como pertencentes a espécies
ainda nado descritas (VILA NOVA, 2008). Andlises filogenéticas preliminares
mostraram que um desses isolados era geneticamente muito préximo as espécies
Zygosaccharomyces cidri (Legalis) Yarrow e Zygosaccharomyces fermentati
Naganishi que foram recentemente reclassificadas no novo género Lachancea (L.
cidri e L. fermentati).

Diante do exposto, o objetivo geral do presente estudo foi identificar e
caracterizar o isolado Zygosaccharomyces sp. SPC2(7) quanto aos aspectos
morfolégicos, bioquimicos, fisioldégicos e genéticos buscando definir, se este isolado

corresponde a uma nova espécie de levedura, qual sua capacidade fermentativa,



14

grau de variacdo genética e posicionamento filogenético em relagdo a outras

espécies de leveduras do género Zygosaccharomyces Barker.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 FERMENTAGCAO ALCOOLICA

1.1.1 Consideracdes sobre o uso das leveduras

Fermentacdo alcodlica pode ser genericamente definida como a producao de
etanol a partir da metabolizacdo dos acUcares presentes no meio que ocorre
principalmente em ambiente anaerdbio. Este processo pode ser realizado tanto por
algumas espécies de bactérias como por algumas espécies de fungos do Filo
Ascomycota (WALKER, 1998). As civilizagbes humanas tém se valido desta
caracteristica fisiolégica para a producao de alimentos, farmacos, produtos industriais
diversos e combustiveis. O melhor exemplo destes é a levedura S. cerevisiae
utilizada empiricamente a dezenas de séculos para a producdo de pées e bebidas.
Evidéncias moleculares da presenca desta espécie em fermentacdo de vinho foram
obtidas em jarras escondidas no timulo do rei Scorpion |, um dos primeiros reis do
Egito, datando de 3150,c (CAVALIERI et al., 2003). Recentemente, S. cerevisiae,
modelo ha anos para estudos gendémicos, tem atraido interesse como modelo para
estudos de ecologia e genética evolutiva (LANDRY et al., 2006).

As leveduras transformam os aclUcares dos diferentes substratos em varios
produtos de interesse comercial através do processo de fermentagdo. Este processo
é utilizado na industria de alimentos para producdo de vinhos, cerveja, bioetanol e
pdo. Apresentam grande importancia em varios setores e sdo extremamente
interessantes do ponto de vista biotecnoldgico, sendo utilizadas também na indastria
quimica na producdo de enzimas, pigmentos, acidulantes de alimentos e redutores
quimicos. Na industria farmacéutica, sdo responsaveis pela producdo de vacinas,
horménios, probidticos e fatores sanguineos. O interesse pelo uso de leveduras na
tecnologia ambiental vem aumentando nos Ultimos anos, no controle, na
biorremediacdo, utlizagdo de subprodutos industriais, bioabsorcdo de metais,
proporcionando vantagens econdmicas e preservacdo do meio ambiente. Também
sdo de grande importancia, nas pesquisas biomédicas, como metabolismo de drogas,

doencas genéticas humanas, cancer e sindrome da imunodeficiéncia adquirida
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(SIDA), além das pesquisas fundamentais nas areas de biologia celular, bioquimica,
genética molecular e biologia molecular. As indlstrias de bebida & base de
fermentacdo alcoodlica dependem da habilidade de leveduras como S. cerevisiae em
converter os acucares dos diferentes substratos, tais como maltose, sacarose ou

amido em glicose, e este em dioxido de carbono e etanol (WALKER, 1998).

1.1.2 Microbiologia da fermentacéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica pode ser considerada um ambiente complexo
constituido por muitas espécies de leveduras e bactérias e é caracterizado por uma
grande sucessdo de linhagens e espécies ao longo do periodo de fermentacéo
(SILVA-FILHO et al., 2005). Uma analise detalhada dos episodios de contaminacao
recorrentes por leveduras chamadas selvagens mostrou que a levedura Dekkera
bruxellensis van der Walt constitui o principal contaminante da producao de alcool em
destilarias de fermentacdo continua que utilizam caldo de cana como substrato (DE
SOUZA-LIBERAL et al.,, 2007). Esse quadro da composicdo da populacdo de
leveduras, talvez ainda, esteja longe de estar completo, que incluem além de D.
bruxellensis, principalmente as espécies Candida pararugosa Nakase et al., Candida
parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice, Candida tropicalis (Castellani) Berkhout,
Hanseniaspora guilliermondii Pijper, Pichia galeiformis Endo & Goto, Pichia ohmeri
(Etchells & Bell) Kreger-van Rij, Zygoascus hellenicus Smith e Lachancea fermentati
(H. Naganishi) kurtzman, além de mais de quinze outras espécies (BASILIO et al.,
2008).

1.1.3 Produgéo de cachaca

A cachaca € uma bebida produzida a partir da destilacdo do fermentado do
caldo de cana de acucar por células de leveduras. A producgdo de cachaca no Brasil
data do inicio da coloniza¢do. Entretanto, as indastrias de cachaca até 1945 eram
rurais e rudimentares, ndo havendo padrées de qualidade. A producdo doméstica

aumentou bastante e desde entdo o processo de produgao vem sendo aperfeicoado e
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melhorado, o que tem acarretado melhorias no rendimento, produtividade e qualidade
do produto final (PATARO et al., 2002). Atualmente, este setor industrial passa por
um processo de modernizagéo, 0 que seguramente deve considerar a qualidade da
microbiota presente no processo, ja que cada componente microbiano deve produzir
um conjunto de substancias que influenciam na qualidade sensorial da bebida. Este é
um aspecto que diferencia a fermentacao para a produgéo de cachaca daquela para
a producéo de etanol combustivel. Na producgéo de alcool combustivel o importante é
a utilizacdo de linhagens com alta capacidade de producdo de etanol, e a presenca
de leveduras que produzam outros metabdlitos podem ser consideradas
contaminantes do processo (BASILIO et al., 2008). Por outro lado, é bem-vinda a
presenca, na fermentacdo de cachaca, de leveduras com menor capacidade
fermentativa, mas com o potencial de producdo de metabdlitos que apresentam
qualidades importantes na determinagcdo de aromas e sabores (VILA NOVA, 2008).
No entanto, certas espécies de levedura também produzem substancias que
interferem negativamente com a qualidade sensorial da bebida, as quais devem ser
consideradas verdadeiros contaminantes do processo (LOUREIRO; MALFEITO-
FERREIRA, 2003).

As leveduras utilizadas na fabricacdo de bebidas alcoodlicas geralmente sdo
linhagens de S. cerevisiae. Nas fermenta¢gfes espontaneas, um grande namero de
espécies pode estar envolvido, com predominancia de S. cerevisiae (PATARO et al.,
2000). Existem os fermentos chamados "caipiras"”, selecionados e prensados. O
fermento natural ou pé-de-cuba é usualmente preparado pelo método conhecido
como fermento caipira, que consiste numa mistura de caldo de cana-de-acucar ndo
diluido, farelo de arroz (Oryza sativa L.), farinha de milho (Zhea mays L.) ou soja,
entre outros cereais, com adi¢ao de suco de limdo (Citrus limon (L.) Burm. f.) ou laranja
(Citrus sinensis L. Osbeck) azeda para abaixar o pH. Séo feitas adi¢cdes diarias de
caldo de cana-de-agucar no periodo de cinco a sete dias (RIBEIRO, 2002), quando as
leveduras naturalmente presentes nos substratos estdo se reproduzindo e o volume
de massa celular estd aumentado. Desta forma, o in6culo € obtido a partir da
fermentacdo espontanea do caldo por microrganismos selvagens presentes no caldo
da cana-de-acucar, nos equipamentos e nas dornas de fermentagdo. O fermento
prensado é um produto comercial contendo células de S. cerevisiae a mais especifica
para a fermentacdo da garapa, como por exemplo, Fermento Fleischmann, Itaquara,
Mauri, etc.
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Nas grandes destilarias brasileiras de alcool e mesmo em pequenas fabricas,
j& € comum o uso de fermentos selecionados no inicio da safra, mas ainda ha um
grande numero de fébricas que trabalha com leveduras de panificacdo, prensadas, e
com fermentos naturais. Ao longo dos ciclos de fermentacao, que dura normalmente
entre 20 a 24 horas, o caldo de cana-de-agucar vai sendo lentamente “contaminado”
pelas leveduras indigenas, que se sobrepfem e dominam o processo fermentativo.
Isso ocorre em qualquer regido do pais, com predominancia de microrganismos
adaptados as condic¢des locais (LIMA, 2001). Observa-se que de uma forma geral, S.
cerevisiae prevalece nas fermentacdes, sejam espontaneas ou conduzidas
(SCHWAN et al., 2001).

Pataro et al. (2000) mostraram uma sucessao de populacao de leveduras em
diferentes periodos de fermentacdo da cachaca, em trés alambiques no estado de
Minas Gerais. As espécies Sacharomyces servazzi Capriotti, Pichia anomala
(Hansen) Kurtzman, Saccharomyces unisporus A. Jorg e Torulaspora delbrueckii
(Lindner) Lindner, foram exclusivamente isoladas de fermentac¢des iniciais, enquanto
gue, Candida glabrata (Anderson) Meyer & Yarrow, Candida colliculosa (Hartmann)
Meyer & Yarrow e Candida krusei (Catellani) Berkout, foram isoladas nas
fermentacGes medianas; e a maioria das linhagens de Schizosaccharomyces pombe
Lindner e S. cerevisiae predominaram em todo periodo da fermentacao.

Segundo Oliveira (2001), a fermentagdo artesanal da cachaca de cana
caracteriza-se por ser conduzida por uma microbiota mista de leveduras, com
predominancia de linhagens de S. cerevisiae, leveduras apiculadas como Kloeckera
japonica Saito & Otani e espécies de Candida, Kluyveromyces (Grootwassink &
Hewitt) e Pichia sdo também freqientemente isoladas. As leveduras presentes
nessas fermentacdes estdo em constante sucessdo, devido a introducdo de
microrganismos que acompanham o caldo de cana, e também devido as condi¢bes
de processo. Da mesma maneira, Schwan et al., (2001) mostraram a sucessao de
leveduras e a dominéncia do processo fermentativo por células de Rhodotorula
glutinis (Fresenius) Harrison e Candida maltosa Komagata et al. em alambiques
artesanais de Minas Gerais. Enquanto varios trabalhos tém sido realizados no estudo
dos alambiques de Minas Gerais, apenas recentemente foram realizados estudos na
identificagéo e caracterizagdo de leveduras de alambiques no estado de Pernambuco.
Nesse estudo, foi observado que S. cerevisiae predominou em todos 0S processos
estudados, seguida das espécies Candida milleri Yarrow e Pichia caribbica Vaughan-
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Mart. Kurtzman, S.A. Mey. & E.B. O'Neill. Entretanto, diferengas na composicao de
leveduras foram observadas em correlacdo com o nivel tecnoldgico do processo. No
alambique com menor nivel tecnolégico e sem qualquer controle microbiolégico do
processo, foram identificadas sete espécies de levedura que incluiam os géneros
Candida, Pichia e Zygosaccharomyces (VILA NOVA, 2008), dos quais quatro taxons
nao puderam ser identificados: Candida sp., Candida drosophilae-like, Candida
ubatubensis-like e Zygosaccharomyces sp. sendo este Ultimo, denominado como
isolado SPC2(7) e escolhido para a realizacdo de um trabalho completo de
identificacdo pelos métodos da taxonomia classica e molecular (BARNETT; PAYNER;
YARROW, 2000; KURTZMAN, 2003)

1.2 HEMIASCOMYCETES

Andlises filogenéticas dos genes 18S e dominios D1/D2 26S rDNA mostraram
gue o Filo Ascomycota é constituido por trés grupos maiores: a classe dos,
Euascomycetos, por um grupo basal, os Archiascomycetos e os Hemiascomycetes
(DEAK, 2007) os quais estdo bem definidos por sinapomorfias visiveis a nivel
ultraestrutural (SUH; KURTZMAN ; LACHANCE, 2006).

A classe Hemiascomycetes, possui 9 familias e 51 géneros (BARNETT;
PAYNER; YARROW, 2000). Cerca de 1200 espécies sdo conhecidas (KURTZMAN;
FELL, 1998; BOEKHOUT, 2005) e podem ser diferenciadas dos demais organismos
do Filo Ascomycota por evidenciar reproducao assexual por brotamento ou fisséo e
formacdo de estagio sexual ndo incluso em um corpo de frutificagdo neste caso, do
Ascocarpo (KURTZMAN; FELL, 2006). Os ascos liberam os ascoporos por
deliqiescéncia ou quebra da parede. Além disso, nesta classe 0s organismos néo
apresentam em seu ciclo de vida uma fase dicariética sendo assim, a cariogamia
ocorre logo apos a plasmogamia. A reproducdo assexuada € por brotamento,
producdo de conidios ou fragmentacdo micelial. A parede celular é constituida dos
polissacarideos mananas e R-1-3 e [-1-6 glucanas. Essas Leveduras podem ser
encontradas em exudatos de plantas, em simbiose com insetos, solo, agua marinha,
trato disgestorio de mamiferos ou vivendo como saprébios (MIMS; BLACKWELL,;
ALEXOPOULOQOS, 1996). Algumas espécies sdo responsaveis por infeccbes
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micéticas em humanos, e menos de dez sao patégenos de plantas. Além disso, sdo
responsaveis por importantes processos industriais e biotecnolégicos, incluindo
panificacdo, producdo de cerveja, sintese de proteinas recombinantes e muitas
linhagens como, por exemplo, de S. cerevisiae sdo utilizadas como modelos em
pesquisas genéticas (SUH; KURTZMAN; LACHANCE, 2006) sendo o primeiro
hemiascomycete sequienciado, apresentando mais de 30% dos genes duplicados
(DE HERTOGH et al., 2006).

