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DIVERSIDADE E AFILIACAO FILOGENETICA DE LEVEDURAS ASSOCIADAS A

PLANTAS DE SORGO SACARINO [Sorghum bicolor (L.) MOENCH]
CULTIVADAS NO CERRADO

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética e funcional de
leveduras associadas a plantas de sorgo sacarino. Um total de 110 cepas de leveduras foram
recuperadas da Colecéo de Leveduras de Sorgo Sacarino da Embrapa milho e sorgo (CLSS).
Para analise morfoldgica as colénias de leveduras foram caracterizadas de acordo com o
formato, tamanho, superficie borda e perfil. Para tal, ap6s o repique em meio especifico foram
observadas as caracteristicas macromorfoldgicas e micromorfologicas. A caracterizacéo
genética foi realizada através da técnica de “ISSR” com iniciador (GTG)s para agrupamento
de perfis genéticos similares e o sequenciamento do gene 26S do RNA ribossomal. A
caracterizacdo funcional foi feita através do sistema “Biolog” para determinar a capacidade de
utilizar fontes de carbono por meio das microplacas GN2. Foi realizado um teste para
producdo de etanol a partir do “Kit Etanol Sigma-Aldrich”. Na caraterizacdo morfologica
foram obtidos 25 agrupamentos distintos. O iniciador (GTG)s resultou como eficiente em
discriminar inter e intraespecifica as espécies de leveduras. O sequenciamento do Dominio
D1/D2 do gene 26S do RNA ribossomal revelou a presenca de 6 géneros: Meyerozyma,
Wickerhamomyces, Candida, Torulaspora, Pichia e Saccharomyces. O género
Wickerhamomyces foi dominante com 24 isolados identificados. A linhagem que obteve
maior uso das fontes de carbono foi identificada como a espécie Pichia membranifaciens
tendo esta utilizado mais de 40 substratos. Verificou-se que a producdo de etanol foi superior
nas linhagens 1.21 (9.166 ng/ul) e 4.16 (6.776 ng/ul) respectivamente, candida intermedia e
Wickerhamomyces anomalus.

Palavras-Chave: Fungos leveduriformes; producdo de etanol; caracterizagdo morfoldgica;
caracterizacdo molecular; “ISSR” (GTG)s.



PHYLOGENETIC DIVERSITY AND AFFILIATION OF YEAST ASSOCIATED TO

SWEET SORGHUM PLANTS [Sorghum bicolor (L.) MOENCH] CULTIVATED IN
THE CERRADO

ABSTRACT - The objective of this work was to characterize the genetic and functional
diversity of yeast associated to sweet sorghum plants. A total of 110 yeast stumps were
recovered from the Sweet Sorghum Yeast Collection (CLSS) of the Embrapa corn and
sorghum. For morphological analysis, the yeast colonies were characterized according to
shape, size, edge surface and profile. For such, after replication in specific medium, we
observed the macromorphometric and micromorphometric traits. Genetic characterization was
performed by means of the ISSR technique with indicator (GTG)5 for grouping similar
genetic profiles and for sequencing the 26S gene of the ribosomal RNA. Functional
characterization was done by means of the Biolog system for determining the capacity of
using carbon sources by means of GN2 microplates. We conducted a test for producing
ethanol from the Sigma-Aldrich Ethanol Kit. From the morphometric characterization, 25
distinct groupings were obtained. The indicator (GTG)-5 was efficient in discriminating inter
and intraspecific species of yeast. The sequencing of the D1/D2 domain of the 26S gene of the
ribosomal RNA revealed the presence of 6 genera: Meyerozyma. Wickerhamomyces,
Candida, Torulaspora, Pichia and Saccharomyces. The Wickerhamomyces genus was
dominant with 24 identified isolates. The lineage with the highest use of carbon sources was
identified as the Pichia membranifaciens species, using more than 40 substrates. We verified
that the production of ethanol was superior for lineages 1.21 (9.166 ng/ul) and 4.16 (6.776
ng/ul), respectively Candida intermedia and Wickerhamomyces anomalus.

Keywords: Leveduriform fungi; ethanol production; morphological characterization;
molecular characterization; ISSR (GTG)s.



1. INTRODUCAO

A substituicdo de parte do petroleo na matriz energética global tornou-se imperativo
para o equilibrio ambiental e qualidade de vida da populacdo. Consequentemente, o
desenvolvimento de tecnologias que atendam a crescente demanda da sociedade por energia,
para transporte, aquecimento e processos industriais, como alternativas a energia derivada de
combustiveis fosseis, constitui um dos maiores desafios da atualidade.

Dentre as fontes de matérias primas alternativas potenciais disponiveis, salienta-se a
utilizagdo de biomassa para producdo de biocombustiveis, que possui uma plataforma
tecnologica bem estabelecida no Brasil (Goldemberg, 2007). A produgdo e uso de etanol
representam componente importante da matriz energética nacional, com base na cultura de
cana-de-acgucar, com projecdo de expansao em funcdo da perspectiva de exportacédo, apesar da
instabilidade de mercado (Federacdo das Industrias do Estado de So Paulo - Fiesp, 2015).
Estas estimativas tornaram-se mais concretas em fungdo dos compromissos de politicas
publicas assumidas pelo Brasil e demais paises, durante a COP 21 realizada em Paris em
dezembro de 2015, para reducdo da emissdo de CO,, nas proximas décadas. Entretanto, o
dominio desta tecnologia com a inser¢do de novas fontes renovaveis de energia contribuira
para a estabilidade de producdo e competividade deste biocombustivel no mercado interno e
externo (Parrella et al., 2010).

Dentre as matérias-primas com potencial de uso como fontes de biocombustiveis,
incluem-se o milho, beterraba agucareira, mandioca, com destaque para o grande potencial da
cultura do sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench). O sorgo sacarino é similar a cana-
de-aglcar em armazenar aglcares nos colmos e na quantidade de bagago adequada para
cogeracdo industrial. Mas, possui algumas vantagens competitivas, pois apresenta trés opcoes
de materiais para fermentacdo, os acUcares dos colmos, o amido presente nos gréos e o
material ligno-celulésico, como o bagaco e, além disso, difere da cana pelo fato de apresentar
propagacdo por sementes e um ciclo vegetativo mais curto (Alvira et al., 2010; Fontes et al.,
2011).

Assim sendo, a melhora na eficiéncia da fermentagédo, etapa central desse processo,
permite um grande aumento na producgéo de etanol. No entanto, poucos estudos tém sido

direcionados para o desenvolvimento desta &rea. Na década de 70, o sucesso do Proalcool se



deu, em grande parte, aos avangos dos estudos feitos em fermentacéo (Furtado & Scandiffio,
2007).

O bioetanol, biocombustivel de primeira geracdo, é o produto da fermentagdo do
acucar presente nas diferentes matérias-primas através de processos biotecnolégicos que
transformam a sacarose em etanol, por meio de reacGes quimicas mediadas por enzimas.
Embora diferentes tipos de microrganismos possuam a capacidade de produzir etanol a partir
de acgucares fermentaveis, a levedura Saccharomyces cerevisae tem sido amplamente utilizada
para producdo de &lcool combustivel (Abdel-Banat et al., 2010; Laopaiboon et al., 2010). Por
outro lado, a literatura crescente demonstra o papel de varias outras espécies de levedura com
potencial de produzir bioetanol, dependendo da matéria-prima processada (Fleet, 2008;
Morais et al., 2013; Hesham et al., 2014; Kahar & Tanaka, 2014). A eficiéncia do processo de
fermentacg&o e volume produzido de etanol no Pais tem recebido contribuicdo significativa dos
avancos tecnico-cientificos dos estudos associados ao melhoramento e sele¢do de leveduras
com caracteristicas apropriadas ao processo.

As leveduras sdo fungos ascomicetos ou basidiomicetos unicelulares cujo crescimento
resulta principalmente de brotamento ou fissdo binaria (Kurtzman et al., 2011). Elas podem
ser caracterizadas por estados sexuais que ndo sdo formados dentro ou sobre um corpo de
frutificacdo (Barnett et al., 1992). Os métodos taxondmicos convencionais para diferenciacdo
e identificacdo de leveduras sdo baseados em caracteres morfoldgicos (aparéncia
macroscopica das colbnias, aparéncia microscopica da célula e modo de reproducéo sexual),
testes bioquimicos e fisioldgicos que incluem fermentacdo de diferentes fontes de agUcares,
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio, crescimento em diferentes temperaturas, entre
outros (Kurtzman et al., 2011). Entretanto, esses protocolos sdo laboriosos e consumidores de
tempo e de precisdo, as vezes, questionaveis.

As analises fisioldgicas em diferentes tipos de microrganismos tém sido efetuadas com
sucesso utilizando-se perfis metabolicos, com base na utilizacdo de diferentes substratos de
carbono (C) (Zak et al., 1994). O sistema biolog, consiste na habilidade de um microrganismo
utilizar e oxidar uma quantidade pré-selecionada de diferentes fontes de carbono.

Avancos mais recentes nos estudos sobre microrganismos, em geral, tem sido
alcangado com abordagens moleculares para caracterizar e identificar as leveduras e baseiam-

se na composicdo de bases de DNA, reassociagdo gendmica, sequenciamento génico,



cariotipagem cromossémica e metodos baseados em PCR (Baleiras-Couto et al., 1996;
Schuller et al., 2004; Fernandez-Espinar et al., 2006).

Neste sentido, muitas técnicas moleculares foram desenvolvidas para discriminar
espécies de leveduras diferentes. Dentre estas, a técnica “Microsatellite Primed (MSP)-PCR
Fingerprinting” foi amplamente usada na literatura para discriminar cepas do género
Saccharomyces (Lieckfeldt et al., 1993; Torriani et al., 1999; Naumova et al., 2003; Silva-
Filho et al., 2005) e ndo Saccharomyces (Caruso et al., 2002; Basilio et al., 2008) usando
primers como (GAC)s, (GACA)4, (GTG)s e Mys.

Atualmente, a taxonomia de leveduras tem uma abordagem polifasica, com espécies e
géneros formados por clados monofiléticos e baseados em dados gendmicos, genotipicos,
fenotipicos e ecoldgicos. Entretanto ainda ndo ha relatos disponiveis sobre a estrutura e
funcdo de comunidade de leveduras que colonizem naturalmente plantas de sorgo sacarino,
em solos acidos.

A principal proposta deste trabalho foi realizar a caracterizacao de leveduras isoladas a
partir de caldo de colmo de plantas de sorgo sacarino cultivadas no cerrado, quanto as suas

caracteristicas morfo-fisiolégicas, genéticas e funcionais.



