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AVALIACAO DE QUATRO METODOS

PARA A CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS

Autor: Luiz Humberto Gomes

Orientador: Prof. Dr. Flavio Cesar Almeida Tavares

RESUMO

Este trabalho teve por objetivos comparar a eficiéncia de quatro
métodos na caracterizagdo de linhagens de leveduras industriais, a fim de
estabelecer um padrio a ser seguido na caracterizagdo da levedura utilizada
no processo fermentativo, € por consequéncia a verificagdo de possiveis
contaminagdes que possam ocorrer. As linhagens utilizadas para este
trabalho foram 171904, M300A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C
pertencentes a industria alcooleira € SC, AN, KA, BR ¢ SK pertencentes a
indastria cervejeira. Os métodos utilizados foram meios diferenciais,
eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE), separagdo de cromossomos

(CHEF) e RAPD. Todos os métodos mostraram-se eficientes na



diferenciagdo das linhagens da inddstria cervejeira, pois se twatam de
linhagens pertencentes a espécies diferentes. Ja no caso das linhagens da
industria alcooleira, que apresentam uma alta similaridade, sendo todas as
cinco pertencentes & mesma espécie (Saccharomyces cerevisiae), houve
diferenca na sensibilidade dos métodos, moswando vantagens de uns em

relacdo aos outros.
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EVALUATION OF FOUR METHODS FOR

YEAST CHARACTERIZATION

Author: Luiz Humberto Gomes

Adviser: Prof. Dr. Flavio Cesar Almeida Tavares

SUMMARY

This work had the objective to compare the efficiency of four methods
used to identify industrial yeast strains, to establish a pattern for yeast
characterization to be used during the process, so permiting detection of
contamination that may occur. The yeast strains utilized were 121904,
M300A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C used by the alcohol industry and
SC, AN, KA, BR and SK used in the brewing industry. The methods used
were differential culture media, total protein electrophoresis (SDS-PAGE),

CHEF chromosome separation, and RAPD. For identification of brewing
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yeast , all the methods were efficient, since the strains come from different
species. For the alcohol strains, that showed high level of similarity, being
all the five strains from the same specie, there were differences in the

method sensibilities, some showing advantages over others.



1- INTRODUCAO

A identificagdo de leveduras consiste em caracteriza-las de
forma inequivoca e as distinguir, mesmo quando suas cé€lulas estdo
misturadas. As metodologias aplicadas & identificagdo, tem a finalidade
principal de classificar taxonomicamente as espécies. Contudo, elas tem
destacada aplicagdo na industria de fermentagGes, onde alias tiveram a sua
origem (HANSEN, 1987).

As leveduras e outros microrganismos apds isolamentos do
ambiente, seja natural ou em cultivo artificial, sio comumente identificados
e classificados empregando-se meios de cultivo especiais. Assim,
determinam-se amplo espectro de caracteristicas morfologicas, bioquimicas
¢ fisiologicas. Seguindo-se a comparagdo com organismos padrio e
ocasionalmente a avaliagdo de propriedades tecnoldgicas, conclui-se a
classificagdo e eventualmente a identificacdo do microrganismo. Métodos
para condugdo de tais testes sdo padronizados e descritos por BARNETT et

al (1986) e KREGER-VAN RIJ (1987).



O trabalho de laboratorio necessario para realizagdo destes
testes é bastante complexo e geralmente ndo se obtém um resultado antes de
uma ou duas semanas, sendo ainda necessario uma analise e interpretagdo
dos resultados por pessoal especializado. Frequentemente, mesmo com uma
rigida observancia das condi¢gdes em que se avaliam as propriedades das
leveduras, pode-se ainda obter resultados insatisfatorios.

Por este motivo deve-se considerar que qualquer variagdo dos
resultados, obtidos pela técnica usada ou pela variagdo de linhagens, podem
resultar em identificagdo totalmente errada (EGUCHI et al, 1991). Assim
existem espécies antes distintas e que atualmente, com base em critérios
genéticos sdo consideradas a mesma espécie, como descrevem VAN
VUUREN & VANDER MEER (1987), as espécies Saccharomyces uvarum,
S. bayanus e S. calsbergensis, hoje todas Saccharomyces cerevisiae.

Uma das metodologias mais eficientes na identificacdo de
leveduras foi descrita por BARNETT (1960) e baseia-se em uma grande
quantidade de testes de asssimilacdo de diferentes fontes de carbono e
nitrogénio em condi¢es de aerobiose e anaerobiose, os quais demandam
muito tempo para a identificagdo e diferenciacdo das linhagens, o que

justifica a busca de metodologia mais eficiente e rapida na identificagdo de



leveduras, tendo em vista a importancia econ0mica destes organismos em
processos industriais.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar quatro
metodologias para a classificagdo de leveduras, buscando estabelecer um
padrdo de andlise, o qual possa ser aplicado nas inddstrias para um

monitoramento e controle da levedura utilizada.