Kurtzman e Robnett (2003) apresentaram uma filogenia baseada em trés
multilécus nucleares ribossomais (18S, 26S e ITS), trés genes que codificam
proteinas (EF-1a, ACT1, e RPB2), e genes mitocondriais (COX2). A combinacéo de
sequéncias destes genes permitiu 0 posicionamento taxonémico de 75 espécies do
“Saccharomyces complexo”.

Dentre as varias familias inclusas na classe Hemiascomycetes esta a familia
Saccharomycetaceae. Esta inclui grupo de leveduras que apresentam as seguintes
caracteristicas: podem formar pseudomicélio, reproducdo assexuada por brotamento
multilateral e producdo de ascosporos em ascos livres originado de um zigoto, ou
partogeneticamente de uma célula somatica (MIMS; BLACKWELL; ALEXOPOULOS,
1996). Segundo Barnett et al., (2000), estdo inclusos nesta familia os seguintes
géneros: Arxiozyma Van der Walt & Yarrow, Citeromyces Santa Maria, Debaryomyces
l6cker, Dekkera Van der Walt Hansenula Syd. & P. Syd, Issatchenkia Kudriavzev,
Kazachstania Zubcova, Kluyveromyces, Kodamaea Y. Yamada, Tom. Suzuki, M.
Matsuda & Mikata, Lodderomyces Van der Walt, Pachysolen Boidin & Adzet, Pichia,
Saccharomyces, Saturnispora Z.W. Liu & Kurtzman, Torulaspora Lindner, Williopsis
Zender e Zygosaccharomyces. Entretanto, andlises filogenéticas recentes a partir de
multigenes elucidaram o posicionamento de algumas espécies e géneros 0 que,
apresentou diferencas quando comparado as classificagbes atuais (KURTZMAN,
2003).
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1.2.1 Género Zygosaccharomyces Barker

O género Zygosaccharomyces foi introduzido em 1901 por Barker (VAN DER
WAT; JOHANNSEN, 1975) constituido de leveduras cujos ascos resultavam de um
processo de conjugacado de duas células individuais.

As leveduras do (género Zygosaccharomyces caracterizam-se por
apresentarem reproducdo assexuada por brotacdo multilateral sobre uma base
limitada. Suas células séo esféricas, ovéides ou alongadas podendo ou nao formar
pseudomicélio. Os ascos podem mostrar ou ndo conjugacdo entre células
independentes ou entre uma célula e ramo. Podem ser deliglescentes ou
persistentes e formar de 1-4 ascosporos esféricos (Figura 1). Fermentam glicose,
mas ndo a galactose. Algumas espécies utilizam cadaverine, L-lisine e etilamina
como fontes de nitrogénio. A coenzima Q-6 é produzida e a reagdo diazonium blue é
negativa (KURTZMAN, 2003).

Este género é extremante relacionado com o género Saccharomyces e por
muitos anos suas espécies foram incluidas neste género (STEELS et al., 1999).
Estudos taxondémicos recentes posicionaram Zygosaccharomyces como um género
distinto de Saccharomyces (YARROW, 1984; BARNETT; PAYNER; YARROW, 1990).

Andlises de sequienciamento da subunidade menor do rDNA mostrou a estreita
relacdo das espécies do género Zygosaccharomyces com espécies dos géneros
Saccharomyces, kluyveromyces e Torulaspora (JAMES ; COLLINS; ROBERTS, 1994;
CAl; ROBERTS; COLLINS, 1996). Kurtzman e Robnett (2003) apds andlises
filogenéticas a partir de sequéncias multigénicas de espécies pertencentes ao
“complexo Saccharomyces” e de géneros relacionados tais como: Kluyveromyces e
Zygosaccharomyces observaram que nao havia correlacdo de alguns agrupamentos
formados nas arvores com o posicionamento atual de algumas espécies classificadas
apenas a partir de caracteristicas fenotipicas. Dentre as espécies que apresentaram
agrupamentos diferenciados estdo as pertencentes ao género Zygosaccharomyces
que, apresentaram-se distribuidas nas arvores em quatro clados. Um destes foi
chamado de Zygosaccharomyces “sensu stricto” contendo as espécies:
Zygosaccharomyces rouxii (Boutroux) Yarrow, Zygosaccharomyces mellis Fabian &
Quinet, Zygosaccharomyces bailii (Lindner) Guilliermond, Zygosaccharomyces
bisporus  Naganishi, Zygosaccharomyces  Kombuchaensis  Kurtzman e
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Zygosaccharomyces lentus Steels, C.J. Bond, M.D. Collins, I.N. Roberts, Stratford &
S.A. James. Entretanto, Zygosaccharomyces florentinus Castelli ex Kudryavtsev,
Zygosaccharomyces mrakii Shihata & Mrak, Z. fermentati e Zygosaccharomyces cidri
(Legakis) Yarrow néo foram agrupadas dentro do complexo.

Figura 1. Estruturas reprodutivas em Zygosaccharomyces bailii.
Ascos (a) com “halteres” (b), contendo cada um dois ascoporos (c).
Fonte: Kurtzman e James, 2006.

Leveduras do género Zygosaccharomyces sao frequentemente descritas como
osmofilicas sugerindo um habitat com altas concentragbes de solutos neste caso, de
acucares. Sao resistentes a conservantes, frequentemente, usados em alimentos,
inclusive em vinhos. Além disso, muitas linhagens apresentam extrema tolerancia ao
alcool (FUGELSANG, 1996).

Segundo James e Stratford (2003), a maior problematica de deteriorizacdo de
alimentos na industria, tem sido causada por leveduras pertencentes ao género
Zygosaccharomyces. Estas podem ser encontradas em diferentes alimentos (Tabela
1). Sao consideradas as principais contaminantes de alimentos como sucos de frutas,
bebidas carbonatadas, molhos para saladas, ketchups dentre outros. Isto pode ser
explicado pela habilidade que essas leveduras possuem em crescerem em ambientes

com baixa atividade de agua e com conservantes tais como: acido sorbico, benzédico
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e diéxido sulfurico (ESTEVE-ZARZOSO et al.,, 2003). Por outro lado, algumas
espécies do género Zygosaccharomyces podem esta presentes durante 0os processos
de fermentacdo espontanea para producdo do vinho e assim, contribuir para suas
propriedades organolépticas, como é o caso de linhagens de Z. fermentati e Z. bailii
(ROMANO; SUZZI, 2003).

Tabela 1. Espécies dos géneros Zygosaccharomyces e Lachancea encontradas
em diferentes tipos de alimentos.

ESPECIES ORIGEM

Z. bailii Méis, maioneses, uvas, vinhos, suco de maca.

Z. bisporus Laranjadas.

L. cidri Cidra.

L. fermentati Bebidas de morango, laranja.

Z. florentinus Limonadas, agua com gas, laranjadas.

Z. lentus Vinhos, ketchup, tomate.

Z. melllis Méis.

Z. rouxii Cana de agucar, suco de frutas, chocolates, vinho,

molhos de soja, geléias, melagos.

Z. kombuchaensis Cha Kombucha.

Fonte: Adaptado de James e Stratford, 2003.

Zygosaccharomyces baili, Z. bisporus e Z. rouxii s&o consideradas
extremamente osmofilicas (KUTZMAN; JAMES, 2006), sendo esta ultima, a espécie
mais osmotolerante do género, capaz de causar estragos em produtos com baixa
atividade de agua (aw 0.8-0.85) podendo tolerar meios de cultura com até 22% de
NaCl e 80% de glicose ou sacarose (HALOUAT ; DEBEVERE, 1996).

Zygosaccharomyces baili € a espécie do género de maior destaque em
eventos de deterioracdo na industria alimenticia, devido a extrema habilidade em
resistir a conservantes acidos fracos tais como: 4cido acético, benzdico, sorbicos e
propidnicos os quais, sao frequentemente usados na conservagao de alimentos. Z.
bailii assim como, S. cerevisiae, podem fermentar vigorosamente glicose mesmo sob
significativas pressfes atmosféricas, mas, ao contrario de S. cerevisiae, Z. bailii pode
continuar esse processo mesmo na presenca de altos niveis de conservantes
(JAMES; STRATFORD, 2003). A concentracdo de 600 mg/L dos &cidos sérbico e
benzdico ndo inibe o crescimento desta levedura na presenca de 10% (p/v) de glicose
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a pH 3,5 (PITT, 1974). Além disso, Z. bailii € uma das poucas leveduras capaz de
crescer na presenca de 1% acido acético (BARNETT; PAYNER; YARROW, 2000) e
na concentracdo de 2% (v/v) de &cido acético, utilizada para a preservacao de molho
de tomate, ndo é suficiente para evitar a deterioracdo deste alimento por Z. bailii
(PITT, 1974).

Todas essas caracteristicas tornam o0s representantes dos géneros
Zygosaccharomyces e Lachancea importantes espécies no contexto da industria
alimenticia, incluindo a producédo de bebidas fermentadas.

1.2.2 Género Lachancea Kurtzman

Kurtzman (2003) através de analises filogenéticas de multigenes inferiu
mudancas na taxonomia de leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto” e
uma dessas foi a inclusdo de cinco novos géneros & familia Saccharomycetaceae,
estes foram: Lachancea Kurtzman, Nakaseomyces Kurtzman, Naumovia Kurtzman,
Vanderwaltozyma Kurtzman e Zygotorulaspora Kurtzman. O género Lachancea inclui
as espécies: Lachancea cidri (Legakis) Kurtzman, Lachancea fermentati (H.
Naganishi), Lachancea Kluyveri (Phaff, M.W. Miller & Shifrine) Kurtzman, Lachancea
thermotolerans (Filippov) Kurtzman e Lachancea Waltii (K. Kodama) Kurtzman.

Leveduras de Lachacea evidenciam reproducdo assexuada por brotagao
multilateral ou sobre uma base limitada. Possuem células esféricas, ovoides ou
alongadas podendo ou nao formar pseudomicélio. Os ascos podem mostrar
conjugacao entre células independentes ou entre uma célula e ramo, podendo ser
deliqiescentes ou persistentes, formando de 1-4 ascosporos esféricos. Fermentam
glicose, mas ndo galactose. Algumas espécies utilizam cadaverine, L-lisine e
etilamina como fontes de nitrogénio. A coenzima Q-6 € produzida e a reacao

diazonium blue € negativa.
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1.3 TAXONOMIA CONVENCIONAL

A taxonomia procura, pelo conhecimento do maior numero de caracteres,
ordenar as espécies dentro de um sistema de maneira a evidenciar, ndo s6 suas
afinidades naturais e relacdes de parentesco, como também a ordem filogenética das
mesmas, possibilitando a classificacdo das espécies. A identificagcdo de fungos por
métodos convencionais esta baseada em uma série de testes bioquimico-fisiolégicos
e por varias caracteristicas morfolégicas. Em muitos casos existem dificuldades dos
taxonomistas em determinar quais caracteristicas seriam realmente importantes para
definirem espécies ou até mesmo géneros (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

Dentre os testes bioquimicos e fisiologicos utilizados para a identificacdo de
leveduras estdo: a andlise da capacidade de assimilacdo de diferentes fontes de
carbono, tais como, glicose, maltose, sacarose, rafinose e galactose e de nitrogénio,
tais como nitrato e aminas); fermentacdo de diferentes carboidratos; hidrélise da
uréia; resisténcia ao antibiotico ciclohexamida (0,1% e 0,01%); tolerancia a 1% de
acido acético; crescimento em diferentes temperaturas; reacdo de Diazonum Blue B
color; crescimento em meio com deficiéncia em vitaminas; verificacdo de producéo de
acidos, dentre outros (YARROW, 1998).

Como aspectos morfolégicos da reproducéo vegetativa tém-se a filamentacao,
morfologia e tamanho das células, formacdo de clamidosporos, blastosporos e
endosporos. Os clamidosporos sédo hifas que se diferenciam tomando uma forma
arredondada, pelo espessamento da parede celular e adensamento do citoplasma e,
logo apds, separa-se da célula mae, comportando-se como esporo de resisténcia,
germinando em condi¢des favoraveis. Nas leveduras, em espécies como Candida
albicans (Robin) Berkhout e Candida dubliniensis Sullivan et al. os blastosporos séo
elementos vegetativos de propagacédo formados pela gemacao ou brotagcédo de células
somaticas em que h& uma evaginacdo da membrana da célula mae, originando o
broto. Os endosporos sédo encontrados em géneros especificos tais como:
Trichosporon Behrend, Cryptococcus Kiutz, Cystofilobasidium Oberw e
Leucosporidium Fell, Statzell, I.L. Hunter & Phaff (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; YARROW, 1998).

Para a taxonomia de leveduras do Filo Ascomycota, s&o importantes

caracteristicas como: a forma como os ascos sdo formados, os quais podem ser
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originados de uma célula vegetativa, da conjugacdo de duas células, ou de uma
célula mae que ja tenha sido conjugada em seu broto. Outras caracteristicas
importantes sdo o numero e forma (paredes lisas ou asperas) dos ascosporos em
cada asco, aspectos estes, que sao utilizados para separar géneros e até mesmo
espécies (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000).

