BRIGIDA THAIS LUCKWU DE LUCENA

ANALISE DE POLIMORFISMOS CROMOSSOMICOS
EM LINHAGENS DE LEVEDURAS DE

FERMENTACAO ALCOOLICA

RECIFE

2004



BRIGIDA THAIS LUCKWU DE LUCENA

ANALISE DE POLIMORFISMOS CROMOSSOMICOS EM
LINHAGENS DE LEVEDURAS DE FERMENTACAO

ALCOOLICA

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacdo em Genética da Universidade
Federal de Pernambuco para obtencédo do

grau de Mestre em Genética

Orientador: Prof. Dr. Marcos Antdnio de Morais Junior

Co-orientador: Prof. Dr. Diogo Ardaillon Simoes

RECIFE

2004



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS - GRADUACAD EM GENETICA

PARECER DA COMISSAD EXAMINADORA DE DEFESA DE DI55 ERTACAD DE
MESTRADD DE

BRIGIDA THAIS LUCKWU DE LUCENA

4 nilise de Polimorfismos Cromossdmicos em Linhagens de Leveduras de
Fermentagio Aleoalica™

AREA DE CONCENTRACAD: BIOLOGIA MOLECULAR

A comissiio examinadora, composta pelos professores abaixo, sob a presidéncia
do primeiro, considera a candidata Brigida Thais Luckwil de Lucena aprovada com
distingho.

Recife, 12 de fievereiro de 2004

Prof®. Ana Mafi Ifeppon (PhD, UFPE)

f?_lﬂ (%

Prof*, Maria Raquel Moura Coimbra (PhD, UFRPE)

E
-
A
-

’;«;}faﬁ/ e

5




A Deus minha fonte inesgotavel de inspiracdo,
que sempre me fortalece. E aos meus Pais que
me direcionaram nos caminhos certos da vida,

estando sempre ao meu lado, dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Marcos Antonio de Morais Junior, pela oportunidade concedida, pelo
conhecimento transmitido, enfim pela confianga em mim depositada.

Ao Prof. Dr. Diogo Ardaillon Simdes, por seus ensinamentos, pelo exemplo de
simplicidade e por estar sempre disposto a ajudar.

Ao Prof. Jos¢ Otamar F. Morais, pelo seu exemplo de vida e profissionalismo,
agradeco pela oportunidade de com ele ter convivido e por todos os ensinamentos que recebi.

A todos do laboratorio de praticas de fermentacdo do departamento de antibidticos, em
especial a Marcela e Ivanilda, pelo auxilio em parte dos experimentos. Obrigado por tudo.

A todos os colegas do Setor de Biologia Molecular —LIKA, pelos momentos de
convivéncia, e de maneira especial aqueles que estavam sempre dispostos a escutar 0os meus
desabafos.

Aos colegas de turma do mestrado: Nilmara, Marcio, Amaro, Christian, Sandra,
Raquel, Alessandra, Luciene, Klébia, Marcia por terem dividido comigo os primeiros desafios
desta etapa.

Aos amigos Michelle Rose, Norma Gusmao e Bruno Machado Ledo que mesmo a
distancia sempre me apoiaram.

A Humberto, por toda a paciéncia, pela amizade, companheirismo, dedicagdo,
cumplicidade, preocupagao, por estar sempre ao meu lado.

As minhas irmas, Beatriz ¢ Brunna, pelo convivio harmonioso e pelo apoio constante.

Aos meus Pais, Estanislau Barbosa de Lucena e Darcy Luckwii de Lucena, pelo
exemplo que sdo em minha vida.

A Deus por tudo o que ele tem me propiciado e por me fortalecer nas dificuldades.



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...t 12
2. REVISAO DE LITERATURA . .......ooieeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.1. As leveduras e o seu potencial biotecnolOZICO.........eevueieiiiriiiiiieiieeieeiecie e 15
2.2. A levedura SACCharOMYCES CEIEVISIAL. ......c..covviiereeeieeereeetie ettt 17
2.3. Citologia e citogenética de SacCharomyces Cerevisiag............ccovvevveeveeveeeeeereeeeeneenne. 19
2.4, IndUStria AlCOOIRITA. ... .eiiiiiiieiie ettt ettt e 23
2.5. Técnicas utilizadas para a tipagem molecular..............cceeiievierieinienieeieeeeeee e, 25
2.6. Rearranjos CrOMOSSOMICOS. .......veruveerierireeiteeriieereesseeeteesseessseenseesseesseessseenseessseessesssns 29
2.7. Dinamica de populag0es miCrobianas..........cccueeeueeervieerieeeiiieeeiieesieeesereeereeesseeeneveens 31
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........iiiiiiiieieeeieeiseesss e 33
4. ARTIGO CIENTIFICO......ociiiiiiieeiesiesississessessesisessse sttt ssessssesseees 39
L INEFOAUGAO. ...ttt ettt e ettt e et e e et e e e ba e e easeeeeabeeeabeeeaseeensaeesnsaeesnneeas 42
2. Materials € METOAOS. ... .eeiuiiiiiiiieeteet ettt ettt ettt st e b 44
3 RESUITAAOS. ...ttt ettt ettt et e 47
4. DISCUSSA0....c.eteteenteeiieeite ettt ettt ettt s bttt et e s bt et e ht e s bt e be s bt e bt et e e bt e bt et e sbt e beestesbeenaenanenee 50
5. Referéncias BibliorafiCas.........cccuveviiiiiiiiiieniiieiecieeeee et 53
5. CONCLUSOES. .....ctvuuiiieeeieeieeiseeisss st 74

B. ANEXO ...ttt st 75



LISTA DE FIGURAS

Revisdo Bibliogréfica

Figura 1: Eletroforese em campo pulsatil de cromossomos da linhagem YPHS80 de
Saccharomyces cerevisiae migrado em gel de agarose a 1% através do sistema CHEF
(03101 2 16 | TSRS
Figura 2: Segregacdo dos cromossomos da levedura S. cerevisiae dentro da estrutura
nuclear, visualizada por hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) aliada a microscopia de
TOTGA ALOIMIICA. .....eiiieiiiiee ettt e e e ettt e e e eetae e e e e e ta e e e e eeataeeeeentaeeeeeenaesaeeenseeas
Figura 3: Dinamica do centromero dos cromossomos de S. cerevisiae marcados por

imunoflorescéncia pela fusdo da proteina centromérica Cse4p a proteina GFP (Cse4—

Artigo Cientifico

Figura 1: Perfis cariotipicos obtidos de isolados industrias pertencentes a o perfil P1
produzido por analise de fingerprinting utilizando o primer (GTG)s.....c.cccvevveeieereevieeniennnnne.
Figura 2: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado IA1238 durante o ensaio
fermentativo em condiga0 de aGTODIOSE. .....c.ueiiiurieieiieeciie et
Figura 3: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio
fermentativo em condigao de aCTODIOSE.........ceeeeiuviiiieeiiiie et e
Figura 4: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir dos isolados 1A1238 e
MFI1(1) durante o ensaio fermentativo em condi¢ao de aerobiose...........eevveerueerieerreennennnen.
Figura 5: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado JP1 durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose...........ccccuviiieiiiiieieiiiiie e
Figura 6: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir do isolado JP1 durante o
ensaio fermentativo em condigao de anaerobiOse..........cccvieeuiieeiiieiieeeiie e e
Figura 7: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose...........ccccuvieiiiiiiieieiiiie e
Figura 8: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado IA1238 durante o ensaio

fermentativo em condiga0 de anaerobiOSe..........cc.eeeeviieeiiiieiiiee e

19

21

22
24

61

62

63

64

65

66

67



Figura 9: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir dos isolados 1A1238 e
MFI1(1) durante o ensaio fermentativo em condi¢ao de anaerobiose...........cc.eevuveeveenerennnnnne
Figura 10: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado [A1238 durante o ensaio
fermentativo em condigao de aCrODIOSE.........cceeiuiiiiiiiiiiie et
Figura 11: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado MFI(1) durante o ensaio
fermentativo em condiga0 de aGTODIOSE. .....c.ueiiiuiieieiieeciie ettt e e
Figura 12: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado JP1 durante o ensaio fermentativo em
CONAICAO AE ANACTODIOSE ....cccuvviiiiieiiiieeeeiieeeeecie e ettt e e eeete e e e e et e e e e etteeeeeeanseeeeeaseeeeeeasseaeaanns
Figura 13: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado MFI(1) durante o ensaio
fermentativo em condig30 de anaerobiOSe..........cc.eieeviieciiieiiieeeiie e
Figura 14: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado IA1238 durante o ensaio fermentativo

em CONAICA0 A€ ANACTODIOSE. .....ccuvviiieeiiiieeeeiieeeeeette e ettt e e ee ettt e e e et e e e ette e e e e etaeeeeeaseeeeenneeas

Anexo 1

Figura Al: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em aerobiose com o
1S01AA0 TAT238...cc ettt ettt ettt et
Figura A2: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em aerobiose com o
1T0] F: 16 LT 0 2 1 TSR
Figura A3: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em anaerobiose com
018010 IMEF T(1) .ttt et e et e e ave e easeeeareeeaeeas
Figura A4: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em anaerobiose com
0180120 TAT238...ce ettt ettt et e b e ettt e st e ebee e
Figura AS: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em anaerobiose com
018010 TP ...ttt sttt et e be e
Figura A6: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em anaerobiose com

0 IS0LAAO JP L.

70

71

72

73

74

77

78

79

80

81



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Constituicdo dos meios de cultura WLN e MF



LISTA DE ABREVIACOES

DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol)

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization, Hibridiza¢ao Fluorescente In Situ)

GFP (Green Fluorescent Protein, Proteina Verde Fluorescente)

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats, Seqiiéncias Simples entre Repetigdes)

mtDNA (DNA mitocondrial)

PCR (Polymerase Chain Reaction, Rea¢do em Cadeia da Polimerase )