2 - REVISAO DE LITERATURA

Diversas metodologias tem sido desenvolvidas para a obtengdo
de sistemas mais simples e rapidos para identificagdo de leveduras, como a
sorologia para complementagdo ao método descrito por BARNETT(1960)
feita por TSUCHIYA et al (1965), analise da parede celular de leveduras por
ressondncia magnética (GORIN & SPENCER, 1970), analise do sistema de
coenzima Q (YAMADA et al, 1976), conteudo de bases nitrogenadas
(KURTZMAN & PHAFF, 1987), bioluminescéncia (MILLER &
GALSTON, 1989),propriedades genéticas modificaveis (THORNTON &
BUNKER, 1989), conteudo de trealose (GUTIERREZ, 1990) propriedades
dos acidos graxos (BENDOVA et al, 1991), movimento de protons e
transporte de agucares (KILIAN er al,1991), efeito inibitorio de diferentes
compostos (SIMPSON et al, 1992).

Alguns autores utizaram a presenga de corantes no meio para
diferenciagdo das linhagens de leveduras. HALL (1971) utilizou trés meios

diferenciais WLN-Wallerstein Laboratories' Nutrient Agar, com variagdo da



fonte de nitrogénio (WLN-DIFCO-casitona, WLN-OXOID-
peptona-triptona € WLN com caseina hidrolisada) para deteccdo de
contaminantes em cervejarias € concluiu que o método se mostra
eficiente somente para algumas linhagens, ja que existem grupos de
linhagens que apresentam a mesma coloragéo.

LIN (1975) utilizou cinco meios diferenciais para a detec¢do de
leveduras selvagens na industria de cerveja. Os meios utilizados foram: meio
actidiona, meio de lisina, meio de cristal violeta, SDM (Schwarz Différential
Medium) e meio de Lin ,desenvolvido por ele mesmo, onde demonstrou que
a utilizagdo de apenas um meio ou método ndo foi suficiente para a detecgdo
de leveduras selvagens na fenmentagdo. Com estes meios foi possivel a
diferenciacdo de cinco espécies do género Saccharomyces e outras quinze

espécies de leveduras.

LONGLEY et al (1978) utilizaram todos os meios seletivos
citados por LIN (1975) com a adigéo de ergosterol e tween 80 e condi¢des
de aerobiose e anaerobiose para diferenciacio de linhagens de
Saccharomyces e outras leveduras. Com este método conseguiram
diferenciar 12 linhagens pertencentes a sete espécies de Saccharomyces e

outros seis géneros diferentes.



OLIVEIRA & PAGNOCCA (1988) utilizaram meios de cultura
diferenciais para identificagdo de contaminantes na industria alcooleira, onde
afitmaram que o meio WLN ndo se mostrou adequado para o
monitoramento microbiologico de contaminantes, a ndo ser quando se
trabalha somente com Saccharomyces cerevisiae.

DEGRE et al (1989) utilizaram seis métodos para identificagsio
de leveduras de vinho (fermentacdo e assimilagdo de agucares, eletroforese
de proteinas, toxina Killer, analise de acidos graxos volateis, separagdo de
cromossomos-FIGE ¢ DNA Fingerprinting), mostrando as vantagens e
desvantagens de cada método, sugerindo ainda que somente um método nio
¢ capaz de diferenciar claramente as linhagens de Saccharomyces spp. .

TAVARES et al (1992) também fizeram uma comparagdo de
trés métodos (isoenzimas, eletroforese de proteinas totais € DNA
fingerprinting) para a identificacdo de leveduras da industria alcooleira
pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae e concluiram que os trés
métodos sdo eficazes para a identificacdo de linhagens da mesma espécie e
com isso permitem distinguir variagdes do proprio fermento ou aquela

devido a contaminagdes.



Alguns progressos foram alcangados a fim de simplificar os
métodos para identificacdo de leveduras. Diversos testes como "kits" de
diagnostico "easy-to-use" sdo disponiveis comercialmente (LIN & FUNG ,
1987; DEAK & BEUCHAT, 1987) embora estes "kits" cubram uma margem
limitada de testes de assimilagdo de carbono e nitrogénio, utilizadas para
algumas espécies de leveduras de importancia médica, ndo sendo indicadas
para identificagdo de leveduras de um modo geral.

O sistema API-20, baseado em testes de assimilagcdo de 49
fontes de carbono e testes de fermentagdo, tem sido atualmente muito
utilizado embora tenha sido idealizado para identificagdo de bactérias
(SUBDEN et al, 1980; FUCHS & DOLAN, 1982), sendo portanto
necessarias diversas modificagdes do método, como testes de assimilagdo de
nitrogénio essenciais para identificagcdo de leveduras.