A distincdo entre espécies de leveduras apenas por métodos convencionais é
problematica para alguns géneros. O género Zygosaccharomyces, por exemplo,
apresenta as espécies Z. bailii Z. bisporus e Z. rouxii que sao de dificil discriminagao.
A distincdo entre as espécies de Z. rouxii e Z. mellis é confiada apenas nas
diferencas de tolerancia ao NaCl (JAMES et al., 2005). A dificuldade de identificacéo
de espécies do género Zygosaccharomyces, pode esta relacionada a caracteristica
gue espécies deste género tém de assimilarem e fermentarem poucas das varias
fontes de carbono utilizadas tipicamente nos testes de identificagdo (KURTZMAN,
1990).

1.4 TAXONOMIA MOLECULAR

Estudos de identificacdo de espécies de leveduras baseados apenas em
técnicas convencionais com descri¢do morfoldgica e fisiol6gica tém, em muitos casos,
levado a problemas de sinonimia na nomenclatura e até mesmo de identificacdo
incorreta dos taxons (RATON, 2004).

Um dos métodos classicos de identificacdo baseados em DNA que marcou a
transicdo entre a identificagcdo fenotipica e a molecular foi o de determinacdo do
conteudo de G+C gendmico. Estas andlises mostraram que tédxons do Filo
Ascomycota possuiam um conteddo gendmico de G+C de aproximadamente 28 a
50% enquanto que, tdxons do Filo Basidiomycota de 50 a 70% (KURTZMAN; FELL,
2006). Alguns autores sugerem que uma diferenca de 1 a 2% entre linhagens indica
gue essas pertencem a espécies diferentes (KURTZMAN, 1994).

Dentre os varios métodos amplamente utilizados na taxonomia de leveduras
estdo: reconstrucdes filogenéticas a partir de seqiéncias de genes ribossomais
(STEELS et al., 1999; KURTZMAN; ROBNETT, 2003; KURTZMAN, 2003;
KURTZMAN et al., 2005) e mitocondriais (QUEROL et al., 2003), cariotipagem
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eletroforética (IVANNIKOVA et al., 2007), restricdo do l6cus ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
(ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; ESTEVE-ZARZOSO et al., 2003; HIERRO et al.,
2006; ALVAREZ-MARTIN et al., 2007), polimorfismo do tamanho de fragmentos de
restrigdo (RFLP) do mtDNA (QUEROL et al., 1992; GUILLAMON et al., 1998;
ESTEVE-ZARZOSO et al.,, 2003) e PCR - eletroforese em gel de gradiente de
desnaturacdo (MANZANO et al., 2004).

1.4.1 Marcadores moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

A PCR é uma técnica que pode amplificar pequenas regiées do genoma de um
organismo qualquer a partir do uso de pequenas moléculas iniciadoras de replicacdo
chamadas de iniciadores de replicacdo. Na Ultima década, tornou-se a técnica
genética mais utilizada em diagndstico microbiolégico (GANDRA; MELLO; GODOI,
2008).

Para a realizacdo da PCR, utiliza-se uma enzima termoestavel, a DNA
polimerase, que na presenca de oligonucleotideos iniciadores e dos nucleotideos que
compBem a molécula de DNA, amplifica a regido de interesse a partir de uma
pequena quantidade de DNA. Esta amplificagdo ocorre durante repetidos ciclos de
temperatura, a saber: 94C para desnaturacdo do DNA, 45C a 70T para
hibridizacdo dos oligonucleotideos as sequiéncias-alvo e 72T para a sintese do DNA.
O DNA amplificado pode, entdo, ser separado e visualizado em géis de agarose ou
poliacrilamida e utilizado para diversos fins (WHITE et al., 1990).

Varios tipos de marcadores moleculares tém sido utilizados atualmente para a
taxonomia molecular e o grande desafio € exatamente o estabelecimento de critérios
seguros a escolha que possam refletir corretamente a relagdo biolégica entre os

diferentes taxons.
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1.4.1.1 Regiéo ITS do DNA ribossomal

Uma regido gendmica muito utilizada na identificacdo de leveduras sdo as
regides do DNA que codificam para o RNA ribossémico. Estas regides apresentam-se
como um agrupamento génico que contém os genes 18S, 5.8S, 26S e de duas
regides espacadoras internas transcritas (Internal Transcrided Spacer - ITS) e regides
espacadoras intergénicas (Intergenic Spacer - IGS) (Figura 2). Cada sequéncia ITS
repetida é subclassificada em ITS1 e ITS2, com a regido flanqueada correspondente
a subunidade 5.8S, localizada entre o terminal 3’ do gene 18S e o terminal 5’ do gene
26S. Esta sequéncia ITS1-5.8S-ITS2 pode ser amplificada por PCR pelos iniciadores
universais ITS4 e ITS5. As regides IGSs sao subclassificada em IGS1 e IGS2
separadas pelo gene que codifica a subunidade 5S. Esta seqUéncia pode ser
amplificada por PCR pelos iniciadores universais JV51 e JV52 (WHITE et al., 1990).
O fato das regides ITS serem curtas (500-800 pb), flanqueadas por segmentos
conservados (18S e 26S), e por aparecerem em grande numero de cdpias no
genoma, permitem que sejam sequenciadas e amplificadas com facilidade. A regiédo
18S é a mais conservada e por isso, € quase sempre utilizada para comparacgfes de
organismos de niveis taxonémicos superiores, por exemplo, géneros e familias. A
porcdo D1/D2 26S rDNA € mais variavel, sendo apropriada para comparagdo em
nivel de género e espécie (FUNGARO, 2000).

A analise do polimorfismo de restricdo do I6cus ITS1-5.8S-ITS2 rDNA tem
permitido a identificacdo de varias espécies de leveduras. Guillamon et al. (1998)
através da restricdo do produto da PCR do l6cus com as enzimas Haelll, Cfol e Hinfl
identificou 33 espécies de leveduras isoladas da fermentacdo espontanea do vinho.
Utilizando esta mesma técnica e grupo de enzimas. Esteve-Zarzoso et al. (1999)
identificou 132 espécies de leveduras pertencentes a vinte e cinco géneros diferentes
incluindo formas anamodrficas e teleomérficas. A andlise de restricdo desse locus
serve para a identificacdo preliminar das espécies de ascomicetos e foi utilizada
recentemente para identificacdo de leveduras da fermentagédo alcodlica (BASILIO et
al., 2008) e fermentacédo de cachaca (VILA NOVA, 2008).
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Figura 2. Agrupamento génico do DNA ribossomal com a representacédo dos genes 18S (Subunidade
Menor) e 26S (Subunidade Maior) da regido ITS (ITS1-5.85-ITS2) e da regido IGS (IGS1-5S-1GS2).
Além dos genes, estdo indicados o espagador transcrito externo (ETS) e espacgador ndo transcrito
(NTS). Fonte: http://www.tesisenxarxa.net/TESIS _UV/AVAILABLE/TDX-0521107-135145//martorell.pdf

Andlises das sequiéncias de genes ribossomais séo freqliientemente utilizadas
na identificacdo de leveduras. Através de analises filogenéticas de sequéncias do
gene 18S e das regifes ITS1 e ITS2 de espécies de leveduras dos géneros
Zygosaccharomyces e Torulaspora foi possivel a distingdo de espécies relacionadas
de ambos os géneros (JAMES; COLLINS; ROBERTS, 1996).

Peterson e Kurtzman (1991) determinaram que o dominio 2 da subunidade
maior 26S do rDNA ribossomal, por apresentar alta taxa de variabilidade, seria
suficiente para a identificacdo de espécies. Em continuidade ao trabalho, Kurtzman e
Robnett (1998), apds analises do seqiienciamento dos dominios D1/D2 (600 pb) de
500 espécies de leveduras do Filo Ascomycota estabeleceu um limite genético para
distinc@o e separacao entre espécies considerando diferencas de 1% de nucleotideos
ou mais, nas sequéncias destes dominios. Esse critério favoreceu a identificacdo de
varias espécies de leveduras na literatura (KURTZMAN; FELL, 1998). Entretanto,
existem algumas excecfes para esse critério como é o caso de linhagens de
Clavidospora lusitanaiae que apresentam altas taxas de polimorfismos nestes
dominios (LACHANCE et al., 2003). Reconstru¢cbes filogenéticas a partir de
sequéncias desses dominios sdo constantemente utilizadas para a identificagdo de
espécies de leveduras do Filo Ascomycota (KURTZMAN, 1994). Inclusive na
descricdo de espécies novas de leveduras (KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-
POWERS, 2001; ROSA; LACHANCE, 2005). Kurtzman e Robnett (2003) elucidaram
0 posicionamento de 75 espécies de leveduras do Filo Ascomycota do complexo
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Saccharomyces que inclui os géneros Saccharomyces, Kluyveromyces,
Tetrapisispora, Torulaspora, e Zygosaccharomyces, através de analises filogenéticas
a partir de sequéncias de multigenes (18S, 26S, ITS, fator de alongacéo 1a, actin-1,
RNA polimerase e citocromo oxidase IlI). Foram formados 14 clados suportados por
fortes valores de “bootstrap” e, cujo posicionamento de muitos membros nao

correspondia aos da classificacao atual.

1.4.1.2 Regido de microssatélites

As regibes de microssatélites ou sequéncias simples repetidas (Single
Sequence Repeats - SSR) consistem de pequenas sequéncias com 1 a 6 pares de
base (pb) de comprimento que se repetem em “tandem” no genoma dos eucariotos
(TOTH ; GASPAARI ; JURKA, 2000). As principais caracteristicas do uso dessas
sequéncias como marcadores de genéticos sdo: a alta freqiéncia e ampla disperséo
no genoma, as altas taxas de mutagcbes a que estdo sujeitas, resultando
consequentemente em grande variabilidade, co-dominancia e por apresentar
segregacdo mendeliana (JARNE; LAGODA, 1996). Os iniciadores de microssatélites
com motivos de (AT)n, (CA)n, (CT)n, (GT)n, (TG)n, (ACA),, (ACC),, (ACG)n, (ACT)y,
(AGC)n, (AGG)n, (AGT)n, (ATC)n, (GAC)n, (GTG)n, (GACA),, (GATA), e (TGTC), sdo
usualmente utilizados para amplificacdo de inter-regides repetidas. Esta ferramenta
produz padrdo de amplificagdo que revela o possivel polimorfismo de DNA na
sequéncia de nucleotideos entre os dois sitios de microssatélites no genoma de
fungos, gerando o que é denominado de perfil ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
(GUPTA et al., 1994).

Baleiras-Couto et al. (1996) investigaram 126 linhagens de leveduras
presentes na cadeia de producdo de maionese e temperos de saladas por um
periodo de 14 meses. Apenas as espécies Z. bailii e Z. bisporus foram detectadas no
produto final e a discriminagé@o entre elas so6 foi possivel através da técnica da PCR
‘fingerprinting”. Martorell et al. (2005) ao isolar leveduras durante o processo de
fabricacdo de frutas cristalizadas e de doces do tipo “nougats” obteveram com o
iniciador (GTG)s quatro perfis diferentes para as 13 linhagens de Z. bailii como
também para as 21 linhagens de Z. rouxii. Outros trabalhos na diferenciacdo de
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linhagens dessas espécies com o0s iniciadores (GTG)s e (GAC)s geraram
amplificagcdes com padrdes de 5 a 7 fragmentos, com tamanhos variando entre 0,25
e 1,7 Kb. O iniciador (GTG)s, mostrou 4 padrdes diferentes nas 13 linhagens de Z.
bailii em torno de 30% variabilidade e 4 padrdes distintos nas 21 cepas de Z. rouxii
com cerca de 19% variabilidade entre elas. O iniciador (GAC)s, foi 0 que apresentou
menor variabilidade, com apenas 3 padrdes diferentes na Z. bailii e 1 padrdo em Z.
rouxii (GUEROLA, 2006).

O método de PCR “fingerprinting” com o iniciador (GTG)s também demonstrou
sua eficiéncia na caracterizacdo da dinamica de populagdo de leveduras de
destilarias de alcool combustivel do nordeste do Brasil (SILVA-FILHO et al., 2005). E
em trabalhos posteriores na diferenciagcdo de 29 padrdes distintos para leveduras
contaminantes do processo (BASILIO et al., 2008). Vila Nova (2008) utilizaram os
iniciadorres  (GTG)s, (GACA); e M13 para caracterizacdo de espécies de
Saccharomyces cerevisae do mosto fermentado de alambiques artesanais e
obteveram também um melhor perfil de diferenciacdo com o iniciador (GTG)s.

Outros grupos de fungos além das leveduras podem ser distinguidos a partir
dos métodos baseados em “fingerprinting”. A utilizacdo dos iniciadores (CT)s, (CA)s,
(TGTC)4, permitiu a diferenciacdo de fungos micorrizicos mostrando  serem
ferramentas confiaveis e tecnicamente simples para avaliar a variabilidade genética
nesses fungos (LONGATO ; BONFANTE,1997).

1.4.1.3 Analise do polimorfismo de tamanho de fragm  entos de restricdo do
MtDNA

O DNA mitocondrial € umas das moléculas mais usadas em estudos de
sistematica, caracterizagdo de espécies, estudos de populacdo e anadlises
filogenéticas. Uma das caracteristicas do mtDNA é uma mistura de regides
conservadas com outras que apresentam uma alta taxa de substituicdo
(FRANCISCO; SILVESTRE; ARIAS, 2001).

