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LOPES, Daiane Dias. Estudo molecular e morfolégico de leveduras de
processos fermentativos de producdo de etanol. 2010. 58 fls. Dissertagcao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina.

RESUMO

Leveduras sao microrganismos considerados de grande importancia econémica por
participarem de diversos processos industriais de fermentagdo. Linhagens
comerciais de Saccharomyces cerevisiae, selecionadas por melhor se adaptarem a
processos industriais, sao utilizadas como inéculo na produgcdo de alcool
combustivel. Durante o processo de produgdo de etanol, a linhagem do inicio da
safra pode ser rapidamente substituida por leveduras que, a priori sdo consideradas
selvagens. O isolamento e caracterizagdo morfoldégica e genética de leveduras
industriais envolvidas neste processo fermentativo sdo importantes, visto que
objetivam identificar as linhagens de maior produtividade, bem como os indesejaveis
contaminantes. Sabe-se que, normalmente, estes contaminantes sao todos do
género Saccharomyces e desta forma, sua identificagdo se torna muito dificil devido
as caracteristicas semelhantes as linhagens comerciais do mesmo género. O
presente trabalho tem por objetivo estudar comparativamente metodologias
moleculares e morfolégicas de identificacdo de leveduras de processo industrial de
fermentagao alcodlica. Contribuindo para o monitoramento destas leveduras neste
processo, a técnica RFLP do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) foi testada e
comparada a cariotipagem eletroforética em campo pulsado (PFGE). Paralelamente
a isso, um estudo mais detalhado das colbnias lisas e rugosas foi realizado por meio
da microscopia eletrbnica de varredura. Os resultados mostraram que a técnica
RFLP-mtDNA foi eficiente na discriminagéao das linhagens de leveduras assim como
a técnica PFGE. As duas técnicas apresentaram resultados que corroboram para a
conclusao de que as leveduras parecem sofrer rearranjos cromossomais, permitindo
que as melhores adaptadas sobrevivam ao processo fermentativo. Em resposta ao
estresse, essas leveduras podem expressar genes que alteram seu comportamento,
causando mudangas na morfologia. As leveduras morfologicamente definidas como
contaminantes, muitas vezes n&o possuem diferengas significativas quando
analisadas por PFGE e RFLP-mtDNA. A microscopia eletrbnica de varredura revelou
padrées de brotamento distintos entre essas amostras semelhantes no gendtipo,
porém com morfologia de coldnias diferentes, contrariando o que muitos estudos
indicam, onde as leveduras com comportamento alterado seriam leveduras
contaminantes.

Palavras-chave: Etanol combustivel. Saccharomyces cerevisiae. Linhagens
comerciais. Técnicas moleculares. Morfologia da colénia.



LOPES, Daiane Dias. Molecular and morphological study of yeast fermentation
processes for ethanol production. 2010. 58 fl. Dissertation (Master's degree in
Genetics and Molecular Biology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Yeasts are microorganisms considered of great economic importance for
participating in various industrial processes of fermentation. Commercial strains of
Saccharomyces cerevisiae, selected for better adaption to industrial processes, are
used as inoculum in the production of fuel ethanol. During the process of ethanol
production, the strains of the crop's beginning can be quickly replaced by yeast,
which a priori are considered wild. Isolation and morphological characterization and
genetics of industrial yeasts involved in fermentation are important seeing that they
aim to identify the strains of greater productivity, as well as undesirable
contaminants. It is known that, normally, these contaminants are all from the genus
Saccharomyces and so their identification becomes very difficult due to similar
features to commercial strains of the same genus. This work has the objective to
study molecular and morphological methods of identification of yeasts for industrial
process of fermentation. Contributing to the monitoring of these strains in this
process, the technique RFLP of mitochondrial DNA (mtDNA-RFLP) was tested and
compared to electrophoretic karyotyping pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
Alongside this, a more detailed study of smooth and rough colonies was performed
by scanning electron microscopy. The results showed that the mtDNA-RFLP
technique was efficient in the discrimination of yeast strains as the PFGE technique.
Both techniques showed results that corroborate the conclusion that the yeasts seem
to suffer chromosomal rearrangements, allowing the best adapted survive the
fermentation process. In response to stress, these yeasts can express genes that
alter their behavior, causing changes in morphology. The yeasts morphologically
defined as contaminants often have no significant differences when analyzed by
PFGE and RFLP-mtDNA. The scanning electron microscopy revealed distinct
patterns of budding between these samples similar in genotype, although with
different morphology of colonies, contrary to what many studies indicate, where the
yeasts with altered behavior would be wild yeasts.

Keywords: Ethanol fuel. Saccharomyces cerevisiae. Commercial strains. Molecular
techniques. Morphology of colony.
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1 INTRODUCAO

As leveduras s&o organismos amplamente encontrados na natureza
e possuem grande importancia econémica por participarem de diversos processos
industriais de fermentacao.

Um dos processos industriais mais difundidos atualmente é a
producdo de etanol combustivel, ou bioetanol, que no Brasil se da por meio da
fermentacao do caldo e/ou melago da cana-de-agucar.

A producdo do bioetanol envolve a participacdo de leveduras da
espécie Saccharomyces cerevisiae. As linhagens industriais desta espécie sdo de
grande interesse comercial visto que possuem caracteristicas desejaveis tais como,
rapida taxa de fermentagdo e alto rendimento em etanol, grande producédo de
biomassa, entre outros. O isolamento e caracterizacdo de leveduras podem
contribuir para a cadeia de producao de etanol, pois auxiliam na identificacdo das
linhagens de maior produtividade para sua utilizagdo na industrial.

No Parana e no interior de Sdo Paulo, quatro linhagens industriais
de leveduras da espécie S. cerevisiae (CAT-1, PE-2, SA-1 e BG-1) sao as principais
utilizadas como inéculo na producao de alcool combustivel. Essas leveduras foram
isoladas de usinas do interior de Sdo Paulo e mostram ser bastante adaptadas ao
processo de fermentacao.

Os procedimentos adotados durante a fermentagdo alcodlica nas
usinas se dao em situagcdo nao estéril. Por este motivo a levedura industrial
propagada no inicio da safra pode ser rapidamente substituida por leveduras
selvagens contaminantes, muitas vezes mais adaptadas ao processo industrial. No
entanto, estas leveduras contaminantes podem apresentar baixa produtividade,
causando decréscimo do rendimento e consequentemente, consideraveis prejuizos.
Desta forma, o monitoramento da fermentacéo € de fundamental importancia para a
atenuacao desses problemas.

Muitas vezes, as linhagens de leveduras contaminantes e residentes
do processo de fermentacdo sdo da mesma espécie, tornando a identificagdo muito
dificil. Técnicas de identificagdo tendo como base aspectos morfolégicos ou
fisiologicos sdo necessarias, mas ndo suficientes para discriminagdo espécie-

especifica. Porém, técnicas que envolvem a biologia molecular tém sido empregadas
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com sucesso quando se busca caracterizar e identificar as diferentes linhagens
industriais bem como as contaminantes.

O presente trabalho tem como objetivos o estudo comparativo de
metodologias moleculares para a identificacdo de linhagens comerciais e
contaminantes de leveduras contidas no creme de levedo, além de um estudo mais
detalhado do modo de formagao de colbnias lisas e rugosas de leveduras com o
auxilio da microscopia eletrénica de varredura. Para isso, foram utilizadas amostras
de unidades produtoras de etanol do norte do Estado do Parana e interior do Estado

de Sao Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O BIOETANOL

A utilizagcao de combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis
como alternativa ao uso de combustivel féssil tornou-se uma preocupacgéao universal,
devido aos danos que a poluicdo e o consumo podem trazer ao meio ambiente
(Matienzo, 2002). Além disso, os biocombustiveis tém sido fundamentais para o
desenvolvimento econ6mico de alguns paises, sendo o Brasil um dos principais
beneficiados (Andrietta et al., 2006).

O etanol combustivel é o tipo mais conhecido de biocombustivel e
atualmente é considerado um mercado bastante promissor, movimentando milhdes
de reais todos os anos (Silva-Filho et al., 2005a; Lima & Costa, 2007) devido a suas
vantagens econdmicas pois apresenta um menor custo de produgdo e,
consequentemente, menor custo do produto (Lima & Costa, 2007). Brasil e Estados
Unidos s&o os paises que mais usam etanol na forma de combustivel. Juntos, sado
responsaveis por mais de 70% da produgdo mundial (Argueso et al., 2009).

Quase todo alcool produzido no Brasil é utilizado como combustivel
e representa 44% do combustivel total consumido (Basso et al., 2008). Segundo a
CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento, www.conab.org.br), no ano de
2008 foram produzidos cerca de 26,7 bilhdes de litros de alcool, com estimativa de
producao de 27,8 bilhdes para 2009. O crescimento da produgao da safra 2008/2009
foi de 4,79%, considerado pouco quando comparada a safra de 2007/2008, onde o
crescimento foi de quase 21%. A queda se deu com o inicio da crise financeira
mundial que fez diminuir as exportagdes, principalmente para os Estados Unidos.
Mas a tendéncia é que este quadro mude na safra de 2010/2011, primeiro porque a
producdo e o consumo mundial de agucar esta caindo, segundo porque existe uma
expectativa de retomada de crescimento da economia dos principais paises
importadores de etanol e terceiro porque o mercado doméstico de etanol continua
crescendo devido ao aumento das vendas de carros que podem utilizar o etanol
como combustivel (CONAB).