HEARD & FLEET (1990) descreveram um método em
microplacas para identificacdo de 18 espécies de leveduras, baseados em
testes de fermentagdo com 12 carboidratos diferentes, 33 testes de
assimilagdo de carbono e seis testes de assimilagdo de nitrogénio, utilizando
ainda, crescimento em meio livre de vitaminas, crescimento na presencga de

ciclohexamida, testes de esporulacdo e morfologia. As vantagens deste



método quando comparado com os descritos anteriormente sdo a quantidade
de meio utilizado para a realiza¢do dos testes,que é bem menor, além dos
resultados serem obtidos em 2 a 3 dias.

Ja ROHM & LECHNER (1990) ¢ ROHM et al (1991)
utilizando uma quantidade maior de fontes de carbono, conseguiram
identificar uma diversidade maior de espécies de leveduras (38 espécies),
mas ainda este tipo de metodologia carrega consigo o mesmo problema dos
anteriores, ou seja os resultados dependem de pessoal altamente
especializado e condig¢des perfeitamente padronizadas.

AUTIO & MATTILA-SANDHOLM (1992) desenvolveram um
método de detecgdo de células de leveduras em fatias congeladas de massas
destinadas a industria de panificagdo, que se baseia na absor¢do do corante
DAPI (4,6 - diamidino-2-fenilindol) cujas cé€lulas de leveduras se
apresentam amarelas em contraste com a massa que se apresenta vermelha.

ERICKSON (1992) desenvolveu um método baseado em
filtragdo de membrana hidrofobica para selecdo e diferenciacdo de leveduras
especialmente Zygosaccharomyces bailii em alimentos acidificados do tipo

picles e suco de frutas concentrados e pasteurizados . Com este método



também foi possivel a detec¢do de outras leveduras como Pichia spp. €
Hansenula spp.

Atualmente métodos de separagdo de cromossomos tem sido
bastante utilizados para identificagdo de linhagens de leveduras. CARLE &
OLSON (1984 e 1985) utilizaram o método de "orthogonal-field-alternation
gel electrophoresis " (OFAGE) afim de estabelecerem um padrdo de bandas
para Saccharomyces cerevisiae.

Com o método foram detectadas 12 bandas sendo que 9 bandas
correspondendo a um cromossomo cada e 3 bandas contendo 2
cromossomos em cada uma, totalizando os 15 cromossomos da espécie.

Em outro trabalho, CARLE et al (1986) utilizaram gel
bidimensional de separagdo de cromossomos visando demonstrar a
existéncia de mais de um cromossomo em algumas bandas .

Na primeira dimensdo foi utilizado o método OFAGE e o
mesmo gel submetido a uma segunda corrida pelo método FIGE "field
inversion gel electrophoresis”". Com isso confirmaram que realmente as 3
bandas contém 2 cromossomos cada.

JONGE et al (1986) utilizando o mesmo método (OFAGE)

estabeleceram padrées de bandas de 22 ascomicetos e 4 basidiomicetos. Tal
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estudo pemmitiu estabelecer que o padrdo apresentado pelas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae € o0 unico que apresenta no minimo 4 bandas
abaixo de 500 kb, em contra partida com as outras 25 linhagens que
apresentam a maioria de suas bandas acima de 1000 kb.

O método de separagdo de cromossomos por eletroforese de
campo pulsado ( "pulsed field gel electrophoresis" - PFGE) tem sido bastante
utilizado por diversos autores como McCLUSKEY et al (1990) que
estabeleceram caridtipos bastante precisos de Saccharomyces cerevisiae,
Ustilago hordei, Tilletia caries e T. controversa , utilizando cé€lulas intactas
para execucdo do método. Tal procedimento foi também utilizado por
IBEAS & JIMENEZ (1993), que demonstraram a eficiéncia do método de
"contour-clamped homogeneous electric field electrophoresis" (CHEF),
mesmo sem a esferoplastizacdo das células antes da inclusdo nos
"plugs"(blocos de agarose).

SHEEHAN & WEISS (1991) utilizaram o método de CHEF
para identificar a presenga de leveduras polipldides na industria cervejeira,
pois, a presenga das mesmas causam alterag@o no sabor e aroma da cerveja.
Com a utilizagdo do método, foi possivel encontrar padrdes de 16 bandas

para Saccharomyces cerevisiae , detectando ploidia da linhagem quando
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comparada com a original do estoque. Relataram ainda problemas com o
método, o qual ndo apresentou uma repetibilidade satisfatoria.