Querol et al. (1992) desenvolveram a técnica de restricdo do mtDNA em
estudos com espécies de Saccharomyces que se baseia nas diferencas existentes
entre o conteado de C+G do DNA nuclear (40%) e do DNA mitocondrial (20%). Isto
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permite que a digestdo do DNA total com enzimas de restricdo ricas em C+G tais
como, Sacll e Sstll produza varios fragmentos de tamanhos muito pequenos de DNA
nuclear restando apenas, os fragmentos de mtDNA apresentando assim, o perfil da
espécie. Guillamon et al. (1994) caracterizaram varias cepas de quatros espécies do
género Saccharomyces (S. bayanus, S. cerevisiae, S. paradoxus, e S. pastorianus) a
partir dos padrdes obtidos pelas endonucleases Alul, Ddel, Hinfl e Rsal. Este método
também foi aplicado na discriminacdo de espécies do género Zygosaccharomyces
(GUILLAMON; SANCHEZ; HUERTA, 1997). A andlise de restrigio do mtDNA de
linhagens tipo de Z. bailii e Z .rouxii com as enzimas Ddel, EcoRV, Hinfl, e Rsal Taq|
mostrou alta variabilidade destas espécies principalmente de Z. rouxii. Foram
identificados, nove padrdes diferentes nas 13 cepas de Z. bailii com cerca de 69% de
variabilidade e 9 padrbes nas 21 cepas de Z. rouxii analisados em torno de 43%
(GUEROLA, 2006).

1.5 METODOS DE RECONSTRUCAO FILOGENETICA

Desde os tempos remotos na histéria da humanidade, ja existia uma
preocupacao de descrever e classificar a diversidade bioldgica. Contudo, somente na
segunda do século XX foi proposto um sistema de classificacao biolégica, baseado na
premissa de que 0s organismos constituem sistemas continuos e modificados. Willi
Hennig, um entomdlogo aleméo, fundava uma nova corrente de classificacdo dos
seres vivos, a Cladistica ou Sistematica Filogenética (HENNIG, 1950). A sistematica
estuda a diversidade dos organismos e compreende a descoberta, descricdo e
interpretacdo da diversidade bioloégica bem como a sintese da informacdo sobre a
diversidade. A Sistematica Filogenética € utilizada para identificar caracteristicas de
genes ou fragmentos de DNA similares entre os organismos e assim definir, uma
relacdo evolucionaria ou histérica, podendo ser construida a partir de técnicas
moleculares que apresentam grandes vantagens por serem mais sensiveis as
diferencas genéticas entre os organismos do que 0s métodos classicos de
caracterizacado morfolégica (BUSO, 2005).

As reconstrucbes filogenéticas consistem em estimar as relacdes de
ancestralidade para um determinado grupo de taxons. Por sua vez, os taxons podem

ser espeécies, géneros, familias, populacbes ou qualquer nivel taxonémico cuja
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histéria evolutiva se quer determinar. Comumente sdo chamados de unidades
taxdbnomicas operacionais ou simplesmente OTUs, do inglés "operational taxonomic
unit". Arvores filogenéticas sdo representacdes graficas destas relagbes taxonémicas,
e contém ramos, nos internos e terminais. Os nds terminais representam as OTUs
estudadas, as quais sdo unidas por ramos cujo né interno representa o ancestral
destes taxons. Em outras palavras, podemos definir uma arvore como a topologia
entre as OTUs e comprimento dos seus ramos, que por sua vez S&80 uma
representacdo quantitativa do numero de mudancas evolutivas ocorridas ao longo
daquela linhagem (PEREIRA, 2000).

A representacdo da arvore filogenética pode ocorrer de forma enraizada ou
nao (AVISE, 2004). Aquelas que nédo apresentam raiz indicam apenas a topologia
entre as diversas OTUs (MYIAKI, 2001), refletindo meramente as distancias entre as
unidades, sem que seja expressa a no¢ao de ancestralidade (WEIR, 1996). Contudo,
arvores enraizadas nos ddo a nocdo de ordenamento temporal entre as unidades
taxondmicas e informacédo acerca do ancestral comum do grupo (LOPES, 2006).

As arvores filogenéticas podem ser feitas por dois tipos de métodos: o0s
cladisticos e os fenéticos. Para ambos, existem dois algoritimos que auxiliam na
busca da melhor arvore, séo eles: busca exaustiva, que verifica todas as topologias
de arvores, e a busca heuristica em que apenas um subconjunto de arvores
probabilisticamente mais provaveis é examinado (FERNANDES - MATILOLI, 2001).

Os métodos cladisticos tém como esséncia agrupar os organismos de acordo
com sinapormofias, ou seja, caracteres derivados compartilhados que séo herdados e
reconhecem grupos monofiléticos ou naturais. Arvores sdo calculadas para cada
carater e assim, indicam aquela que requer um menor namero de mudangas
evolutivas para explicar um determinado conjunto de dados (Parcimdnia) ou a mais
provavel estatisticamente (Maxima Verossimilhanca). (SPATAFORA; BLACKWEL,
1994; BUSO, 2005). Ja os métodos fenéticos, utilizam medidas de distancia que
consolidam estatisticamente as diferencas entre os caracteres em uma s6 variavel
gerando assim uma matriz (BUSO, 2005). Existem diversos modelos, desde
extremamente simples até muito complexos para estimar a distancia entre duas
sequéncias. Entre os modelos de substituicdo nucleotidica mais simples estéo:
distancia p e a distancia de Kimura 2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980). A distancia
“p” € meramente a propor¢do de posicdes em que duas sequéncias diferem. J4 a
distancia k2P leva em consideracdes dois parametros a mais: 1) a possibilidade de



ocorrerem substituicbes multiplas e 2) a razdo entre as transi¢fes e transversoes.
Outros modelos de substituicdo de nucleotidios sédo: Jukes e Cantor, Modelo de dois
parametros (K80), Modelo proporcional (F81), Modelo HKY85 e F84, Modelo de
TN93, Modelo Geral de Reverséo ao Longo do Tempo (PEREIRA, 2000).

Apds a obtencado das distancias entre as sequéncias comparadas, utiliza-se um
algoritmo para a construcdo da arvore filogenética. Existem diferentes algoritmos que
podem ser utilizados para a constru¢cdo de uma matriz de distancia (NEI;, KUMAR
2000; MATIOLI, 2001) sendo os algoritmos mais utilizados Neighbor-Joining (NJ) e o
UPGMA (FERNANDES- MATILOLI, 2001).

O método de Neighbor-Joining faz parte do grupo de métodos de evolucéo
minima, o qual busca uma arvore com a menor soma dos ramos. Esse processo
consiste inicialmente na construcdo de uma arvore em estrela e a partir disto uma
matriz de distancia é calculada. O par de taxons que apresentar a menor soma dos
comprimentos dos ramos € escolhido para representar um né interno da arvore e a
distancia deles a este nd interno € calculada. A seguir outra matriz € calculada
considerando este par de taxons como uma uUnica OTU. Novamente o par que
minimizar a soma dos ramos € escolhido e serd considerado uma unica OTU no
passo seguinte. Este procedimento se repete até que a arvore em estrela tenha sido
resolvida de maneira a minimizar a soma dos comprimentos dos ramos (PEREIRA,
2000).

O UPGMA é similar ao Neighbor-Joining, porém imp&e que as distancias sejam
ultraméticas, e, portanto os taxons evoluem a um taxa semelhante, e néo recalcula as
distdncias a cada vez que um taxon é adicionado a arvore. Emprega um algoritmo
sequencial de agrupamento no qual as relacées séo identificadas em ordem de
similaridades (BUSO, 2005; PEREIRA, 2000).

Dentre os métodos cladisticos, esta o da Maxima Parcimbnia. Este é
relativamente simples em sua concepcéo, e em seu principio envolve a identificacao
de uma topologia que requer o menor numero de mudancas evolutivas como as
substituicdes de nucleotideos para explicar as diferengas observadas entre os taxons
estudados. Esse método utiliza apenas os sitios variaveis informativos em suas
analises, pois o0s sitios invariaveis ndo acrescentam nenhuma mudanca na arvore e
0s sitios variaveis ndo informativos acrescentam o mesmo numero de mudancas em
todas as possiveis arvores (GRAUR; LI, 2000; NEI; KUMAR, 2000; MYIAKI; RUSSO;
PEREIRA, 2001). A vantagem desse método em relagcao aos outros, € o seu conceito
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simples e, em geral, computacionalmente é mais rapido que os demais. No entanto, é
necessario ter cuidado com homoplasias, substituicbes multiplas e desvio de
composicdo de bases, que ndo sdo corrigidos por esse método (MYIAKI; RUSSO;
PEREIRA, 2001). Dentre os varios algoritimos para as reconstrugfes filogenéticas
pela parciménia os mais utilizados sdo: a busca exaustiva se 0 numero de taxons for
pequeno, até 10 ou a busca heuristica se houver um grande nimero de taxons. A
busca exaustiva analisa todas as possiveis arvores bifurcadas para um grupo de
taxons. A busca heuristica une inicialmente todos os tAxons em um Unico né interno,
12 formando uma arvore totalmente politbmica e em seguida avalia todas as
possiveis arvores (GRAUR; LI 2000; NEI; KUMAR, 2000).

Outro método cladistico é o da Maxima Verossimilhanca que é um método de
inferéncia filogenética que requer o uso de um modelo evolutivo e, portanto, pode
levar em consideracdo parametros como taxas de substituicdo de nucleotideos em
uma sequéncia de DNA e frequéncia de bases, entre outros. Os parametros podem
ser estimados diretamente dos dados e usados no célculo da probabilidade de um
estado de carater ser substituido por outro, de acordo com o modelo evolutivo
escolhido. O objetivo desse método € encontrar a arvore, entre todas as possiveis,
com o maior valor de probabilidade, chamada de mais verossimil. A probabilidade de
uma arvore filogenética nada mais € que, a probabilidade de observar as sequéncias
de nucleotideos dados uma determinada arvore e um modelo especifico de
substituicdes de DNA (GRAUR,; LI, 2000). A selecdo do melhor modelo evolutivo para
um grupo de dados pode ser realizada pelo programa MODELTEST 3.6 (POSADA;
CRANDALL, 1998). Esse programa compara hierarquicamente a verossimilhanca de
56 modelos evolutivos, desde o0 mais simples, que considera apenas um parametro,
como o modelo de Jukes e Cantor (1969), até modelos mais complexos, e realiza um
teste de razdo de verossimilhanca entre os mesmos, penalizando os que possuem
parametros desnecesséarios. O método de Maxima Verossimilhanga, ao contrario do
método de maxima parcimoénia, utiliza todos os sitios em suas analises. Além disso,
simulagBes mostram que é menos suscetivel a erros nas constru¢cdes se o modelo
evolutivo escolhido for adequado. Sua desvantagem é ser um método bastante
demorado computacionalmente, embora computadores mais avancados possam
minimizar esse problema (PEREIRA, 2000)

O teste de confiabilidade de topologias tanto em arvores de distancia quanto
de Maxima parcimonia é o “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985). E uma técnica
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computacional que testa a confiabilidade das arvores filogenéticas inferidas e consiste
em uma simples reamostragem com reposi¢cdo pseudoaleatéria dos dados. A cada
reamostragem, uma arvore réplica é construida e no final a quantidade de vezes em
gue cada agrupamento ocorreu pode ser expressa em porcentagem (MATIOLI, 2001).
De acordo com Graur e Li (2000) e Russo et al. (2001), os valores de “bootstrap” séo
interpretados como sendo os niveis de confianca para cada clado, ou seja, eles
revelam a consisténcia interna de dados, se a topologia modifica muito conforme a re-
amostragem de dados. Portanto, quanto menores forem os valores de “bootstrap”,

menor sera a confiabilidade de uma arvore filogenética.

1.6 CONSIDERACOES FINAIS

Em trabalho recente realizado por Vila Nova (2008) na identificacdo e
caracterizacao de leveduras presentes em mosto de fermentacdo de alambiques no
estado de Pernambuco, foi observada a predominancia da espécie S. cerevisiae em
todos os processos estudados, seguida das espécies Candida milleri e Pichia
caribbica. Entretanto, diferencas na composicédo de leveduras foram observadas em
co-relacdo com o nivel tecnolégico do processo. No alambique com menor nivel
tecnolégico, e sem qualquer controle microbioldgico do processo, foram identificadas
sete espécies de leveduras que incluiam os géneros Candida, Pichia e
Zygosaccharomyces, dos quais quatro tdxons ndo puderam ser identificados:
Candida sp., C. drosophilae-like, C. ubatubensis-like e Zygosaccharomyces sp., este
altimo representado pelo isolado SPC2(7). Uma avaliacdo preliminar através da
analise filogenética a partir da seqiiéncia de nucleotideos da regido variavel D1/D2 do
gene ribossomal 26S mostrou que esse isolado apresentou 100% de identidade com
uma sequéncia de nucleotideos depositada no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) como pertencente a uma levedura isolada no Japéo durante a
producédo de saké pela fermentacdo do arroz e identificada parcialmente como
Zygosaccharomyces sp. (Figura 3). A posicédo filogenética deste isolado SPC2(7) foi
indefinida, ao contrario de outros isolados do processo que puderam ser identificados
como Z. fermentati (Lachancea fermentati) (Figura 3). Além disso, a andlise de
agrupamento posicionou o isolado SPC2(7) dentro do clado formado pelas espécies
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L. fermentati e L. cidri, mas em ramo independente. A partir daqueles resultados
foram formuladas trés hipoteses: i) esse isolado representa um hibrido interespecifico
dentro do clado ii) representa uma nova espécie do género ou iii) esta variacao esta
dentro do nivel de variagdo esperado para outras espécies.