PFGE (Pulsed Field Gel of Electrophoresis, Gel de Eletroforese em Campo Pulsatil)

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA, Polimorfismo de DNA gerado por
Amplificagdes Aleatdrias)

rDNA (DNA ribossémico)

RNAm (RNA mensageiro)

RFLP (Restriction Fragments Lenght Polymorphism, Polimorfismo de tamanho do fragmento
de restricao)

SDG (Saccharomyces Genome Database, Banco de Dados do Genoma de Saccharomyces)



Resumo

O bioetanol ¢ hoje a principal fonte de energia renovavel e ndo poluente, tendo sua
producdo recebido grande incentivo nos ultimos anos. O Brasil ¢ atualmente o maior produtor
de élcool mundial, sendo responsavel por uma producdo anual de aproximadamente 10,4
bilhdes de litros. A produgdo de alcool no Brasil ocorre através da fermentacdo do caldo de
cana-de-agucar ¢/ou melago por células de levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae.
Estudos de caracterizagdo da dindmica populacional do processo fermentativo tém sido feitos
com o objetivo de se identificar linhagens mais adaptadas aos diferentes processos industriais
para servirem de inoculo inicial na safra. O objetivo deste trabalho ¢ investigar os rearranjos
cromossOmicos de isolados industriais de Saccharomyces cerevisiae através do
monitoramento em laboratorio da estabilidade cromossomica. O polimorfismo cromossomico
foi evidenciado tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. Os isolados MF1(1) e [A1238
apresentaram rearranjantes capazes de substituir o parental ao longo do processo. O isolado
JP1, apesar de apresentar o maior polimorfismo, manteve o perfil parental ao longo do
processo com freqiiéncias entre 25% e 30%. Portanto, a cariotipagem molecular pode ter sua
aplicabilidade prejudicada em estudo de dinamica populacional de processos industriais de
fermentacdo alcodlica, pois a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos poderia levar a

imprecisao nos resultados e analise dos dados.



Abstract

Nowadays, the bioethanol is the main renewable and non-polluting energy source and,
therefore, its production has been receiving large incentive. Currently, Brazil is the main
ethanol producer in the world, being responsible for an annual production of approximately
10,4 billion liters. The alcohol production in Brazil occurs through the fermentative process
using sugar cane juice and/or molasses as substrate by cells of the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Characterization studies of population dynamic of fermentative process has been
done with the objective to identify more adapted strains to the different process that could be
used as initial crop inoculate. The aim of this work was to investigate the chromosomal
rearrangements in industrial isolates of S. cerevisiae through laboratory chromosomal stability
experiments. The chromosomal polymorphism was evidenced in both aerobiosis and
anaerobiosis conditions. The isolates MF1 (1) and IAI238 presented rearrangements able to
substitute the parental along the process. For the isolate JP1, although presenting the highest
polymorphism, the parental profile was maintained along the process in a frequency of 25% to
30%. Those results shows that chromosomal instability takes place in industrial yeast strains
under laboratory condition, and that different strains presents their own pattern of genome
rearrangement. Therefore, the use of molecular karyotyping in the evaluation of the
population dynamic in industrial alcoholic fermentation can be impaired by the occurrence of

chromosomal rearrangements, possibly leading to imprecision in the results and data analysis.
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1. INTRODUCAO

As leveduras sdo microrganismos eucariontes e constituem um dos mais importantes
grupos de microrganismos comercialmente explorados. Seu alto valor comercial decorre de
sua aplicacao biotecnologica em diversas industrias, dentre as quais a de maior destaque ¢ a
que utiliza processos fermentativos (vinho, cerveja, cachaga, alcool combustivel e pao).

Diversos estudos tém mostrado que um grande numero de linhagens de leveduras,
principalmente de Saccharomyces cerevisiae, pode estar simultancamente envolvido no
processo de fermentacao, seja do vinho ou de caldo-de-cana para produgao de aguardente ou
alcool combustivel (Bidene et al., 1992; Vezinhet et al., 1990; Pataro et al., 2000; Guerra et
al., 2001; Lucena, 2002; Bacelar, 2003; Silva Filho, 2003). Neste contexto, a identificagao e
caracterizacdo de leveduras sdo de grande importdncia para processos industriais de
fermentacdo, pois a qualidade do produto final obtido ¢, dentre outras coisas, conseqiiéncia
da diversidade e da composicao dos microrganismos e da dindmica das populagdes presentes
durante o processo.

Diferentes técnicas baseadas na analise do polimorfismo de DNA tém sido utilizadas
no estudo de identificagdo e caracterizagdo de leveduras envolvidas em processos de
fermentacdo industrial, dentre quais pode-se citar: a cariotipagem molecular, as técnicas de
hibridizacao (RFLP e ribotipagem) e as analises de polimorfismos baseadas em marcadores
de PCR (RAPD, ISSR, ribo-PCR, etc.).

A técnica de Cariotipagem Molecular utilizando eletroforese em campo pulsatil
(Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) foi introduzida por Schawartz e Cantor (1984),
sendo utilizada posteriormente por varios autores (Carle e Olson, 1985; Cantor et al., 1988;
Chu et al., 1986; Johnston et al., 1988). Esta técnica constitui-se em um tipo especializado de

eletroforese, que ¢ capaz de separar moléculas de DNA muito longas, tais como cromossomos

14



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

inteiros. Como os cromossomos dos fungos sdo pequenos para os padrdes eucarioticos,
cromossomos inteiros podem ser visualizados por esta técnica.

A cariotipagem tem sido bastante utilizada no estudo de populagdes de leveduras do
processo de producao de vinhos, e recentemente também na tipagem de leveduras envolvidas
na producao de alcool carburante (Lopes, 2002; Lucena, 2002). No entanto, esta técnica ¢
ainda laboriosa e demanda tempo, o que dificulta sua aplicagdo como uma rotina industrial.
Além disso, os estudos de caracterizagdo molecular através da técnica de cariotipagem
molecular tém demonstrado uma variedade de perfis genéticos dada sua capacidade de
detectar rearranjos cromossdmicos, os quais ndo sdao revelados pelos outros métodos. Esta
peculiaridade do método esta comecando ameagar seu uso para a tipagem de linhagens de
leveduras e estudos da dinamica populacional de processos fermentativos. Entretanto, esta
técnica se presta muito bem para avaliar a estabilidade gendmica de uma populagao celular
frente a diferentes condi¢cdes ambientais. Com isso, questdes como adaptabilidade celular e
evolugdo gendmica podem ser estudadas, comparando condi¢des controladas de laboratério e
condig¢des de processos industriais.

Neste trabalho, a cariotipagem molecular foi utilizada para avaliar o polimorfismo
cromossomico existente no processo de fermentagdo alcoodlica e relaciona-lo com processos
de recombinacdo genética mitotica em condi¢des controladas de laboratorio. Diferentes
linhagens isoladas do processo industrial, e tipificadas através de marcadores de PCR, foram
submetidas a cultivos sucessivos e analisadas. Os resultados mostraram uma diversidade de
rearranjos cromossomicos que foram dependentes tanto das condigdes de cultivo quanto da
linhagem utilizada. As implicagdes destes achados em termos de adaptabilidade e de

utilizagdo rotineira da cariotipagem para analise populacional sdo discutidos no texto.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As leveduras e o seu potencial biotecnologico

As leveduras sdo microrganismos eucariontes unicelulares, pertencentes ao reino
Fungi, ao filo Ascomycota, a ordem Saccharomycetales (Alexopoulos et al., 1996).

Estes microrganismos sao heterotroficos, saprofitos ou parasitos. Sdo dependentes de
carbono organico como fonte de energia e podem ser encontrados em associacdo com
vegetais, como em néctar de flores ou em frutos frescos ou deteriorados, ou ainda no trato
digestivo de animais, no solo, em ambientes com baixa capacidade hidrica, bem como
associados a qualquer substrato que lhe forneca o agucar (Phaff, 1990; Alexopoulos et al.,
1996).

A estrutura somatica e o ciclo de vida das leveduras que compdem a ordem
Saccharomycetales sao muito variados, com algumas espécies sendo unicelulares e hapléides
durante todo o ciclo celular e outras apresentando fases haploide e dipldides durante o seu
ciclo de vida. As formas partenogénicas ou assexuais podem permanecer hapléides, diploides
ou aneupldides quanto ao seu nimero cromossdémico. Algumas leveduras sdo capazes de
produzir um numero de brotos em sucessdo que sao mantidos juntos por um periodo de
tempo, formando o que chamamos de pseudomicélio (Alexopoulos et al., 1996).

As leveduras podem apresentar reproducao sexuada e assexuada, embora seja a forma
assexuada a mais comum. Em algumas leveduras do filo Ascomycota a tnica forma de
reproducgdo ¢ a assexuada que pode ser por brotamento, formacao de conidios e artrosporos.

Dentro da ordem Saccharomycetales, a familia que se destaca para a biotecnologia ¢ a
Saccharomycetaceae, pois engloba espécies que tém uma grande aplicabilidade para a

industria de fermentacdo. Dentro desta familia incluem-se leveduras unicelulares, com
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reprodu¢ao primariamente assexuada com brotamento multilateral e que produzem ascosporos
livre de ascos, 0s quais se originam tanto de um zigoto como partenogeneticamente a partir de
uma célula somatica. O membro mais conhecido desta familia é o género Saccharomyces,
contudo também constituem essa familia outros géneros, como Kluyveromyces, Pichia e
Dekkera (Alexopoulos et al., 1996).

As leveduras constituem o mais importante grupo de microrganismos
economicamente explorado pelo ser humano (Horii e Oettrer, 1998). Isto ocorre devido a sua
importancia para os processos fermentativos para producdo de cerveja, pao, vinho e alcool
combustivel (Alexopoulos et al., 1996). Sendo também importantes para industria
farmacéutica, quimica, biomédica e tecnologia ambiental.