Desde o surgimento do Proalcool, o programa instituido para
amenizar os efeitos da crise do petréleo nos anos 70, o setor sucroalcooleiro ganhou

maior importancia na economia do pais (Lima & Costa, 2007). A introdugcao dos
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veiculos com tecnologia bicombustivel (popularizado como "flex-fuel") em 2003
estimulou o interesse dos consumidores pelo alcool combustivel e aumentaram as
perspectivas de utilizacdo do etanol carburante. A venda mensal para este tipo de
veiculo representa 92% dos veiculos novos, sendo que a frota em circulagéo ja
ultrapassou 8,5 milhdes de unidades. Segundo a Conab, esta é a principal razao
para a tendéncia de expansao mais acentuada para o alcool do que para o agucar
(Figura 1).

O alcool brasileiro €& proveniente da cana-de-agucar (género
Saccharum L.), uma graminea tropical que acumula sacarose a qual pode ser
convertida em etanol diretamente por microrganismos, sem pré-tratamento
enzimatico (Argueso et al., 2009). Até o momento, o caldo da cana é a unica matéria
prima utilizada em escala industrial para a produgao de etanol no Brasil (Andrietta et
al., 2006), pois o rendimento é superior ao método de obtencéo de etanol a partir de
graos, como é feito nos Estados Unidos (UNICA - Unido da Industria de Cana-de-
agucar, www.unica.com.br; Argueso et al., 2009). A cana-de-agucar é uma planta
semi-perene e tem relagdo simbidtica com microrganismos que fixam nitrogénio,
permitindo que este sistema produza um excedente de energia estimada em cerca
de oito vezes (Argueso et al., 2009).

A producao brasileira de cana-de-agucar € explorada praticamente
em todo territério nacional, embora os principais podlos produtores estejam situados
nas regides centro-sul e nordeste (Figura 2). A participagdo da produgdo da cana
para a regiao centro-sul, que inclui os Estados da regido sudeste, sul e centro-oeste,
esta préxima de 90% do total nacional. O Estado de Sao Paulo € o maior produtor de
cana e também o maior produtor dos principais derivados desta, o agucar e o alcool,
obtendo uma parcela acima de 50% do total nacional. O Parana é o segundo maior
produtor brasileiro, tanto de cana quanto dos seus derivados, com producao
estimada superior a 2 bilhdes de litros de alcool em 2009 (CONAB; UNICA).

O Brasil, que sempre se destacou como produtor de acucar foi o
pioneiro na produgdo de alcool como combustivel e hoje dispde de uma ampla
estrutura de produgao, distribuicdo e abastecimento de alcool em todo o pais
(Matienzo, 2002). Além disso, a expansao do mercado externo deixa o Brasil em
uma condigao favoravel para exportagao, ja que é um dos poucos paises que detém
boas condigdes climaticas, disponibilidade de terra para produtividade e tecnologias

de ponta nas lavouras e na industria sucroalcooleira (Lima & Costa, 2007; CONAB).
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Figura 1 - Producédo de etanol no Brasil entre o periodo de 1997/98 e 2008/09.
Nota-se que a introdugédo dos veiculos “flex-fuel” em 2003, estimulou o
crescimento da producéao de etanol.
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2.2 LEVEDURAS: AS ARTESAS DO ETANOL

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos unicelulares
formadores de colénias que se reproduzem principalmente por brotamento (ciclo
vegetativo). Amplamente estudados, contribuem muito para o progresso cientifico,
sendo consideradas modelos de estudo para compreensio das células eucaridticas
(Goffeau et al., 2000).

As leveduras utilizam como principal fonte de carbono os
monossacarideos, como glicose e frutose, ou dissacarideos, como sacarose e
maltose, moléculas abundantes em flores, frutos, sementes e no caldo de algumas
plantas, como por exemplo, a cana, o que torna estes substratos um habitat natural
para as leveduras (Marques-Margal, 2005). Sdo obrigatoriamente aerdbias, porém
algumas podem ser anaerdbias facultativas e sao conhecidas como leveduras
fermentativas. Estes organismos tém a capacidade de fermentar acgucares
produzindo etanol e didxido de carbono e por isso sdo utilizados ha milhares de anos
na producdo de pao e de bebidas alcodlicas, tendo importancia econdmica em
escala industrial (Carvalho et al., 2006).

O género Saccharomyces € o mais utilizado na industria produtora
de fermentados que tem como produto final o alcool, seja para uso carburante ou na
industria farmacéutica e de bebidas (Gomes et al., 2007). Sua rapida capacidade de
transformar acucares em etanol, alta tolerancia ao produto formado, osmotolerancia,
tolerancia a grandes variagdes de temperatura, atividade celular em ambiente acido
e alta taxa de produtividade, sdo atributos que contribuiram para que o género fosse
0 mais desejavel para o uso industrial (Souza Liberal, et al., 2005; Silva-Filho et al.,
2005b).

Linhagens de leveduras comerciais

O etanol combustivel é produzido atualmente por um processo
baseado na capacidade da levedura S. cerevisiae em fermentar o caldo ou melago
da cana-de-agucar (Silva-Filho et al., 2005b).

As linhagens comerciais de S. cerevisiae sdo organismos altamente
especializados que evoluiram para seu maximo potencial em diferentes ambientes

fornecidos pela atividade humana (Howell et al., 2004). Existem muitas linhagens



20

conhecidas e cada unidade industrial vai empregar a que melhor se adaptar ao
processo de fermentagao (Andrietta, et al., 2006). No Brasil, seis principais linhagens
de S. cerevisiae tém sido utilizadas como iniciadoras para producdo do etanol
combustivel em diferentes unidades industriasis. Estas incluem: PE-2 (Usina da
Pedra), BG-1 (Usina Barra Grande), VR-1 (Usina Vale do Rosario), CR-1 (Usina
Cresciuma), CAT-1 (Usina Catanduva) e SA-1 (Usina Santa Adélia) (Silva-Filho et
al., 2005b). Estas linhagens foram selecionadas em destilarias localizadas no interior
do Estado de S&o Paulo e foram nomeadas de acordo com as iniciais das unidades
de origem (Andrietta, et al., 2006). No sul e sudeste do Brasil, a PE-2, BG-1, CAT-1
e SA-1 sdo as quatro principais linhagens utilizadas como inéculo na produgao de
alcool combustivel (Azeredo, 1998, Basso et al., 2008). A utilizagdo destas linhagens
de levedura apresenta como principais vantagens o alto rendimento fermentativo e a
predominancia sobre outras leveduras, bem como sobre leveduras selvagens
(Basilio, et al, 2008; Souza Liberal et al., 2005; Azeredo, 1998; Silva-Filho et al.,
2005b).

O processo fermentativo

O processo fermentativo no Brasil se baseia na reciclagem das
células, ou seja, mais de 90% das leveduras sao reutilizadas de uma fermentacéo
para a proxima, resultando em uma alta densidade celular que diminui o tempo de
fermentagdo. Apds cada ciclo fermentativo, as células sdo coletadas por
centrifugagcédo, lavadas em acido (para reduzir a contaminagdo bacteriana) e
ressuspendidas no caldo da cana para mais um ciclo. Pelo menos dois ciclos de
fermentacao sao realizados por dia durante todo o periodo da safra, que dura cerca
de 200-250 dias (Wheals et al., 1999).

Todo o conjunto do processo, incluindo as etapas de reciclagem e
de fermentacéao, é considerado estressante para as leveduras, visto que estas ficam
constantemente expostas a condigdes adversas como oscilacbes de temperatura e
pH, alta concentracdo de agucar e alcool e competicdo com leveduras selvagens
que vieram juntamente com o caldo n&o esterilizado (Lucena et al., 2007). Tais
condigdes favorecem uma presséao seletiva, onde somente leveduras mais tolerantes
poderdo sobreviver até o fim do processo (Basso et al., 2008). Apesar das leveduras

selecionadas serem fisiologicamente e geneticamente melhores adaptadas, muitas
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vezes, as leveduras mais adaptadas a um determinado processo sao linhagens nao
comerciais, que podem afetar o rendimento da produgao (Andrietta, et al., 2006;
Silva-Filho et al., 2005a). Desse modo, o monitoramento do processo industrial
torna-se necessario para identificagdo e corregdo de problemas que possam gerar

baixa produtividade.