A partir dessas observacdes, o presente trabalho teve como objetivo a
identificagdo de um isolado de levedura preliminarmente identificado como
Zygosaccharomyces sp. coletado de um alambique localizado no municipio de
Paudalho-PE, a partir do uso dos métodos de taxonomia convencional baseado em
caracteres morfolégicos e fisioldgicos e em taxonomia molecular usando métodos de

fenética e cladistica.

S. cerevisiae NRRL Y-12624
AD-B1C4(3)

33 |ss-B1C1(42)

MC-B1C1(1)

95 S. cerevisiae NRRL Y-12632
(AY048154)

C.milleri NRRL Y-7245 (U94923)
g4 g9 |AD -B1C5(2)

g SPC2(7) %=
Zygosaccharomyces sp. IFO11066

Z. fermentati NRRL Y-1559 (U84239)
MC- CPDC2(1)

MC- CPDC2(4)

Z. fermentati GDB812 (EF554824)

R0

93

Figura 3. Andlise filogenética inferida de leveduras isoladas de mosto de fermentacao para producéo
de cachaca artesanal inferida a partir da sequéncia de nucleotideos da regido variavel D1/D2 do gene
26S usando o método de agrupamento do tipo Neighbor-Joining, com 1000 pseudo-réplicas. A seta
indica a posic¢éo do isolado SPC2(7) identificado no presente trabalho. Fonte: Vila Nova (2008). (Tese
de doutorado em Ciéncias Biologicas, UFPE).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LEVEDURAS

Foram utilizadas neste trabalho o isolado Zygosaccharomyces sp: SPC2(7)
coletado do mosto de fermentacao alcodlica para producao de cachaga no alambique
“Mirante da Cachaca”, localizado no municipio de Paudalho, na zona da mata norte
do estado de Pernambuco. Os isolados de L. fermentatti GBD 812 e
Zygosaccharomyces sp. JPC2(8), JPC2(9), MC4(9), MC4(10), GC3(6) e GC3(7)
foram coletados de destilarias de alcool combustivel nos estados de Pernambuco,
Paraiba e provenientes da colecdo de cultura da empresa Genetech Ltda. As
linhagens de Z. baili UFMG-L10 fornecida pelo Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Minas Gerais e L. cidri CBS 4575 da cole¢do do CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures) da Holanda. As leveduras foram mantidas
em meio sélido YM (Extrato de Malte).

2.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MACROSCOPICAS

Foram observadas caracteristicas das colénias do isolado SPC2(7) como cor,
brilho, forma, margem e superficie (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000, YARROW,
1998). Para a descricdo do aspecto das col6nias, as células foram previamente
inoculadas em meio de cultura YM Agar por 48h e posteriormente, suspensas em
agua destilada esterelizada. Foi realizada a contagem das células em camara de
Neilibauer e em seguida, diluicdes seriadas até 10° células/mL. Em seguida, 100 pL
dessa suspensao foram semeados em meio YM &gar e incubado por 3 dias, a

temperatura ambiente (28 + 2°C).
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2.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS

Para observacdo do tamanho das células, tipo de reproducdo (assexuada e
sexuada) e tipo de brotamento as células foram cultivadas em YM &gar e incubadas
por um periodo de 3 dias a temperatura ambiente (28 + 2°C). As células também
foram cultivadas em Meio de cultura CMA (Corn Meal Agar / Farinha de Milho Agar)
pH 6.5 por um periodo de 14 dias, para obseravacdo da presenca ou auséncia de

pseudomicélio

2.3.1 Formacéao de ascosporos

A observacéo da producao de ascosporos do isolado SPC2(7) foi realizada em
meio Carbono levedura base (YCB) acrescido de 0,01% de sulfato de aménio (ROSA,;
LACHANCE, 2005). A cepa foi metabolicamente ativada em meio YM agar por um
periodo de 48h. Em seguida, foram preparadas suspensdes de células em 2mL de
agua destilada autoclavada e desta suspensdo foram semeados em pontos
equidistantes na superficie do referido meio YCB contido em placas e incubados
temperatura ambiente (28 + 2°C) por 7-15 dias. Posteriormente, foram preparadas
laminas e observada quanto a forma e numero dos ascosporos por asco em

microscopia de luz.

2.4 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS

As analises fisioldgicas foram realizadas segundo procedimentos padrdes
(YARROW, 1998). Este inclui uma série de testes como de assimilacado de fontes de
carbono e de nitrogénio, fermentacao de carboidratos, habilidade de crescimento em
meios com altas pressdes osmoticas (10% NaCl e 50% de glicose), andlise de
resisténcia a ciclohexamida, verificacdo de producao e tolerancia a acidos (1% acido

acético) e crescimento em diferentes temperaturas.
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2.4.1 Assimilacéo de fontes de carbono e nitrogénio

A capacidade de assimilacédo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio pela
levedura foi testada utilizando-se as seguintes fontes de nitrogénio: nitrato, nitrito e
lisina e as fontes de carbono: glicose, galactose, L-sorbose, maltose, sacarose,
celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melizitose, inulina, amido solavel, D-
xylose, L- arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-ramnose, etanol, glicerol, eritritol,
ribitol, galactitol, D-manitol, D-glucitol, salicina, DL-lactato, succinato, citrato de sodio,
M. inositol, metanol, hexadecano, glucosamina, xylitol, acetona, isopropanal,
gluconato e N- acetilglucosamina. As analises foram feitas em meio solido utilizando o
método de réplica em placas. A cepa foi metabolicamente ativada em meio YM agar
por um periodo de 48h e inoculada em tubos contendo 2mL de &gua destilada
esterelizada dessa suspenséo (10° células/ mL) cerca de 5 gotas foram transferidas
para cada um dos 21 pocos do replicador (Figura 4), instrumento que permite o teste
de vinte e uma leveduras num uUnico experimento. O meio sdlido utilizado para
assimilacdo das fontes de carbono foi o Nitrogénio levedura base (YNB) acrescido de
10mL de uma solucdo dos respectivos agucares (0,05%) por placa. Enquanto que,
para as fontes de nitrogénio foi utilizado o meio YCB acrescido das respectivas fontes
de nitrogénio nas seguintes concentracdes 0,026% de nitrito, 0,078% de nitrato de
potassio e 0,076% de lisina. Foram feitas placas de YNB e YCB como controle
negativo e uma placa de YNB com glicose para controle positivo.

- m——

Figura 4. Replicador que permite determinar a capacidade de assimilacdo de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio de vinte e uma leveduras num dnico experimento. Fonte: o autor (2009).
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2.4.2. Teste de capacidade fermentativa

Para testar a capacidade da levedura em fermentar agucares, foram
preparadas suspensdes de células (10° células/mL) em 2mL de &gua destilada
esterelizada e transferidas para tubos de ensaio contendo 2mL de meio minimo de
fermentacdo (solucdo de agucares a 2%, exceto rafinose que foi utilizado 4%)
contendo um tubo de Durham invertido. Apds a inoculagdo, foi realizada a leitura
regularmente com 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21 e 28 dias e a produgcdo de gas foi

observada pelo seu acumulo nos tubos de Durham.

2.4.3 Crescimento em meios com 50% glicose e 10% de  NaCl

As capacidade de crescimento em meios com altas pressdes osmoéticas neste
caso, de agucares e sais foi testada em meios YEPD (Extrato de levedura, Peptona e

Dextrose) acrescido de 10% de NaCl e o outro com 50% de glicose.

2.4.4 Producdo de acido e tolerancia a 1% de acido  acético

A habilidade da levedura em produzir acido foi verificada pelo meio de cultura
com carbonato de Célcio. A presenca de um halo transparente ao redor da colénia
evidencia a producéo de acido. Enquanto que a tolerancia a 1% de acido acético foi
verificada pela auséncia ou presenca de crescimento da levedura em placa.

As placas dos respectivos meios de culturas citados anteriormente, foram
carimbadas obedecendo a seguinte ordem: YNB, placas com todos os agucares
exceto (glicose), glicose, YCB, Nitrato, Nitrito, Lisina, YNB sem aminoacido, acido
acético, 10% de NaCl, 50% glicose, meio com carbonato de Calcio e meio com
0,01% de ciclohexamida. Em seguida, as placas foram colocadas semi-abertas em
fluxo laminar para secagem e posteriormente mantidas por 14 dias a temperatura
ambiente (28 + 2°C). As leituras foram realizadas no 7° e 14° dia conforme o

crescimento das leveduras em placa.



42

2.4.5 Resisténcia a ciclohexamida

A sensibilidade da levedura ao antibi6tico Ciclohexamida foi testada em meio

YNB &gar com uma concentracao final de 0,01% da droga.

2.4.6 Crescimento em diferentes temperaturas

O crescimento da levedura nas temperaturas de 37°C e 40°C foi observado em
tubos de ensaio contendo 2mL de cada dos meios liquidos Caldo Sabouraud e YM.
Nestes, foram inoculados cerca de 5 gotas da suspensédo de crescimento celular e
incubados em banho-maria por um periodo de 48h nas diferentes temperaturas de
teste.

2.5 PROCEDIMENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.5.1 Extragcéo de DNA nuclear

As células do isolado SPC2(7) e das linhagens de Z. bailii UFMG-L10 e L.
cidri CBS 4575 foram inoculadas em tubos falcon de 50mL contendo 10mL do meio
YPED caldo (1% extrato de levedura, 2% peptona bacterioldgica e 2% glicose) e
incubados a 30°C por 48 horas a 140rpm. Amostras de 1,0mL de cada cultura foram
transferidas para microtubos de 1,5mL e centrifugadas por trés minutos a 15.400g. O
sobrenadante foi descartado e 600uL de tampé&o de extracdo (Tris-HCI 200mM pH
8.0; NaCl 250mM; EDTA 25Mm; Dodecil Sulfato de Sodio 10%) foram adicionados,
seguido de incubagéo a 65°C por 30 minutos com agitacao por inversdo a cada dez
minutos. Em seguida, foi adicionado 600uL de uma solucdo de fenol/cloroférmio
(24:1) seguido de agitacdo no vortex, e centrifugacdo a 15.400g a 24°C por 10

minutos. Apos a centrifugacdo, foram transferidos 500uL do sobrenadante para
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microtubos novos de 1,5mL e a estes foram adicionados 500uL de uma solucéao de
cloroférmio/alcool isoamilico (1:1). As amostras foram centrifugadas mais uma vez
por igual periodo e rotacdo, e em seguida, retirado 400uL do sobrenadante e
transferidos para microtubos novos de 1,5mL. A estes tubos foram adicionados 800uL
de etanol absoluto gelado e deixados a —20°C para precipitacdo do DNA. Apoés a
precipitacdo, o DNA foi coletado por centrifugacéo a 15.400g por 10 minutos a 24°,
lavado em 300uL de etanol a 70% e em seguida secado em estufa a 37°C por 30
minutos. Este precipitado foi ressuspendido em 100uL de agua milli-Q estéril e
mantido —20°C. A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria utilizando-se
comprimento de onda de 260nm apés diluicdo das amostras de 1:200. Para o célculo
da concentracdo de DNA, foi utilizada a relacdo 1 DO = 50ug/mL (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATS, 1989).

2.5.2 Amplificagao do DNA nuclear

O DNA do isolado SPC2(7) e das linhagens de Z. bailii UFMG-L10 e L. cidri CBS
4575 foram amplificadas por PCR utilizando-se um termociclador HAIBAID PXE e

iniciadores descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para amplificar os fragmentos de DNA das linhagens.

Iniciador Sequéncia (5° 2 3) Marcador Molecular Referéncia
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG ISSR Lieckfeldt et al. (1993)
(GACA), GACAGACAGACAGACA ISSR Meyer e Mitchel (1995)
M13 GTAAAACGACGGCCAGT ISSR Lieckfeldt et al. (1993)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS1-5.8S-ITS2 rDNA White et al. (1990)
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAA ITS1-5.8S-ITS2 rDNA White et al. (1990)
NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG D1/D2 26S rDNA O’Donnel (1993)
NL-4 GGT3.3.2 CCGTGTTTCAAGACGG D1/D2 26S rDNA O’Donnel (1993)

Fonte: o autor (2009).



2.5.2.1 Amplificacdo de DNA da regido ITS do rDNA

Para a amplificacdo do DNA das regides ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram
utilizados os iniciadores ITS4 ( 5- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3) e ITS5 (5 -
GCA AGT AAA AGT CGT AAC AA - 3’), como descrito por White et al. (1990) e um
volume final de reacdo de 25 pL. A amplificagdo foi programada para realizar uma
desnaturacéo inicial de 6 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos para desnaturacdo a
94°C por 20 segundos, pareamento a 55°C por 20 segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos e finalmente, 5 minutos a 72° C para extensao final.Os produtos de
amplificagao foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3% a 7,5 volts/cm
por 90 minutos em tampé&o TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA) utilizando-se o marcador de
peso molecular de 100 bp (Invitrogen Life Technologies), corados em brometo de
etidio (TBE 1X/EtBr 0,5 pg/mL), visualizados em transiluminador de luz UV e
fotografados em sistema de fotodocumentagéo Vilber-Loumart (Franca).

A digestdo enzimética do l6cus ITS1-5.8S-ITS2 foi realizada pela mistura de
4uL da solucao dos produtos de amplificacdo com 16pL do mix de restricdo, contendo
0,2U das enzimas de restricdes: EcoRlI, Hinfl e Ddel (New England). Apds incubacao
por 2 horas a 37T, foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1,3% a 10,0
volts/cm por 60 minutos em tampao TBE 0,5X utilizando-se o marcador de peso
molecular de 100 bp (Promega). Os fragmentos de restricdo foram corados em
brometo de etidio, visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados em
sistema de fotodocumentacéo Vilber-Loumart (Franca). (VILA NOVA, 2008).