2. REFERENCIAL TEORICO

A crescente demanda energética da populacdo em geral torna altamente relevante os
esforcos para o desenvolvimento e aperfeicoamento de tecnologias com base em recursos
renovaveis em substituicdo aos combustiveis fosseis, que sdo responsaveis por emissao de
gases de efeito estufa.

Em relagio ao uso de biomassas como matéria-prima para producdo de
biocombustiveis alternativos para transporte merece destaque o etanol obtido a partir da cana-
de-agucar, denominado etanol de primeira geracdo (Fischer et al., 2008; Goncalves et al.,
2011). O balanco energético positivo deste produto aliado aos beneficios de apoio a politicas
em Varios paises justificam os investimentos nesta cultura, principalmente no Brasil. Neste
caso, 0 bioetanol responde por aproximadamente 40% do combustivel para veiculos de
passageiros, que coloca o Pais em destaque quando se considera sua matriz energética
(Goldemberg, 2007). O uso de etanol puro ou em mistura com gasolina, como
biocombustiveis de transporte, hd varios anos como alternativa para superar dificuldades
impostas por periodos de instabilidade da oferta de petr6leo, permitiu avancos em estudos
agricolas e tecnoldgicos relacionados ao cultivo, processamento de cana-de- agUcar, que
deixaram o Brasil em uma posicdo muito favoravel em termos de seguranga energética para
transporte (Kim et al., 2010; Soccol et al., 2010).

Dentre as diversas matérias-primas com potencial de uso como fontes de etanol, o sorgo
sacarino tem se mostrado como uma excelente alternativa (Almodares et al., 2008; Moreira &
Favaro, 2011; Parrella, 2011; Albuquerque et al., 2012), principalmente em fungdo de
caracteristicas favoraveis, tais como teores de acUcares, sacarose e frutose, ciclo, propagacao
por sementes, tolerancia a estresses culturais (Ribas, 2008; Fontes et al., 2011).

2.1. Sorgo Sacarino como alternativa para producéo de biocombustiveis

O sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma planta de origem Africana que
se propagou pela Asia, Europa, Australia e outros paises. Pertencente & mesma familia
boténica do milho, é utilizado na alimentacdo animal, principalmente dos bovinos na forma de

feno e silagem. Dentre as plantas pertencentes ao género Sorghum as cultivares sdo bem



distintas. As variedades mais cultivadas no Brasil sdo o granifero e o sacarino (Kolling,
2012). Em termos globais, o sorgo é uma cultura bem adaptada a condi¢Ges edafocliméticas
diversas e ocupa a quinta posicdo em &rea cultivada, apos o trigo, arroz, milho e cevada
(Bantilan et al., 2004; Dalvi et al., 2012). Reconhecidamente promissor como fonte de energia
de biomassa (Alvin et al., 2012). O sorgo sacarino caracteriza-se pelo elevado rendimento de
biomassa e, grande quantidade de agucares fermentesciveis (Albuquerque et al., 2012).

O sorgo sacarino pode ser cultivado sob diversas condi¢es agrocliméaticas com menor
exigéncia, comparado a cana e milho e ainda produzindo mais etanol por hectare em unidade
de tempo (Reddy et al., 2005). Em relagdo ao tempo numa escala comparativa, 0 sorgo
sacarino apresenta ciclo fenologico inferior ao da cana-de-agucar, alcangando sua maturacao
fisioldgica e periodo de colheita em aproximadamente 120 dias, nos quais sdo obtidos valores
de solidos soluveis na faixa de 16-21°Brix e elevada producdo de biomassa vegetal (Fontes et
al., 2011). Entre as espécies alimentares, 0 sorgo é considerado uma das espéecies mais
flexiveis e eficientes, tanto do ponto de vista fotossintético como em velocidade de
maturagédo. Sua versatilidade se estende desde o uso de seus grdos como alimento humano e
animal; como matéria-prima para producdo de alcool anidro, bebidas alcodlicas, colas e tintas,
0 uso de suas paniculas para producdo de vassouras, extracdo de aglcar de seus colmos, até as
inumeras aplica¢Ges de sua forragem na nutricdo de ruminantes.

Neste cenario, 0 sorgo sacarino surge como uma cultura energética, possuindo na
constituicdo trés grupos de materiais susceptiveis a fermentacdo etandlica, os agUcares
presentes nos colmos, o amido dos gréos, e 0s materiais lenho-celulésicos como seu bagaco.
Além disso, 0 sorgo sacarino mostra-se produtivo também em climas temperados e
mediterraneos (Jardine et al.,, 2009). O sorgo sacarino apresenta-se como alternativa
promissora para complementagdo no fornecimento de matéria-prima para inddstria
sucroenergética.

No Brasil, o desenvolvimento de variedades de sorgo sacarino iniciou com a
responsabilidade da Embrapa Milho e Sorgo com o programa Pré-Alcool, em 1970.
Inicialmente o material genético foi importado dos Estados Unidos, Africa e india e, apds o
periodo de cruzamentos, no inicio dos anos 80 foram langadas as primeiras variedades, com
produtividades de colmos superiores a 40 ton/ha e o teor de s6lidos soluveis entre 18 e 20°

Brix (Parrella, 2011; Kolling, 2012). Contudo, com o insatisfatorio éxito do Proalcool e da



politica nacional direcionada para grandes destilarias, o foco das pesquisas com sorgo
sacarino foi redirecionado para a producdo de cultivares forrageiras (Parrella, 2011).
Entretanto em 2008 o programa de desenvolvimento de cultivares de sorgo sacarino foi
retomado, devido ao potencial desta cultura na geracdo de energia renovavel e devido a
grande demanda por matéria-prima alternativa para a producao de etanol (Parrella, 2011).

2.2. Taxonomia Classica de Leveduras

A palavra inglesa “yeast” (derivado do alemédo “Gischt” que significa espuma) ou
similarmente em outros idiomas refere-se diretamente aos microrganismos presentes na
fermentacdo do pé&o ou cerveja. As leveduras sdo fungos ascomicetos ou basidiomicetos
unicelulares cujo crescimento resulta principalmente de brotamento ou fissdo binaria
(Kurtzman et al., 2011). Elas podem ser caracterizadas por estados sexuais que ndo Ssdo
formados dentro ou sobre um corpo de frutificacdo (Barnett et al., 1990). No trabalho mais
recente sobre taxonomia de leveduras, mais de 149 géneros e 1500 espécies de levedura estdo
descritos (Kurtzman et al., 2011). A classificagdo é referida ao agrupamento de organismos
em taxa baseado nas similaridades ou relagfes ancestrais comuns, enquanto que a
identificacdo incorpora a ideia de comparar organismos desconhecidos a espécies
classificadas baseado em caracteristicas similares (Kurtzman et al., 2011). A taxonomia é
vista como uma descri¢cdo coletiva de classificacdo e identificacdo (Barnett et al., 2000;
Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Inicialmente, o taxonomista classifica espécies de leveduras (sejam ascomicéticas ou
basidiomicéticas) sobre a sexualidade ou perda de fase sexual (Kurtzman, 2003; Ribéreau-
Gayon et al., 2006) e, em seguida, por outras subdivisdes, enquanto que a classificacdo e
identificacdo sdo baseadas em critérios morfologicos, fisiologicos (nutricionais) e moleculares
(Pretorius et al., 1999; Kurtzman et al., 2011).

A taxonomia classica para microrganismos utiliza principalmente caracteres
morfoldgicos, estruturais, bioquimicos e fisiolégicos para comparagdes entre organismos e
grupos de organismos. Para leveduras, caracteres morfolégicos, tais como a forma da célula,
0s tipos de brotamento e de esporo, e a formagdo de filamento s&o considerados parametros
importantes para identificagdo dos géneros. E os fisiologicos, como os de assimilacdo e

6



fermentacdo de acUcares, sdo utilizados para os niveis taxondmicos de espécies. Este tipo de
taxonomia foi empregado pela Escola Holandesa e os tratados gerados, por influéncia direta
ou histdrica, dessa escola até a sua Ultima edigdo, possuem esta forma de comparacéo
(Kurtzman & Fell, 1998). As andlises macro e microscopica de colénias de leveduras
constituem etapas necessarias & identificagdo das mesmas. Caracteres morfologicos das
colonias como aspecto, cor, forma e tamanho séo utilizados para classificar os isolados em
morfotipos (Dias & Schwan, 2010).

Os testes bioquimicos e fisioldgicos aplicados na identificagdo de leveduras avaliam
caracteristicas do metabolismo com relagdo a capacidade fermentativa de diversas fontes de
carboidratos (mono, di e oligossacarideos), assimilacdo de diversas fontes de carbono e
nitrogénio, requerimento de vitaminas e outros fatores de crescimento, resisténcia a
cicloheximida e outros compostos e producgéo/secrecdo de metabdlitos (&cido acético, amido,
enzimas) (Dias & Schwan, 2010). O conjunto de caracteristicas semelhantes é utilizado
principalmente para distincdo entre espécies, porém alguns géneros também podem ser
separados por alguma caracteristica fisiologica em particular, como exemplo, espécies do
género Saccharomyces sdo conhecidas por suas habilidades em fermentar D-glucose (Barnett
et al., 1986).

Por outro lado, a morfologia celular também € avaliada, levando-se em consideragéo a
forma e tamanho da célula e formacéo de pseudo-hifas (Dias & Schwan, 2010); se 0 modo de
reproducdo vegetativa se da por brotamento (multilateral, bipolar ou unipolar), por fissdo ou
por formagédo de filamentos; e a forma, estrutura e modo de formagdo dos esporos sexuais
(ascosporos ou telidsporos), quando presentes (Barnett et al., 1986).

A diversidade metabdlica é definida pelo nimero, tipo e taxa de utilizagdo de um
conjunto de substratos pela comunidade microbiana, que € consequéncia da diversidade
genética, dos efeitos ambientais na expressdo génica e das interacfes ecologicas entre as
diferentes populagbes (Zak et al., 1994). O sistema biolog, utilizando microplacas GN2,
introduzido inicialmente para identificacdo de bactérias gram-negativas, tem sido utilizado
para caracterizacdo de microrganismos através de fingerprints metabdlicos gerados pelo
padréo de utilizacdo de diferentes substratos de carbono (Garland & Mills, 1991; Zak et al.,
1994). O principio deste método consiste na habilidade de um microrganismo utilizar e oxidar

uma quantidade pré-selecionada de diferentes fontes de carbono. A utilizacdo do método



Biolog utilizando microplacas apresenta as vantagens de possuir uma alta sensibilidade e
resolucdo, facilita aquisicdo de caracteristicas da “impressdo digital” metabdlica das
comunidades de microrganismos, mantém as caracteristicas metabolicas originais, além de ser
um teste répido e eficiente na avaliagdo do perfil metabo6lico (Donegan et al., 1995; Griffiths
et al., 2000; Tesfayea et al., 2003).