Estes microrganismos podem constituir uma Otima fonte ndo-convencional de
proteinas e de vitaminas do complexo B, podendo ser utilizados para ragdao animal e para
consumo humano em enriquecimento nutricional de alimentos, espessantes, espumantes e
aromatizantes. Podem também ser obtidos através do crescimento de biomassa ou através do
aproveitamento destes como subproduto de processos fermentativos (Horii e Oettrer, 1998).

O conhecimento empirico da fermentacao por leveduras remonta aos primordios da
civilizagdo. A capacidade destes microrganismos em produzir alcool em forma de cerveja ja
era conhecida pelos povos Babilonicos desde cerca de 6000 a. c. . Os Egipcios a 4000 a. c.,
por sua vez, ja conheciam empiricamente a capacidade destes microrganismos de fermentar
pao, enquanto que relatos sobre a fermentagdo do vinho podem ser encontrados no livro de
Génesis (Demain e Solomon, 1981).

Durante a Primeira Guerra Mundial, os avangos no campo da bioquimica permitiram
identificar o metabolismo para produg¢do de glicerol por leveduras em processos de
fermentagdo alcodlica, sendo a producdo aumentada quando se adicionava bissulfeto de sodio

ao processo (Demain e Solomon, 1981). Isto permitiu o desenvolvimento da industria de
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fermentacdo, neste caso utilizada para produzir o glicerol que era utilizado em explosivos.
Trata-se de um dos primeiros relatos da contribuicao do conhecimento cientifico na producao
industrial associado a processos microbiologicos.

Atualmente, as técnicas de engenharia metabolica de leveduras envolvidas em
processos biotecnoldgicos apontam para uma terceira fase nos processos fermentativos.
Através dessa nova ferramenta, tem-se procurado o melhoramento genético direcionado
destes microrganismos com a finalidade de se obter aumento no rendimento e qualidade da

producao.

2.2. A Levedura Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae ¢ o microrganismo eucarioto mais utilizado para estudos
genéticos, este fato deve-se a facilidade e rapidez de seu crescimento, a existéncia de células
haploides e diploides durante o seu ciclo de vida e ao seu pequeno genoma (Walker, 1998).

O genoma da S. cerevisiae, que ja foi totalmente seqiienciado, contém
aproximadamente 13 Mb, com poucos introns nas seqiiéncias génicas e pequenos trechos
DNA repetitivo (Oliver, 1996). O cariotipo de linhagens de laboratério de S. cerevisiae
apresenta cerca de 16 cromossomos entre metacéntricos, submetacéntricos a subtelocéntrico,
e podendo ser separados através de eletroforese em campo pulsatil com os cromossomos
variando entre 230 a 2000 Kb (Figura 1). Todas as linhagens desta espécie possuem um
plasmidio endogeno de 2 um de didmetro que ¢ geneticamente detectado com o 17° grupo de
ligacdo (Loidl, 2003).

As descrigdes de técnicas moleculares que envolvem manipulagdo génica, aliadas as

caracteristicas fisiologicas e genéticas descritas acima fazem da S. cerevisiae um organismo
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de escolha ndo s6 para estudos genéticos, como também para desenvolvimento de estratégias
biotecnologicas (Walker, 1998).

Esta levedura tem sido muito utilizada na industria fermentativa, para produgdo de
pao, vinho, cerveja, saké, cachaca, extrato de leveduras/vitaminas, probiodticos, producao de
alcool combustivel, glicerol, invertases, racdo animal e outras enzimas, dentre outros
produtos. Células de Saccharomyces cerevisiae tém sido descritas como um hospedeiro ideal
para a expressao de genes heterdlogos que codificam proteinas de interesse industrial e
farmacéutico, pelas suas caracteristicas fisiologicas e genéticas bem documentadas, embora

outras leveduras ja despontem neste cenario (Walker, 1998).

1,900 + 1,640 —

1,120 + 1,100 —

Q4L —
915 —
2156 —
fat —
f4h —
0 —
R10 —
LLEL —
Figura 1: Eletroforese em campo pulsatil de
G50 — cromossomos da  linhagem  YPH80 de
q7L, — Saccharomyces cerevisiae migrado em gel de
agarose a 1% através do sistema CHEF (BioRad).
295 — A esquerda estdo representados os tamanhos das
225 — bandas de cromossomos em kb. (Fonte: BioLabs

Inc. http://circuit.neb.com/neb/).
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Diversos estudos tém mostrado que um grande numero de linhagens de
Saccharomyces cerevisiae esta simultaneamente envolvido no processo de fermentagdo de
bebidas (Walker, 1998), bem como na fermentacao de caldo-de-cana para producdao de
aguardente ou alcool combustivel (Pataro et al., 2000; Guerra et al., 2001; Lucena, 2002;
Bacelar, 2003; Silva Filho, 2003).

Tanto as linhagens isoladas em areas tropicais como aquelas oriundas de processos
fermentativos industriais podem apresentar formas genotipicas que diferem das linhagens de
leveduras conhecidas (Pataro et al., 2000). As linhagens industriais, ao contrario das linhagens
de referéncia ou de laboratorio, sdao geneticamente mais complexas € nao possuem
estabilidade em seu estado hapléide, sendo as aneuploidias comuns em leveduras industriais
(Walker, 1998).

Algumas caracteristicas sdo desejaveis na levedura produtora de alcool tais como:
rapida taxa de fermentacdo e alto rendimento em etanol; tolerancia a alto teor de etanol e
baixo pH, temperatura 6tima elevada para fermentacao; estabilidade genética, alta viabilidade
celular, entre outras. Contudo ndo se possui uma linhagem com todas as caracteristicas
desejadas, o que proporciona um vasto campo de estudos da fisiologia e biotecnologia

relacionada a producao de bioetanol (Walker, 1998).

2.3. Citologia e citogenética de Saccharomyces cerevisiae

Os cromossomos de S. cerevisiae ndo podem ser visualizados por métodos
convencionais utilizados em estudos de citogenética. Apenas o estudo de bivalentes e do
complexo sinaptonémico, bem como a visualizagdo do cromossomo em géis de eletroforese
de campo pulsado, tem promovido uma melhor compreensao da estrutura e do

comportamento cromossdémico em leveduras de brotamento (Loidl, 2003).
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Recentemente, com o desenvolvimento de técnicas como a hibridizagdo in situ, e de
metodologias de marcagdo fluorescente de cromossomos, tais como as técnicas de
imunoensaios com anticorpos que reconhecem estruturas cromossomicas € as técnicas de
pinturas cromossdmicas por hibridizagdo com sondas marcadas com Green Fluorescent
Protein (GFP) capazes de marcar todas as regides do cromossomo, permitindo um estudo
sobre o comportamento, o estado de compactagdo e a orientacado do cromossomo (Scherthan
et al., 1992; Trelles-Sticken et al., 1999; Loidl, 2003).

Para S. cerevisiae, ndo existe uma metodologia de citogenética convencional que
permita observar a condensacdo dos cromossomos durante a metafase. A natureza dos
cromossomos desta levedura estad baseada no fato que estes permanecem aglomerados dentro
do nucleo, onde permanecem confinados durante a divisao (Figura 2). Além disso, leveduras
com genomas em torno de 13Mb por complemento hapldide parecem condensar seus
cromossomos apenas moderadamente, o suficiente para alcancar a forma desejada para o

transporte durante a mitose (Loidl, 2003).

Figura 2: Segregacao dos
cromossomos da  levedura S.
cerevisiae dentro da estrutura nuclear,
visualizada por hibridizac¢ao
fluorescente in situ (FISH,
Fluorescent In Situ Hybridization)
aliada a microscopia de for¢a atdmica
(Fonte: T. Kobori, National Food
Research Institute, Japao).

Cromossomos de S. cerevisiae podem ser visiveis sob a forma de bivalentes durante o
paquiteno. Estes constituem um excelente objeto para investigacdes citologicas. O paquiteno é

0 Unico estagio em que cromossomos condensados podem ser visualizados através do corante
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DAPI (Kuroiwa et al., 1984, 1986), devido a presenca de complexos sinaptonémicos que
ajudam a preservar a integridade dos cromossomos durante a preparagao citoldgica. Outro
ponto importante € que o paquiteno € o unico estagio do ciclo de vida da levedura no qual o
cromossomo nao ¢ ligado ao fuso e deste modo sdo suficientemente separados para serem
visualizados individualmente.

O maior obstaculo para o estudo de cromossomos de leveduras ¢ o fato de que a
mitose desses organismos ocorre dentro de uma membrana nuclear intacta, aliado ao baixo
grau de condensagao dos cromossomos durante a metafase. A marcacdo das regides
centroméricas constitui uma alternativa para o estudo do processo de segregacdo
cromossomica em leveduras (Figura 3). Contudo, a citologia de leveduras estd limitada a
analise de cromossomos meidticos e ao estudo de complexos sinaptonémicos. O complexo
sinaptonémico aparece como uma estrutura distinta em todos os pares homologos durante o

paquiteno e, portanto sdo 6timos marcadores para rastrear cromossomos (Loidl, 2003).

Figura 3: Dinamica do centromero dos cromossomos de S. cerevisiae usando marcagdo
especifica por imunoflorescéncia através da fusdo da proteina centromérica Csedp com a
proteina GFP (Cse4—GFP). Cada painel representa a segregagdo de um dos cromossomos da
levedura (Fonte: Pearson et al., 2001).
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Byers e Goetsch (1975a, 1975b) construiram um mapa estrutural do caridtipo de S.
cerevisiae baseado na extensdo do complexo sinaptonémico. Posteriormente, este mapa
mostrou-se de acordo com o tamanho fisico total descrito pelo projeto genoma e com a
distribuicao de bandas visualizadas em eletroforese de campo pulsatil (Loidl, 2003).

A andlise do complexo sinaptonémico tem se mostrado util para a deteccdo de
rearranjos cromossomicos e de cariotipos anormais, ajudando na caracterizacdo de
recombinagdes meidticas e/ou pareamentos mutantes em S. cerevisiae (Kupiec et al., 1997,
Loidl, 2003).