Caracteristicas genéticas das leveduras

O genoma das leveduras é bastante pequeno e constituido por DNA
cromossomal e elementos extracromossomais. Em 1996, a linhagem S288c da
espécie Saccharomyces cerevisiae teve seu genoma completamente sequenciado
(Pretorius, 2000; Argueso et al., 2009) apresentando cerca de 6000 genes (Goffeau
et al., 2000). As células hapldides contém aproximadamente 12-13 megabases (Mb)
de DNA nuclear distribuidos em 16 cromossomos lineares, com pouco DNA
repetitivo e poucos introns (Pretorius, 2000). No entanto, a ploidia entre espécies e
linhagens pode variar. A maioria das leveduras, incluindo linhagens de laboratério de
S. cerevisiae, consiste em um estado dipldide ou hapléide (Pretorius, 2000; Blodin et
al.,, 2009). Entretanto, um estudo mostrou que linhagens comerciais para
fermentagdo do vinho sdo predominantemente dipldides ou aneuploides, e
ocasionalmente poliploides (Pretorius, 2000).

As leveduras possuem outros elementos genéticos que séao
herdados de forma ndo mendeliana podendo-se citar transposons, DNA plasmidial,
DNA mitocondrial e particulas virus-like (Kaback, 1995). Os elementos Ty
(transposons of yeast) sdo sequéncias repetidas no DNA de leveduras (35-55 copias
em S. cerevisiae) que sao transcritas em RNA e apresentam a propriedade de se
translocar de uma regido do genoma para outro (Kaback, 1995; Pretorius, 2000).
Estes elementos podem estar envolvidos na evolugdo das linhagens comerciais de
leveduras (Argueso et al., 2009), uma vez que a super-expressao de transposons
tem sido relatada como um evento comum em resposta ao estresse (Kuthan et al.,
2003). Os transposons também sao muito utilizados na engenharia genética para
analisar genomas e na obtengdo de mutantes (Dmytruk & Sibirny, 2007).

O DNA plasmidial, conhecido como 2 J, ocorre naturalmente no
nucleo da levedura, estando na forma circular e em multiplas cépias (Wickner, 1995;

Pretorius, 2000). Esta presente na maioria das linhagens de S. cerevisiae e sua
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funcado, a nao ser a propria replicagao, ainda nao esta esclarecida (Sherman, 1998).
Esse plasmidio, com cerca de 5,9 Kb e com 50-100 copias por célula, é muito usado
em trabalhos de tecnologia do DNA recombinante, pois sua origem de replicagcéo é
utilizada em plasmideo artificiais de leveduras (Azevedo, 1998).

O DNA presente nas mitocéndrias, herdado citoplasmaticamente,
também faz parte do genoma das leveduras. Em S. cerevisiae, o DNA mitocondrial
(mtDNA) é considerado grande entre os outros organismos eucariontes, constituindo
uma molécula circular de 75 kb (Pretorius, 2000). Possui poucos genes, apenas para
0s seus proprios mecanismos de sintese e de uma pequena parte de proteinas
estruturais (Sherman, 1998). Dessa forma, nao é essencial para as células, pois néo
codifica a maioria das enzimas envolvidas na producdo do ATP durante o
crescimento aerobio (Pretorius, 2000; Blondin et al., 2009). O mtDNA das diferentes
espécies de leveduras variam muito em tamanho, devido a presenca/auséncia de
introns ao longo das regides intergénicas. Estas sequéncias, ricas em G-C (GC
clusters), demonstram atuar como elementos moveis em S. cerevisiae, constituindo
pontos de recombinacgao (hot spots) e assim, alteram as ordens dos genes gerando
variabilidade entre espécies e linhagens (Zamaroczy & Bernardi, 1986; Cardazzo et
al., 1997; Cardazzo et al., 1998).

Particulas virus-like (VLPs) estdo presentes no citoplasma de muitas
linhagens de S. cerevisiae produtoras de toxinas killer. Esses compostos protéicos
com atividade antimicrobiana sdo codificados por um RNA fita dupla (dsRNA),
conhecido como M dsRNA, o qual depende de um VLP auxiliar, o L-A dsRNA, que
codifica os componentes necessarios para replicacdo e manutencido do M dsRNA,
além de produzir proteinas virais que encapsula ambos os genomas (Wickner, 1995;
Sherman, 1998; Pretorius, 2000; Marques-Marcal, 2005). O desenvolvimento de
leveduras killer no processo prejudica a fermentacéo, pois podem atrasar o inicio do
processo ou deixa-lo mais lento (Pretorius, 2000).

Diversos trabalhos descrevem a possibilidade dos cromossomos das
leveduras sofrerem rearranjos (Pretorius, 2000; Lucena et al., 2007; Argueso et al.,
2009; Blodin et al., 2009). Esta suspeita foi fundada devido ao alto nivel de
polimorfismos encontrado em linhagens comerciais, tanto para produ¢do do vinho
quanto para etanol, e falsas interpretacdes poderiam levar ao erro na diferenciagao
das linhagens (Silva-Filho et al.,, 2005b). As diversas formas de rearranjos

cromossomais tais como, translocacgbes, delecdes, inser¢gdes e amplificagdes de
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regides nos cromossomos, podem ocorrer de forma homoéloga ou ectopica. Estes
rearranjos podem ser observados em gel de eletroforese em campo pulsado (PFGE-
Pulsed-Field Gel Electrophoresis), uma técnica molecular que separa os
cromossomos de acordo com seu tamanho (Schwartz & Cantor, 1984). Segundo
Blondin e colaboradores (2009), a presenga de sequéncias repetidas de elementos
Ty intercaladas ao longo do genoma e de outras sequéncias repetidas nas regides
teloméricas ou de RNA transportador (tRNA), seria possivelmente as responsaveis
pelos rearranjos nestes cromossomos. Existem algumas indicagbes de que os
rearranjos NOsS cCromossomos seria uma evolugao adaptativa para que as leveduras
possam sobreviver as condi¢gdes industriais (Silva-Filho et al., 2005b). Estudos
apontam que os rearranjos estdo limitados as extremidades dos cromossomos
(Argueso et al., 2009). Nas regides centrais estdo presentes 0s genes essenciais
para as leveduras e por isso € altamente conservada. Em S. cerevisiae, as
extremidades dos cromossomos normalmente contém genes, muitas vezes
repetidos, que participam de uma via de uso de fonte alternativa de carbono e
metabolismo de vitaminas, transporte de ions e aminodacidos, floculacdo, e outros
processos que nao sao essenciais para a viabilidade e por isso, sdo consideradas
regides com flexibilidade, livres para sofrerem recombinagdes, e experimentarem

estruturas alternativas de adaptacgéao (Figura 3) (Argueso et al., 2009).
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Figura 3 - Diversidade estrutural em S. cerevisiae: dominios conservados e
variaveis do genoma. O modelo apresenta um conjunto de cromossomos
homodlogos hipotéticos em varias linhagens de S. cerevisiae. A linha
superior (continua cinza) retrata a configuragdo estrutural do
cromossomo de uma primeira linhagem sequenciada (isto €, a linhagem
utilizada como referéncia), enquanto os cromossomos mostrados abaixo
representam os rearranjos encontrados em outras linhagens.
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Fonte: Adaptado de Argueso et al. (2009).

2.3 METODOS DE IDENTIFICAGAO DAS LEVEDURAS

O processo de fermentacao alcodlica é realizado sem esterilizagao
prévia da cana-de-agucar ou do caldo. Isso favorece o desenvolvimento de
leveduras selvagens bem como de espécies de leveduras ndo Saccharomyces
contaminantes. Por isso, a deteccao, quantificacao e identificacdo das leveduras e
outros microrganismos s&o etapas importantes no processo industrial (Basilio, et al,
2008).

A identificacdo das leveduras é tradicionalmente realizada por testes
de assimilagdo e fermentagdo e/ou por critérios morfologicos. No entanto, tais
métodos geralmente s&o trabalhosos e exigem tempo, além de n&o serem
suficientes quando se deseja discriminar variedades dentro de uma mesma espécie
(Flores-Berrios et al., 2005; Blanco et al., 2006). Além disso, o comportamento das

leveduras de mesma linhagem pode ser alterado de acordo com o ambiente em que
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se encontram, ocorrendo assim, mudangas na morfologia da colénia. Por exemplo,
Kuthan e colaboradores (2003) observaram que uma linhagem selvagem de S.
cerevisiae isolada da natureza apresentava morfologia de colénia do tipo rugoso
(linhagens de laboratério e comerciais geralmente apresentam morfologia de colbnia
do tipo liso). Por eletromicrografia de varredura, os autores verificaram que células
de colbnias rugosas eram conectadas por uma matriz extracelular e acompanharam
a perda dessa matriz enquanto as células eram mantidas em ambiente favoravel.
Com o tempo, as leveduras passavam a apresentar morfologia de colbnia lisa,
tornando-se indistinguivel das linhagens de S. cerevisiae de laboratério.

Diante disso, técnicas que tem como base a biologia molecular tém
permitido identificar e caracterizar leveduras envolvidas no processo fermentativo.
Os métodos moleculares se baseiam em estudos das moléculas de DNA e RNA e
tém focado na identificagdo e diferenciacdo de linhagens de S. cerevisae (Ratén,
2004).