A Taxonomia Polifasica (Colwell, 1970) se caracteriza pela inclusdo de dados
moleculares ao conjunto de dados que anteriormente eram utilizados e a utilizagcdo de dados
filogenéticos para classificacdo do organismo. Por utilizar um conjunto mais amplo e diverso
de dados e informacdes, ela essencialmente indica um consenso entre as associacOes
(Uilenberg & Goff, 2006). Ela surgiu e se desenvolveu com o advento da Biologia Molecular
e também do continuo desenvolvimento da Ciéncia Computacional e seu crescente uso na
Biologia.

Para identificacdo mais segura, atualmente séo utilizados em conjunto a taxonomia
morfolégica e molecular, onde todos os caracteres mencionados sdo levados em consideracéo
para a identificacdo de leveduras (Libkind et al., 2003; Wuczkowski & Prillinger, 2004).

2.3. Métodos Moleculares para caracterizagdo e identificacdo de leveduras

A identificacdo e caracterizagdo de espécies e cepas de leveduras sdo na maioria das
vezes realizadas por testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos (Barnett et al., 1990).
Entretanto, este processo resulta em aproximadamente 90 testes e os resultados variam
dependendo do estado fisiolégico do cultivo ou da variabilidade intraespecifica, além disso,
os testes bioquimicos ndo sdo muito sensiveis, levando a identificacdo de leveduras imprecisa
(Arias et al., 2002).

Testes moleculares tém sido bastante utilizados como ferramenta na identificacdo de
leveduras, principalmente as linhagens que ndo possibilitam sua diferenciacdo através de
caracteristicas morfoldgicas essenciais, impossibilitando a por métodos convencionais de
identificacdo. Portanto, para a identificacdo e analise filogenética, € muito importante o uso
das ferramentas de caracterizacdo molecular que utilizam desde proteinas e RNA, até o
préprio DNA como alvo de identificacdo. O alvo mais frequente nas pesquisas de

identificacdo molecular por PCR e suas varia¢0es sdo 0s DNA ribossomais. Os genes de DNA



ribossomal sdo encontrados em todos 0s microrganismos e sé@o conhecidos por acumular
mutacOes lentas (Kurtzman & Fell, 1998). O gene presente no DNA ribossomal tem sido
bastante utilizado em estudos taxondmicos pelo fato de ser universal, ou seja, estar presente
em todos os organismos, que evoluiram de um ancestral em comum; esta presente em varias
copias e também pela presenga de regides codificantes e ndo codificantes (Barnett et al.,
1990).

O gene 26S tem sido usado para diferenciacdo em nivel de género e espécies,
enquanto a regido ITS é comumente utilizada para separar espécies proximas e/ou
subespécies, bem como a regido IGS que discrimina subespécies e até estirpes quando
combinada com analises utilizando enzimas de restri¢do (Valente et al., 1999).

Em leveduras, os genes ribossomais estdo organizados em clusters, na disposicéo 5’-
3’, da seguinte forma, segmentos 5S, 5.8S, 18S e 26S, que estdo presentes em varias copias no
genoma (Figura 1). Os espacos transcritos internos (ITS) se intercalam entre esses genes e
sdo denominados ITS1 e ITS2. Estas regides sdo menos conservadas e sdo utilizadas para

discriminar espécies relacionadas (Barnet et al., 2000).
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Figura 1. Esquematizacdo da estrutura e organiza¢do dos genes e espacos intergénicos
do RNA ribossomal de leveduras. Adaptado de Baleiras Couto et al. (1996).

Kurtzman & Robenett (1998) demonstraram que a sequéncia de nucleotideos do
dominio D1/D2 do gene 26S do RNA ribossomal possui varia¢do suficiente para identificar
quase todas as espécies conhecidas de leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas, embora em
algumas leveduras basiomicéticas seja necessario sequenciar também as regides ITS do RNA
ribossomal (Fell et al., 2000).

As técnicas moleculares para agrupar leveduras possuem a vantagem de diferenciar
entre espécies (variabilidade interespecifica) ou cepas da mesma espécie (variabilidade
intraespecifica) e sdo aplicadas com o objetivo de melhorar a eficiéncia e diminuir o custo da

identificacdo de leveduras (Fernandez-Espinar et al., 2006).



2.3.1. Amplificacdo de sequéncias simples entre repeticdes de DNA (Inter Simple
Sequence Repeats - ISSR)

O “ISSR” (Inter Simple Sequence Repeats) constitui um método baseado na variacao
nas regibes entre microssatélites, que realiza amplificagdo de sequéncias simples entre
repeticdes de DNA por meio de iniciadores homologos (Consolo et al., 2012).

Esta técnica consiste em um composto de microssatélites, tais como (CA)n, (CT)n,
(GT)n, (GAC)n, (GTG)n, (GACA)n, (GATA)n, (TGTC)n, dentre outros, ou minissatélites,
que funcionam como iniciadores de uma PCR de segmentos gendmicos que sdo seguidos por
sequéncias repetidas, como no caso de microssatélites (Lieckfeldt et al., 1993) ou por
sequéncias de DNA minissatélite (Meyer & Mitchell, 1995).

O método de tipagem molecular baseado na reacdo em cadeia de DNA polimerase
(PCR) — PCR *“fingerprinting” utilizando um iniciador que amplifica regides simples entre
duas sequéncias de microssatélites tem se mostrado uma técnica capaz de rotineiramente
acompanhar o processo fermentativo e sua populacdo de leveduras. Através do uso do
marcador molecular (GTG)s padronizado por Lieckfeldt et al. (1993). O uso de marcadores
microssatélites nas andlises genéticas € muito vantajoso em relacdo a outros tipos de
marcadores (RFLP, RAPD, AFLP): sdo altamente informativos, sdo baseados em PCR,
portanto, exigem uma pequena quantidade de DNA,; sdo altamente reprodutiveis. Estdo bem
dispersos nos genomas, em regides codificadoras e ndo codificadoras (Salles et al., 2003).

Esta técnica envolve amplificacbes de DNA gendmico utilizando um Unico primer.
Além da desobrigacdo de obter informacdes sobre a sequéncia que flanqueia parte do genoma,
a analise de “ISSR” € tecnicamente mais simples do que muitos outros sistemas marcadores.
O método fornece resultados altamente reprodutiveis e gera abundante polimorfismo em
muitos sistemas (Liu & Wendel, 2001).

Os primeiros ensaios de genotipagem por microssatélites em leveduras foram feitos no
final da década de 90 para identificar cepas laboratoriais de Saccharomyces cerevisiae. Mais
recentemente eles tém sido usados para identificar cepas industriais e cepas patogénicas desta
mesma espécie (Richard et al., 2008).
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Silva-Filho et al. (2005) utilizaram o primer (GTG)s para demonstrar a sucessdo de
leveduras, durante a fermentacdo para producdo de alcool combustivel. Os resultados
indicaram que linhagens de S. cerevisiae indigenas presentes no caldo de cana podem ser mais
adaptadas ao processo industrial de obtencdo do etanol. Os autores também identificaram que
linhagens S. cerevisiae indigenas dominaram a populacdo de leveduras. Estes resultados
confirmaram o potencial desse marcador como método eficiente e confidvel para a

discriminacdo de leveduras ao nivel de linhagens e espécie.

2.4. Leveduras e sua importancia biotecnoldgica

As leveduras favorecem a humanidade por milhares de anos, pois possuem ampla e
fundamental importancia na indistria, na ciéncia, na medicina e na agricultura. Participam de
processos fermentativos para a producdo de cerveja. Muitas sdo as espécies de leveduras
empregadas em processos biotecnolégicos sendo que a principal é a Saccharomyces
cerevisiae, devido a sua fisiologia fermentativa Gnica (Johnson & Echavarri-Erasun, 2011).
As leveduras sdo cultivadas visando a obtencdo de biomassa, para industrias de fermentos
bioldgicos, derivados de componentes celulares, como nas industrias farmacéuticas e de
suplementos alimentares, e a producdo de compostos, como o etanol (Tortora et al., 2000).

As leveduras do género Saccharomyces sdo usadas na producéo brasileira de etanol e
podem ser consideradas as principais responsaveis pela producdo desse combustivel no Brasil.
As linhagens utilizadas nestes processos foram selecionadas ao longo de muitos anos e sdo
muito eficientes na fermentacdo de sacarose, glicose e frutose presentes nos caldos e
grandemente adaptadas a fermentagdo do caldo de cana de acucar.

No caso de sorgo sacarino a fermentacdo no caldo de sorgo sacarino por algumas
linhagens de Saccharomyces tém sido realizadas e os resultados demonstram mais uma vez a
eficiéncia dessas linhagens na conversdo de agucares a etanol. A utilizacdo das mesmas
linhagens para fermentagdo de caldos de cana e de sorgo sacarino facilitara a utilizacdo deste
altimo em usinas de etanol no pais, pois ndo existird a necessidade de desenvolvimento
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa, 2011). Em processos de conversdo
de acucares em etanol a imobilizacdo de células microbianas fermentativas oferece vantagens

em relacdo aos sistemas que utilizam células em suspensdo (Liu & Shen, 2008). Objetivando
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aperfeicoar processos de fermentacdo para obtencdo de etanol a partir do suco dos talos de
sorgo sacarino, Liu & Shen (2008) avaliaram o desempenho de Saccharomyces cerevisiae
(CICC 1308) imobilizado em alginato de sédio. Estes experimentos demonstraram que o
rendimento de etanol aumentou de 75,79% para 89,89% a medida que a temperatura de
fermentacdo foi aumentada de 28 para 37 graus Celsius. Em certos niveis 0 aumento da
temperatura resulta em aumento na concentragéo de etanol, sendo que a temperatura ideal
para a fermentacdo por Saccharomyces cerevisiae livre estd acima de 30 graus, para a
levedura imobilizada as temperaturas ideais estdo acima desta.