MEADEN (1989) fez uma comparagdo entre 6 métodos
utilizados para a avaliagdo da diversidade de leveduras em cervejarias, sendo
eles: ("DNA fingerprinting" , "contour-clamped homogeneous electric field
electrophoresis" (CHEF), "field inversion gel electrophoresis" (FIGE),
"orthogonal field alternation gel electrophoresis”" (OFAGE), "pulsed field gel
electrophoresis" (PFGE) e "transverse alternating field electrophoresis”
(TAFE), na qual demostrou a inefici€ncia dos cinco métodos baseados na
separagdo de cromossomos em relagdo a eficiéncia do método de "DNA
fingerprinting", salientando ainda que o TAFE ndo garante a suficiente
diversidade existente entre linhagens de cervejaria ,como também descrito
por CASEY et al. (1988).

HAWTHORNE & PHILIPPSEN (1994) utilizaram o método
OFAGE para explicar a infertilidade de hibridos obtidos de cruzamentos
entre linhagens esporuladas de Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum e S.
douglasii, onde detectaram a auséncia de alguns cromossomos homologos.

LINK & OLSON (1991) construiram uwm mapa fisico do

genoma de Saccharomyces cerevisiae utilizando o método CHEF para a
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separagdo de cromossomos e hibridizagio DNA-DNA para a construgdo do
mapa.

PEDERSEN (1986a) utilizou o método de OFAGE para
separa¢do de cromossomos, em seguida , hibridizou os cromossomos
separados com duas sondas distintas. Com isso criou um padrido de
diferenciagdo entre as 14 linhagens mais utilizadas nas cervejarias (
Saccharomyces bayanus, S. capensis, S. carlsbergensis, S. cerevisiae, S.
chevalieri, S. diastaticus, S. ellipsoideus, S. inusitatus, S. italicus, S.
monacensis, S. norbensis, S. pastorianus, S. uvarum € Zygosaccharomyces
fermentati ), o que ndo havia conseguido anteriormente somente com a
separagdo de cromossomos .

PEDERSEN (1986b) utilizando o método de OFAGE e
hibridizagdo de DNA-DNA encontrou alta homologia entre 0 cromossomo
III de Saccharomyces bayanus, S. uvarum € S. carisbergensis.

NAUMOV et al (1992) utilizaram o método de PFGE para
confimnagdo da homologia entre Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus e
S. bayanus através de cariotipos eletroforéticos.

Eletroforese constitui-se numa técnica que permite a separagio

de macromoléculas eletricamente carregadas em uma solugdo, quando a esta
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¢ aplicada uma diferenca de potencial. Diversos sistemas tem sido
desenvolvidos para facilitar estudos de caracterizagdo de espécies, estando
entre elas a técnica de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970 e MATSUOKA et al,
1988).

Cultura de leveduras da indastria de bebidas alcodlicas sdo
usualmente caracterizadas pela morfologia de célula e coldnia, testes
fisiologicos e habilidade de flocular ou formar um filme ( KUNKE &
AMERINE, 1970), contudo estes critérios ndo sdo mais confidveis para a
identificagdo correta de linhagens. Padrdes eletroforéticos tem sido usados
para o estudo da variagdo genética em plantas, animais € microrganismos
(KERSTERS & DE LEY, 1980).

VAN VURREN & VAN DER MEER (1987) analisaram
através de SDS-PAGE 27 linhagens de Saccharomyces utilizadas
comercialmente para a produgdo de vinho e duas linhagens usadas na
fermentagdo de cerveja. O padrdo de bandas proteicas foi usado como um
"fingerprinting" das linhagens. Diferentes grupos genéticos de
Saccharomyces cerevisiae foram distinguidos. O padrdo de proteina das

linhagens dentro de cada grupo apresentou uma alta correlagdo confirmando
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que Saccharomyces bayanus, Saccharomyces uvarum e Saccharomyces
carlsbergensis sdo sinOnimos de Saccharomyces cerevisiae .

A caracterizagdo de linhagens de leveduras utilizadas na
industria cervejeira foi feita através do método de eletroforese de proteinas
totais (SDS-PAGE) e analise numérica de proteinas totais soliveis, como
realizado por VAN VURREN & VAN DER MEER (1988) onde 33
linhagens de cervejaria foram diferenciadas e classificadas num dendrograma
de similaridade . Trés grupos foram obtidos: no grupo I, 21 linhagems de
Saccharomyces cerevisiae foram agrupadas representando as maiores
cervejarias, mostrando assim que existe uma padronizagdo no tipo de
linhagem utilizada. No grupo II foram agrupadas duas leveduras de cerveja
com sabor fendlico e no grupo III foram agrupadas duas leveduras de cerveja
do tipo "trappisten" e duas do tipo "top ale", e outras seis linhagens ndo se
ligaram a nenhum grupo.

HOLMES et al (1990) utilizaram o método de eletroforese de
proteinas totais (SDS-PAGE) para a identificagdo de 32 bactérias
pertencentes ao grupo das Achromobacter de interesse clinico € o método
demonstrou satisfatoria diferenciagdo entre as linhagens quando comparadas

ao organismo padrio.
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TAVARES et al (1992) estabeleceram que o método de
eletroforese de proteinas apresenta satisfatoria diferencia¢do entre linhagens
de Saccharomyces cerevisiae, sendo um método rapido e facil na detecg¢do
de contaminantes da fermentagdo.