Uma das metodologias mais utilizada como rotina na identificagdo de
leveduras é a cariotipagem molecular por eletroforese em campo pulsado, o PFGE.
Isso porque a técnica permite identificar linhagens de S. cerevisiae devido a grande
variabilidade presente na constituicdo cromossomal das leveduras comerciais
(Vezinhet et al. 1990; Pretorius, 2000). Apesar de ser utilizada no monitoramento em
varias destilarias, tanto na fermentacdo de bebidas quanto na producdo de etanol
combustivel, este método apresenta desvantagens por ser muito demorado, oneroso
e inviavel ao setor produtivo (Silva-Filho et al., 2005b; Capece et al., 2003).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas vém sendo realizadas na
busca de técnicas moleculares que permitam o monitoramento do processo
fermentativo de forma rapida, eficiente e nao muito dispendiosa. As técnicas incluem
o polimorfismo do fragmento de restricdo do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA)
(Querol et al., 1992), reagdo em cadeia da polimerase (PCR), usadas para
amplificagédo in vitro de regides espacadoras transcritas do DNA ribossémico (ITS)
seguida de digestdo com enzimas de restricido (PCR-RFLP) (Granchi et al., 1999;
Zarzoso et al.,, 1999), polimorfismo de DNA-PCR amplificados aleatoriamente
(RAPD-PCR) (Walczak et al., 2007), eletroforese em gel com gradiente desnaturante
do PCR de genes do RNA ribossémico (DGGE-PCR) (Manzano et al.,, 2004) e
analise de polimorfismos de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) (Flores-

Berrios et al., 2005; Lopandic et al., 2007). Alguns autores utilizam algumas destas
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técnicas de forma combinada, por exemplo, Agnolucci e colaboradores (2007)
combinaram RFLP-mtDNA com ITS-PCR e RAPD-PCR para caracterizar linhagens
selvagens de Saccharomyces spp. associadas ao processo de fermentagao.

Trabalhos utilizando as técnicas RFLP-PCR/ITS e RFLP-mtDNA sé&o
0s mais descritos na literatura para caracterizar leveduras presentes na fermentagao
do vinho. O PCR da regiao ITS do rDNA é uma técnica rapida e acessivel. A regiao
correspondente ao gene 5,85 rRNA flanqueado pelas regides ITS 1 e 2, ou
simplesmente regido 5,8S-ITS, apresenta maiores diferengas interespecificas do que
os genes 18S e 28S rRNA (Cai et al., 1996; James et al., 1996; Kurtzman, 1992;
Kurtzman, 1993; Zarzoso et al., 1999). A amplificacdo da regido ITS1 - 5,8S - ITS2 é
muito utilizada para identificar vestigios de leveduras contaminantes no processo
fermentativo (Basilio et al., 2008), no entanto a técnica esta limitada a identificacéo
de espécies de leveduras. Muitas vezes, espécies pertencentes ao mesmo género
costumam apresentar o mesmo padrdo de bandas. Por exemplo, espécies do
género Saccharomyces possui um fragmento correspondente a 850 pb. Sendo
assim, as diferentes espécies deste género ndo podem ser distinguidas frente a esta
técnica.

Digerir o fragmento amplificado pode garantir maiores informacgdes
quando se deseja diferenciar espécies (McCullough et al., 1998; Granchi et al., 1999;
Redzepovic et al., 2002; Combina et al., 2008). Granchi e colaboradores (1999)
conseguiram uma discriminagdo mais precisa das populagdes de leveduras
presentes na fermentacdo do vinho com a técnica RFLP-PCR/ITS do que outros
métodos tradicionais utilizados, mostrando que a técnica pode ser eficiente em
monitorar alteragbes na comunidade de leveduras ao longo do processo
fermentativo. Mesmo assim, quando se trata do género Saccharomyces, nem
sempre o resultado é seguro. Com RFLP-PCR/ITS, McCullough e colaboradores
(1998) ndo conseguiram separar linhagens da espécie S. boulardii dos isolados de
S. cerevisiae com nenhuma das 10 endonucleases de restricao utilizadas no estudo.

A técnica RFLP-mtDNA foi primeiramente descrita na literatura para
diferenciar leveduras de vinho (Querol et al.,, 1992) e demonstrou ser um dos
melhores métodos de diferenciagado de linhagens (Lopez et al., 2001). Este método
consiste no isolamento do DNA total da levedura e o uso de uma endonuclease de
restricdo reconhecedora de sequéncias G-C. A enzima reconhece um alto numero

de sitios G-C no DNA nuclear, mas poucos no DNA mitocondrial, permitindo a
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obtencao de fragmentos de mtDNA que podem ser visualizados em gel de agarose
(Lépez et al., 2001).

Mais recentemente, técnicas que utilizam primers baseados em

regides intersequéncia simples repetitiva (ISSR) e microssatélites (SSR), que ja sado
usadas extensivamente no estudo de populacdes de leveduras durante o processo
de fabricagcédo do vinho (Querol et al., 1994; Vaudano & Garcia-Moruno, 2008), vém
sendo utilizadas com sucesso por pesquisadores de Pernambuco para diferenciar
leveduras ao longo do processo de fermentagdo do etanol combustivel (Silva-Filho et
al., 2005a; Silva-Filho et al., 2005b; Lucena et al., 2007; Santos et al., 2007).
Resultados confirmaram que o uso de um unico primer baseado em regides
microssatélites [(CA)n, (CT)n, (GT)n, (GAC)n, (GTG)n, (GACA)n, (GATA)n,
(TGTC)n] em uma reagdo denominada reagcdo de amplificagdo de simples primer
(SPAR- Single Primer Amplification Reaction), demonstrou ser uma poderosa
ferramenta, pois, além de rapida, possui um bom poder discriminatério para de
linhagens.

O estudo morfologico das leveduras e colonias pode complementar
informacdes importantes para um melhor conhecimento sobre estas células. O
processo de formagao das colbnias e a interagao entre as células € um fendmeno
pouco conhecido, mas esta relacionada com a capacidade da levedura em produzir
matriz extracelular, ou mesmo através da interacdo entre as células em diferentes
estagios do ciclo celular, e também outros fatores tais como mating-type,
esporulacao, brotamento ou formacao de pseudo-hifas (Gimeno et al., 1992; Radford
et al., 1994; Varon & Choder, 2000; Kuthan et al., 2003; Vopalenska et al., 2005).
Diversos trabalhos tém utilizado a microscopia eletronica de varredura na tentativa
de esclarecer o comportamento das células na formacéo da colénia. O microscépio
eletrénico de varredura € capaz de mostrar mudangas no padrao de organizagao
celular, como por exemplo, o padrdo de brotamento ou formacédo de pseudo-hifas
(Radford et al., 1994; Kuthan et al., 2003), e as interagbes célula-célula durante o
desenvolvimento da col6nia, no qual conseguem interagir entre si produzindo matriz
extracelular em resposta a sinais ambientais (Varon & Choder, 2000; Kuthan et al.,
2003). Além disso, seu alto poder de magnitude revela microestruturas presentes na
superficie das colonias e células impossiveis de serem observadas em um

microscopio Optico (Radford et al., 1994).
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Desta forma, percebem-se em estudos recentes que as técnicas
moleculares, adicionado aos métodos fenotipicos, sdo poderosas ferramentas para o
monitoramento industrial e também no estudo da dindmica da populacdo de
leveduras durante a fermentacéo, merecendo assim ser exploradas com o objetivo
de utilizagcdo na area industrial como uma ferramenta que corrobora na manutencao

da alta produtividade de etanol.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:

» Estudar comparativamente metodologias moleculares e morfoldgicas de
identificacdo de leveduras contidas no creme de levedo de usinas para
sua utilizagdo no monitoramento de processos fermentativos de produgao

de etanol.

Objetivos especificos:

» Verificar a viabilidade e eficiéncia da técnica RFLP-mtDNA quanto a
capacidade em distinguir linhagens comerciais e contaminantes.

» Estudar com mais detalhe a morfologia das colbnias lisas e rugosas dos
isolados obtidos a partir do creme de levedo de usinas por meio da

microscopia eletrénica de varredura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS UTILIZADAS NO ESTUDO

411 Coleta

As leveduras utilizadas neste estudo sao provenientes de processos
fermentativos de producdo de etanol do Estado do Parana e interior do Estado de
Sao Paulo. Estas amostras foram fornecidas pela Empresa Biovale S.A, sendo
coletadas diretamente da dorna de fermentacéo, em diferentes unidades produtoras
e tempos de fermentagcdo (Tabela 1). As amostras foram processadas e
armazenadas no Laboratério de Genética de Microrganismos do CCB/BIO da
Universidade Estadual de Londrina.