A importancia industrial das leveduras vem se estendendo além da fermentacéo
tradicional. Na época atual, os produtos da biotecnologia a partir das leveduras afetam muitos
setores comerciais importantes, como as industrias alimenticias, bebidas, biocombustiveis,
produtos quimicos, enzimas para aplicagdes industriais, produtos farmacéuticos e agricolas
(Pretorius & Toit, 2003). A Debaryomyces hansenii é uma levedura oleaginosa, utilizada na
sintese de produtos lacteos, processos fermentativos e formagdo de enzimas litica e eficiente
em produzir xilitol a partir de D-glicose proveniente da hidrélise de madeira (Breuer &
Harms, 2006); Schizosaccharomyces pombe e Pichia pastoris utilizadas para a expressdo
heter6loga de proteinas (Johnson & Echavarri-Erasun, 2011). Candida rugosa tem sido
abundantemente aplicada em processos biotecnolédgicos e industriais devido a producéo de
lipases que atuam em processos fermentativos da industria de alimentos, como: producéo de
sucos, alimentos assados, vegetais fermentados, processos de enriquecimento de laticinios e
também de sabores e aromas desejaveis de queijos; producdo de 6leos, margarinas e sorvetes;
e na industria farmacéutica essas lipases atuam como catalisadoras para a sintese de inimeras
drogas (Benjamin & Pandey, 1998).

Pichia pastoris tem sido usada para a expressdao heteréloga de proteinas pela sua
capacidade em utilizar vérias fontes de Carbono, e principalmente por utilizar o metanol como
Unica fonte de energia e carbono. A via de metabolismo do metanol é entdo utilizada para a
expressao heteréloga de proteinas uma vez que é regulada por promotores e, estes por sua vez,
podem ser reprimidos na presenca de glicose, ativados por glicerol e induzidos por metanol,
uma vez que a expressao génica é dependente da fonte de Carbono (Gellissen et al., 2005).

Levando-se em consideracdo a agricultura, Sperandio (2012) demonstrou a eficiéncia

de isolados de Aureobasidium sp., isolados de folhas e frutos de plantas nativas do Cerrado,
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no controle do bolor verde do citros causado por Penicillium digitatum. Zong et al. (2010)
demonstraram que a aplicagdo em conjunto das leveduras antagonistas Candida
guilliermondii e Pichia membranaefaciens é eficiente no controle do patégeno Botrytis
cinerea em frutos de tomate, em casos de infec¢des pos-colheita.

Liu et al. (2013) elucidaram que o mecanismo utilizado por Kloeckera apiculata para
controlar o crescimento do fungo Penicillium italicum, agente causal do mofo azul em citros,
foi a competigéo por nutrientes.

Alguns exemplos de aplicacGes biotecnoldgicas de leveduras séo ilustrados na Tabela

Tabela 1. Espécies de leveduras e suas aplica¢cGes em biotecnologia. Adaptado e Traduzido
de Deak (2009).

Espécie Aplicacdo Biotecnolégica
Candida milleri Agricultura
C. shehatae Bioetanol
C. sake Biocontrole
C. oleophila Proteina
Debarymyces hansenii Amilase
D. (Schwanniomyces) occidentalis Riboflavina

Eremothecium ashbyi
Geotrichum candidum
Hanseniaspora uvarum
Kluyveromyces marxianus
K. lactis
Pachysolen tannophilus
Pichia angusta (Hansenula polymorpha)
P. anbmala
P. jadinii (C. utilis)
P. pastoris
P. stipitis
Pseudozyma flocculosa
Rhodotorula glutinis
Schizosaccharomyces pombe

Saccharomyces cerevisiae

S. exiguus
Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces rouxii

Aprimoramento do queijo
Fermentacgéo de vinho
Fermentac&o de leite; proteina de soro
Fermentac&o de leite; proteina de soro
Bioetanol
Astaxantina
Bioetanol
Biocontrole
Matéria-prima
Proteina heteréloga
Bioetanol
Biocontrole
Caroteno
Fermentacéo de cidra

Fermentacéo cerveja, pdo, vinho; bioetanol,

invertase; proteina heteréloga
Agricultura
Aglicultura
Molho de soja




3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do
Solo da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG.

3.1. Caracterizacao Morfoldgica de Leveduras de Sorgo Sacarino

Um total de 110 cepas de leveduras isoladas de caldo de sorgo sacarino foi recuperado
da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa milho e sorgo (CLSS). Os
isolados foram identificados de acordo com as iniciais da amostra coletada seguido do nimero
da levedura isolada, por exemplo, CLSS.1 é o primeiro isolado recuperado da amostra do
caldo do gendtipo tipo 1. Apos as caraterizacbes morfoldgicas foram realizados agrupamentos
de acordo com as caracteristicas similares, em CLSS 1.1.

Para testes de pureza e estudos posteriores as colonias de leveduras foram inoculadas
em placa com meio YEPG (5 g de extrato de levedura, 10 g de peptona de soja, 20 g de
glicose, 15 g de &gar, por litro) por meio de estrias compostas para posterior caracterizacao
morfoldgica.

Para analise morfolégica as leveduras foram caracterizadas tomando-se como base 0s
trabalhos de Dias & Schwan (2010). Para tal, apds o repique em meio YEPG pela técnica de
esgotamento em estrias, as caracteristicas celulares foram observadas pela analise do
crescimento das col6nias com o auxilio de lupa estereomicroscépica com aumento de até 30
X. Com relagdo as caracteristicas macroscépicas as linhagens foram avaliadas quanto aos
aspectos das coldnias, como: tamanho, cor, tempo de crescimento, tipo de borda, forma da
superficie e perfil da coldnia, entre outros.

em relacdo a analise das caracteristicas micromorfoldgicas, efetuou-se a montagem de
uma Iamina a fresco utilizando Lactoglicerol; para observacdo a microscopia Otica as células
foram observadas em aumentos de 400X. As laminas foram observadas e fotografadas em
Microscépio 6tico (Leica DFC 490) e caracterizadas de acordo com a terminologia
comumente referenciada as células tais como: forma elipsoide, globosa, cilindrica, apiculada,

triangular, taloide, globular com hifas, globular com pseudo-hifas.

14



Para a conservagdo dos isolados caracterizados, utilizou-se o método de
criopreservacdo (Kirsop & Kurtzman (1988). As colbnias puras foram cultivadas em meio
GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e de fosfato de sddio
0,2%) a 28 °C, sob rotacdo (200 rpm), apés o periodo de 24 horas foi acrescido de 15%
glicerol e depositado no ultrafreezer a — 85 °C e reincorporada a Cole¢do com a respectiva

identificacéo.

3.2. ldentificaco e Diversidade Genetica de leveduras

3.2.1. Extracido de DNA

Para a extracdo do DNA total foi utilizado o protocolo modificado de Kurtzmann &
Fell (1998). Apds o crescimento em meio YEPD, uma coldnia de cada linhagem foi diluida
em 100 pL de tampéo de lise e incubada em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Em seguida,
adicionou-se 100uL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) aos tubos
homogeneizados em vortex durante 4 minutos e centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos.
O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e transferido para outro tubo, ao qual foram
adicionados 100uL de etanol 70% gelado. Os tubos foram novamente centrifugados a 14.000
rpm por 5 minutos. O etanol foi descartado e os tubos incubados a temperatura ambiente para
total evaporacdo do etanol. Apds essa etapa, 0 DNA foi diluido em 50uL de tampdo Tris
EDTA 0,1 M (TE) pH 8 e estocado a — 20°C.

A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TAE 1X (0.04 M Tris-Acetato, 0.001 M EDTA, pH 8.0), corado com Gel Red™
(Biotium, Hayward, Califérnia, USA). Apds a eletroforese, os géis foram visualizados em luz
UV e fotodocumentados no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, Rochester, NY,
USA).

3.2.2. Amplificagdo com o iniciador (GTG)s

Todos os isolados foram genotipados via reagdo de amplificacdo de sequéncias curtas
simples entre repeticbes (ISSR) por PCR com o iniciador (GTG)s (5’-

GTGGTGGTGGTGGTG -3).
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A reacgéo de PCR foi realizada em volume final de 20pL contendo 2,5uL de tampdo de
PCR Fermentans 10X, 2uL de MgCI2 1,5M, 1yL de dNTP 0,05mM, 2uL do iniciador
(GTG)5 a 10pmol/uL , 2 a 5pL de DNA a 50 -150ng/uL, 0,2 pyL de Taq DNA Polimerase
1,25 U/uL (Tag DNA Polymerase Fermentans) e agua Milli-Q. Todas as amplificagGes foram
realizadas em termociclador modelo Veriti™ 96-Well Thermal Cyclers (Applied
Biossystems, EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacao inicial a 94°C
por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 45 segundos de desnaturacdo a 93°C, 1 minuto de
anelamento do iniciador a 50°C e 1 minuto de extenséo a 72°C, e uma extenséo final por 6
minutos a 72°C. Apds o término da reagdo os amplicons foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, durante 2 horas a 100 V e corados em solucdo de Gel Red™ (Biotium,
Hayward, Califérnia, USA) diluida 3.300 x em 0,1 M NaCl por 20 minutos. Em seguida foi
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK
Company, Rochester, NY, USA).

3.2.3. Sequenciamento do gene 26S do DNA ribossomal

Ap6s analise de agrupamento usando o iniciador GTG®, foram selecionados ao acaso
para sequenciamento do DNA ribossomal representantes de cada grupo.

A regido D1/D2 do gene 26S do RNA ribossomal foi amplificada por PCR utilizando
os “primers” NL1 (5° GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3) e NL4 (%
GGTCCGTGTTTCAAGAGGG 3’) (Kurtzman & Robnett, 1998), gerando um fragmento de
aproximadamente 600bp. A reacdo de PCR foi feita para um volume final de 50uL contendo
20-30 ng de DNA molde, 20 pmol de cada “primer”, MgCI2 1,5 mM e 0,2 mM dNTP’s
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP). O programa de termociclagem consistiu de uma desnaturacéo
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por 33 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 56°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, e extenséo final a 72°C
por 6 minutos.

Os fragmentos foram checados e quantificados em gel de agarose 1,2% utilizando o marcador
DNA Low Mass Ladder (Invitrogen®) para quantificar a concentragdo de DNA. Os
amplicons gerados foram tratados com a enzima Exo-Sap® as reagdes de sequenciamento
foram realizadas com o kit ABI Prism ™Bigdye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
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Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), no sequenciador modelo ABI
PRISM 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Para sequenciamento foi utilizado o
iniciador NL1 e NL4. As sequéncias foram editadas manualmente usando o programa
“Sequencher” 4.1 para geracdo da sequéncia consenso de cada isolado, posteriormente foram
comparadas no “GenBank” através do programa “BLAST N” no “NCBI” (National Center for
Biotechnology Information - NCBI, 2015).

3.2.4. Analise filogenética

Foram utilizados 53 isolados de leveduras de sorgo sacarino para o sequenciamento da
regido D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal (Tabela 3). Na analise também foram
utilizadas sequéncias de isolados “typos” das espécies Wickerhamomyces anomalus, Candida
intermedia, Pichia membranifaciens, Candida Pyralidae, Meyerozyma guilliermondii,
Candida oleophila, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii (Tabela 2).