A detecgdo e exploragdo de sequéncias de polimorfismos de
DNA ocorridos naturalmente representa um dos mais significantes
desenvolvimentos na biologia molecular. A forma de polimorfismo chamada
amplificagdo ao acaso de DNA polimérfico (RAPD) tem sido bastante
utilizada principalmente pela vantagem de ser simples e rapido.

A modificagdo da base da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction ) que permite RAPDs é extremamente simples. Ao invés de usar
uma cadeia bastante longa e cuidadosamente escolhida para amplificar uma
sequéncia de DNA, um "primer" bastante curto de oligonucleotideos (10
mer), o qual se liga a muitos diferentes loci, ¢ usado para amplificar
sequéncias ao acaso de DNAs bastante complexos, como o genoma de
plantas. Com isso a técnica de RAPD constitui-se em um sistema util de
monitoramento de niveis de diversidade detectaveis entre e dentro de

populagdes (WAUGH & POWELL ,1992).
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WILLIAMS et al (1990) foram o primeiro grupo a utilizarem o
método de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) com a finalidade
de simplificar a constru¢do de mapas genéticos moleculares até entdo feitos
pelo método de RFLP. Neste trabalho mostraram diferencas de amplificagdo
de duas variedades de soja para 11 "primers" e compararam os resultados
com os obtidos com o método de RFLP, mostrando que o método de RAPD
¢ muito eficiente.

WELSH & McCLELLAND (1990) utilizaram a metodologia de
PCR, usando "primers" ao acaso nas amplificagdes a fim de distinguir
linhagens através de polimorfismo em "fingerprints" gendémicos. Com isso,
foi possivel diferenciarem 24 linhagens de cinco espécies de Staphilococcus,
11 linhagens de Streptococcus pyogenes e trés variedades de arroz (Oryza
sativa). Este tipo de RAPD realizado foi chamado por eles de AP-PCR.
(PCR com "primer" arbitrario).

LEHMANN et al (1992) utilizaram RAPD para melhor
caracterizar diferencas genotipicas entre espécies de Candida de
importincia médica. Foram utilizados "primers" pequenos ( com até 10
mers), com sequéncias arbitrarias e resultaram em rea¢des capazes de

distinguir isolados de Candida albicans, C. lusitaniae, C. tropicalis e
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Torulopsis glabrata. A analise do RAPD permitiu construir um painel de
homologia fisiolégica de Candida parapsilosis, classificando as linhagens
em 3 grupos distintos € mostrou diversidade genética dentro de isolados de
C. haemulonii,

WAUGH & POWELL (1992) fizeram uma revisdo sobre o
método de RAPD e o comparou com o0 método de RFLP demonstrando as

seguintes caracteristicas:

RFLPs RAPDs
Partes do genoma baixas copias de todo o genoma
analisado regides codificantes
Dificuldade técnica intermediaria baixa
Qualidade do DNA puro bruto
Quantidade de DNA 2-10 pg 10-50 ng
Uso de radioisétopos sim ndo
Tipo de sonda Especifico ao acaso

HEUN & HELETJARIS (1992) utilizaram o método de RAPD
para diferencia¢do de 16 hibridos F1 de milho e seus respectivos parentais
utilizando 21 "primers", os resultados os deixaram em duvida pois ndo

conseguiram repetibilidade nas amostras e sugeriram que o método ¢é
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eficiente mas deve sempre ser acompanhado de outro método. KEIM et al
1989 trabalhando com soja ¢ tomate obtiveram os mesmos problemas.

PENNER et al 1993 testaram a reprodutibilidade do método de
RAPD trabalhando em conjunto com mais seis laboratérios , onde, em todos
os laboratorios foram utilizados os mesmos cinco "primers" contra o0 DNA
de dois cultivares de aveia , chegando a conclusdo de que apesar da
complexidade da reagdo o método pode ser feito em laboratorios diferentes
com os mesmos resultados, inclusive com a utilizagdo de termocicladores de
marcas diferentes.

HALEY et al (1993) trabalharam com feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) atacado por fermugem ( Uromyces appendiculatus (Pers.)), a fim
de determinarem os genes involvidos com a resisténcia da planta a doenga ¢
estabelecimento da doenga, utilizando a técnica de RAPD para marcar e
mapear estes genes. Através deste trabalho, foi possivel identificar linhagens
¢ populagdes de feijdo suscetiveis a este patogeno, realizando, assim, um
trabalho de "limpeza" de populagdes que carregavam estes genes. Este
trabalho mostra uma utilizagdo bastante pratica e bastante util da técnica de

RAPD na identificagdo de genes de interesse em linhagens e segregantes.
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De acordo com GOMES et al (1995) o método de RAPD
permite distinguir a linhagem de levedura padrdo dentre outras que possam,

por exemplo contaminar a fermentag¢do na indistria alcooleira.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Leveduras utilizadas

1Z-1904 (Saccharomyces cerevisiae) - Linhagem cedida pelo
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial - ESALQ-USP.