Para caracterizacdo do fermento, as amostras foram diluidas e uma
aliquota foi plaqueada em meio YPD-agar (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2%
glicose 2% Agar-agar), com o auxilio da alga de Drigalsky, para obtengdo de
colbnias isoladas. Apdés o crescimento a 28-30°C por 48 horas, as diferentes
linhagens foram caracterizadas previamente através da morfologia das col6nias com

0 auxilio do microscépio esteroscopio.

4.1.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E SELECAO DOS ISOLADOS

Com base em caracteristicas morfologicas, foram diferenciados
leveduras com dois tipos distintos de colbnias presentes no fermento industrial:
colonias lisas (L) e col6nias rugosas (R), como mostram as figuras 4 A e 4 B.
Colbnias rugosas sao tipicas de leveduras contaminantes, por isso, dois isolados
com este tipo de morfologia de cada unidade produtora foram selecionados para o
estudo. Um isolado com aspecto liso de cada unidade também foi selecionado para
observar se o perfil seria semelhante aos isolados rugosos (Tabela 2). Além destas,
linhagens de Saccharomyces cerevisiae comerciais CAT-1, BG-1, PE-2 e SA-1
(fornecidas pela UNICAMP), de laboratério NCYC 738 e NCYC 1006, além da
espécie Saccharomyces boulardii, foram utilizadas como padrdes para comparagao
(Tabela 3).
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Tabelal- Unidade e data da coleta do fermento industrial

Unidade Coleta

. Setembro/ Safra de 2006
LETT LI Maio/ Safra de 2008

. . Setembro/ Safra de 2006
Usina Goioeré-PR Abrill Safra de 2007
Usina Pioneiros-SP LILLINT ST LR Ll

; Junho/ Safra de 2007

; . Maio/ Safra de 2007
Usina Vale do lvai-PR Agosto/ Safra de 2008

. COutubro/ Safra de 2006
B Outubro/ Safra de 2008

) MNovembro/ Safra de 2006
Usina Cooperval-PR — j /ih o/ Safra de 2008

Figura 4 - Aspecto morfolégico das colénias de leveduras isoladas a partir do
fermento industrial das usinas. A. Colénias lisas (morfologia caracteristica
de linhagens comerciais). B. Colénias rugosas (morfologia caracteristica
de leveduras contaminantes).




Tabela 2 - Isolados obtidos de Usinas de producéo de etanol utilizadas no estudo

Unidade Isolado Colénia
Usina Londra ; Hsgasa 1
Setembro/2006 3 Rugosa 2
_ 4 Lisa
Usina Londra
_ g Rugosa 1
Maio/2008 (i Rugosa 2
Usina Goioeré ; Hsa 1
Setembrof2006 udosa
g Rugosa 2
_ _ 10 Lisa
Usina Goioeré
] 11 Rugosa 1
Abril/2007 12 Rugosa 2
o 13 Lisa
Usina Pioneiros /
14 Rugosa 1
Outubrof2006 15 Rugosa 2
Usina Pioneiros e o3
17 Rugosa 1
Junho/2007 18 Rugosa 2
Usina Vale do 19 Lisa
lvai 20 Rugosa 1
Maio/2007 21 Rugosa 2
Usina Vale do 22 Lisa
lvai 23 Rugeosa 1
Agosto/2008 24 Rugosa 2
_ 25 Lisa
Usina Da Calda
26 Rugosa 1
Outubro/2006 27 Rugosa 2
_ 28 Lisa
I[l.illsmalva} %Egggda 29 Rugosa 1
utubr an Rugosa 2
_ 3 Lisa
Usina Cooperval "
32 Rugosa 1
Novembro/2006 33 Rugosa 2
Usina Cooperval 2 cisa
35 Rugosa 1
Julho/2008 36 Rugosa 2

Tabela 3 Amostras padrdes

Linhagem Espécie
CAT-1° Saccharomyces cerevisiae
PE-2 ® Saccharomyces cerevisiae
BG-1° Saccharomyces cerevisiae
SA-1° Saccharomyces cerevisiae
NCYC 738° Saccharomyces cerevisiae
MCYC 1006 ® Saccharomyces cerevisiae
17 © Saccharomyces boulardi

| eveduras comerciais, ° Leveduras de laboraténo, ® Levedura probidtica
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4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.2.1 Cariotipagem Eletroforética em Campo Pulsado (PFGE)

Para a Eletroforese em Campo Pulsado, a preparacdo do DNA
cromossomal intacto das leveduras foi realizada conforme Schwartz & Cantor
(1984), com algumas modificagdes. Apds o crescimento overnight, as células foram
lavadas e ressuspendidas em tampao TE (Tris 10 mM/ EDTA 50 mM pH 7,5),
incluidas em plugs de Agarose Low Melting 1% + liticase (20 mg/mL em 10 mM de
fosfato de sédio pH 7,5) e incubadas em tubos de centrifuga contendo tampao LET
(Tris 10 mM/ EDTA 500 mM) a 37°C por 8 horas. Apds esse periodo, o tampé&o foi
trocado pelo NDS (Tris 10 mM/ EDTA 500 mM pH 9,5, N-Lauril-sarcosinato de sodio
1%, proteinase K fresca 2 mg/mL) e os tubos mantidos overnight sob agitacéo a
50°C. Os plugs foram lavados 4 vezes em TE pH 7,5 (intervalo de 1 hora em cada
lavagem) e mantidos em TE pH 7,5 a 4°C. A analise dos cromossomos foi realizada
pelo sistema Gene Navigator®, baseado no método CHEF, e a corrida do gel de
agarose 1%, mantido em TBE 0,5x a 14°C, foi realizada a 6 Vcm™ por 15h com
pulso de 70s e por 11h com pulso de 120s. Apds a eletroforese, o gel foi revelado

com brometo de etidio e fotografado.

4.2.2 lIsolamento do DNA

As leveduras isoladas foram cultivadas em meio YPD liquido e
incubadas overnight a 28°C em agitador orbital a 100 rpm. Apds este periodo, as
células foram lavadas com agua destilada, centrifugadas e ressuspendidas em 200
uL de tampao de lise (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM, Tris-HCI 1
mM pH 8), e submetidas a agitacdo com pérolas de vidro para quebra da parede
celular (Ausubel et al., 2003) na presenca de 200 uL de fenol/ cloroférmio/ alcool
isoamilico (25:24:1). Em seguida, foi adicionado 200 uL de TE (Tris 50 mM/ EDTA 20
mM) pH 8 e, apds centrifugacao, a fase aquosa foi coletada. O DNA foi precipitado
com 1 mL de etanol absoluto, ressuspendido em 400 uL de TE + 10 uL de acetato
de aménia (4 M) e novamente precipitado com etanol absoluto. O produto final foi
eluido em 40 uL de agua MilliQ e estocado a 4°C. Uma aliquota do DNA estoque foi

utilizada para determinar a concentragao.
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4.2.3 Amplificacado da regiao ITS pela Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os fragmentos de DNA ribossomal (ITS1 - 5,8S - ITS2) de todas as
linhagens de leveduras foram amplificados buscando confirmar a posi¢cao
taxondémica dos isolados. Para a reagdo de PCR foram utilizados os primes ITS1 (5'
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3,
conforme descrito por White e colaboradores (1990). A reacdo de PCR continha
tampédo 1 X da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 37,5 nmols de MgCl,, 5
nmols do mix de dNTP, 12,5 nmols de cada primer, 1,25 U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) e 10 ng de DNA da amostra em um volume final de 25 uL. A
amplificagéo foi realizada em termociclador previamente programado para 35 ciclos
apdés desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos. Cada ciclo de amplificacao
compreendia de 3 etapas: desnaturagao (94°C por 1 min), pareamento (56°C por 1
min) e extensao (72°C por 1 min e 30 seg), com extensao final de 72°C por 5 min. 3
uL do produto final de amplificagdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1%, corrido em tampao TBE 0,5X a 7,5 V/cm por 90 min, revelado em brometo de

etidio e fotografado.

4.2.4 Perfil de Restrigdo do DNA Mitocondrial (RFLP-mtDNA)

O método baseado na analise do perfil de restricio do DNA
mitocondrial realizado € uma adaptagdo do descrito por Querol e colaboradores
(1992). Nesta técnica, o DNA foi digerido com a enzima Hinfl (Invitrogen) e mantida
a 37°C por no minimo 5 horas. A reagéo continha 17,5 uL de DNA (1000 - 1700 ng),
0,5 uL da enzima (5 U) e 2,0 uL do tampao da enzima (1x concentrado). A
eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,3%, que foi revelado com brometo de

etidio e fotografado.

4.2.5 Construgao dos Dendogramas

As matrizes resultantes das analises de PFGE e RFLP-mtDNA foram
utilizadas para calcular o indice de Similaridade de Jaccard, e a relacdo entre os
isolados e as amostras padrdes foi estimada através da construgado de dendogramas

tendo como base o algoritimo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
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Arithmetic Averages). As analises foram realizadas com o programa NTSYS-pc
versao 2.1 (Rohlf, 2001) e o teste de reamostragem (Bootstrap: 2000 replicagdes) foi

realizado com programa WinBoot (Yap & Nelson, 1996).