Gragas ao advento da genética e da biologia molecular, a S. cerevisiae esta entre os
poucos organismos em que a constru¢do de mapas de ligacdo (Motimer e Schild, 1980) e
mapas fisicos dos cromossomos (Cherry et al., 2002) tem substituido a andlise citologica para
avaliagdo do “status’ cromossomico (Loidl, 2003).

A S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a ter o seu genoma completamente
seqlienciado através de um consorcio de laboratorios dos Estados Unidos, Europa e Japao
(Oliver, 1996). Com isto, finalmente o mapa fisico deste organismo foi completamente
desvendado e a posi¢ao de cada um dos mais de 6400 genes (entre genes verdadeiros, os
genes provaveis e os hipotéticos) devidamente anotados (Figura 4). Este mapa molecular esta
completamente de acordo com os mapas fisicos e estruturais anteriormente descritos.

A descrigdo do genoma completo de S. cerevisiae pode ser encontrada no banco de
dados SGD (Saccharomyces Genome Database) (www.yeastgenome.org). Além das
seqiiéncias de nucleotidios dos genes, a fun¢do bioldgica das proteinas codificadas e as
caracteristicas fisiologicas e genéticas dos mutantes para estes genes propiciam as

informagdes necessarias para manipulacdes genéticas mais especificas.
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Figura 4: Mapa fisico dos 16 cromossomos da levedura Saccharomyces cerevisiae como
apresentado pelo SGD. Acima estd apresentada uma escala de comprimento de moléculas de
DNA, em kilobases, e ao lado de cada cromossomo esta designado o grupo de complementacao,
determinado pelos experimentos de mapeamento genético descritos na literatura. (Fonte:
WWWw.yeastgenome.org).

2.4. Industria Alcooleira

Com o desenvolvimento industrial crescendo rapidamente, existe a necessidade da
obtencdo de uma fonte de energia sustentavel, como o bioetanol, termo que designa etanol

obtido a partir da fermentacao de microrganismos, constituindo-se em uma fonte atrativa de
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energia renovavel. Outros fatores contribuem para que o etanol se torne cada vez mais
atrativo, dentre eles o fato de que este polui menos o meio ambiente quando comparado com
os derivados do petroleo, suportado pela implementacdo de leis de protecdo ambiental em
muitos paises, € por ser mais barato que os subprodutos do petrdleo. A demanda por alcool
combustivel tem aumentado e a utilizagao de substratos mais baratos pode fazer deste produto
uma fonte de combustivel capaz de competir com o combustivel fossil (Zaldivar et al., 2001).

O primeiro e principal programa de incentivo a producdo de alcool combustivel
(ProAlcool) comegou no Brasil em 1975, seguido por programas nos Estados Unidos da
América em 1978 e mais recentemente no Canada (Wheals et al.,1999).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de alcool, seguido pelos Estados Unidos. Em
2001, a produgao mundial de bioetanol foi de 33,6 bilhdes de litros , sendo 2/3 produzidos no
Brasil e nos EUA. A produgdo brasileira foi de 10,4 bilhdes de litros o que representa 37% da
producao mundial (www.unica.com.br), parte desse alcool utilizado para abastecer cerca de 3
milhdes de veiculos movidos a alcool hidratado e outra parte de alcool anidro para ser
misturado a gasolina como aditivo.

O Brasil conta hoje com 284 usinas que fabricam o alcool combustivel, das quais
74,6% localizam-se no Centro-Sul do pais e 25,4% localizam-se no Norte-Nordeste. No
Nordeste, a produgdo de bioetanol consiste em uma das principais atividades industriais da
regido da Zona-da-Mata, tendo no estado de Alagoas o seu maior produtor. Durante a safra
2002/2003, o estado de Pernambuco foi responsédvel pela producdo de aproximadamente
306,2 milhoes de litros de alcool (Silva Filho, 2003).

No Brasil, este processo baseia-se na atividade fermentativa de leveduras da espécie S.
cerevisiae em caldo de cana-de-agucar e/ou melago. Esse processo pode acontecer de maneira
continua, que consiste na fermentagdo através de dornas interligadas, ou em batelada, nas

quais a fermentacdo ocorre em dornas individuais com capacidade de aproximadamente 1,5
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milhdes de litros de alcool por dia. Em ambos os processos, a levedura ¢ separada do mosto
fermentado por centrifugagdo e reutilizada em fermentacdes subseqiientes. Uma alta
densidade de células, 8-17% em massa tmida, e temperaturas variando entre 33°C e 35°C
contribuem para uma reducao no crescimento celular, levando ao aumento nas concentracdes
(8-11% v/v) e nos rendimentos (90-92%) de etanol (Wheals et al., 1999).

O processo fermentativo para producdo de alcool combustivel ¢ aberto e nao
controlado, de maneira que ha uma substituicdo gradativa do in6culo puro inicial, geralmente
uma levedura de panificacdo, por linhagens “selvagens”. Isto pode levar a uma queda no
rendimento da produg¢do do alcool combustivel. Tal redugdo, muitas vezes, s6 pode ser
revertida com a remog¢do da populacdo microbiana presente e com a re-inoculagdo do sistema
com a linhagem original, adicionando gastos nos custos de produ¢do. Este processo ocorre
durante todo o periodo de fermentagao que pode durar mais de 200 dias (Basso et al., 1993).

Por esta razdo, faz-se necessario diagnosticar a composicdo e a dinamica das
populagdes de leveduras existentes durante todo o processo fermentativo, a fim de exercer um
controle microbiologico apropriado que assegure uma reducdo de custos. Além disso, a
identificagdo e caracterizacdo de leveduras sdo de grande importincia para processos
industriais de fermentagdo, pois a qualidade do produto final obtido (pdo, vinho, cachaga ou
alcool combustivel) ¢ uma conseqiiéncia da diversidade e da composi¢do dos microrganismos

e da dindmica das populagdes presentes durante o processo.

2.5. Técnicas utilizadas para a tipagem molecular

Diferentes técnicas baseadas na analise do polimorfismo de DNA tém sido utilizadas
na identificagdo e na caracterizacdo de leveduras envolvidas em processos de fermentacio

industrial, dentre outras se pode citar: mtDNA-RFLP (Restriction Fragments Lenght
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Polymorphism of mtDNA, Polimorfismo de tamanho do fragmento de restricio do DNA
mitocondrial), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA, Polimorfismo de DNA gerado
por Amplificagdes Aleatorias), RFLP/rDNA(Restriction Fragments Lenght Polymorphism of
rDNA, Polimorfismo de tamanho do fragmento de restricio do DNA ribossomal), DNA
fingerprinting, analise de Microssatélite e Cariotipagem Molecular.

O RAPD (Amplificagdo Aleatdria do Polimorfismo de DNA) consiste em uma técnica
que utiliza primers curtos aleatérios, que a baixas temperaturas hibridizam em loci
distribuidos aleatoriamente no genoma. Tem como principal vantagem a utilizagdo desses
primers aleatorios, o que permite a sua utilizagdo sem ser necessario o conhecimento do
genoma a ser estudado. Contudo, apesar dessa técnica ser muito utilizada para discriminagao
inter e intra-especifica em diversos organismos, possui como desvantagem sua baixa
reprodutibilidade (Kurtzman, 1998; Gomes, et al., 2000).

A técnica RFLP/rDNA (Polimorfismo de tamanho do fragmento de restri¢do) consiste
na andlise de restricdo do produto de PCR de regides do DNA ribossomal (rDNA). Uma das
regides muito explorada através dessa técnica € a regido de ITS, que t€ém demonstrado alto
poder discriminatorio a nivel interespecifico, sendo por isso utilizada como uma metodologia
para rapida detec¢do de contaminantes em processos industriais de fermentagdo alcoolica
(Guillamon, et al., 1998).

A técnica de DNA fingerprintng consiste em utilizar primers que hibridizam de forma
especifica em vdrias regides do genoma do organismo alvo. Inicialmente, deve-se estabelecer
o padrdao minimo de amplificacdo da espécie estudada, servindo como um primeiro pardmetro
de distingao interespecifica. O polimorfismo do perfil de amplificacdo por estes primers deve
refletir a variabilidade genomica entre individuos ou populacdes de individuos de uma dada
espécie, servindo agora para a discriminagdo intraespecifica. Primers que amplificam regides

intronicas do genoma do organismo a ser estudado sdo bastante promissores. Varios
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precursores do RNAm em eucariontes contém introns, que sao retirados com precisao do pré-
RNAm por um processo chamado splicing, que requer a participagao do spliceossomo, um
complexo ribonucleoprotéico, tornando o RNAm funcional (Newton, 1997). A razdo para a
existéncia e distribuicdo dos introns ¢ muito discutida, permanecendo desconhecidas as
funcdes destas seqiiéncias.

O intron splice site primer EI-1 mostrou-se muito eficaz na discriminagdo de linhagens
comerciais de S. cerevisiae isoladas da fermentacdo do vinho (Barros Lopes et al., 1996). A
maior vantagem desta técnica estd em sua simplicidade, rapidez e acessibilidade para
laboratdrios industriais com limitada experiéncia e recursos. A rapidez da técnica e a
possibilidade de analisar vérios exemplares em um Unico dia permitem seu uso no
monitoramento do crescimento de leveduras durante o processo fermentativo propiciando um
melhor controle de qualidade. Contudo, a principal desvantagem dessa metodologia deve-se
ao seu baixo poder discriminatorio no nivel intraespecifico (Bacelar, 2003).