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento foram analisados visualmente com
0 auxilio do programa “Sequencher” 4.1 e as sequéncias editadas foram comparadas com a
base de dados “GenBank”, do “National Center for Biotechnological Information” — NCBI,
por meio da ferramenta “BLAST” (Altschul et al., 1990). Alinhamentos multiplos das
sequéncias de nucleotideos foram gerados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW
(Thompson et al., 1994), implementado pelo programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Os
alinhamentos foram corrigidos manualmente. A andlise filogenética foi realizada pelo método
de Méxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo Kimura 2 parametros, através do
programa Mega5 (Tamura et al., 2011). A espécie Schizosaccharomyces pombe foi usada
como “outgroup” (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias das Leveduras “Typo” correspondentes a regido D1/D2 do gene 26S do
DNA ribossomal depositadas no “GenBank” e utilizadas nas analises filogenéticas.

Espécie Cadigo Acesso “GenBank”
Wickerhamomyces anomalus NRRL Y-366 EU057562
Candida intermedia NRRL Y-981 U44809
Pichia membranifaciens NRRL Y-2026 EF550227
Candida Pyralidae NRRL Y-27085 AY013715
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 u45709
Candida oleophila NRRL Y-2317 U45793
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Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 AY048154
Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 JQ689018
Schizosaccharomyces pombe NRRL Y-12796 AY048171

3.3. UtilizacGes de Substratos de Leveduras de Sorgo Sacarino Via Sistema Biolog

Para determinar a capacidade de utilizar fontes de carbono foram utilizadas as
microplacas GN; (Biolog®, Cabot Boulevard Hayward, USA), que contém 95 fontes de
carbono e um poco controle, como indicado na Figura 2.
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Figura 2. Fontes de Carbono nas microplacas “Biolog” GN2.

Foram selecionadas 3 cepas ao acaso de leveduras de cada um dos 5 genotipos em
estudo, totalizando 15 isolados. As cepas foram inoculadas em meio de cultivo YEPD
(glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, peptona bacterioldgica 0,5%, agar 2%) por 48 horas a
28°C. Ap0s o crescimento as coldnias isoladas foram utilizadas para preparar uma suspensao,
em égua estéril. Uma aliquota de 120 microlitros da diluicdo 107 da suspensdo de leveduras
foi inoculada em cada um dos 96 pocos da microplaca Biolog® GNZ2, a qual foi incubada a
36°C. Efetuou-se a leitura de absorbéncia das reag6es em um leitor de placa elisa (Labstems,
Multskan, MS) a 590 nm em 72 e 96 horas de incubacéo e o desenvolvimento de coloracéo
purpura nos pocos foi considerado como reacdo positiva para o respectivo substrato.

Os parametros de diversidade metabolica analisados foram: indice de diversidade de
Shannon (H), riqueza de substrato (S), equidade ou indice de similaridade (E), e a atividade
total (soma da absorbancia de todos os substratos).
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3.4. Producéo de Etanol por Leveduras de Sorgo Sacarino

Para avaliacdo da capacidade fermentativa de glicose e producdo de etanol, foram
utilizadas 34 cepas de leveduras selecionadas aleatoriamente com base nos agrupamentos
anteriores.

A quantificagdo de etanol no meio de fermentacdo foi efetuada utilizando-se o “Kit
Etanol Sigma-Aldrich” (produto nimero MAKOQ76), conforme instru¢Ges do fornecedor. Uma
colbnia pura em meio solido foi transferida para meio liquido de YEPD incubadas com
agitacdo de 160 rpm a 30 °C durante 24 horas, e uma aliquota da cultura resultante foi diluida
a 1:10 em novo caldo de YEPD incubadas com agitacéo de 160 rpm a 30 °C durante 48 horas.
Apos este periodo, uma aliquota da cultura enriquecida foi diluida a 1:10 em novo caldo de
YEPD e incubada durante 48 horas, sob agitacdo de 160 rpm, a 30 °C Em seguida, uma
aliquota de 1 mL desta cultura de células foi centrifugada a 3000 x g, durante 5 min. Uma
aliquota de 50 microlitros do sobrenadante foi misturada com reagentes para colorimetria e,
ap6s um periodo de incubacdo de 60 minutos, efetuou-se a leitura de absorbancia, em
espectofotdmetro, a 570 nm. A concentracdo de etanol em cada cultura, expressa em ng mL?,
foi estimada a partir de analise de regressao linear, utilizando-se a curva de calibragdo com

solucéo padrao.
3.5. Analise Estatistica

Para 0 agrupamento das caracteristicas morfologicas das leveduras foi realizada uma
analise fenética por meio da construgdo de uma matriz binaria de presenca (1) ou auséncia (0)
da caracteristica morfoldgica observada para cada colnia, que posteriormente foi analisada
no programa “Past” 2.17 (Hammer et al., 2001). O dendograma de similaridade fenética foi
construido pelo algoritmo “Paired group” utilizando o coeficiente “Jaccard” para calculo de
similaridade. Foi realizada uma linha de corte de 70% de similaridade para analise dos

agrupamentos gerados.
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Para as analises nos padrdes de “fingerprinting” geradas por ISSR-PCR, a matriz de
similaridade entre as amostras foi realizada a partir de imagens dos géis de agarose, usando o
programa “BioNumerics” versdo 6.1 (Applied Maths, Sint Martens Latem, Bélgica) com o
método Jaccard e uma tolerdncia de posicdo 3%. Posteriormente foi construido um
dendrograma pelo método “UPGMA” (Unweighted Pair Group With Mathematical Average).
Foi estabelecido o critério de 70% de similaridade para definir os grupos.

Os resultados dos ensaios do “Biolog GN” e Producdo de etanol foram submetidos
individualmente a analise de variancia e, quando ocorreram diferencgas significativas pelo
teste F (p menor ou igual a 0,05), os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de “Scott-Knott” a 5% de probabilidade por meio do programa
estatistico SISVAR® 4.3 (Ferreira, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo Morfologica de Leveduras de Sorgo Sacarino

Analisando os dados referentes aos aspectos morfolégicos, dos 110 isolados, as

médias dos parametros encontrados estdo apresentadas na figura 3.
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Figura 3. Caraterizacdo Morfoldgica das leveduras isoladas de sorgo sacarino. As
colbnias grandes possuem até 5 mm, médias de 2 a 5mm e pequenas inferiores a 2mm.
As superficies sdo estrias concéntricas, vales radiais e estrias radiais. O perfil em A ¢é
representado por lisa e convexa com cume central, B lisa e convexa, C achatada e
pregueada e D achatada.

Neste trabalho todas as cepas de leveduras apresentaram coloracdo de branca a bege.
Segundo Yarrow (1998) existe uma predominancia das colonias com coloragdo de branca a
bege. A presenca de cores diferentes como amarelo, vermelho e laranja deve-se a producao de
pigmentos carotenoides e sdo caracteristicas de determinados géneros de leveduras, como

Rhodosporidium e Sporidiobolus, o que ndo foi observado nestas leveduras.
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Ao observar os morfotipos (Figura 3) as coldnias em (B) apresentaram o crescimento
membranoso que resulta da formacdo de filamentos (Yarrow, 1998). As colbnias isoladas
diferenciaram-se principalmente pelo tipo de superficie, borda e perfil.

Figura 4. Variagdes morfoldgicas das col6nias de leveduras isoladas de sorgo sacarino
crescidas por 5 dias em meio YEPD a 28°C. Em (A) — Irregular, grande, vales radiais,
ondulada, achatada e pregueada. (B) — Irregular, grande, estrias radiais, crenada, lisa e
convexa com cume central. (C) — Irregular, pequena, granulosa, ondulada, lisa e
convexa. (D) — Irregular, média, granulosa, ondulada, achatada e pregueada. (E) -
Circular, grande, crenada, lisa e convexa. (F) — Irregular, média, granulosa, franjeada,
achatada e pregueada. (G) — Circular, média, estrias concéntricas, lisa, lisa e convexa
com cume central. (H) — Irregular, grande, estrias radiais, ondulada, achatada. (I) -
Circular, grande, estrias concéntricas, filamentosa, lisa e convexa.

Segundo Casalone et al. (2005), algumas variacdes morfoldgicas entre as col6nias
durante o processo de caracterizagdo estdo diretamente associadas a constituicdo do meio de
cultura. A composicdo dos meios de cultivo pode alterar a morfologia das colonias de uma
mesma especie, motivo pela qual se prefere a utilizacdo do meio MYGP ou YEPD (Dias &
Schwan, 2010), e a analise morfoldgica das colénias é mais descritiva e serve para ajudar na
diferenciacdo inicial durante o isolamento das leveduras, ndo chegando a uma conclusio

taxondmica precisa no nivel de espécie.
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Com o objetivo de agrupar os isolados com caracteristicas morfoldgicas semelhantes,
e também confrontar com as caracteristicas moleculares estudadas num segundo momento, 0s
dados morfoldgicos referentes aos caracteres discutidos acima foram transformadas em uma
matriz binaria. Esses dados, quando submetidos a analise estatistica pelo método “Paired
group” utilizando o coeficiente “Jaccard” para calculo de similaridade produziram 22

agrupamentos distintos conforme apresentado na Figura 5.

SIMILARIDADE
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Figura 5. Dendograma de similaridade fenética, pelo programa “Past” 2.17, utilizando
o coeficiente “Jaccard” de similaridade com 70%.

Foram obtidos 19 perfis com 100% de similaridade. Uma explicacdo para este
agrupamento pode ter se dado por variacdo genotipica, apresentando caracteristicas comuns
dentro do gendtipo (2) confirmados pelo agrupamento (A) na figura 4. Também ocorreu
agrupamento entre 0s genotipos variados (B), o que pode ser explicado pelas caracteristicas

dominantes como perfil das colbnias lisa convexa com cume central 68% dos isolados,
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superficie granulosa com 52% isolados e borda ondulada com 55% isolados. Estas variaces
estiveram presentes em todos o0s agrupamentos.

A andlise microscépica foi feita para todos os 110 isolados que foram crescidos em
meio YEPD por um periodo de 5 dias e entdo foram montadas laminas microscdpicas com

Lactoglicerol. Na tabela 3 encontram-se as médias dos formatos celulares encontrados.

Tabela 3. Caracteriza¢do microscopica dos isolados de leveduras de sorgo sacarino.