FF (Saccharomyces cerevisiae) - Fermento biologico
Fleischmann

ITAIQUARA (Saccharomyces cerevisiae) - Fermento biologico
ITAIQUARA

M300A-10(Saccharomyces cerevisiae) - Linhagem idustrial
obtida no Departamento de Genética - Laboratorio de leveduras -
ESALQ-USP.

M304-2C (Saccharomyces cerevisiac) - Linhagem obtida no
Departamento de Genética - Laboratorio de leveduras - ESALQ-USP.

Colodnias isoladas das leveduras pertencentes as cervejarias

foram obtidas filtrando-se 100 ml de chope comercial em filtro Millipore de

0,22 um estéril, o qual foi transferido para placa de petri contendo meio
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YEPD solido (contendo 100 ppm de tetraciclina ¢ 100 ppm de penicilina)
com a seguinte composi¢ao:

MEIO YEPD ( Solido)

1% de Extrato de Levedura

1% de Peptona

2% de Dextrose

2% de Agar

Adicionada agua deionizada, o meio foi autoclavado a 1 atm
por 15 minutos. As placas de cultivo foram mantidas em incubadora a 30° C
por 24 horas. Cada linhagem isolada foi denominada pelas siglas: SC, AN,

KA, BR ¢ SK.

3.2 - Preparo das amostras para eletroforese de proteinas
totais (SDS-PAGE)

O preparo das amostras foi feito de acordo com TAVARES et
al (1992). As leveduras foram crescidas em 50 ml de meio YEPD liquido por
15 horas a 30° C sob agitagdo constante. Apds o crescimento, 15 ml foram

transferidos para tubos plasticos de 15 ml com tampa e centrifugado a 4000
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g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a massa celular umida
transferida para um almofariz de 150 ml, onde foi adicionado
aproximadamente 30 ml de N, liquido e a massa celular foi macerada com
ajuda de um pistilo.

Apods o maceramento foi adicionado ao almofariz 500 pl de
agua deionizada e o seu conteido totalmente transferido para um tubo de
Eppendorf de 1,7 ml ¢ o mesmo centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de Eppendorf de 1,7 ml onde foi
adicionado 500 pul de Tampdo da Amostra e esta mistura fervida em Banho
Maria a 100° C por 5 minutos. O tampdo de amostra, de composi¢io abaixo,
preparado em agua deionizada deve ser gunardado em geladeira. As amostras

podem ser guardadas a -20° C.

TAMPAO DA AMOSTRA

25% de Tris-HC1 0,5 M pH 6.8

2% de SDS (lauryl sulfato de sodio)
10 % de Glicerol

5% de 2-mercaptoetanol

1% de Solugdo de Azul de Bromofenol ( 0.1%)
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3.3 - Eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE) -
vertical

3.3.1 - Solucgdes estoque para gel de SDS-PAGE

ACRILAMIDA

30% de Acrilamida

0,8% de Bis-Acrilamida

Preparado em agua deionizada, guardado em frasco escuro na
geladeira (5°C) . Esta solugdo tem vida 1til de no maximo duas semanas.

TAMPAO "Lower"

Tris-HC1 1,5 M pH 8.8 mais 0,2 % de SDS

O pH foi ajustado com HCI concentrado.

TAMPAO "Upper"
Tris-HC1 0,5 M pH 6.8 mais 0.2% de SDS

O pH foi ajustado com HCI concentrado.

TAMPAO DE CORRIDA 4X CONCENTRADO
1,2% de Tris-base

5,76% de Glicina



24

Este tampdo foi diluido 1:3 em agua deionizada e acrescentado

1% de SDS para o uso.

SOLUCAO DE PERSULFATO DE AMONIO

10 % de persulfato de Amo6nio em agua deionizada.

3.3.2- Montagem e vedacao do suporte

O suporte de eletroforese vertical é constituido de duas partes:
as placas de vidro(16.5 x 14.5 cm) e os espagadores de 1 mm de espessura,
os quais devem ser rigorosamente limpos antes do uso, lavando-se com
detergente e retirando-se o residuo dos mesmos com muita agua corrente.
ApOs a secagem dos vidros e espagadores deve-se limpa-los com alcool
etilico 96° GL.