4.3 ESTUDO DA MORFOLOGIA DAS COLONIAS LisAs E RUGOSAS POR MEIO DA
MiCROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

4.3.1 Preparagao das Amostras em Meio Sdélido

Alguns isolados de colbnias lisas e rugosas foram escolhidos para
um estudo mais detalhado de suas estruturas. Os protocolos utilizados foram feitos
conforme Whittaker & Drucker (1970), modificando as etapas de desidratagdo com
alcool etilico pela liofilizacdo. Para que as colonias pudessem ser observadas
intactas, neste protocolo ndo se usou glutaraldeido para fixagdo das células, pois ao
ser adicionado, desmanchavam as colénias. As amostras foram, portanto,
inoculadas sobre filtros de acetato de celulose com poros de 0,45 um de didametro
depositados na superficie de placas contendo meio YPD sdlido, de modo que as
colénias pudessem crescer absorvendo os nutrientes que passam pelos poros, mas
sem entrar em contato com o agar, pois residuos de agar sobre as colbnias
poderiam prejudicar a observacéo (Figura 5). As placas foram mantidas a 28-30°C
por 48 horas, e apos esse periodo, os filtros com as colénias crescidas foram

retirados e levados para liofilizagao por cerca de uma hora a - 47°C a 0,0063 mBar.

Figura 5 - Isolados de colbnias lisas e rugosas crescidos sobre filtros de acetato de
celulose depositados na superficie de placas contendo meio YPD sélido.
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4.3.2 Observacao em Microscopio Eletronico de Varredura

As colbnias secas foram coladas com fita de carbono em stubs de
aluminio e com uma camada de 20 nm de ouro coloidal. Os espécimes foram
analisados em microscopio eletrénico de varredura (FEI, Quanta 200) a 20 KV e

fotografadas em varias magnitudes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplificagcdo da Regido ITS1 - 5,8S - ITS2

Todas as amostras testadas, inclusive as linhagens padroes,
apresentaram um fragmento com o tamanho de 850 pb (Figura 6). Este fragmento é
caracteristico da espécie S. cerevisiae. P6de-se, desta forma, confirmar que todas
as amostras utilizadas durante o estudo, s&o pertencentes ao género
Saccharomyces. Segundo Basilio e colaboradores (2008), as leveduras
contaminantes mais comumente encontradas em processos de producido de etanol,
apresentam fragmentos ITS de 400 pb (Candida intermédia) e C. lusitaniae), 450 (C.
pararugosa), 480 (C. xylopsoci), 540 (Pichia fermentans), 650 pb (P. anomola e P.
caribbica), e 850 pb (S. cerevisiae), tornando possivel caracterizagdo preliminar das

leveduras, através desta técnica.

Figura 6 - Fragmento amplificado da regido 1TS1-5,8S-ITS2 das amostras padrbes
(A) e dos isolados das usinas (B). M1=Marcador molecular Ladder 100 pb
(500), M2=Marcador molecular Ladder 100 pb (600)

850 pb —»

Ladder 100 pb




38

5.2 ANALISE DO PERFIL DE BANDAS DO PFGE

Conforme descrito na literatura, os resultados demonstram que a
técnica de PFGE possibilita a identificacdo de linhagens de uma mesma espécie,
através da distribuicdo dos cromossomos. A Figura 6 mostra os cariétipos
eletroforéticos das linhagens utilizadas em Usinas de produgao de etanol CAT-1, PE-
2, BG-1 e SA-1, aléem de linhagens padrao de laboratorio, todas S. cerevisiae. Houve
polimorfismo entre todas as amostras testadas e pdde-se, através desta técnica,
visualizar os cromossomos e sua distribuicdo conforme os respectivos pesos

moleculares.

Figura 7 - Caridtipo Molecular das linhagens padrbes em detalhe. A. Linhas 1 (CA-
1), 2 (PE-2), 3 (BG-1), 4 (SA-1), 5 (NCYC 738), 6 (NCYC 1006), 7 (S.
boulardii). B. Detalhe dos cromossomos da linhagem CAT-1, estimados
através da similaridade entre o padrao de bandas do marcador molecular
S288C
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Os resultados obtidos a partir do PFGE mostram alto polimorfismo
entre as linhagens lisas e rugosas das usinas, formando 19 grupos a 80% de
similaridade, baseado no indice de Jaccard (Figura 8). Dos 36 isolados testados, 17
puderam ser incluidos em grupos das linhagens comerciais encontradas (1 da Usina
Londra 2006, 13, 14 e 15 da Usina Pioneiros 2006, 19, 20 e 21 da Usina Vale do lvai
2007 - CAT-1; 10 e 11 da Usina Goioeré 2007, 28 da Usina Da Calda 2008 e 31 e 32
da Usina Cooperval 2006 - PE-2; 16, 17 e 18 da Usina Pioneiros e 22 e 24 da Usina
Vale do Ivai 2008 - SA-1). Os isolados restantes das usinas citadas acima (2 e 3; 12;
29 e 30; 33; e 23, respectivamente) e todos os isolados das usinas Londra
2008 (4, 5 e 6), Goioeré 2006 (7, 8 e 9), Da Calda 2006 (25, 26 e 27) e Cooperval
2008 (34, 35 e 36) apresentaram perfis inespecificos (Pl) e ndo foram incluidos a

nenhum grupo das linhagens padrdes (Figura 9).

Figura 8 - Dendograma UPGMA das amostras padrdes e dos isolados das usinas a
partir do PFGE. Os valores sobre os ramos indicam os valores de
bootstrap (2000 replicagdes)
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Cariotipo molecular por PFGE dos isolados das usinas. Linhas 1, 13-15 e
19-21 (CAT-1); 10, 11, 28, 31, 32 (PE-2); 16-18, 22 e 24 (SA-1); 2-9, 12,
23, 25-27, 29, 30, 33-36 (Inespecifico - 13 perfis diferentes que nao foram
incluidos nos grupos das linhagens comerciais) B. ldentificagcdo das
amostras de cada usina baseado no dendograma construido a partir da
analise dos cariétipos. Pl=perfil inespecifico.

Aspecto da

Isolado Usinas ol Perfil
1 Lisa CAT-1
Londra
2 2008 Rugosa 1 PI-1
3 Rugosa 2 PI-1
4 Lisa Fi-2
Laondra
5 2008 Rugosa 1 Fi-2
[} Rugosa 2 Fi-3
T Lisa Pl
Goigerg
B 008 Rugosa 1 P-4
! Rugosa 2 P-4
10 . Les  [EEE
1 T Rugesat [
12 Rugosa 2 Fi-5
12 Lisa CAT-1
Fioneiros =
14 2008 Rugosa 1 CAT-
15 Rugosa 2 CAT-1
16 Lisa S4-1
Fioneiros
17 2007 Rugosa 1 Sa-1
18 Rugosa 2 S4-1
e Vale do =z
20 Ivai Rugosa 1 CAT-1
3 Lr Rugosa 2 CAT-1
= vale do Lisa Sa4-1
3 Ivai Rugosa 1 P8
24 =L Rugesa 2 541
25 Lisa PLF
Dia Calda
26 006 Rugosa 1 FI-8
g Rugosa 2 PI-g
2 uss
Dia Calda
28 008 Rugosa 1 Fi-10
ao Rugosa 2 Fl-11
2 uss I
Cooperval
2 ST Rt
13 Rugosa 2 Fl-12
4 Lisa Fi-&
Cooperval
a5 o Rugosa 1 Fl-12
a5 Rugosa 2 Pl-13 B
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Um fato intrigante obtido com a técnica foi que amostras lisas e
rugosas apresentaram perfis semelhantes entre si, principalmente quando
observados dentro de uma mesma usina (ver Figura 9). A identificacdo de leveduras
através da morfologia da colénia é utilizada como rotina no monitoramento do
processo de fermentacao, devido a capacidade das leveduras selvagens em formar
colénias com aspecto diferente das linhagens de laboratério e das linhagens
comerciais ("domesticadas"). Neste estudo, as leveduras que se organizaram em
colbnias rugosas foram caracterizadas previamente como selvagens. No entanto, os
resultados obtidos a partir do PFGE sugerem que o comportamento dessas
leveduras estaria sendo influenciado por condigdes ambientais. O processo de
fermentagcao do etanol € um ambiente estressante para as leveduras, visto que estao
submetidas a altas temperaturas e concentracido de etanol, pH acido, estresse
osmatico, falta de nutrientes, contaminacdo por bactérias e outras leveduras
selvagens, além de serem constantemente recicladas durante o todo o periodo da
safra. Depois de expostas a estes diferentes tipos de estresse, as leveduras
precisam construir uma resposta celular rapida que visa proteger os componentes
celulares contra danos (Silva-Filho, 2005a), que pode acarretar em mudangas na
expressdo de diferentes genes que muitas vezes resulta em mudancgas na
morfologia. Foi relatado na literatura que genes que codificam elementos Ty e varios
genes presentes em regides subteloméricas sdo induzidos por sinais ambientais
(estresse, por exemplo), interferindo na diferenciacdo da morfologia da coldénia em
leveduras (Kuthan et al., 2003).