Formatos celulares
Globular Globular com pseudo-hifas Elipsoide  Cilindrica
cee Oy e

73 11 13 3

Verificando-se os dados referentes a analise microscopica, observa-se que o formato
celular mais frequente foi o globular apresentando 73% dos isolados analisados. Nenhum

representante foi encontrado com morfologia microscopica triangular e taloide.

Figura 6. Aspectos morfologicos celulares. (A) globosas com destaque o brotamento
multipolar; (B) globosas com pseudohifas; (C) elipsoides; (D) cilindricas.

Baseando-se apenas nos dados morfologicos e microscopicos, ndo foi possivel agrupar

em géneros os isolados de levedura deste trabalho. Contudo, esse resultado serve como ponto
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de partida para elencar, num segundo momento, caracteres importantes que, quando
confirmados por técnicas moleculares possam agrupar individuos de interesse nessas etapas
de selecdo de caracteristicas potencialmente desejaveis num processo de obtencdo de cepas
com potencial biotecnoldgico.

4.2. Identificacéo e Diversidade Genética
4.2.1. Técnica ISSR (GTG)s

A técnica de “ISSR” (Inter simple sequence repeat) foi eficiente para evidenciar
polimorfismo entre o0s isolados estudados e as reagOes de amplificagdo apresentaram
reprodutibilidade. A amplificacdo do DNA das leveduras com o primer (GTG)s gerou perfis

de 3 a 15 fragmentos polimaérficos (figura 6).

M 413 121 1.24 1.28 2.22 2.23 227 220 32 N[ 322 325 4.16 418 510 511 56 413 [N

Figura 7. Produto de amplificagédo por PCR do DNA gendmico em gel de agarose de
isolados de leveduras de sorgo sacarino, usando o primer GTG(5). Marcador de peso
molecular: 1kb Invitrogen Plus.

A amplificacdo das cepas de leveduras isoladas a partir do iniciador (GTG)s demonstra
a diversidade genética das leveduras isoladas neste trabalho (Figura 7).

Foram testadas algumas estratégias para agrupar os perfis genéticos em clusters
coerentes. Primeiro, foram construidos dendrogramas com as 110 leveduras usando dois
métodos de agrupamento baseados numa matriz binéria de presenca/auséncia de bandas,

“UPGMA” e método de “Dice” e “UPGMA” e método de “Jaccard”, mostrando diferencas
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entre 0s grupos de cepas de leveduras. Porém, optou-se pelo método de “Jaccard” por

apresentar mais coeréncia nos agrupamentos genéticos.

Para as analises dos dendrogramas foi estipulada uma linha de corte de 70% de

similaridade entre os isolados (Figura 8).

SIMILARID
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Superficie Borda
Granulosa Ondulada
Granulosa Ondulada
Granulosa Ondulada
E. concénfricas Lisa
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E. radiais Ondulada
Granuosa Ondulada
Granulosa Ondulada
Granulosa Ondulada
E concéntricas Lisa
Granulosa Ondulada
Granuosa Lobulada
V. radas Ondulada
E Concértricas Lisa
Granulosa Ondulada
Granulosa Lisa
Granuosa Ondutada
E. Concértricas Lisa
Granulosa Ondulada
E. concéntricas Ondulada
Granuosa Ondulada
E. concénlricas Ondulada
Granuosa Crenada
E concéntricas Lisa
Granuosa Ondulada
E. Concértricas Ondulada
Granuosa Pregueada
E. Concértricas Ondulada
E. Concértricas Lisa
Granulosa Crenada
Granulosa Ondulada
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Figura 8. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J), a partir dos perfis gerados por ISSR obtidos de leveduras
isolados de sorgo sacarino, com o iniciador GTG(5).

28



Superficie Borda
225 E. Concéntricas Lisa
418 Granulosa Ondulada
117 V. Radiais Crenada
416 E. Concéntricas Lisa
222 Granulosa Ondulada
223 E concéntricas Ondulada
414  Granulosa Franjeada
514 Granulosa Lobulada
316 V. radiais Ondulada
221 Granulosa Ondulada
410 V. radiais Ondulada
41 V. radiais Ondulada
46 E concéntricas Lisa
43  Granulosa Crenada
320 Granulosa Ondulada
42  Granulosa Ondulada
326 E concéntricas Lisa
44 E concéntricas Lisa
321 Granulosa Ondulada
21 Granulosa Crenada
25 E. Concéntricas Lisa
1.30 Granulosa Ondulada
211 Granulosa Crenada
28  Granulosa Ondulada
31 E concéntricas Ondulada
121 Granulosa Ondulada
32 Vales radiais Ondulada
322 Granulosa Crenada
312 Granulosa Ondulada
312 E. Concértricas Lisa
38  Granulosa Ondulada
22 E concéntricas Lisa
23 V. radiais Filamentos
26  Granulosa Ondulada
318 Valesradiais Lisa
27 V. radiais Lobulada
213 E. Concértricas Lisa
36  Granulosa Ondulada
324 E. concéntricas Ondulada
24  Granulosa Ondulada
33 Granulosa Ondulada
129 Granulosa Ondulada
311 E. radiais Crenada
a7 V. radiais Ondulada
314 E. Concértricas Lisa
124 E. concéntricas Lisa
38  Granulosa Ondulada
325 E Concértricas ondulada
111 Granulosa Crenada
19 E. Concéntricas Lisa
17 Granulosa Crenada
28  Granulosa Lisa
14 E. Concértricas Lisa
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Figura 8. Continuagdo — Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA,
utilizando o coeficiente de Jaccard (J), a partir dos perfis gerados por ISSR obtidos de
leveduras isolados de sorgo sacarino, com o iniciador GTG(5).
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Figura 8. Continuagdo — Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA,
utilizando o coeficiente de Jaccard (J), a partir dos perfis gerados por ISSR obtidos de
leveduras isolados de sorgo sacarino, com o iniciador GTG(5).

A analise molecular dos géis de PCR das amostras, com o primer (GTG)s, forneceu 15
grupos com 100% de similaridade entre os perfis de bandeamento (Figura 8). Com isso foi
observada a formagéo de 18 clusters contendo 2 a 17 isolados.

A técnica MSP-PCR “Fingerprinting” resulta em padrdo de bandas no gel que
correlaciona o tamanho molecular das bandas. E possivel que bandas com sequéncias
diferentes tenham o mesmo padrdo de mobilidade num gel de agarose, levando a uma
identificacdo falsa positiva. Alguns clusters gerados pelo algoritmo agruparam isolados
identificados como espécies diferentes por sequenciamento do gene 26S do DNA ribossomal.
A cepa (5.10) agrupou no cluster de Wickerhamomyces anomalus (figura 8 clauster A),
porém, foi identificada como Torulaspora delbrueckii. Uma possivel explicagdo foi o baixo
namero de bandas obtidas para esta cepa (o0 isolado 1.20 somente apresentou duas bandas, o
que reduz a resolucdo do algoritmo para separar os diferentes grupos genéticos). Espécies
identificadas como Candida intermedia linhagens (1.28, 1.21, 1.24 e 4.9) ficaram agrupadas
em clausters diferentes (figura 8 cluster B, C, D e E). Uma explicagdo sugerida estaria na

baixa resolucdo das bandas.
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Muitos trabalhos vém utilizando a técnica de MSP-PCR para agrupamento de isolados
recuperados de amostras ambientais, como uma ferramenta para diminuir a quantidade de
isolados que serdo sequenciados, uma vez que tem poder discriminat6rio para diferenciar
linhagens ou espécies (Lasker & Ran, 2004).

O método de microssatélites, que utiliza sequéncias (primers) curtas de até seis
nucleotideos, 0s quais sdo encontrados no genoma de varios microrganismos, foi relatada
como muito valida para S. cerevisiae; 0s resultados confirmaram o potencial deste marcador
como ferramenta rapida e confidvel para discriminacdo de levedura ao nivel de linhagens e
espécie (Baleiras-Couto et al., 1996; Silva-Filho et al., 2005).

Silva-Filho et al. (2005) recomendaram este primer (GTG)5 para monitorar
populacdes de leveduras em fermentagOes de bioetanol e selecionar cepas selvagens como
“starter”.

A técnica MSP-PCR “Fingerprinting” baseada no primer (GTG)s foi usada em outros
trabalhos e apresentou confiabilidade para este objetivo (Lieckfeldt et al., 1993; Baleiras-
Couto et al., 1996; Torriani et al., 1999; Silva-Filho et al., 2005; Brito et al., 2007).

A representatividade deste primer foi avaliada por Brito et al. (2007) em espécies do
grupo Saccharomyces sensu stricto e foi confirmada neste estudo usando trés cepas, sendo
uma delas identificada como Saccharomyces cerevisiae.

Pan et al. (2010) sugeriram que a fonte de variabilidade em trabalhos de anélise de
diversidade microbioldgica usando biologia molecular envolve principalmente o método de
extracdo de DNA e os reagentes usados na PCR. Estes mesmos autores avaliaram a
reprodutibilidade da metodologia proposta simulando diferentes condicdes de laboratdrio,
dois métodos de extracdo de DNA genémico e duas marcas de Taq polimerase, além de dois
diferentes termocicladores, foram aplicados. Os resultados mostraram variagao na intensidade
das bandas e, como consequéncia, no seu numero, mas nao na distribuicdo do padrdo de
bandas amplificadas. Consequentemente, cepas da mesma espécie mostraram perfis genéticos
definidos caracterizados por bandas do mesmo tamanho, diferindo de outras espécies em pelo
menos uma banda intensa.

Segundo Gadanho et al. (2003), a técnica de “ISSR” usando iniciador (GTG)s continua
sendo uma abordagem interessante em estudos de ecologia de leveduras, pois na maioria dos

casos gera dados rapidos e apurados.
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A técnica MSP-PCR destaca-se pela sua simplicidade metodoldgica, baixo custo e
resultados répidos, em comparagdo com outras técnicas de biologia molecular como “RFLP”
(Restriction Fragment Length Polymorphism, ou polimorfismo no comprimento fragmento
restricdo). Por sua vez, a técnica MSP-PCR tem alta versatilidade e reprodutibilidade para a
existéncia de iniciadores com diferentes graus de resolugéo, que permitem a diferenciacdo
tanto de espécies como de subespécies (Libkind, 2007).

Muitos autores utilizaram primers de microssatélites para analisar a variabilidade
genética em leveduras. Baleiras-Couto et al. (1996) utilizaram com sucesso 0S primers
(GAC)s e (GTG)s para discriminar espécies do género Zygosaccharomyces, da mesma forma,
Meyer et al. (1997) utilizaram os primers (GTG)s e (GACA), para identificar espécies de
Candida. Esses resultados enfatizam a importancia da utilizacdo desses marcadores
moleculares como ferramenta auxiliar nos estudos taxonémicos.