2.5.2.2 Amplificacdo com os iniciadores (GTG) 5 (GACA)4 e M13

Para a amplificagdo do DNA da regido ISSR com os iniciadores (GTG)s,
(GACA)4 e M13, o volume final de reacgao foi de 25 pL. A amplificacéo para (GTG)s foi
programada para um ciclo de desnaturacao de 5 minutos a 94°C seguido de 40 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos,

extensao a 72°C por 90 segundos e finalmente, 6 minutos a 72T para extensao final.



45

Para o iniciador (GACA), foi utilizado a mesma programacao alterando a temperatura
de anelamento para 45°C e para o iniciador M13 para 50°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,3% a 7,5 volts/cm por 2 horas e 30 minutos em tampao TBE 0,5X,
utilizando-o marcador de peso molecular de 100 bp (Invitrogen Life Tecnologies). Os
fragmentos foram corados em brometo de etidio, visualizados em transiluminador de
luz UV e fotografados em sistema de fotodocumentagao Vilber-Loumart (Franca).
(VILA NOVA, 2008)

2.5.2.3 Andlises estatisticas

Os dados obtidos das amplificacbes de ISSR com o iniciador (GTG)s, (GACA)4
e M13 foram analisados pelo programa Numerical Taxonomy System of Multivariate
Programs — NTSYS-PC 2.1 (BUSSAB; MIAZAKI; ANDRADE, 1990; ROHLF, 2002).
Os dados foram introduzidos na forma de variaveis binarias, nas quais o numero 1
(um) significa a presenca do fragmento e o numero 0 (zero) a auséncia do mesmo. A
partir dos fragmentos no gel, o programa gera uma matriz de similaridade utilizando o

coeficiente similaridade Simple Matching (SM) calculado de acordo com a férmula:

SM= (a+d) Onde:
(a+b+ctd) a = namero coincidéncias positivas

b e ¢ = nimero de nao-coincidéncias

d = nimero coincidéncias negativas

A partir da matriz de similaridade foi gerado um dendrograma pelo método da
média aritmética ndo ponderada para agrupamento aos pares método de
agrupamento (UPGMA) (ADAMS et al., 2002).

2.5.3 Sequenciamento

Para a amplificagcdo de DNA dos dominios divergentes D1/D2 26S do rDNA
foram preparados um volume final de reagéo de 25uL. A amplificagéo foi programada
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para um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C durante cinco minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos
e extensado a 72°C por 45 segundos, com um ciclo de extenséao final a 72°C durante

cinco minutos.

A eletroforese dos fragmentos amplificados foi realizada em gel de agarose a
1,3% em tampao TBE 0,5X, durante 40 minutos. O produto da amplificacdo foi
purificado com o Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). Os
produtos purificados foram separados por eletroforese juntamente com o marcador A
DNA/Hindlll, em gel de agarose a 1,3% com TBE 0,5X por 30 minutos, corados em
brometo de etidio (TBE 1X/EtBr 0,5 pg/mL), visualizados em transiluminador de luz
U.V e fotografados em sistema de fotodocumentacgao Vilber-Loumart (Franca).

Os dominios D1/D2 da regido 26S de rDNA e da regido ITS1-5.8S-ITS2 de
rDNA das leveduras foram seqlienciados no Laboratério do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes da Universidade Federal de Pernambuco, utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). (VILA NOVA, 2008)

2.5.4 Andlise das sequéncias de DNA e reconstrugdo  de arvores filogenéticas

Para a identificacdo de cada isolado sequenciado foram realizadas analises de
alinhamento local utilizando a ferramenta BLASTnN, nucleotideo a nucleotideo, no
banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias dos
dominios D1/D2 do gene 26S rDNA e da regido ITS rDNA destas leveduras foram
comparadas com as sequéncias destes genes em outros fungos disponiveis no banco
de dados Genbank (Tabela 3). As sequéncias foram alinhadas pelo ClustalW no
programa Bioedit versdo 7.05 e as regides homologas foram utilizadas na construcao
de éarvores filogenéticas moleculares. Foi analisada a porcentagem de sinal
filogenético pelo programa Tree-puzzle versédo 5.2.

As arvores moleculares foram construidas pelo método de Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) utilizando como modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-
parametros (K2P) (KIMURA, 1980) e pelo método da Maxima Verossimilhanca
(YANG; NIELSEN, 2000). O programa de filogenia utlizado foi o PAUP 4.0
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(SWOFFORD, 2002) que utilizou o modelo evolutivo adequado apos resultado das
analises do programa Modelteste 3.7 (POSADA; CRANDALL, 1998). O teste de
confiabilidade das topologias filogenéticas foi realizado pela analise de “bootstrap” a
partir de 1000 pseudo-réplicas (FELSENSTEIN, 1985). Para avaliar a incongruéncia
entre as particbes (D1/D2 26S e ITS1-5.8S-ITS2) foi feito o teste de particdo de
homogeneidade (FARRIS et al.
(SWOFFORD, 2002).

1994) implementado no programa PAUP 4.0

Tabela 3. Linhagens dos géneros Zygosaccharomyces, Lachancea, Kluyveromyces, Torulaspora
e Zygototulaspora do banco de dados Gendmico National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e os respectivos codigos de acesso para as sequéncias dos genes.

Espécies Linhagem N° de acesso N° de acesso
Gene 26s IDNA  ITS1-5.85-ITS2

Zygosaccharomyces sp. IFO 11066 (AB 087398) _
Lachancea fermentati NRRL Y-1559 (U84239) (AY046206 )
L. cidri NRRL Y-12634 (U84236) (AY046205)
Z. Kombuchaensis NRRL YB-4811 (AF339904) (AY046193)
Z. bisporus NRRL Y-12626 (U72162) (AY046192)
Z. bailii MB508 (DQ872869) (DQ 872858)
Z. rouxii ZR14 (AB363047) (AB363061)
Z. lentus NRRL Y- 27276  (AF339888) (AY046194)
L. kluyveri NRRL Y-12651 (U68552) (AY046209)
L. waltii NRRL Y-8285 (U69582) (AY046208)
Z. mellis NBRC 1732 (AB302838) (AB302842)
L. thermotolerans NRRL Y-8284 (U69581) (AY046207)
Saccharomyces cerevisiae CECT 11758 (AJ 544254) (AJ 544247)
Torulaspora franciscae NRRL Y-17532 (U73604) (AY046186)
T. delbrueckii NRRL Y-866 (U72156) (AY046187)
T. pretoriensis NRRL Y-17251 (U72157) (AY046188)
T. globosa NRRL Y- 12650  (U72166) (AY046184)
T. microellipséides NRRL Y-1549 (U72160) (AY046185)
Kluyveromyces nonfermentans NRRL Y-27343 (AF398490) (AY046211)
K. lactis NRRL Y-8279 (U94922) (AY046213)
K. wickerhamii NRRL Y-8286 (U69577) (AY046212)
K. dobzhanskii NRRL Y-1974 (U69575) (AY046215)
K. aestuarii NRRL YB-4510 (U69579) (AY046210)
K. marxianus NRRL Y-8281 (U94924) (AY046214)
Zygotorulaspora florentinus NRRL Y-1560 (U72165) (AY046168)
Zyg. Mrakii NRRL Y-12654 (U72159) (AY046169)

Fonte: O Autor (2009).
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3 RESULTADOS

3.1. ANALISE TAXONOMICA CONVENCIONAL

A Figura 5A mostra aspectos macroscopicos do isolado SPC2(7) que
apresentou coldnias de cor branca, superficie lisa e opaca, levemente convexas, com
bordos lisos e diametro variando entre 2 a 5 mm com cinco dias de crescimento.
Quanto aos aspectos microscopicos, ndo foi observada a formagédo de pseudomicélio
em meio de cultura CMA durante um periodo de 14 dias, a temperatura ambiente (28
+ 2°C). As células cultivadas em caldo YM apresentaram-se ovoides a elipséides com
diametro variando de 2 a 4 pym ou 3 a 5 um. A reproducédo assexuada ocorreu por
brotamento simples e a sexuada foi evidenciada pela presenga dos ascos com cerca
de 1 a 4 ascosporos esféricos. Os ascos sao conjugados apresentando uma estrutura
denominada “halteres” (Figura 5b). 400x.

Figura 5. Isolado SPC2(7) em meio YM &gar a temperatura ambiente (28 £ 2°C)
apés 3 dias de crescimento (A) e andlise microscépica das células mostrando as
estruturas reprodutivas (B) : ascos (a) ascosporos (b) e “halteres” (c) produzidos em

meio YCB (acrescido de 0,01% de Sulfato de aménio) a temperatura ambiente (28 +
2°C) ap0s 3 dias de crescimento. 400x. Fonte: o autor (2009).
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Os resultados dos testes bioquimicos (Tabelas 4, 5 e Figura 6) mostram o perfil
bioquimico e fisilégico do isolado SPC2(7) em relagcéo as inclusas em Lanchacea e

Zygosaccharomyces.

Tabela 4. Caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas do isolado SPC2(7) em comparagdo com
espécies de Lachancea e Zygosaccharomyces.

Indicador SPC2(7) L.fermentati L. cidri Z. bailii Z. rouxii Z. bisporus Z. mellis
YNB - - - - - - -
Glicose + + + + +/D + +/D
Galactose + + + +/- - D/- +/-
L-Sorbose - +/- +/D +/- - +/- -
Maltose + +/- + - +/- - +/-
Sacarose + + + +/- D/- - D/-
Cellobiose - +/- - D/- - - -
Trehalose + + + +/- D - +/-
Lactose - - - - - - -
Melibiose - +/- + - - - -
Rafinose + + + +/- - - -
Melizitose - +/- - - - - -
Inulina + +/- D/- - - - -

Amido sollvel - - - - - - -

D-xylose - +/- +/D - - D/- -
L-arabinose - - - - - - -
D-arabinose - - - - - - -
D-ribose - - - - - - -
L-ramnose - - - - - - -
Etanol - + + +/- +/- + +/-
Glicerol + +/- +/D +/- +/- +/D +/-
Eritritol - - - - - - -
Ribitol - +/- - +/- +/- +/- D/-
Galactitol - - - - - - -
D-manitol + +/- + +/D +/- +/- +/-

D-glucitol - +/D - +/D +/- +/- +/-
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Continuacao da Tabela 4...

Indicador SPC2(7) L.fermentati L. cidri Z. bailii Z. rouxii Z. bisporus Z. mellis
Salicina + +/- - - - - -
DL-lactato + +/D +/D - - - -
Succinato - +/- +/D - - - -
Citrato - - - - - - -
M-inositol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Hexadecano - - - - - - -
Glucosamina + +/D - +/- +/- +/- D/-
Xylitol - - - - - - -
Acetona F - - - - - -
Isopropanol - - - - - - -
Gluconato - - - - F/- - -
N-acetilglucosamina + + +/- + + + +/-
Sem aminoé&cidos - +/- +/- + + +/- +/-
YCB - - - - +/- - -
Nitrato - + +/D + + +/D +
Nitrito - + +/- - - + -
Lisina - + - +/- +/- - +/-
10% NaCl - +/- - - +/- - -
Acido acético - - - - +/- - .
50%glicose - + +/D + + +/D +
0,01% ciclohexamida - + +/- - - + -
37°C - + - +/- +/- - +/-
40°C - +/- - - +/- - -

Indicador de crescimento celular: + (positivo); - (negativo); F (fraco); D (deficiente). Nota: os perfis
fisiolégicos das espécies de Zygosaccharomyces e Lachancea foram obtidos por Barnett et al.
(2000). Fonte: o autor (2009).

Tabela 5. Fermentacdo de fontes de carbono pelo isolado SPC2(7) e pelas espécies de
Zygosaccharomyces e Lachancea.

Espécies Glicose Galactose Maltose Sacarose Rafinos e
SPC2(7) + - + + T
L. fermentati + +,D +/- + +
L. cidri + + +D + +
Z. bailii + - - +/- +/-
Z. rouxii +,D - +/- D.,- .
Z. bisporus + - - - -
Z. mellis +,D - +D - -

Indicador de fermentagdo de aguUcares: + (positivo); - (negativo); D (deficiente). Nota: os perfis
fisiolégicos das espécies do género Zygosaccharomyces e Lachancea foram obtidos de Barnett et al.
(2000). Fonte: o autor (2009).
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Figura 6. Ensaio de capacidade fermentativa do isolado
SPC2(7) em tubos de Durhan. A seta mostra a presenca de
bolha de gas no interior do tubo evidenciando a fermentacé&o.
Glicose (tubo 1), sacarose (tubo 2), maltose (tubo 3), rafinose
(tubo 4) e galactose (tubo 5). Fonte: o autor (2009).