Na montagem do suporte procedeu-se da seguinte forma:

- Os espagadores foram colocados nas laterais entre as placas
de vidro e presos com garras de metal, em seguida foram vedadas as laterais

com agar 1%. em agua destilada.
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3.3.3 - Preparo dos géis
Na eletroforese vertical SDS-PAGE foram utilizados dois tipos
de géis adaptados do método de LAEMMLI (1970). O primeiro € o gel

separador que foi preparado da seguinte forma:

GEL SEPARADOR A 10% de POLIACRILAMIDA

19,8 ml de acrilamida

30 ml de tamp&o "Lower"

8 ml de agua deionizada
40 pl de TEMED (N,N,N' N'-Tetrametil-etilenodiamina)
1 ml de persulfato de am6nio a 10%

Em seguida o gel foi despejado no suporte até
aproximadamente quatro centimetros da borda, e sobre o gel foi adicionado
uma fina camada de agua deionizada para evitar o contato com o ar.

Apos a polimerizagdo do gel separador a agua foi retirada e foi

adicionado o gel empilhador que foi preparado da seguinte forma:
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GEL EMPILHADOR A 3% DE POLIACRILAMIDA
2 ml de acrilamida

10 ml de tampdo "Upper"

7 ml de agua deionizada

40 ul de TEMED

600 ul de persulfato de amdnio a 10%

O Gel empilhador foi vedado com o pente de 10 dentes de 1
mm de espessura . Em seguida a polimerizagdo retirou-se o pente € o
espacador inferior, as canaletas formadas pelo pente foram lavadas com
agua deionizada e o suporte fixado na cuba com garras de metal e vedado
com solug¢do de agar na parte superior entre suporte € a cuba.

As amostras foram adicionadas nas canaletas e cobertas com
tampdo de corrida, o qual também foi adicionado nas partes superior e
inferior da cuba.

Uma canaleta ficou sempre reservada para a adigdo de 5 ul do
padrdo de peso molecular (Pharmacia-LMW - COD. 17-0446-01) e a
corrida foi conduzida a 80 volts e 40 mA no gel empilhador e 120 volts e 60
mA no gel separador. Propor¢des previamente definidas para dois géis de 1

mml.
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3.4 - Coloracio com prata para gel de eletroforese

SDS-PAGE vertical.

3.4.1 - Solugdes para coloracdo com prata
SOLUCAO FIXADORA

40% de Etanol P.A.

10% de Acido Acético

Preparada em agua deionizada.

SOLUCAO INCUBADORA

17 g de Acetato de Sodio 3 H,O

75 ml de etanol 96° GL P.A.

1 g de Tiossulfato de Sodio

1,3 ml de Glutaraldeido a 25% (Deve ser adicionado somente
na hora do uso)

O volume foi completado para 250 ml com agua deionizada.
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SOLUCAO DE PRATA
0,25 g de Nitrato de Prata

50 ul de Formaldeido ( Deve ser adicionado somente na hora

do uso)
O volume foi completado para 250 ml com agua deionizada.
SOLUCAO REVELADORA
6,25 g de Carbonato de Sodio
25 ul de Formaldeido ( Deve ser adicionado somente na hora
do uso)

O volume foi completado para 250 ml com agua deionizada.
SOLUCAO "STOP"

3,65 g de Sodio EDTA 2 H,O

O volume foi completado para 250 ml com 4gua deionizada. Obs: E

importante manter o volume de 250 ml para gel de 1 mm,

pois a redugdo deste volume interfere na nitidez da coloragéo.
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3.4.2 - Método de coloracio com prata

Escolheu-se a coloragdo com prata por apresentar sensibilidade
suficiente para diferenciar linhagens bastante semelhantes, com uma boa
defini¢do das bandas. O método utilizado foi uma modificagdo dos métodos
propostos por DION & POMENTI (1983), GOTTLIEE & CHAVKO
(1986), baseados em PROUDMAN ' .

Apos a corrida, o get foi transferido para uma bandeja plastica
com tampa contendo 250 ml de solucdo fixadora e deixado a temperatura
ambiente durante a noite (aproximadamente 15 horas). A solugdo fixadora
foi substituida por 250 ml da solu¢do incubadora.

Apds 15 minutos a solu¢do incubadora foi retirada lavando-se o
gel trés vezes em 4gua deionizada. Cada lavagem deve ser feita por 10
minutos € sob agitagdo constante. Adiciona-se ao gel a solugdo de prata por
20 minutos, apds o que, esta ¢ substituida por 250 mi de solugdo reveladora
até o aparecimento das bandas. A solugdo reveladora foi descartada e
adicionado a solug¢do "stop" por 10 minutos, seguindo-se a lavagem do gel
em agua corrente por 2 horas. A agua utilizada para esta lavagem ndo
necessita ser deionizada nem destilada.

O gel foi conservado em solugdo de glicerol 10% em agua.