Microssatélites sdo seqiiéncias curtas de até seis nucleotideos repetidas em tandem
encontradas no genoma de varios organismos. Essas seqiiéncias vém sendo muito utilizadas
como marcadores moleculares, pois o polimorfismo gerado nestas regides, devido a
instabilidade destas seqiiéncias, permite utiliza-las na constru¢do de mapas genéticos € em
estudos forenses, por exemplo (Jeffreys et al., 1997). A utilizacdo de microssatélites como
marcadores moleculares pode ocorrer de duas maneiras, dependendo da regido a ser
amplificada. A utilizagdo de primers externos aos microssatélites permite avaliar o
polimorfismo de tamanho destas regides. Alternativamente, a utilizacdo do proprio
microssatélite como primer para a amplificagio do DNA permite analisar as seqiiéncias
nucleotidicas localizadas entre os microssatélites, metodologia essa conhecida como ISSR

(Inter Simple Sequence Repeats, Seqiiéncias simples entre repeticdes) (Gupta et al. 1994).
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O grupo de pesquisa em Genética de Microrganismos da Universidade Federal de
Pernambuco vem utilizando a técnica de ISSR, onde o motivo (GTG)s vem sendo utilizado
como primer, na tipagem ¢ estudo populacional molecular de leveduras do processo de
fermentacdo alcoodlica para producdao de alcool carburante. Essa metodologia permite a
discriminacao a nivel intra e interespecifico, além de ser hoje a técnica mais rapida e precisa
para discriminar linhagens de leveduras, o que ¢ bastante interessante para o processo
industrial (Lieckfeldt et al., 1993; Meyer e Mitchell, 1995; Weising et al., 1995; Baleiras
Couto et al., 1996; Silva Filho, 2003).

A cariotipagem molecular através da eletroforese de campo pulsatil (Pulsed Field Gel
Electrophoresis - PFGE) foi criada por Schwarz e¢ Cantor em 1984 e consiste em uma
eletroforese especializada til para moléculas de DNA muito longas. Esta técnica € capaz de
separar moléculas de DNA com cerca de 10 Mb de tamanho (Walz, 1995), e baseia-se na
utilizacdo de varios campos elétricos oscilantes orientados em diferentes dire¢des. Essa
metodologia ¢ empregada para se estudar cromossomos que nao sao facilmente visualizados
através de técnicas citoldgicas devido ao seu pequeno tamanho, como ¢ o caso dos
cromossomos dos fungos, tendo permitido a construcao de mapas fisicos destes cromossomos
e também mapas de restricdo de cromossomos individuais (Walz, 1995). A PFGE também
tem sido empregada para estudos taxondmicos devido ao alto polimorfismo evidenciado tanto
no numero quanto no tamanho do cromossomo, permitindo a identificacdo de linhagens
(Nadal et al., 1999; Puig et al., 2000).

Esta técnica vem sendo amplamente utilizada no estudo de populacdes de leveduras
em processos fermentativos industriais para producdo de vinho, cachaca, cerveja e alcool
combustivel, a exemplo de empresas brasileiras ligadas a consultorias em processos
microbioldgicos industriais como a Fermentec S/A (Piracicaba, SP) e Copersucar (Piracicaba,

SP). Basso et al. (1993) afirmam que se trata de uma técnica de boa confiabilidade e que o
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congelamento e a liofilizagdo, da mesma forma que o estresse causado por reciclos
fermentativos, ndo comprometem a utilizacdo dessa metodologia na identificagdo de
leveduras do processo de fermentagdo alcoolica. Contudo, diversos estudos de caracterizagao
de leveduras de processos fermentativos para produg¢do de vinho (Longo e Vezinhet, 1993;
Nadal et al., 1999; Puig et al., 2000), cachaga (Pataro et al., 2000; Guerra et al., 2001), ¢
alcool combustivel (Lucena, 2002) tem demonstrado uma variabilidade enorme de perfis
cariotipicos quando comparados a outros marcadores. Isto pode ser devido a rearranjos
cromossdmicos que ocorrem no genoma das leveduras em resposta ao estresse causado

durante o processo de fermentagao.

2.6. Rearranjos Cromossémicos

Rearranjos cromossomicos tém sido descritos no genoma destas leveduras durante seu
crescimento vegetativo, devido a recombinagdo mitética entre cromossomos homologos ou
recombinagdo entre seqiiéncias repetidas ou paralelas (Longo e Vezinhet, 1993; Nadal et al.,
1999). Sugere-se que a manutencdo desse polimorfismo possa resultar no importante
mecanismo adaptativo das leveduras (Puig et al., 2000).

A variabilidade dos perfis cariotipicos pode ser explicada por mecanismos de
recombinagdo, tanto reciproca quanto ndo-reciproca, entre cromossomos homdlogos de
diferentes tamanhos, originando produtos que migram em diferentes posi¢des com relacdo as
bandas parentais (Nadal et al., 1999). Na natureza, a ocorréncia de importantes variacdes no
tamanho dos cromossomos ¢ especialmente freqiiente em fungos desprovidos de ciclo sexual,
através de um processo chamado ciclo parassexual. Em muitos casos, a diferenca no tamanho
dos cromossomos ¢ devido a rearranjos de DNA envolvendo grandes fragmentos

cromossomicos que foram translocados, deletados ou duplicados por diferentes processos
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(Fierro e Martin, 1999). Alguns autores detectaram alteragcdes estruturais intercromossomais
(translocagdes) em adicdo a mudangas intracromossomais (delegdes e duplicagdes), bem
como a presenga de um numero varidvel de cromossomos com homologia alta ou baixa
(Vezinhet et al., 1990; Bidene et al., 1992; Guerra et al., 2001).

Um ponto importante do genoma flingico € que este contém seqiiéncias que podem
permitir rearranjos cromossomicos. As regides de seqiiéncias repetidas do genoma sao
capazes de agir como substrato para recombinacdo ectopica ou para duplicagdes, delecoes e
inversoes se elas ocorrem no mesmo cromossomo. Os transposons também podem atuar como
substrato para recombinagdo ectOtipa, pois sdo elementos dispersos em varias copias no
genoma. Em alguns casos héd seqiiéncias no genoma dos fungos que podem promover
recombinagdes em propor¢des maiores que o normal, esses sdo denominados de “hot spots”
de recombinagao (Fierro e Martin, 1999).

Os rearranjos cromossOmicos podem ocorrer através de recombinagdes mitoticas
intracromossdmicas entre seqliéncias repetidas que podem originar delecdes (se ocorrem em
uma mesma cromatide), duplicagdes e delecdes (se em cromatides irmas de tamanho desigual)
(B1 e Liu, 1996a, 1996b). Podem ainda causar inversoes, se as seqiiéncias estiverem situadas
em uma posi¢do invertida (Rothstein et al., 1987). A presenca de seqiiéncias repetidas
também pode permitir delegdes durante o processo de replicacdo, quando erros de replicacao
acontecem e o anelamento entre regides homoélogas de fita simples se d4 sem a intervencao de
proteinas pareadoras (Streisinger et al., 1996). A recombinagdo entre cromossomos
homologos que possuem tamanhos diferentes pode produzir delecdes ou duplicagdes por
conta da permuta desigual, gerando assim cromossomos de tamanho diferente do original.
Finalmente, a recombina¢do também pode ocorrer entre cromossomos ndao homologos nas

repeticdes subteloméricas, causando variabilidade nas terminagdes dos cromossomos, ou em
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regidoes de repeticao dispersas no genoma (recombinacao ectopica) causando translocacdes
(Fierro e Martin, 1999).

Bidene et al. (1992) demonstrou que o polimorfismo pode estar associado com o
tamanho cromossomico e isto poderia ser parcialmente explicado por uma reorganizagao
estrutural. Estas modificagdes podem ser observadas em cromossomos homoélogos de
linhagens diploides ou poliploides e ocorrem com uma freqiiéncia relativamente alta durante a
mitose, durante o ciclo parassexual. As conseqiiéncias dos rearranjos cromossomicos que
ocorrem com alta freqliéncia durante a mitose dependem da escala de tempo considerada.
Contudo, rearranjos cromossdmicos durante a mitose estdo, provavelmente, envolvidos com
processos evolutivos (Longo e Vezinhet, 1993). Mortimer et al. (1994) desenvolveram um
modelo denominado “renovacgdo genOmica” (“‘genome renewal”) para explicar a rapida
evolugdo de linhagens de leveduras da fermentacao do vinho. Segundo estes autores, 0os novos
genomas podem surgir de linhagens homotélicas dipléides modificando heterozigotos
multiplos em homozigotos dipldides. Alguns desses novos diploéides podem exibir maiores
condig¢des de adaptagdo do que seus ancestrais podendo substituir a linhagem original.

Enfim, esta flexibilidade do genoma fungico tem uma importancia na adaptacdo e
aquisicdo de novos fendtipos, podendo ser aplicada na obtengao de linhagens de importancia

comercial.

2.7. Dindmica de populagdes microbianas

Estudos de evolugdo microbiana tém utilizado populagdes em regime permanente

(quimiostatos) ou bateladas sucessivas (sistema de transferéncia seriada), nos quais as células

sdo continuamente incubadas em um meio definido suplementado com limitagdes de um

nutriente essencial para restringir taxas de crescimento e o tamanho da populacdo. Este
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modelo cria na cultura condi¢des ambientais que sdo essencialmente constantes, permitindo a
selecdo de fenotipos especificos. As mutagcdes podem surgir e, assim, conferir uma vantagem
seletiva nas células que as possuem. Desta forma, as novas células irdo substituir a populacao
com sua propria progénie em um processo denominado como “selecdo periddica”.
Geralmente o resultado dessa “selecao periddica” ¢ a completa substitui¢do da cultura pelas
células com novo genétipo (Finkel e Kolter, 1999).

A adaptagdo envolvendo populacdes assexuais ocorre através de uma substituicao
seqliencial de um clone por outro. Tem sido demonstrado que esta substituicdo pode ocorrer
rapidamente em populacdes de leveduras expostas a um ambiente limitado com glicose, bem
como a ambientes limitados com fosfato. Além disso, as mutagdes adaptativas tém mostrado
um alto grau de interagdes epistaticas, significando que o sucesso no desempenho da
populacdo pode diminuir quando comparado com a populagao inicial (Adams et al.,1985).