Quando se comparam os resultados dos dados morfoldgicos com aqueles da
identificacdo molecular, é possivel identificar uma grande divergéncia entre os padrdes
classificatérios obtidos. Ao observar os agrupamentos ndo foi possivel relacionar o perfil
genético com as caracteristicas morfolégicas. E possivel que eventos de evolugdo tenham
convergido caracteres outrora distintos numa Unica classe de dados moleculares, que ndo séo
expressos morfologicamente, o que também pode ser uma das explica¢fes para esse evento de

dissimilaridade de resultados.
4.2.2. Sequenciamento do gene 26S do DNA ribossomal
A identificagcdo molecular dos isolados de leveduras de sorgo sacarino foi realizada

com base nas informacdes geradas pelo sequenciamento do dominio D1/D2 do gene 26S do
DNA ribossomal, cujo fragmento possui aproximadamente 600 bp (figura 9).

1.24 1.25 126 1.28 1.29 1.30 2.3 2.8 2.10 2.16 2.22 224 225 2.27

600ph. = — T —— B .~ —
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Figura 9. Produto de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de agarose de

isolados leveduras de sorgo sacarino, usando os “primers” NL1 e NL4. Marcador de

peso molecular: 1kb Invitrogen Plus.

Foram selecionadas 53 cepas de leveduras a partir da formacéo dos agrupamentos

genéticos formados pelo iniciador (GTG)s para 0 sequenciamento no dominio D1/D2 do 26S

rDNA. A identificacdo molecular das espécies encontra-se na Tabela 4, onde se observa as
sequéncias do “BLAST” (ldentidade %, Similaridade % e “E-value”).

Tabela 4. Identificagdo de leveduras isoladas de sorgo sacarino por sequenciamento da regido
D1/D2 do rDNA do gene 26S pela ferramenta “BLAST N” no “GenBank”

Resultado Blast N

Identificagdo ldentidade Nalégi(r)on(;e
(CLSS) (%) Gen Bank *
4.1 100% JX129911
2.1 99% KP171608
5.1 99% JX183976
4.16 98% KM521814
2.3 100% JX129911
11 99% KM521814
1.20 99% KM521814
2.2 99% KM521814
1.22 100% KF612003
1.26 99% KM246030
3.14 99% HF952838
2.5 99% HF952838
3.6 99% KM521814
3.2 99% KM655847
3.7 99% KM521814
3.8 99% KM521814
3.9 99% KM521814
3.3 99% KM521814
4.18 98% KM521814
4.5 99% KM521814
4.7 99% KM521814
2.25 99% KM521814
5.8 99% KM521814
3.18 99% KM521814
1.28 98% FJ455102
1.24 98% FJ455102
1.21 100% KF830176
4.9 98% FJ438479
4.8 99% KF830179
4.10 99% KF830179
4.13 98% KJ746059

Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Candida intermedia
Candida intermedia
Candida intermedia
Candida intermedia
Candida oleophila
Candida oleophila
Candida pyralidae
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4PA3EPB4016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4PA3EPB4016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3

3.24 99% EU441895 Torulaspora delbrueckii
2.23 99% FN393992 Torulaspora delbrueckii
2.24 97% EU441895 Torulaspora delbrueckii
2.22 98% JX183959 Torulaspora delbrueckii
1.30 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
2.27 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
2.29 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
3.26 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
35 98% KM521824 Torulaspora delbrueckii
3.1 99% FN393992 Torulaspora delbrueckii
4.4 99% KP171607 Torulaspora delbrueckii
5.10 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
511 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
5.6 99% KF300891 Torulaspora delbrueckii
4.14 99% JQ686905  Meyerozyma guilliermondii
3.22 100% JQ686901  Meyerozyma guilliermondii
1.2 99% JQ686905  Meyerozyma guilliermondii
3.25 99% JQ686905  Meyerozyma guilliermondii
1.29 98% KM501442 Pichia membranifaciens
3.16 94% KR558725  Saccharomyces cerevisiae
1.25 98% KR558725  Saccharomyces cerevisiae
3.4 98% KR558725  Saccharomyces cerevisiae

Foram identificados 6 géneros, baseados nas analises de sequéncias do gene 26S do
DNA ribossomal comparadas com sequéncias depositadas no “GenBank”, sendo eles:
Meyerozyma, Wickerhamomyces, Candida, Torulaspora, Pichia e Saccharomyces . Todas as
espécies encontradas pertencem ao Filo Ascomycota. A espécie dominante foi
Wickerhamomyces anomalus com 24 cepas identificadas.

As espécies de leveduras obtidas a partir de plantas de sorgo sacarino apresentaram
100% de valor maximo de identidade comparado com as sequéncias depositadas “GenBank”
para o0 género Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii, Candida intermedia,
99% de valor maximo de identidade para Candida oleophila e Torulaspora delbrueckii e
98% de identidade para Pichia membranifaciens, Candida pyralidae e Saccharomyces
cerevisiae considerando o banco de dados do “GenBank”.

De acordo com Kurtzman & Robnett (1998), estes dados séo considerados adequados
para caracterizar um isolado em nivel de espécie. O gene 26S é aquele que apresenta as
sequéncias menos conservadas, por isso foi selecionado para estudos de filogenia de espécies
e grupos taxondmicos mais relacionados. A maioria das leveduras possui a regido D1/D2 6S
rDNA sequenciada (banco de dados altamente representativo) sendo, portanto, eficiente em
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diferenciar quase todas as espécies de leveduras testadas visando a estudos de taxonomia
(Kurtzman & Fell, 2006).

A predominancia de Wickerhamomyces anomalus nas leveduras identificadas neste
trabalho pode ser atribuida a sua capacidade de sobrevivéncia em uma variedade de nichos e
sua ampla distribuicdo geografica sugere um carater generalista em contraste com
microrganismos adaptados a um Unico habitat (Kurtzman & Suzuki, 2010).

4.2.3. Analise filogenética

A verificacdo das relagdes filogenéticas entre as leveduras isoladas de sorgo sacarino
foi realizada através da arvore criada pelo método de Maxima Verossimilhanca utilizando o
modelo evolutivo Kimura-2-parametros e teste de “bootstrap” com 1000 replicatas com as
sequéncias “typo” (Figura 10).

Nota-se que a separacdo entre as espéecies estd bem delimitada. Ainda percebe-se a
predominancia da espécie Wickerhamomyces anomalus sob as demais. A maioria dos ramos

ficou bem suportada com um valor de bootstrap acima de 69%.
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Figura 10. Arvore Filogenética, gerada a partir do sequenciamento da regido D1/D2
do gene 26S das leveduras isoladas de plantas de sorgo sacarino, derivada do método
de Maxima Verossimilhanga utilizando o modelo evolutivo Kimura-2-parametros e
teste de “bootstrap” com 1000 replicatas. A espécie Schizosaccharomyces pombe foi
usada como “outgroup”.

De forma geral, as sequéncias dos isolados que foram relacionadas as espécies “Typo”
ficaram agrupadas, corroborando com sua identidade e separagdo taxonémica em relagdo a
outros grupos. Entretanto, pode-se constatar divergéncias entre as prévias identificacdes nos
alinhamentos entre as sequéncias obtidas de cada levedura e as de referéncia no GenBank,
refletido pelas espécies de saccharomyces cerevisae que foram agrupadas no clado de
Meyerozyma guilllermondii. A andlise de sequéncias de leveduras utilizando a ferramenta
“BLAST N” possibilita a verificacdo da identidade das sequéncias em relacdo a sequéncias
homdlogas, essa é uma ferramenta préatica devido a rapidez e facilidade de interpretacdo dos

resultados. Por outro lado, a identidade das sequéncias depositadas no banco de dados de
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sequéncias nucleotidicas do “GenBank” ndo é 100% confiavel, devido a ndo existir um
sistema de curadoria das sequéncias depositadas. Por este motivo, ndo se pode confiar
totalmente nos resultados de identificagdo obtidos pela ferramenta “BLAST”.

A levedura Wickerhamomyces anomalus (anteriormente Hansenula anomala, Pichia
anomala) pode ser encontrada em ambientes naturais e em diversas fontes de fermentacoes
(Kurtzman & Fell, 2006; Kurtzman & Suzuki, 2010). Sua capacidade de suportar condigdes
adversas, crescer em ambientes estressantes e metabolizar um grande nimero de fontes de
carbono e nitrogénio tem explicado sua versatilidade fisiologica (Kurtzman & Fell, 1998).
Esta levedura foi isolada a partir de muitos habitats diversificados e apresentou resisténcia
fisioldgica, em relacdo a ambientes estressantes como em pH extremos e altas temperaturas
(Walker, 2010). W.anomalus é uma levedura altamente competitivo e pode inibir uma
variedade de outros microrganismos devido principalmente a sua atividade antimicrobiana,
que é tradicionalmente visto como um agente de biocontrole (Schniurer & Jonsson, 2010;
Jijakli, 2011). Outras aplicacbes potenciais desta levedura sdo a producdo de enzimas
(exemplo fitase), biocombustiveis e biorremediacdo (Walker, 2010).

O género Meyerozyma foi criado em 2010 com o intuito de recolocar as espécies de
Pichia guilliermondii e Pichia caribbica em um novo género, pois divergiam das demais
espécies as quais estavam relatadas em um género em comum. Atualmente sdo aceitas duas
espécies dentro desse género, sendo: Meyerozyma guilliermondii e Meyerozyma caribbica
(Kurtzman & Suzuki, 2010). Os resultados encontrados neste trabalho coincidem com o
isolamento e identificacdo de outros referentes ao isolamento de Meyerozyma guilliermondii,
em bebidas fermentadas (Papalexandratou & Vuyst, 2011; Hidalgo, 2012). Estas espécies
também sdo citadas na literatura como produtoras de xilitol (Rao et al., 2007).

Cepas de leveduras da espéecie de Torulaspora delbrueckii mostram uma variagdo
consideravel nas suas capacidades a fermentar e assimilar compostos de carbono, como
galactose ou maltose (Kurtzman & Fell, 1998), e baixa capacidade fermentativa (Hernandez-
Lopez et al., 2002). Além de tudo isso, existe uma falta de conhecimento sobre a fisiologia e
biologia molecular deste organismo. Apesar da proximidade filogenética desta levedura com a
de S.cerevisiae, as diferencas observadas entre as duas espécies demonstram que o
comportamento de T.delbrueckii ndo pode ser diretamente inferida a partir de que de S.

cerevisiae. (Milkowski et al., 2001).
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O género Candida tornou-se um dos mais significativos em nimero de espécies,
presente em quase todos os ambientes. As leveduras do género sdo abundantemente
distribuidas na natureza em terra e mar, associadas com animais ou plantas e objetos
inanimados. Este género compreende as espécies associadas com 0s seres humanos e outros
mamiferos, com o trato gastrointestinal e genital sendo a fonte mais frequente na maioria dos
animais (Frutos et al., 2004).