3.2. ANALISE TAXONOMICA MOLECULAR

3.2.1. Andlise por ribotipagem

O segmento ITS1-5.8S-ITS2 do I6cus de rDNA foi amplificado do genoma do
isolado SPC2(7) e das espécies L. fermentati GBD 812 e L. cidri CBS 4575 com o0s
iniciadores ITS4 e ITS5, gerando um fragmento de aproximadamente de 700 pb
(Figura 7). A enzima EcoRI n&o foi capaz de produzir fragmentos de restricdo nas trés
leveduras enquanto que, a digestdo com a enzima Hinfl produziu dois, um de cerca
de 330 pb e outro de 370 pb. Entretanto, a digestdo do fragmento das trés leveduras
com a enzima Ddel produziu fragmentos de cerca de 520 pb e 180 pb para o isolado
SPC2(7) e de 440 pb, 140 pb e 60 pb para as linhagens L. fermentati GBD 812 e L.
cidri CBS 4575 (Figura 8).
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Figura 7. Perfis de amplificacao do lécus ITS1-5.8S-
ITS2 como os iniciadores ITS4 e ITS5 de Lachancea
fermentati GBD 812 (pista 1), SPC2(7) (pista 2) e
Lachancea cidri CBS 4575 (pista 3). Na pista M,
marcador de peso molecular de 100 pb com
indicagdo do tamanho de alguns fragmentos (a
esquerda). Fonte: o autor (2009).
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Figura 8. Perfis de restricdo dos fragmentos do l6cus ITS1-5.8S-
ITS2 com as enzimas de restricdo EcoRI, Ddel e Hinfl. Nas pistas
M, marcador de peso molecular de 100 pb com indicacdo do
tamanho de alguns fragmentos (a esquerda). Encontram-se 0s
DNAs de Lachancea fermentati GBD 812 (pista 1), SPC2(7) (pista 2)
e Lachancea cidri CBS 4575 (pista 3). Fonte: o autor (2009).
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3.2.2 Tipagem molecular do isolado SPC2(7) com os m arcadores de

“fingerprinting”

O isolado foi submetido a tipagem molecular utilizando iniciadores unicos
(GTG)s, (GACA)s e M13 em comparacdo com representantes dos géneros
Zygosaccharomyes e Lachancea. O isolado SPC2(7) apresentou perfil de
amplificacdo com o iniciador (GTG)s completamente diferente das espécies L.
fermentati GBD 812 e L. cidri CBS 4575 com menos de 50% de indice de similaridade
(Figura 9).

Para confirmar o poder discriminatério dos marcadores de iniciadores Unicos
na tipagem e identificacdo das leveduras, o DNA de isolados de levedura
preliminarmente identificados como Zygosaccharomyces sp., um isolado de Z. bailii
UFMG-L10 e um isolado de L. fermentati GBD 812 foi submetido a amplificagdo com
os iniciadores (GTG)s, (GACA), e M13 (Figura 10). Os resultados mostraram que
isolados geneticamente semelhantes produziram perfis de amplificacdo semelhantes
e foram agrupados com indice de similaridade de 80% a 100%, como foi o caso dos
isolados JPC2(8) e JPC2(9), MC4(9), MC4(10), GC3(6) e GC3(7). Da mesma
maneira, leveduras geneticamente diferentes apresentaram perfis de amplificacéo
diferentes e formaram grupos fenéticos independentes, com indice de similaridade
menor do que 50%.

1 .
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3
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Figura 9. Analise de similaridade do isolado SPC2(7) com o iniciador (GTG)5. A) Perfil de
amplificacdo das leveduras L. fermentati GBD 812 (pista 1), SPC2(7) (pista 2) e L. cidri CBS 4575
(pista 3) com fragmentos separados em gel de agarose a 1,3%. O marcador de peso molecular 100
bp foi utilizado (pista M). B) Andlise de agrupamento dos perfis de amplificagcdo utilizando o método
UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Simple Matching (SM). Fonte: o autor (2009).
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Figura 10. Perfil de amplificacdo do DNA dos isolados industriais de Zygosaccharomyces sp. JPC2(8)
(pista 1), JPC2(9) (pista 2), MC4(9) (pista 6), MC4(10) (pista 7), GC3(6) (pista 8) e GC3(7) (pista 9),
da linhagem tipo de Z. bailii UFMG-L10 (pista 5) e dos isolados SPC2(7) (pista 3) e L. fermentati GBD
812 (pista 4) com os iniciadores (GTG)5 (painel C), (GACA)4 (painel D) e M13 (painel E) e a analise
de agrupamento dos perfis de amplificacao utilizando o método UPGMA utilizando o coeficiente de
similaridade Simple Matching (SM).(painel F). Fonte: o autor (2009).
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3.2.3 Identificagdo molecular por sequenciamento de DNA

O isolado SPC2(7) foi analisado quanto a sequéncia de nucleotideos das
regides do DNA ribossomal ITS1-5.85-ITS2 e D1/D2 interna ao gene altamente
conservado que codifica o0 RNA ribossomal 26S ou simplesmente D1/D2. As
sequéncias obtidas, foram submetidas a andlise de alinhamento local tipo BLASTn
disponivel no Genbank (Tabela 6). Para a regido D1/D2 26S rDNA, a sequéncia de
nucleotideos do isolado SPC2(7) apresentou 100% de identidade com a seqiiéncia
do isolado Zygosaccharomyes sp. IFO11066 depositado na cole¢cdo Japonesa IFO
(The Institute for Fermentation, Osaka). A outra seqUéncia mais préxima
correspondeu a um isolado de Lachancea sp. com indice de identidade de 96%
(Tabela 6). O alinhamento da sequéncia da regido ITS1-5.8S-ITS2 (Tabela 6)
mostrou o isolado SPC2(7) apresentando indices de identidade de 88% com a

espécie Lachancea meyersii Fell, Statzell e Kurtzman.

Tabela 6. Alinhamento tipo Blastn das sequéncias D1/D2 26S e ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA do isolado
SPC2(7) com seqliéncias mais proximas depositadas no GenBank.

Sequéncia Linhagem Tamanho (pb) Gaps Identidade
D1/D2 26S Zygosaccharomyces sp. IFO11066 570 0/493 (0%) 493/493 (100%)
Lachancea sp. ES12S06 546 4/495 (0,8%) 479/495 (96%)
ITS1-5.85- Lachancea meyersii NRRL Y-27411 673 30/663 (4%) 587/663 (88%)
ITS2
Lachancea meyersii 9924 673 30/663 (4%) 587/663 (88%)

Fonte: o autor (2009).

O conjunto de sequéncias de espécies dos géneros Lachancea e
Zygosaccharomyces mais similar ao isolado SPC2(7) para os dois I6cus foi coletado,
submetido a alinhamento multiplo com a ferramenta ClustalW e agrupados pelos
métodos de Neighbor-Joining (SAITOU ; NEI, 1987) e Méxima Verossimilhanca
(YANG; NIELSEN, 2000). Ap6s o alinhamento, garantindo uma homologia de
posicéo, obteve-se sequéncias de tamanhos uniformes de 508 pb e 470 pb para os
locius D1/D2 26S e ITS-5.8S-ITS2 rDNA respectivamente. Trés conjuntos de dados
foram gerados, um para cada marcador e outro com 0s marcadores combinados a

partir de sequéncias de nucleotidios de espécies dos géneros Lachancea,
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Zygosaccharomyces, Torulaspora, Zygotorulaspora e Kluyveromyces. Depois de
alinhados, os conjuntos de dados foram submetidos ao teste do sinal filogenético
através do programa Tree-puzzle 5.2 (SCHMIDT et al.,, 2002). O resultado desta
analise mostrou sinais filogenéticos de 95,8% e 94,7% para o conjunto dos lécus
D1/D2 26S ITS1-5.8S-ITS2 rDNA, respectivamente. Para as inferéncias filogenéticas
a partir da combinacdo dos lécus citados anteriormente, o teste de particdo de
homogeneidade foi de P=0.22.

Os modelos evolutivos mais adequados aos conjuntos de dados segundo
analise do programa Modelteste foram: Modelo geral de tempo-reverso (GTR+I+G) e
o Transversional (TMV+G) para os marcadores ITS1-5.8S-ITS2 e 26S D1/D2 rDNA
respectivamente.

Foram obtidas trés arvores métricas (Figuras 11, 12 e 13), uma para cada
conjunto de dados, evidenciando a distancia genética entre as espécies. Nestas
arvores, uma linhagem de S. cerevisiae foi utilizada como grupo externo.

A topologia das &rvores obtidas foi similar para os marcadores ITS1-5.8S-ITS2
e 26S D1/D2 rDNA isolados ou combinados, independente do método de
reconstrucao filogenética empregado (Maxima Verossimilhanca e Neighbor-joining). A
topologia de &rvore para a sequéncia D1/D2 26S rDNA (Figura 11) mostrou o isolado
SPC2(7) formando clado com a linhagem Zygosaccharomyces sp. IFO11066,
mostrando apenas diferencas nos valores de “bootstrap” para a MV (87%) e NJ
(100%).



57

S. cerevisiae
— T. microellipsoides ]
T. pretoriensis
T. globosa
T. delbrueckii
— 1~ T. franciscae -

Torulaspora

100 - Zyg. mrakil Zygotorulaspora
o 100 L 7yg. forentinus ]
94 100 Z. mellis =

00

Z. rouxii

F 89 [ Z.lentus 7 h
) _ osaccharomyces
94 |67 mz. kombuchaensis yo Y

’ Z. bailii
Z. bisporus

85 94— L. thermotolerans -
82 y
61 of | 97— L. walii

84 | — L. kluyveri
8795 — L. cidri
92 100 | fermentati

87 spc2()
63 | 100 |FO11066 -
88 70 ——K. aestuarii

86

[ K. nonfermentans
100 ) ..
100 K. wickerhamii

83— K. dobzhanskii

[ 80
0.01 68 K. lactis

93 K. marxianus

Lachancea

Kluyveromyces

Figura 11 . Arvore filogenética de espécies de leveduras dos géneros Zygosaccharomyces, Lachancea
Kluyveromyces, Torulaspora e Zygotorulaspora inferida pelos métodos da Maxima Verossimilhanga e
Neighbor-Joining a partir de sequéncias de nucleotideos do gene 26S (D1/D2) rDNA. Os Valores de
“Bootstrap” >60% sdo mostrados na figura, originados a partir de 1000 pseudo-réplicas. Os valores
acima de cada ramo sao referentes ao método de Maxima Verossimilhan¢a e os abaixo, ao método de
Neighbor-joining. A seqiiéncia de nucleotideos da regido D1/D2 26S rDNA de Saccharomyces
cerevisiae foi utilizada como outgroup. Fonte: o autor.

Na arvore construida com o lécus ITS1-5.8S-ITS2 o isolado SPC2(7)
apresentou-se em um ramo separado, mas filogeneticamente relacionado com as
espécies L. thermotolerans e L. kluyveri (Figura 12) suportado por “bootstraps” de
87% (MV) e 90% (NJ).
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Figura 12. Arvore filogenética de espécies de leveduras dos géneros Zygosaccharomyces, Lachancea
Kluyveromyces, Torulaspora e Zygotorulaspora inferida pelos métodos da Maxima Verossimilhanga e
Neighbor-Joining a partir de sequéncias de nucleotideos da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA Os Valores
de Bootstrap >60% s@o mostrados na figura, originados a partir de 1000 pseudo-réplicas. Os valores
acima de cada ramo sao referentes ao método de Maxima Verossimilhan¢a e os abaixo, ao método de
Neighbor-joining. A seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS1-5.8S-ITS2 de Saccharomyces
cerevisiae foi utilizada como outgroup. Fonte: o autor (2009).

A topologia de arvore resultante da combinacdo dos I6cus ITS1-5.8S-ITS2 e
D1/D2 26s rDNA foi similar &s inferidas com cada l6cus isoladamente e mostrou, o
isolado SPC2(7) novamente relacionado com espécies do género Lachancea (Figura

13) mas, em ramo isolado.
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Figura 13. Arvore filogenética de espécies de leveduras dos géneros Zygosaccharomyces,
Lachancea Kluyveromyces, Torulaspora e Zygotorulaspora inferida pelos métodos da Méaxima
Verossimilhanga e Neighbor-Joining a partir de seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS1-5.8S-ITS2
e do gene 26S (D1/D2) rDNA. Valores de Bootstrap >60% sdo mostrados na figura, originados a partir
de 1000 interacdes. Os valores acima de cada ramo sdo referentes ao método de Méaxima
Verossimilhanga e os abaixo, ao método de Neighbor-Joining. As seqliéncias de nucleotideos das
regibes 26S (D1/D2 rDNA) e ITS1-5.8S-ITS2 de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como
outgroup. Fonte: o autor (2009).
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4 DISCUSSAO

A fermentacao alcodlica industrial para producdo de &lcool combustivel € um
processo microbiolégico altamente complexo, cujo resultado final depende de
variaveis como temperatura, pH, qualidade da agua e em especial, das leveduras
gue dominam o procedimento. A presenca de leveduras contaminantes no processo
de fermentacdo tem causado prejuizo as destilarias e a deteccdo, quantificacéo e
identificacdo de tais leveduras constituem importantes passos para o adequado
controle do processo (BASILIO et al., 2005).

Basilio et al. (2008) realizando um trabalho de monitoramento, identificaram
varias espécies contaminantes de destilarias de alcool combustivel, dentre estas,
encontraram Z. fermentati e Candida sp. Esta provavelmente podendo ser uma
espécie nova. Da mesma forma Vila Nova (2008) identificou no processo de
fermentacdo alcodlica de alambiques artesanais espécies de leveduras apenas
parcialmente identificadas como Candida sp. e Zygosaccharomyces sp.

Apesar de muitas leveduras ja terem sido descritas, isoladas de diferentes
substratos (KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2001; ROSA;
LACHANCE, 2005) ainda had muitas espécies desconhecidas. Atualmente ha 1,500
espécies de leveduras reconhecidas, distribuidas no Filo Ascomycota e
Basidiomycota. Entretanto, poucas dessas ja foram submetidas a extensivas
analises genéticas (KURTZMAN; PISKUR, 2005).