Com base nestes dados e sabendo-se que em processos de fermentacdo industrial
ocorre uma sucessao de linhagens de leveduras (Basso et al.,1993; Lucena, 2002; Bacelar,
2003; Silva-Filho, 2003), faz-se necessario estudar quais os processos envolvidos nesta
sucessdo. E necessario conhecer como e quando os rearranjos cromossdmicos ocorrem. E
importante também conhecer como ocorre o processo de adaptagdo destas leveduras durante a
sucessao de linhagens e como estes processos influenciaram no desempenho destas linhagens.
E finalmente ¢ fundamental conhecermos a conseqiiéncia destes processos (rearranjos e
evolucdo microbiana) para o rendimento final dos processos fermentativos.

Este trabalho trata da avaliagcdo da estabilidade cromossdmica de linhagens industriais
de S. cerevisiae em bateladas sucessivas utilizando meios de cultura de laboratorio, como
subsidio para se tentar entender a variabilidade cariotipica encontrada em diferentes isolados

desta levedura proveniente de dornas de fermentagao alcoodlica.
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Resumo

Genomas de leveduras industriais sdo freqiientemente submetidos a uma forte pressdo
seletiva, principalmente em processos de fermentagdo alcodlica. Neste processo, as leveduras
estdo submetidas a grandes concentragdes de etanol, altas temperaturas e auséncia de
oxigénio, 0 que pode tornar os rearranjos cromossomicos altamente vantajosos para a célula,
podendo conduzir a um excelente desempenho em ambientes industriais. Este trabalho teve
como objetivo estudar a estabilidade cromossomica de leveduras de fermentagdo alcodlica em
culturas puras de laboratério. O polimorfismo cromossémico foi evidenciado tanto em
aerobiose quanto em anaerobiose. Os isolados MF1(1) e IA1238 apresentaram rearranjantes
capazes de substituir o parental ao longo do processo. Embora o isolado JP1 apresente o
maior polimorfismo, o perfil parental se mantém ao longo do processo numa freqiiéncia de
25-30%. Estes resultados demonstram que diferentes isolados, ou linhagens, apresentam

diferentes padrdes de rearranjos cromossomicos em condi¢des de laboratorio.

42



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

1. INTRODUCAO

O bioetanol ¢ hoje a principal fonte de energia renovavel, ndo polui o meio ambiente e
por isso, sua producao vem recebendo grande incentivo. Além de razdes econdmicas, como o
baixo custo de produgdo, razdes sociais, como geragao de emprego, tem estimulado a
producdo e utilizagdo dessa commodity no Brasil [1]. O Brasil é atualmente o maior produtor
de alcool mundial, com uma producao anual de aproximadamente 10,4 bilhdes de litros, dos
quais 4,9 bilhdes destinam-se ao abastecimento de veiculos e 5,5 bilhdes de litros sdo
misturados a gasolina como aditivo (www.unica.com.br).

A producgao de alcool ocorre através do processo fermentativo do caldo de cana-de-
acucar e/ou melago por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae. Esse processo se da
de forma séptica de modo que favorece o aparecimento de contaminagdo por bactérias e
outras leveduras. Nos dias de hoje, a principal preocupacao da industria sucro-alcooleira no
Brasil ¢ a busca por uma levedura ou linhagem que seja capaz de dominar durante todo o
processo ¢ que produza um bom rendimento em etanol [2]. Isto decorre do fato de que
episodios de contaminagdes por outras leveduras durante o processo tém levado a uma queda
no rendimento total, o que acarreta custos na produgdo. Para isso se faz necessario um estudo
de caracterizacao da dinamica populacional do processo fermentativo durante o periodo de
uma safra para em seguida se identificar qual a melhor linhagem para servir de indculo inicial
na safra seguinte. Uma levedura ideal para processos fermentativos deve possuir um rapido
crescimento em meio rico em glicose, alta tolerancia a etanol, com alta producao deste
produto [3].

Diversas técnicas baseadas em polimorfismos de DNA tém sido utilizadas para
estudos populacionais de processos fermentativos industriais. Dentre elas pode-se citar a

cariotipagem molecular através da eletroforese de DNA em campo pulsatil. Esta técnica vem
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sendo bastante utilizada no Brasil para estudos populacionais de fermentagdes alcodlicas, a
exemplo do que acontece na Franga, na Itdlia e na Espanha para a andlise da populacao de
leveduras de vinho [4-8] No entanto, trata-se de uma alternativa laboriosa ¢ que demanda
tempo, dificultando sua aplicacdo para utilizacdo em rotinas industrias.

Os perfis cariotipicos sdo relativamente consistentes dentro de uma espécie, servindo,
portanto, para estudos de sistematica entre espécies do género Saccharomyces [8-10]. Porém,
diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae tém apresentado consideraveis variagdes
em seus cariotipos, mesmo entre linhagens que possuem o mesmo padrido de restricdo de
mtDNA [11]. Polimorfismos do tamanho de cromossomos tém sido descritos em leveduras de
panificacdo e de vinicultura [12], assim como em leveduras do processo de producao de
cachaca [13-14]. As leveduras industriais sdo freqiientemente descritas pelo alto nivel de
aneuploidias e polimorfismos cromossomicos que podem ser visualizados pela eletroforese
em campo pulsatil. Mudangas no caridtipo de linhagens industriais tém sido observadas
durante o crescimento vegetativo ao longo de varias geragdes sugerindo que esses rearranjos
dos cromossomos durante a divisdo mitotica sdo comuns [12, 15]. Estes rearranjos tém sido
descritos em genomas de leveduras durante o crescimento vegetativo € podem ocorrer através
da recombinag¢do mitdtica entre cromossomos homologos [12], da recombinacdo entre
seqiiéncias repetidas [8, 16], através de crossing over desigual entre seqiiéncias repetidas [15,
17], conversdes génicas [18], translocacdes, duplicacdes e delecdes. Essas modificagdes no
genoma da levedura podem promover uma adaptacdo rapida as mudancas do ambiente [3].
Sendo assim, a manuten¢do desses rearranjos cromossomicos constitui em um importante
mecanismo de adaptacao das leveduras industrias.

Com base nestes dados e sabendo-se que em processos de fermentagdo industrial

ocorre uma sucessdo de linhagens de leveduras, este trabalho teve como objetivo estudar a
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estabilidade cromossomica de leveduras de fermentagdo alcoolica em culturas puras de

laboratorio, tentando reproduzir as condigdes de uma dorna de fermentacgao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Isolados

Os isolados utilizados neste trabalho foram coletados do processo de fermentagdo para
producao de alcool combustivel durante a safra 2000-2001 na destilaria Japungu Agro-
Industrial S/A (Santa Rita, PB, Brasil). Estes foram previamente caracterizados
morfologicamente ¢ também ao nivel molecular com a técnica ISSR (Inter Simple
Sequences repeats) que amplifica regides compreendidas entre microssatélites (GTG)s.
Isolados com o mesmo perfil de amplificagdo (GTG)s foram considerados pertencentes a
mesma linhagem de S. cerevisiae e utilizados para se verificar o polimorfismo

cromossdmico entre representantes de uma mesma linhagem celular.

2.2. Ensaios Fermentativos
2.2.1. Ensaio fermentativo em Aerobiose

Os isolados MF1(1) e 1A1238 foram cultivados em frascos de Erlenmeyer de 50 ml
contendo 10 ml de meio YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose) a 30°C com
aeracdo. Em periodos de 24 horas de cultivo, aliquotas de 1 ml de cada cultura foram
utilizados para inocular novo meio durante 100 dias. O namero de geragdes celulares foi
calculado a partir dos valores de densidade celular inicial e final das culturas de 24 h. As
amostras foram coletadas apds 50, 150, 300 e 400 geracdes e semeadas em placas contendo

meio WLN (Tabela 1) para produzir entre 10 e 20 colonias. Estas colonias foram utilizadas
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para a caracterizacdo molecular através das técnicas de cariotipagem molecular e de ISSR

com o primer (GTG)s, como descrito a seguir.

2.2.2. Ensaio fermentativo em Anaerobiose

Os isolados MF1(1), IA1238 e JP1 foram cultivados em tubos de ensaios (17 mm x 200
mm) contendo 16 ml de meio para fermentacdo (MF) (Tabelal) e 4ml de inoculo (20% da
massa umida celular) a 35°C sem aeragdao. Em periodos de 24 horas de cultivo, uma aliquota
de 4 ml da cultura foi transferida para 16 ml de novo meio durante 150 dias. A determinagao
do niimero geragdes foi feita como descrita acima. As amostras foram coletadas apos 100 e
435 geragdes e semeadas em placas contendo meio Sabouraud (1% peptona e 2% glicose)
para produzir cerca de 20 coldnias por placa, as quais foram utilizadas para a caracterizacao
molecular através das técnicas de cariotipagem molecular e de ISSR com o primer (GTG)s,

como descrito abaixo.

2.3. Caracterizacdo Molecular com a técnica ISSR com o primer (GTG)s

Para a extragdo do DNA total, cada isolado foi cultivado em meio YPD a 30°C por 16
horas e 150 rpm. Em seguida, Iml da cultura foi transferida para microtubos de 1,5 ml e
centrifugado por 3 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram
suspensas em 600 pl de solugdo de extragdo (Tris-HCI 200 mM pH 8,0, EDTA 25 mM pH
8.0, SDS 1%, NaCl 25 mM). Apos incubacao das células a 65°C por 30 minutos, o DNA total
foi purificado por extragdo com Fenol-Cloroféomio-Alcool isoamilico (24:1:1), seguido de
centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Foram transferidos 500 pl da fase superior para
um novo microtubo e novamente purificado com igual volume de Clorofémio-Alcool
isoamilico (1:1), seguido de centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Cerca de 400ul da

fase superior foi transferida para um novo microtubo e misturados com 800 pl de etanol

46



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

absoluto a -20°C. A amostra foi incubada a —20°C por 2 horas para a precipitacio do DNA, o
qual foi coletado apos centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos, lavado com etanol 70%,
seco em estufa a 37°C e em seguida ressuspenso em tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
EDTA ImM pH 8,0) e mantido a —20°C. O DNA foi quantificado por espectrofotometria
utilizando como comprimento de onda 260nm segundo Sambrook et al [19].