As leveduras apresentam vantagens sobre outros microrganismos exercendo funcéo de
biocontrole, sdo consideradas como agentes de controle potencialmente efetivos, devido a sua
adaptacdo fenotipica e a habilidade de colonizacdo e competicdo por nutrientes e espago
(Janisiewicz & Kaorsten, 2002). E, portanto, existem inlimeras espécies ja identificadas e
aplicadas no biocontrole de doencas pds-colheita (Shama & Singh, 2009). O microparasitismo
foi observado na interacdo das leveduras Wickerhamomyces anomalus e Meyerozyma
guilliermondii penetrando e causando perda de turgescéncia nas paredes celulares das hifas de
Colletotrichum gloeosporioides em mamao (Lima et al., 2013). Destaca-se a importancia do
fenémeno “Killer” ou “proteinas killer” ou ainda “toxinas killer” desenvolvido por leveduras
ao produzirem e excretarem proteinas ou glicoproteinas inibidoras de células microbianas
sensiveis. O fendmeno “Killer” foi descoberto em Saccharomyces cerevisiae, pouco tempo
depois se tornou evidente que esse mecanismo “killer” ndo se restringia unicamente ao género
Saccharomyces, podendo sim ser encontrado, em muitos outros géneros de leveduras. Dentre
as leveduras produtoras de toxinas killer foram identificadas em Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Ustilago, Torulopsis,
Williopsis e Zygosaccharomyces, indicando que o fendmeno “killer” é de fato generalizado
entre leveduras (Castoria et al., 2003).

O género Pichia produz toxinas “Killer”, possuindo diferentes mecanismos de
atividade. A levedura P. membranifaciens produz uma toxina Killer (PMKT) que esta ativa na
deterioracdo de leveduras e fungos filamentosos (Santos et al., 2004).

4.3. Capacidade de Utilizacdo de Fontes de Carbono por Biolog em Leveduras de Sorgo

Sacarino
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As microplacas “Biolog” baseiam-se em testes de oxidacdo de 95 fontes de carbono
incluindo alcoois, compostos poliméricos, acucares, &cidos organicos e aminocidos,
presentes em microplacas com 96 pogos.

De acordo com o padrdo de utilizacdo de substrato via sistema de “biolog GN”,
observou-se que todas as linhagens analisadas foram capazes de utilizar os substratos, L-
Arabinose, D-Arabitol, D-Celobiose, D-Frutose, D-Galactose, Gentiobiose, a-D-Glucose, D-
Mannose, B-Metil- D-Glucosideo, D-Rafinose, Sacarose, D-Trealose, Turanose. Por outro
lado, as fontes, N-Acetil-D-galactosamina, Adonitol, m-Inositol, a-D-Lactose, L-Rhamnose,
Acido Citrico, Acido Formico, Acido D-galacténico lactona, Acido D-Glucosaminico, Acido
D-Glucurdnico, Acido o-Hidroxibutirico, Timidina, Acido a-Cetoglutarico foram pouco
utilizadas.

Observaram-se padrbes de utilizagdo de fontes de carbono bem distintos entre as
linhagens selecionadas. As analises de variancia mostraram diferencas significativas entre 0s

genotipos (Tabela 5).

Tabela 5. Diversidade funcional de leveduras avaliada através do indice de diversidade de
Shannon (H), riqueza de substrato (S), equidade de substrato (E) para 95 fontes de carbono da
microplaca GN2 Biolog. Valores médios de trés repeticoes.

Linhagem Espécie Atividade S H E

CLSS Total

2.25 M.guillermondii 18.063 a 27.000 b 2504 ¢ 0.820 ¢
4.16 M.guillermondii 25.956 b 36.000 b 1.639b 0.730 b
4.10 C.oleophila 57.706 d 47.333¢c 2.372 ¢ 0.7600 b
1.28 C.intermedia 34.213b 46.666 c 2.434 c 0.746 b
5.14 C.intermedia 68.630 d 39.000 b 1.843 b 0.7500 b
1.26 W.anomalus 21.563 b 25.666 b 2.191c 0.746 b
2.3 W.anomalus 38.870 ¢ 26.666 b 2.344 c 0.750 b
3.2 W.anomalus 38.843 ¢ 38.666 ¢ 1.889b 0.750 b
3.9 W.anomalus 32.020 b 31.333b 1.498 b 0.703 b
4.6 W.anomalus 10.630 a 18.333 a 1.360 b 0.790 ¢
5.7 W.anomalus 18.770 a 22.666 b 1.998 ¢ 0.736 b
3.26 T.delbrueckii 2.660 a 5.333a 0.409 a 0.536 a
2.24 T.delbrueckii 30.543 b 30.000 b 1.623b 0.730 b
5.6 T.delbrueckii 26.873 b 26.333 b 1.764 b 0.760 b
1.29 P. membranifaciens 41.096 ¢ 57.666 ¢ 3.030 ¢ 0.750 b

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo
com Teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Os valores obtidos para atividade total variam para cada isolado testado e equivale a
soma das atividades observadas em cada microplaca GN2 utilizada, que possui 95 fontes de
carbono. Considerando-se para este padrdo que as linhagens variaram de 2.660 a 68.630
respectivamente, e o maior valor encontrado foi para a linhagem 5.14.

O namero de substratos utilizado pelas amostras pode ser descrito como Riqueza de
Substrato (S) (Zak et al., 1994). Em relagéo a S, houve variacdo de 5.333 a 57.666 os isolados
1.29 e 4.10 obtiveram maior nimero, tendo estes utilizados mais de 40 substratos.

O valor de H varia entre 0 e 4, os resultados variaram de 0.409 a 3.030 resultando
numa maior diversidade no uso das fontes de carbono pela cepa 1.29.

As linhagens que obtiveram maior uso das fontes de carbono identificadas pelo
sequenciamento do gene 26S pertencem as espécies de Pichia. membranifaciens 1.29.
Ressalta-se que as metodologias empregadas em estudos convencionais e as realizadas no
presente trabalho dificultam ou até mesmo impossibilitam a sua comparacdo. Isto se deve ao
fato de que em grande parte dos estudos foram utilizados métodos microbioldgicos
convencionais para determinar a habilidade de utilizar fontes de carbono, enquanto neste
trabalho optou-se pelas vantagens do sistema Biolog GN por ser um teste rapido e eficaz na
avaliacéo de perfis metabdlicos.

4.4. Capacidade de Producéao de Etanol por Leveduras de Sorgo Sacarino

A producéo de etanol pelas linhagens selecionadas apresentou diferengas significativas
nas analises de variancia (Tabela 6).

Tabela 6. Produtividade de etanol das 34 cepas de leveduras isoladas de sorgo sacarino, em
48 horas de fermentacdo, em meios YEPD, fonte Glucose.

Linhagem CLSS Concentragéo ng/pl Linhagem CLSS  Concentragdo ng/pl
1.24 4.403 a 34 3.370a
1.25 6.003 b 35 4.430 a
1.26 4.613a 3.6 5.450 b
1.28 6.140 b 3.9 3.780 a
1.29 5.690 b 3.16 6.453 b
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1.30 4370 a 3.22 4.416 a

2.3 6.253 b 3.26 6.546 b
2.8 5.173 a 4.3 6.463 b
2.10 4.396 a 4.5 4,183 a
1.21 9.166 b 4.6 5.643Db
2.22 4.010 a 4.8 4.500 a
2.24 4913 a 4.10 6.463 b
2.25 4.623 a 4.16 6.776 b
2.27 5.176 a 5.6 5.900 b
2.29 5.926 b 5.7 5.670Db
3.1 4.046 a 5.11 5.900 b
3.2 5.230 a 5.14 6.686 b

As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo
com Teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A producgéo de etanol pelas cepas de leveduras analisadas variou de 3.370 ng/ul a
9.166 ng/ul (Tabela 5). Verificou-se que a produgdo de etanol foi superior nas linhagens 1.21
(9.166 ng/pl) e 4.16 (6.776 ng/ul). Por meio da identificacdo molecular estes isolados
correspondem as espécies de Candida intermedia e Wicherhamomyces anomalus.

Diversos fatores afetam o rendimento da fermentagéo, tais como a temperatura, a
concentracdo de nutrientes, a presenca de inibidores e o microrganismo fermentador. As
leveduras afetam diretamente o desempenho do processo fermentativo, seja pela concentragéo
a ser inoculada, pela espécie, linhagem e até mesmo por sofrer contaminacdo bacteriana
(Lima & Amorim, 2001).

Como demonstrado por Oliveira et al. (2004), o desempenho fermentativo de uma
determinada linhagem é importante para que esta possa dominar o processo de fermentacao.

As espécies Candida oleophila, Candida intermedia, Meyeroyma guilliermondii, entre
outras espécies do género Rhodotorula podem ser encontradas na literatura com resultados
positivos referentes a assimilacdo de glicose e xilose. Além disso, espécies encontradas nesse
trabalho, como Meyerozyma guilliermondii, Pichia membranienfaciens e Candida intermedia,
sdo mencionadas na literatura como capazes de produzir etanol a partir de xilose (Gong et al.,
1981; Kurtzman & Fell, 1998; Sreenath & Jefries, 2000; Bhadra et al., 2008).

As leveduras encontradas neste trabalho foram relatadas como iniciantes das primeiras
fases do processo de fermentagéo em vinificacdo com S.cerevisae. (Combina et al., 2005; Zott
et al., 2008).
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A levedura Pichia membranfaciens encontrada neste trabalho também foi isolada por

Oliveira-Abréo et al. (2009) no isolamento de leveduras presente em silagem de sorgo.

5. CONCLUSAO

H& ocorréncia e diversidade morfologica, genética e metabdlica em leveduras
associadas a plantas de sorgo sacarino cultivados no cerrado.

As caracteristicas fenotipicas ndo foram correlacionadas aos padrées moleculares.
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A técnica de “fingerprint” utilizando o iniciador GTGs constitui uma estratégia
eficiente para acessar a variabilidade intra e interespecifica de isolados de leveduras obtidas
de plantas de sorgo sacarino.

A partir da identificacdo taxondmica realizada por sequenciamento do gene 26S do rDNA.
As espécies de Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii, Candida
intermedia, Candida oleophila, Candida pyralidae, Torulaspora delbrueckii e Pichia

membranifaciens.
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