5.3 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO DE RFLP-MTDNA

A digestdo do DNA mitocondrial com a enzima Hinf | possibilitou a
diferenciagdo de variedades dentro de uma mesma espécie. A técnica de RFLP-
MtDNA revela padrdes definidos para cada uma das linhagens S.cerevisiae
comumente utilizadas em usinas da regido sul e sudeste do Brasil. Outras técnicas
moleculares descritas na literatura, ndo conseguem distingui-las. A Figura 10 mostra
claramente que as linhagens comerciais CAT-1, PE-2, SA-1 e BG-1, as linhagens de
laboratorio NCYC 738 e NCYC 1006, e a linhagem de S. boulardii possuem perfis

diferentes frente a esta metodologia.
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Figura 10 - Perfil eletroforético do DNAmt das amostras padrdes digerido com a
enzima Hinfl. M=marcador molecular A Hindlll. Linhas 1-6
Saccharomyces cerevisiae (1. NCYC 738, 2. NCYC 1006, 3. BG-1, 4.
CAT-1, 5. PE-2, 6. SA-1); 7 Saccharomyces boulardii. As linhas
vermelhas representam resto de DNA total ndo digerido.

AHindll M 1 2 3 4 5 6 7 M 1 2 2 4 5 86 7
(ki)

Através dessa técnica, foi possivel observar 13 grupos a 80% de
similaridade, baseado no indice de Jaccard (Figura 11). Dos 36 isolados, 22 foram
incluidos em grupos das linhagens comerciais encontradas (1 e 2 da Usina Londra
2006, 13, 14 e 15 da Usina Pioneiros 2006, 19, 20 e 21 da Usina Vale do lvai 2007 e
27 da Usina Da Calda 2006 — CAT-1; 10 e 11 da Usina Goioeré 2007, 28 e 30 da
Usina Da Calda 2008, 31 e 32 da Usina Cooperval 2006 e 34 da Usina Cooperval
2008 — PE-2; 16, 17 e 18 da Usina Pioneiros, 22, 23 e 24 da Usina Vale do Ivai 2008
— SA-1) e o restante foi incluido em grupos com perfis inespecificos. Até o fim deste
estudo, nao foi possivel obter um perfil confiavel dos isolados 25 e 26, da usina Da
Calda 2006, e do isolado 36 da Usina Cooperval 2008. Também foram observadas
linhagens lisas e rugosas com mesmo perfil de restricdo, confirmando mais uma vez
que a diferenga na morfologia de colbnia estaria sendo influenciada pelo ambiente
(Figura 12).
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Figura 11- Dendograma UPGMA das amostras padrdes e dos isolados das usinas a
partir do RFLP-mtDNA. Os valores sobre os ramos indicam os valores de
bootstrap (2000 replicagdes)
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Figura 12 A - Perfil eletroforético do DNAmt digerido com a enzima Hinfl dos

A Hindlll

8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 M

isolados das usinas. M=marcador molecular A Hindlll. Linhas 1, 2, 13-
15, 19-21 e 27 (CAT-1); 10, 11, 28, 30- 32 e 34 (PE-2); 16-18, 22-24
(SA-1); 3 (NCYC 1006);4-9,12, 29, 33 e 35 (Inespecifico - 6 perfis
diferentes que nao foram incluidos nos grupos das linhagens
padroes); 25, 26 e 36 nao obtiveram perfis. As linhas vermelhas
representam resto de DNA total ndo digerido. B. Identificagdo dos
isolados de cada usina baseado no dendograma construido a partir da
analise dos perfis de restricao. Pl=perfil inespecifico.
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Diferente do que ocorreu com a técnica PFGE, no RFLP-mtDNA os
isolados 2 da Usina Londra 2006 e 27 da Usina Da Calda 2006 foram incluidos no
grupo da linhagem CAT-1, o 23 da Usina Vale do lvai foi incluido no grupo da
linhagem SA-1 e o isolado 30 da Usina Da Calda 2008 foi incluido no grupo da
linhagem PE-2 (Figura 12). Além disso, incluiu os isolados com perfis inespecificos 5
e 6 da Usina Londra 2008 no mesmo grupo (92% de similaridade) e o isolado 3 da
Usina Londra 2006 ao da linhagem NCYC 1006 (78% de similaridade), sendo que na
PFGE, esses isolados tinham sido separados. Este resultado acarretou da técnica
RFLP-mtDNA ter diferenciado menos perfis que PFGE (13 contra 19,
respectivamente), mesmo tendo separado os isolados 4 e 5 da Usina Londra 2008
que tinham sido incluidos no mesmo grupo no PFGE (46% de similaridade). Além do
isolado 27 da Usina Da Calda 2006 n&o ter sido incluido no grupo da linhagem CAT-
1 na PFGE, esta técnica incluiu-o no mesmo grupo do isolado 34 (37% de
similaridade), que foi considerado PE-2 na RFLP-mtDNA.

Ao comparar os resultados obtidos com a técnica RFLP-mtDNA aos
da PFGE, ja que esta técnica é bastante sensivel quando se deseja diferenciar
linhagens dentro de uma mesma espécie (Schuller et al., 2004), pode-se concluir
que a identificacdo de linhagens com o mesmo padrao ou pode indicar a sua origem
clonal, mesmo sendo de diferentes areas geograficas, ou pode ser indicativo de uma
capacidade de limitacdo de um determinado método em discriminar as linhagens
individuais (Argueso et al., 2009). No entanto, o alto nivel de polimorfismos
encontrado em linhagens comerciais pode gerar falsas interpretagdes que leva ao
erro na diferenciagéo das linhagens (Silva-Filho et al., 2005b).

A técnica PFGE ¢é muito utilizada para verificar rearranjos
cromossomais. Por meio desta, Lopes (2000) e Lopes e colaboradores (2002)
isolaram 273 variantes da linhagem PE-2 com rearranjos no cromossomo em 12
destilarias que usavam esta levedura como in6culo inicial (apud Basso et al., 2008).
Estudos relacionados com leveduras usadas na fermentagao relatam que rearranjos
nos cromossomos podem ser um dos fatores envolvidos na adaptagcdo destas
células ao ambiente industrial (Pretorius, 2000; Lucena et al., 2007; Schuller et al.,
2007; Argueso et al., 2009; Blondin et al., 2009). De acordo com o modelo
"Renovacgao do Genoma", as linhagens comerciais tendem a ser homozigotas para a
maioria dos genes, pois sao dipléides derivados de células com ciclo de vida do tipo

homotalico. Neste tipo de ciclo, imediatamente apos a meiose, o esporos haploides
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alteram seu mating-type de a para a e vice-versa, seguido de auto-cruzamento para
restaurar seu estado dipléide. Este processo poderia fornecer as populagdes de
leveduras um mecanismo pelo qual as células que carregam mutagdes recessivas
deletérias poderiam ser eliminadas do genoma, permitindo que estas se adaptem a
mudangas no ambiente (Pretorius, 2000). Mortmer (2000) propbs este modelo para
explicar a adaptagao das leveduras do vinho ao ambiente estressante (apud Schuller
et al.,, 2007; Blondin et al.,, 2009) e esta servindo como base para outros
pesquisadores (Lucena et al., 2007; Basso et al., 2008; Argueso et al., 2009),
incluindo este trabalho, para explicar a existéncia de variantes das linhagens
produtoras de etanol combustivel no processo fermentativo.

Como o DNA mitocondrial ndo segue os padrbes mendelianos de
segregacao, ou seja, o DNA mitocondrial ndo sofre recombinagdo como ocorre entre
os cromossomos homoélogos do DNA nuclear, sua base genética é altamente
conservada e as variagdes entre espécies e linhagens dependem da quantidade de
introns localizados entre os genes. As recombinagdes que podem existir entre os
introns do MmtDNA permitem que estudos genéticos e evolutivos de populagbes
relacionadas sejam realizados através do RFLP (Arias & Malachias, 2004). Este é
mais um indicativo de que os diferentes resultados observados entre os perfis dos
isolados nas técnicas comparadas, no PFGE correspondem as variantes das
linhagens comerciais que sofreram recombinagdes, uma vez que, a RFLP-mtDNA
mostram que as referidas amostras estdo correlacionadas, pois os valores de
bootstrap obtidos com a técnica sao altos (78-100% contra 18-89% do PFGE).
Portanto, pode-se concluir que a técnica RFLP-mtDNA é eficiente em discriminar

linhagens, mas ndo é capaz de revelar variabilidade genética.