Por vérios anos, os estudos de identificagdo de diferentes espécies de
leveduras, bem como de linhagens, tem sido baseado numa série de testes
bioquimicos, fisiologicos e em caracteristicas morfoldégicas. Entretanto, estes
métodos tornam-se limitados na identificacdo de algumas espécies como é 0 caso
das pertencentes ao complexo Saccharomyces “sensu stricto” e do género
Zygosaccharomyces, que fermentam e assimilam poucas das vérias fontes de
carbono utilizadas nos testes de identificacdo convencional (KURTZMAN, 1994).
Além disso, em ambos os géneros € freqUente a ocorréncia de formacao de hibridos
naturais (JAMES et al., 2005).

A taxonomia do género Zygosacchomyces tem sofrido modifica¢cées ao longo
dos anos, sendo a recente, a que resultou de andlises filogenéticas de multigenes e
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assim incluiu as espécies Z. fermentati e Z. cidri em um novo género, denominado
Lachancea (KURTZMAN, 2003).

O isolado SPC2(7) procedente de amostra de alambique artesanal de
cachaca isolado por Vila Nova (2008) foi preliminarmente identificado como
Zygosaccharomyces sp. devido a alta similaridade com o isolado
Zygosaccharomyces [IFO11066 e com proximidade genética com espécies do
género. No presente trabalho este isolado foi caracterizado quanto aos aspectos
morfolégicos como podendo pertecenter aos géneros Lachancea ou
Zygosaccharomyces, segundo caracteristicas que definem os mesmos, tais como,
forma dos ascos (YARROW, 1998). Os resultados dos testes de assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio mostraram o isolado com perfil similar aos de
espécies dos géneros citados anteriormene, entretanto, distinguindo-se por ndo
apresentar osmotolerancia e n&do crescer na presenca de Nitrato.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular tem permitido na dltima
década o emprego de marcadores moleculares, gerando grande numero de estudos
sobre tipagem, identificacdo, classificagdo e ecologia de microrganismos,
aumentando a resolugdo taxonbmica, principalmente em nivel de linhagem
(GUILLAMON et al., 1998). A analise do comprimento do produto de amplificagéo
que corresponde ao locus ITS1-5.8S-ITS2 tem permitido a identificacdo rapida de
diferentes tipos de leveduras. Entretanto, varias espécies apresentam produtos de
amplificagdo com o mesmo tamanho. Este problema pode ser resolvido a partir da
digestdo desses fragmentos com diferentes enzimas de restricdo (ESTEVE-
ZARZOSO et al.,, 1999). Em alguns casos, essa ferramenta permitiu apenas uma
identificagdo parcial, como € o caso de espécies de leveduras dos géneros
Zygosaccharomyces (L. fermentati e L. cidri) e Saccharomyces que apresentam
padrdo de restricdo de tamanhos de fragmentos idénticos (ESTEVE-ZARZOZO et
al., 2003; PULVIRENTI et al., 2005).

J& o0s marcadores microssatélites tem sido amplamente utilizados na
diferenciacdo de linhagens de fungos. Dos Santos et al. (2007) utlizando os
oligonucleotidios (GTG)s, (GACA), e M13 e intron podem distinguir espécies de
leveduras do complexo Saccharomyces “sensu stricto”. Dentre os marcadores de
PCR “fingerprinting”, o (GTG)s mostrou ter alto grau de discriminacédo de leveduras
contaminantes do processo de fermentacdo alcodlica (SILVA-FILHO et al., 2005).
Baleiras-Couto et al. (1996), ao investigar linhagens de leveduras presentes na
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cadeia de producdo de maionese e temperos de saladas encontrou varias espécies
de leveduras. Entretanto, a discriminagdo das espécies Z. bailii e Z. bisporus so foi
possivel através da técnica da PCR “fingerprinting” com os iniciadores (GTG)s e
(GAC)s. A tipagem do isolado SPC2(7) mostrou padrdo de bandas distinto das
espécies L. fermentati GBD 812 e L. cidri CBS 4575 0 que nos aponta que o isolado é
uma unidade taxondmica distinta e ndo um hibrido interespecifico ja que, eventos de
hibridizacdo ja foram relatados entre espécies do género Zygosaccharomyces
(JAMES et al., 2005).

Outros métodos atualmente utilizados na identificacdo de leveduras sdo os
baseados no sequenciamento de genes do DNA ribossomal (KURTZMAN, 2003),
genes mitocondriais (BELOCCH et al., 2000) e fator de alongacdo (KURTZMAN;
ROBNETT, 2003). Através do sequenciamento dos diferentes marcadores foi
possivel a identificacdo de leveduras do complexo “sensu stricto” (PULVIRENTI et
al., 2005), contaminantes de amostras do alcool combustivel (BASILIO et al. 2008),
alambiques de cachaca (VILA NOVA, 2008) e de espécies do género
Zygosaccharomyces (ROSA; LACHANCE, 2005; KURTZMAN et al., 2001), inclusive
de hibridos interespecificos dentro deste género (JAMES et al., 2005).

Para identificacdo do isolado SPC2(7) foram seqlenciadas a regido variavel
D1/D2 26S e ITS1-5.8S-ITS2 rDNA. A seqéncia de nucleotideos da regido D1/D2
do gene ribossomal 26S mostrou o isolado SPC2(7) como pertencente ao género
Lachancea. A busca de similaridade por alinhamento local da seqténcia D1/D2 26S
rDNA deste isolado confirmou o resultado anterior apresentado por Vila Nova (2008)
que o apresentou como idéntico a linhagem Zygosaccharomyces IFO11066 isolada
no Japao. A outra sequéncia mais proxima ao isolado correspondeu a um
representante Lachancea sp. 0 que coincidem com o0s resultados anteriores que
sugerem o isolado SPC2(7) como um novo representante do género Lachancea.
Além disso, o Blastn da sequéncia ITS1-5.8S-ITS2 também mostrou o isolado
SPC2(7) relacionado com espécies do género Lachancea.

As arvores inferidas de agrupamento filogenético mostradas nas figuras 8, 9 e
10 coincidem com os estudos de Kurtzman e Robnett (2003) que mostram através
do método da Maxima Parcimdnia que o complexo Saccharomyces € constituido de
mais de dez géneros e dentre estes, estdo 0s géneros Zygosaccharomyces e
Lachancea. As inferéncias filogenéticas posicionaram o isolado SPC2(7) no género
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Lachancea com um suporte estatitico (> 80%) superior ao encontrado no trabalho de
Kurtzman e Robnett (2003).

A filogenia inferida a partir do l6cus D1/D2 26S mostrou o isolado SPC2(7)
como um representante idéntico ao depositado pela pesquisadora Japonesa Ueda-
Nishimura no NCBI como Zygosaccharomyces sp. IFO11066. Além disso, as
inferéncias da regidao ITS1-5.8S-ITS2 mostrou o isolado em ramo distinto, mas
relacionado com espécies do género Lachancea tais como, L. fermentati e L. cidri.
Como o teste de particdo de homogeneidade nao foi significativo (P>0,05) (FARRIS
et al., 1994) foi possivel a reconstru¢do de uma topologia a partir da combinacao dos
l6cus, e esta, coincidiu com as topologias anteriores que posicionam o isolado
SPC2(7) no género Lachancea entretando, em um ramo distinto.

Estes resultados finalizam a identificagdo molecular do isolado SPC2(7) como
um possivel representante de uma nova espécie de levedura do género Lachancea,
para o qual foi sugerida a denominacédo de Lachancea mirantinus, pelo fato de ter
sido isolada do alambique Mirante da Cachaca, no municipio de Paudalho, na zona
da mata norte do Estado de Pernambuco, sugerimos o isolado SPC2(7) como sua
linhagem-tipo e o isolado Zygosaccharomyces I[FO11066 como segundo

representante.



5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir dos métodos de taxonomia convencional e molecular
apresentados no presente trabalho serviram de base para completar a taxonomia do
isolado SPC2(7) e assim, suportam sua posicado ndo como um hibrido interespecifico do
género Lachancea, mas, como uma unidade taxondmica distinta provavelmente uma

espécie nova de levedura sugerida como Lachancea mirantinus.
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APENDICES

MEIOS DE CULTURA (BARNETT; PAYNER; YARROW, 2000; ROSA; LACHANCE,
2005)

Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose (YEPD)

Extrato de levedura ..................... 1,09
Peptona ..o 2,0g
Glicose ..o, 2,09
Agar. ..o 2,0g
Agua destilada.............ccoeeenennn.n. 100mL

O pH foi ajustado para 6.58.

Sabouraud
Glicose....coovviviiiiiiiiiiici 2,09
Peptona........ccooveiiiiiiiiiiies 1,09
Extrato de levedura................ 0,59
Agua destilada........................ 100mL

Yeast Nitrogen Base (YNB)

Yeast Nitrogen Base.........ccccceevveiineeeennnnn. 0,679
AGAr.. oo 2,09
Agua destilada...........ccooeveeveerrereeeieenene, 100mL

Yeast Carbono Base (YCB)
Yeast Carbono Base...........ccccceevvvvvnnvnnnnnnn. 1,17¢g



10% de NaCl

GliCOSE...oviiiiieiici e, 5,09
NaCl. .o 10,09
Peptona........cccooieiiiiiiii 1,0g
Extrato de levedura.................uuvunnnenen. 0,5g
Agua destilada...........c.ccceeveeveereennnenn, 100mL

50% de glicose

GliCOSE....uiiiiieieeeen 50,0g
Extrato de levedura................ccooe.. 0,19
AGar.. ..o 1,39

Agua destilada..........cccooeeveeenennne. 50mL

Sem aminoacido e com ciclohexamida

Ciclohexamida .........ccccoeeeeeeeiiiiiiiiiiieiines 0,019
Nitrogénio Levedura Base..................... 0,679
GliICOSE....uiiiiiiieieeeee e 10mL
AGAT.....o i 2,09

Agua destilada...........ccoveeeeeeerieeernnn 90mL

1% Acido acético

Glicose ....cooiiiiiii 10,09
Peptona ........coooiiiiiiiiiiiinn, 1,0g
Extrato de levedura ..................... 1,09
Acido acético..........ccccoveveerrenennnne. 1mL
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Carbonato de Calcio

GlicoSe....oviiiiiiiiii i, 5,09
Extrato de levedura....................... 0,59
Carbonato de CAlcio...........cc......... 0,5g
Agua destilada............c..ccocevneeen. 100mL

Meio minimo de fermentagéo

Peptona........ccooveviiiiiiiiiie, 0,759
Extrato de levedura................... 0,95g
GliCoSe.....iiiiiiieieiie 2,09
Agua destilada..............ccocve..... 100mL

Corn meal agar (Agar Farinha de Milho)

FUD&.. .o, 12,59
Agar.....oooiiiiii e, 3,809
Agua destilada.............cc.coveveenen. 300mL

SOLUCOES E TAMPOES

Solucéo Estoque de Tris 1M (Tris [Hidroximetil] Ami nometano)

Trizma base .......ccceeeeeeeenn. 24,29
Agua destilada .............ccoeevennenen. 200mL

O pH foi ajustado para 8.0, a solucéo foi esterelizada e mantida a 4.

Solucéo de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio)

A solucéo foi mantida a temperatura ambiente.



Solucéo de NaCl 0,5M (Cloreto de Sodio)

A solucéo foi esterelizada e mantida a 4C.

Solucéo Estoque de EDTA O,5 M (Acido Etileno Diamin o Tetraacético)

O pH foi ajustado para 8.0, a solucéo foi esterelizada e mantida a 4.

Tampao Tris/EDTA (TE) pH 8,0

Tris-HCI AIM pH 8,0 ..o 1,0mL
EDTAOSMPHS8,0 .ooieiiii, 0,2mL
Agua destilada ..........cooeeveeeeerieeereienn 100mL

O tampéo foi esterelizadao e mantido a 4 °C.

Tampéo Tris-Borato (TBE) 5X (p/ 1L)

Trizma base .....ccccovveeiiiiiiiiiiieis 54,09
AcCidO DOFICO ..o, 27,59
EDTAOSM o 20,0mL
Agua destilada ...........cccceeveerrennennne. 1000mL
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O pH foi ajustado para 8.0, o volume foi completado com agua destilada para

1000mL e estocado a 4C. No momento de uso, 100mL d o tampéo foi diluido em

agua deionizada esterilizada para obter uma concentracao de 0,5X.
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Tampao de Extracdo de DNA

Tris-HCI AIM pH 8,0 ..o, 2,0mL
EDTAOSMPH 8,0 v, 0,5mL
SDS 10% oo 1,0mL
NaCI5M . 0,5mL
Agua destilada esterelizada................. 6,0mL

O tampéo foi preparado somente no momento de uso.

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO VARIAVEL D1/D2 DO GENE 26S
DO ISOLADO SPC2(7)

GCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAG
AAGCAACTTTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGA
GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGACG
AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGC
TAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGGACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCAT
TTGATCAGACATGGTGTTTTGCGACCCTCGCTCCTTGTGGGTGGGGATCTCGCA
GTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCAGGATAAATCTTTGGGAATGTAGC
TTTGCTTCGGGAAAGTGTTATAGCCCAGGGGAATACTGCCAGCCGGGACTGAG
GATTGCG

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DO GENE 5.8S DO ISOLADO SPC2(7)

GCCCGAAGGTTACAAACACAAACAATTATTGTATTTTATTTTAGTCAAGAATTTTT
CGATTTTGAAAAAAATATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTG
TTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACTCTCGGGTTTGGTAGTGGGTGATACTCTTT
CTGGGTTAACTTGAAAATGCTGGCCATATGGCT