O primer (GTG)s foi descrito por Lieckfeldt et al [20]. A mistura de PCR foi otimizada
em nosso laboratdrio e consiste delx tampao de PCR (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCl)
contendo 50 ng DNA, 1.5 mM MgCl,, 5 pmol primer, 0.2 mM mistura de dNTP, 25 ug BSA
e 1.25 U Taq DNA polymerase em um volume final de 25 pl. As amostras foram pré-
aquecidas a 93°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 93°C por 20
segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e polimerizagdo a72°C por 90 segundos, com
extensdo final a 72°C por 6 minutos.

O produto da amplificag¢do foi separado em gel de agarose a 1,3 %, submetido a 75 V por
150 minutos em tampao TBE 0,5 X. Os géis foram corados em solu¢ao de brometo de etidio,

visualizados em transiluminador ultravioleta e fotografado com camera Polaroid.

2.4. Cariotipagem molecular através da eletroforese em campo pulsatil

Os isolados foram cultivados por uma noite em placas contendo meio WLN ou
Sabouraud a 30°C. As colonias foram coletadas e ressuspensas em 60 ul de tampao SEM (1
M Sorbitol, 50 mM EDTA, 28 mM [B-Mercaptoetanol) acrescido da enzima Liticase (2,5
mg.ml™). Em seguida, 60 pl de agarose de baixo ponto de fusio (LMA) liquefeita e diluida
em SEM para 1,2 %, foram adicionados e, essa suspensdo foi colocada em um molde para
solidificacdo dos blocos. Os blocos foram imersos em 300 pl de SEML (2,5 mg.ml’ de
Liticase em SEM) e incubados por 24 horas a uma temperatura de 37°C. Em seguida, estes

foram lavados em 500 pl de tampdao EST (100 mM EDTA pH 8.0, 1% N-Laurilsarcosil, 10

47



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

mM Tris pH8.0). A desproteinizagdo foi feita por incubagdo dos blocos em 500 pl de EST
acrescido de Proteinase K (1 mg.ml™) por 48 horas a 50°C. Em seguida, os blocos foram
lavados em EDTA 0,5 M pH 8.0 e estocados em EDTA 0,5 M pH 8.0 a 4°C.

Os cromossomos foram separados em gel de eletroforese em campo pulsado,
utilizando-se o sistema Gene Navigator (Amersham-Pharmacia Biotech). As corridas foram
feitas em tampdo TBE a 12°C nas seguintes condi¢des de migragdo: pulsos interpolados de
140 s-20 s por 35 horas e 75s-15 s por 7 horas. Os géis foram corados em solu¢do de brometo
de etidio, visualizados em transiluminador UV e fotografados com camera Polaroid.
Cromossomos de S. cerevisiae da linhagem YNN295 foram utilizadas como padrao (Yeast

Molecular Marker, Amersham-Pharmacia Biotech).

3. RESULTADOS

Polimorfismos cromossomicos dos isolados industriais de Saccharomyces cerevisiae
coletados do processo de fermentacgdo alcoolica que pertenciam a um mesmo perfil, segundo o
primer (GTG)s, foram evidenciados tanto no nimero de cromossomos observados quanto em
relacdo ao peso molecular destes. Apesar de alguns isolados terem se mostrado altamente
relacionados, a maioria deles apresentou perfis individuais. Todos os perfis cromossémicos
obtidos sdao tipicos de Saccharomyces cerevisiae, com cromossomos medindo de,
aproximadamente, 300 a 1900 Kb (Fig. 1). Estes resultados sugerem um alto grau de
polimorfismos cromossomicos nas leveduras industriais. A partir desses resultados fomos
verificar a ocorréncia de rearranjos cromossomicos nestes isolados, a partir do estudo da
estabilidade cromossdmica dos isolados MF1(1), IA1238 ¢ JP1.

Nos experimentos de estabilidade cromossomica em aerobiose, o polimorfismo

cromossomico foi evidenciado para os dois isolados testados (IA1238 ¢ MF1(1)). Os clones
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obtidos da IA1238 apresentaram dois perfis diferentes do parental (Fig. 2). O perfil B, que
surgiu com 300 geracdes de crescimento, difere do padrdo parental por possuir uma banda de
740 kb no lugar da banda de 800 kb; ja o perfil C, que surgiu com 400 geracoes de
crescimento, manteve a banda de 740 kb do perfil B e apresentou uma nova banda de 1020 kb
(Fig. 4). Os clones da MF1(1) apresentaram 4 perfis diferentes do parental denominados W,
Y, Z ¢ V, que surgiram com 150, 300, 300 e 400 geracdes de crescimento, respectivamente
(Fig. 3). O perfil W difere do parental por possuir uma banda 785 kb. O perfil Y, surgido na
terceira coleta com uma freqiiéncia de 90 % da populacdo, difere do parental por possuir uma
banda dupla na regido de 610 kb ao invés de uma banda simples. Este perfil ¢ predominante
na quarta coleta com uma freqiiéncia de 95 %. Ja os perfis Z e V mantiveram a banda dupla
do perfil Y com modificagdes adicionais. Observou-se a diminui¢ao da banda de 510 kb para
495 kb (perfil Z) que ocorre apenas na terceira coleta com uma freqiiéncia de 5 %, enquanto
que houve o desaparecimento da banda parental de 480 kb (perfil V) em amostras da quarta
coleta com uma freqiiéncia de 5 % (Fig. 4). Nenhum polimorfismo foi observado quando
esses rearranjantes foram tipados com primer (GTG)s, o que demonstra que estas células
correspondem a variantes cariotipicos da linhagem parental, e ndo a possiveis contaminantes
das culturas (Figs. 10 e 11).

Os experimentos de estabilidade cromossomica em anaerobiose também demonstraram
uma alta freqiiéncia de aparecimento de formas rearranjantes. Estes experimentos tentaram se
aproximar um pouco mais das condigdes de uma dorna de fermentagdo. Para o isolado JP1, o
perfil parental permaneceu ao longo de todo o cultivo, com freqiiéncias variando entre 30% e
25%, apds 90 e 435 geragdes de crescimento, respectivamente. Adicionalmente, 12
rearranjantes cariotipicos foram observados para esta linhagem (PR1 ao PR12), (Fig. 5).

O perfil rearranjante que se apresentou com uma maior freqiiéncia durante o experimento

foi o PR4, correspondendo a 20% dos clones tipados nas duas coletas. Este perfil caracteriza-
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se pela auséncia da banda parental de 470 kb (Fig. 6). O perfil PRS, por sua vez, ocorre com
uma freqliéncia de 10% nas duas coletas e difere do parental por ndo apresentar a banda de
470 kb, enquanto apresentou as bandas de 720 kb e 360 kb. Os perfis PR2 e PR3 diferem,
respectivamente, do parental por possuirem uma banda de 720 kb e ndo apresentarem a banda
de 760 kb (Fig. 6).

Os outros perfis cariotipicos ocorreram apenas em freqiiéncia de 5% e diferenciaram do
parental pelas seguintes modificagdes: auséncia da banda de 470 kb e pela adigdao da banda de
360 kb (PR1), por possuir as bandas de 520 kb, 500 kb e 480 kb (PR6), por apresentar as
bandas de 720 kb e de 450 kb (PR7), presenca da banda de 720 kb e auséncia da banda de 470
kb (PRS8), presenga da banda de 450 kb no lugar da parental de 440 kb (PR9), perda das
bandas de 510 kb e 470 kb (PR10), perda das bandas de 760 kb e 470 kb e ganhou uma banda
de 360 kb (PR11) e perda das bandas de 760 kb, 530 kb ¢ 470 kb e ganho da banda de 360 kb
(PR12) (Fig. 6).

Para o isolado MF1(1), foram observados trés perfis rearranjantes (perfis R, T, S), no
processo fermentativo em anaerobiose. Todos os trés rearranjantes foram visualizados depois
de 435 geracdes de crescimento, com freqiiéncias de 5%, 5% e 90%, respectivamente (Fig. 7).
O perfil R diferencia-se do parental por ndo possuir a banda de 745 kb; ja o perfil T nado
possui a banda parental de 480 kb e o perfil S ndo possui as bandas parentais de 745 kb e 480
kb (Fig. 9).

Assim como os rearranjantes de MF1(1), os rearranjantes D, E e F, do isolado 1A1238,
também surgiram apos 435 geracdes de crescimento com as freqiiéncias de 5%, 35% e 60%,
respectivamente (Fig. 8). O perfil D nao possui a banda parental de 680 kb. Ja o perfil E nao
possui as bandas parentais de 680 kb e 480 kb, enquanto que o perfil F ndo possui estas duas

bandas citadas e também a banda parental de 430 kb (Fig. 9).
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Da mesma forma que observado para os rearrajantes produzidos em aerobiose, nenhum
polimorfismo foi detectado para os rearranjantes em anaerobiose quando tipados com o

primer (GTG)s (Figs. 12, 13 ¢ 14).

4. DISCUSSAO

Com relacdo ao polimorfismo cromossdmico, a eletroforese em campo pulsatil tem
revelado uma constitui¢do complexa do genoma de leveduras de vinho [21], assim como de
leveduras de produgdo de cachaga [13-14]. A origem dessa complexidade continua obscura,
com muitos fatores podendo contribuir para essas variagdes no numero e tamanho dos
cromossomos observados em populacdes de leveduras industriais. Recombinagdes ectopicas
entre familias de transposons ou entre repeti¢des subteloméricas Y’ t€m sido observadas em
S. cerevisiae [21-23]. Modifica¢des no tamanho do cromossomo podem ser resultantes de
recombinagdes entre estas seqiiéncias homodlogas em diferentes posi¢cdes do cromossomo [21].