5.4 MORFOLOGIA DAS COLONIAS DAS LEVEDURAS:

5.4.1 Colbnias Lisas e Rugosas

No fermento industrial foram encontrados dois tipos distintos de
coldnias, as lisas e as rugosas. O PFGE confirmou que os isolados 10 e 11 da Usina
Goioeré 2007, com colbnias lisas e rugosas respectivamente, sao proximos
geneticamente. O mesmo ocorreu com os isolados da Usina Pioneiros 2006 13 e 14

com coldnias lisas e rugosas, respectivamente. Estes isolados foram submetidas a
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microscopia eletrdbnica de varredura para uma visualizagdo mais detalhada da
morfologia das colbnias. Assim como as visualizadas em placas com o auxilio de
esteroscopio, as coldnias lisas das duas unidades foram bem distintas das colbnias
rugosas (Figura 13 A e B). A linhagem padrao PE-2 também foi observada em MEV

e usada como referéncia (Figura 13 C).

Figura 13 - Morfologia das coldnias lisas e rugosas por microscopia eletrénica de
varredura. A. Isolados da usina Goioeré 2007. B. Isolados da usina

Pioneiros 2006. C. Amostra padrao PE-2.
A

Goioend lisa

Goioerd rugosa

Pioneiros lisa

Pianeinos rugosa
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5.4.2 Organizagao das Células nas Colonias

Os resultados obtidos com a MEV mostraram que a organizagao das
células nos dois tipos de colbnias era distinta, tanto nos isolados Goioeré quanto nos
isolados Pioneiros. Nas coldnias lisas, as células parecem estar individualizadas,
com excecao de pequenos brotos ligados a célula-mae, exibindo modos de
brotamento aleat6rio, axial (o novo broto surge adjacente a cicatriz) e polar, isto é, o
novo broto surge do lado oposto ao da primeira cicatriz (bipolar) ou do lado oposto
ao nascimento (monopolar) (Figura 14 A e C). Dessa forma, as células permaneciam
igualmente distribuidas por toda colénia e sem espacgos, dando a esta um aspecto
liso (Figura 15 A e B). Ja nas colbnias rugosas, a morfologia com estruturas que
deixa a superficie com aspecto rugoso parece estar ligada a formacdo de
aglomerados de células interconectadas e que se organizam em agregados maiores
(Figura 15 C e D). A formacao desses agregados parece estar ligada ao modo como
as células presentes nesse tipo de colbnia brotam. Ao contrario das células
presentes nas coléni as lisas, as células Cs colénias rugosaD parecem exibir um
padrao polarizados de brotamento, formando extensbes de células conectadas
semelhantes a hifas (Figura 14 B e D). Alta produ¢ao de matriz extracelular também
pode estar envolvida na formagao de colbnias rugosas, pois permitem que as células
figuem separadas, porém conectam os grupos individuais dentro dos agregados
maiores (Figura 15 C e D). Nos isolados observados e nas linhagens padrbes
também foi observada a presenga de uma matriz cobrindo a superficie das colénias
lisas e rugosas, mas nao com diferencas significativas entre as duas. E possivel que
o protocolo de fixacdo utilizado neste estudo ndo tenha preservado a matriz

extracelular.
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Figura 14- Padréao de brotamento das células de colbnias lisas e rugosas. No
brotamento polarizado, as células permanecem conectadas (setas). A.
Células da colbnia lisa do isolado da usina Goioeré com brotamento
aleatorio. B. Células da col6nia rugosa do isolado da usina Goioeré com
brotamento polarizado. C. Células da colbnia lisa do isolado da usina
Pioneiros com brotamento aleatério. D. Células da colénia rugosa do
isolado da usina Pioneiros com brotamento polarizado.

Figura 15 - Organizagdo das células nas colbnias lisas e rugosas. A. Células de
colonia lisa distribuidas uniformemente. B. Aspecto da superficie da
colénia lisa. C. Células de colbénia rugosa interconectadas formando
aglomerados. D. Aspecto da superficie da colénia rugosa

Apesar de pouco conhecido, diversos autores relacionam o processo
de formagédo de colbnias lisas ou rugosas, entre outras, com a capacidade das
células em produzir matriz extracelular e/ou com seu padrdo de brotamento ou
formagao de pseudo-hifas (Gimeno et al., 1992; Varon & Choder, 2000; Kuthan et
al., 2003; Vopalenska et al., 2005).

Em S. cerevisiae a divisdo celular polarizada é controlada
geneticamente (Drubin, 1991; Sherman, 1998). Em cultura liquida, células haploides
(a ou a) brotam exclusivamente de maneira axial, enquanto células dipléides (a/a)
brotam polarizadas, de modo que o brotamento pode ser somente ao polo oposto ao
seu nascimento, (padrao monopolar - pseudohifas) ou em ambos os pélos (padréao
bipolar) (Vopalenska et al., 2005). Os genes RSR1/BUD1, BUD2, e BUD5 convertem
o modo de brotamento aleatério para polarizado, enquanto os genes BUD3 e BUD4

mudam de polar para axial. Em células a/a, a presenga de um repressor a1a2 inibe a
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acao dos genes BUD3 e BUD4, de modo que as células permanecem com o padrao
de polarizado (Gimeno et al., 1992). No entanto, Vopalenska et al (2005) mostraram
que em cultura solida, o padrdo de brotamento das células na colénia nao é
uniforme. Em colénias com linhagens hapldides, que em cultura liquida cresceria
exclusivamente de forma axial, foram observadas células brotando de maneira
bipolar e aleatéria. O mesmo ocorreu em colénias com linhagens diploides, onde
grande numero de células que brotariam somente de maneira polarizada em meio
liquido, estavam também brotando de forma aleatdria. Esse tipo de comportamento,
na verdade, reflete as condi¢gdes nutricionais presentes no meio, pois algumas areas
da colénia pode conter poucos nutrientes no qual afeta o padrao de brotamento das
células (Vopalenska et al., 2005). Trabalhos mostraram que o cultivo em meios
carentes de nitrogénio induz a formac&o de pseudohifas em leveduras (Kuriyama &
Slaughter, 1995; Cavalieri et al., 2000; Vopalenska et al., 2005). Em estudos sobre
"domesticacao" de linhagens de S. cerevisiae selvagens, células com alteragao da
morfologia da colonia que foram cultivadas em meio rico ndo sofreram mudangas,
conservando seu estado original. Como as boas condigbes do laboratério
persistiram, apds certo periodo de tempo, as células aos poucos comecaram a
mudar sua morfologia para lisa, tornando-se indistinguiveis das linhagens de
laboratdrio (Kuthan, et al., 2003). O mesmo comportamento foi observado em nosso
laboratério, onde colénias antes visivelmente rugosas comegaram a apresentar
morfologia quase lisa, sendo distinguidas apenas com a ajuda do estereoscépio.
Colbnias lisas com setores rugosos também foram observadas, reforcando a idéia
de Kuthan et al. (2003), de que aos poucos, as células se adaptam ao novo
ambiente que exige menos consumo de energia. A fungdo dos genes BUD seria,
portanto, permitir as células procurar nutrientes e substratos distantes do seu sitio de
colonizacao inicial (Gimeno et al., 1992).

Além da importancia na migragao celular, o padrao polarizado de
brotamento pode ser auxiliar na secregdo de matriz extracelular, devido ao trafego
de membrana plasmatica também estar polarizado (Gimeno et al.,, 1992). A
producao de matriz extracelular também pode estar envolvida na morfologia da
colonia. Ainda utilizando o trabalho de Kuthan et al. (2003) como exemplo, foi
observado através de imagens de microscopia eletrdnica de varredura a perda de
matriz extracelular conforme a transicdo da morfologia da colénia. Os resultados

obtidos em nosso trabalho com a microscopia eletrénica de varredura revelou a
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presenca de matriz cobrindo a superficie das colbnias. Apesar de estar presente em
leveduras com alteracdo na morfologia da coldnia, a matriz extracelular ndo esta
relacionada com a caréncia de nutrientes, e sim como forma de protegcdo a
condigdes adversas do ambiente (Kuthan et al., 2003). A matriz permite que as
células se mantenham distantes umas das outras, porém conectadas, promovendo a

protecao da col6nia como um todo (Kuthan et al., 2003).
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6 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a técnica RFLP-mtDNA é eficiente
na identificacdo de linhagens de leveduras do processo de
producdo de etanol, além de permitir que estudos genéticos e
evolutivos de populagdes relacionadas sejam realizados.

As analises estatisticas comprovaram que alguns isolados das
usinas identificados por PFGE como leveduras com perfis
inespecificos, seriam na verdade variantes das linhagens
comerciais, pois foram incluidos nos grupos dessas linhagens
quando testados pela RFLP-mtDNA.

Atualmente, a cariotipagem eletroforética por PFGE vem sendo
utilizada para verificar rearranjos sofridos pelos cromossomos, o
que explicaria os perfis inespecificos dos isolados que na RFLP-
mtDNA foram correlacionados com linhagens comerciais.
Caracterizar leveduras selvagens através de caracteristicas
morfolégicas é insuficiente, pois os resultados obtidos com as
técnicas moleculares e com as eletromicrografias de varredura
sugerem que isolados com gendtipos semelhantes, mas com
fendtipos distintos, estariam sendo influenciados por condigcbes
ambientais (estresse) que afetam seu comportamento (colénias

rugosas).
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