Rearranjos cromossomicos durante a mitose ndo constituem eventos excepcionais € tem
se verificado que tais modificagdes sdo irreversiveis. Modificagdes mitdticas ocorrem em
linhagens dipldides e afetam cromossomos homologos. Essas modificacdes, freqiientemente,
implicam em simplificagdes no caridtipo como, por exemplo, na redugdo no nimero de
bandas em eletroforese de campo pulsatil [12].

Os rearranjos cromossomicos durante o crescimento vegetativo tém sido objeto de muita
discussao. Embora muitos rearranjos no caridtipo tenham um efeito deletério, propiciando o
surgimento de variacdes clonais deletérias ou com baixa viabilidade de esporos, esses
rearranjos podem também constituir uma importante fonte de variabilidade genética em
linhagens desprovidas de ciclo sexual [24], propiciando uma maior adaptabilidade ao

ambiente quando comparado ao parental [25].

51



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

Em nossos experimentos de estabilidade, os rearranjos cromossdmicos observados
parecem estar relacionados com a adaptabilidade as condi¢des do meio. No experimento
fermentativo em aerobiose, o isolado MF1(1) apresentou o perfil rearranjante Y que surgiu
dominando a coleta, substituindo a seguir o perfil parental. J4& no experimento em
anaerobiose, o isolado MF1(1) também apresentou portadores de rearranjos que substituiram
o perfil parental. Entretanto, os perfis de rearranjos produzidos pelo isolado MF1(1) foram
completamente diferentes nas duas condigdes de cultivo. Este fato pode estar ligado a dois
fatores intrinsecos: a alta variabilidade cromossdmica deste isolado ou diferengas nas pressoes
seletivas dos diferentes processos (baixa atividade fermentativa em aerobiose e alta atividade
fermentativa em anaerobiose com cerca de 7% de etanol produzido ao final do cultivo).
Genomas de leveduras industriais sdo provavelmente submetidos a uma forte pressao seletiva,
nos quais 0s rearranjos cromossomicos € as variagoes no numero de copias de cromossomos
especificos podem ser altamente vantajosos para a célula. Sendo assim o aumento de
determinados genes favordveis ao crescimento no ambiente pode conduzir a um excelente
desempenho em ambientes industriais [21,26], fato também observado para o isolado IA1238.

Rearranjos gendmicos, especialmente dele¢des e duplicagdes, t€ém sido regularmente
observados em resposta a pressdes seletivas fortes em populagdes microbianas durante
crescimento continuo. A observacgdo repetida de rearranjos cromossOmicos em um mesmo
sitio de quebra sugere que os genodtipos resultantes tém um valor adaptativo e/ou que essas
seqiiéncias sdo particularmente susceptiveis a danos do DNA [27]. Contudo, uma importante
questdo nesta linha ¢ descobrir como os organismos alteram seus genomas em resposta a
pressoes seletivas impostas pelo ambiente. Propde-se, portanto, que rearranjos cromossomicos
sejam a base dos processos adaptativos em resposta a pressoes seletivas do ambiente [28]. O
isolado JP-1 apresentou o maior nimero de rearranjos cromossomicos em nossas analises,

entretanto o perfil molecular parental manteve-se inalterado ao longo dos cultivos. Desta
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forma, podemos sugerir que o aparecimento dos rearranjos cromossomico pode significar uma
fonte de variabilidade genética das leveduras que propiciam uma rdpida adaptacdo as
continuas mudancas ambientais, principalmente em condicdes industriais. Este principio esta
de acordo com a hipétese da renovagdo gendmica (genomic renewal) descrita por Mortimer et
al. [29], na qual novos genomas podem surgir de linhagens homotélicas diploides
modificando heterozigotos multiplos em homozigotos dipldides.

Portanto, a alta freqiiéncia de rearranjos cromossomicos, observada para os isolados
coletados diretamente do processo industrial deve estar relacionada as condigdes de estresse
as quais as cé€lulas sdo continuamente submetidas, tais como alta concentragdo de etanol, altas
temperaturas e completa auséncia de oxigénio. Este fato foi suportado pelos resultados aqui
apresentados, nos quais rearranjos cromossomicos foram observados a partir de 150 geracoes
de crescimento em condigoes de laboratorio. Portanto, se isto ocorre em condi¢oes
controladas de laboratorio, pode-se sugerir que nos processos industrias 0s rearranjos
cromossdmicos ocorram em um intervalo ainda menor devido as condi¢gdes adversas nas quais
as c¢lulas sao submetidas ao longo do reciclo celular durante a safra.

Com base nisto, sugere-se que a técnica de cariotipagem molecular pode ter sua
aplicabilidade comprometida para estudos de dindmica populacional em processos industriais
de fermentagdo alcoolica, pois a ocorréncia de rearranjos cromossdémica pode comprometer

em certo nivel a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Tabela 1: Constituicdo dos meios de cultura WLN e MF.

Meio WLN

Meio para fermentacao (MF)

MgS0,4.7H,0"

FeCl;.6H,O"
MnS0O,.4H,0"

I i, . %
Acico nalidixico

Sacarose

MgSO4.7H20
Solugdo de elementos tragos

" Ajustado para pH 4.0 com H,SO,
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Legenda das Figuras

Figura 1: Perfis cariotipicos obtidos de isolados industrias pertencentes a o perfil P1
produzido por analise de fingerprinting utilizando o primer (GTG)s. Onde: P1= perfil P1
segundo o primer (GTG) 5, MP= padrio de peso molecular.

Figura 2: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado [A1238 durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de aerobiose.

Figura 3: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de aerobiose.

Figura 4: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir dos isolados 1A1238 e MF1(1)
durante o ensaio fermentativo em condi¢ao de aerobiose.

Figura 5: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado JP1 durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose.

Figura 6: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir do isolado JP1 durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose.

Figura 7: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose.

Figura 8: Freqiiéncia de rearranjantes obtidos a partir do isolado [A1238 durante o ensaio
fermentativo em condi¢ao de anaerobiose.

Figura 9: Eletroferograma dos rearranjantes obtidos a partir dos isolados 1A1238 e MF1(1)
durante o ensaio fermentativo em condi¢ao de anacrobiose.

Figura 10: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado IA1238 durante o ensaio fermentativo
em condicao de aerobiose. Onde: PA= perfil parental, B= perfil rearranjante B, C= perfil
rearranjante C, MR= linhagem MF261(7) de S. cerevisiae referéncia para o perfil (GTG) 5 do

tipo P1.
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Figura 11: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio fermentativo
em condi¢do de aerobiose. Onde: PA= perfil parental, W= perfil rearranjante W, Z= perfil
rearranjante Z, V= perfil rearranjante V, Y= perfil rearranjante Y, MP= marcador de peso
molecular 100bp ladder.

Figura 12: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado JP1 durante o ensaio fermentativo em
condi¢do de anaerobiose. Onde: PA- perfil parental, PR- perfil rearranjante.

Figura 13: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado MF1(1) durante o ensaio fermentativo em
condi¢do de anaerobiose. Onde: P= perfil parental, R= perfil rearranjante R, T= perfil
rearranjante T, S= perfil rearranjante S, MP= marcador de peso molecular 100 bp ladder.
Figura 14: Perfis (GTG)s obtidos a partir do isolado IA1238 durante o ensaio fermentativo em
condi¢do de anaerobiose. Onde: PA= perfil parental, D= perfil rearranjante D, E= perfil

rearranjante E, F= perfil rearranjante F.
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Figura 5
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14
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7. CONCLUSOES

> O polimorfismo cromossdmico foi evidenciado para os isolados MF1(1), IA1238 e
JP1, tanto em condi¢des aerdbicas quanto em anaerobiose. Os rearranjos Cromossomos
observados parecem esta relacionados com a adaptabilidade as condi¢gdes do meio.

> Os perfis rearranjantes produzidos pelos isolados MFI1(1) e IA1238 foram
completamente diferentes nas duas condigdes de cultivo. Este fato pode estar ligado a dois
fatores intrinsecos: a alta variabilidade cromossdmica deste isolado ou a diferengas nas
pressoes seletivas dos diferentes processos.

> O isolado JP-1 apresentou o maior numero de rearranjantes cromossdmicos, entretanto
o perfil parental manteve-se ao longo dos cultivos. Desta forma, o aparecimento dos
rearranjos cromossomico pode significar uma fonte de variabilidade genética das leveduras
que propiciam uma rapida adaptacdo as continuas mudancas ambientais, principalmente nas
condi¢des industriais.

> A técnica de cariotipagem molecular pode ter sua aplicabilidade comprometida em
estudo de dinamica populacional em processos industriais de fermentacao alcodlica, pois a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos, que sao visualizados por esta técnica, podendo

comprometer em certo nivel a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Anexo
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740

Figura A1: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em aerobiose com

o isolado IA1238 (PA= perfil parental, B= perfil rearranjante B, C= perfil rearranjante

77



Lucena, B. T. L. Analise de polimorfismos cromossdmicos em leveduras...

PA W PA PA

Figura A2: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em aerobiose

com o isolado MF1(1) (PA= perfil parental, W= perfil rearranjante W, Y= perfil
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Figura A3: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em anaerobiose
com o isolado MFI(1) (PA= perfil parental, R= perfil rearranjante R, T= perfil

rearranjante T, S= perfil rearranjante S, MP= peso molecular)
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Figura A4: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo em
anaerobiose com o isolado IA1238 (PA= perfil parental, D= perfil

rearranjante D, E= perfil rearranjante E, F= perfil rearranjante F)
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Figura AS5: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio
fermentativo em anaerobiose com o isolado JP1 (PA= perfil

parental, PR= perfil rearranjante, MP= peso molecular )
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Figura A6: Perfis cariotipicos obtidos a partir do ensaio fermentativo
em anaerobiose com o isolado JP1 (PA= perfil parental, PR= perfil

rearranjante, MP= peso molecular)
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