" PROUDMAN, J A (USDA. Agricultural Research Service Germoplasm & Gamete
Physiology Laboratory) Comunica¢do pessoal. 1994
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3.5 - Leitura dos géis de eletroforese de proteinas totais

Os géis de poliacrilamida foram lidos em densitometro
HOEFER GS-300 (Hoeffer Scientific Instruments - San Francisco) a 0.5 mv ,
0.22 cm/segundo , com 567 nm e os dados foram analisados com o programa

GS-365-PC (compativel com IBM).

3.6 - Meios diferenciais para leveduras

A utilizagdo de meios diferenciais foi uma adaptagdo do método
de LIN (1975), onde adicionado-se ao meio YEPD solido a quantidade
pré-determinada do corante para ndo causar inibi¢do do crescimento, mas
acusar ou ndo a sua absor¢do. Assim, leveduras foram estriadas sobre o meio
com ajuda de um palito tipo portugués e incubadas a 30° C em incubadora
por 48 horas.

Todos os corantes utilizados foram preparados dissolvendo-se

100 mg do corante em 10 ml de etanol 96°GL P.A.



3.6.1 - Corantes utilizados

CORANTE

Fucsina basica

Azul do Nilo

Violeta de Metila
Purpura de Bromocresol
Anilina Blue-Black
Violeta Cristal

Verde Brilhante

Rose Bengal

Fucsina acida

ESTOQUE

100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml
100 mg/10ml

100 mg/10ml
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UTILIZADO EM
10 ML DE YEPD

100 ul
100 ul
20wl
100 ul
100 ul
20wl
50 ul
100 ul

100 pl



3.7 - Separacio de cromossomos de leveduras CHEF

3.7.1 - Solucdes estoque para separa¢io de cromossomos

TAMPAO DE CORRIDA TEB 10 X CONCENTRADO

Trisma base 500 mM
Acido bérico 500 mM
EDTA sodico 25 mM

SOLUCAO DE EDTA 1M pH 8.0

O pH foi acertado com NaOH 5 N

TAMPAO TRIS-HCI 1M pH 8,0

TAMPAO NDS
Tris-HC1 0,5 M pH 8,0 2 ml
EDTA 0,5 M pH 8,0 90 ml

SDS lg
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O volume foi completado com agua deionizada para 100 ml, a
proteinase K foi adicionada no momento do uso de acordo com a quantidade

de NDS requerido.

3.7.2 Método de separacio de cromossomos

As leveduras foram crescidas em 50 ml de meio YEPD(liquido)
por 15 horas a 30°C sob agita¢do constante (150 rpm). Apos este periodo
centrifugadas em tubo conico de 15 ml por 5 minutos a 4000g e lavadas trés
vezes com 10 ml de tampdo EDTA 0,05 M pH 8,0. Apos a terceira
lavagem, as leveduras foram ressuspendidas em 10 ml de EDTA 0,05 M pH

8,0. Em seguida 600 ul da suspensdo celular foram transferidos para tubo

Eppendorf ¢ misturadas com 600 ul de agarose LMP (baixo ponto de fusdo)
1.4 % e transferidos para o molde do plug. Apds solidificagdo do gel, os
"plugs" foram transferidos para placas de culturas de c€lulas de 24 orificios €
tratados com tampao NDS (contendo 1mg/ml de proteinase K) a 52°C por 15
horas.(IBEAS & JIMENEZ, 1993)

Posteriommente ao tratamento, os "plugs" foram lavados trés

vezes (sendo cada lavagem de 15 minutos) com EDTA 0,05M pH 8,0 € uma
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vez com tampdo de corrida TEB 0,5 vezes concentrado ( por 20 minutos).
Apos a lavagem, os "plugs" foram adicionados ao gel , e foram corridos por
um tempo de 23 horas, sendo dividido em 15 horas com pulsos de 60
segundos ¢ 8 horas com pulsos de 90 segundos a 200 volts e 14 °C utilizando
o equipamento CHEF-DR II - Bio-Rad.

O gel foi corado com brometo de etidio (10 pg/ml em agua
deionizada) por 20 minutos, descorado em agua corrente por 40 minutos e

fotografado.

3.7.3 - Gel para separacio de cromossomos de leveduras

O gel foi preparado dissolvendo-se 1g de agarose para "pulse
field" em cada 100 ml de TEB 10X (diluido 1:20 em agua deionizada) e
adicionado ao molde. Logo apds sua geleificagdo foi transferido para cuba e

coberto com TEB (diluido 1:20 em agua deionizada) .

3.8 - RAPD em leveduras
As amplificagGes foram feitas em volume de 25 pl contendo 20

mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de KCl, 3,75 mM de MgCl, , 100 uM de

cada um dos 4 desoxinucleotideos, 30 ng de "primer" (10 bp), 40 ng de
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DNA genémico ¢ 1,5 U de Tag DNA Polimerase (Gibco-BRL) segundo
GOMES et al (1995).

A pré denaturagdo foi feita a 92° C por 2 minutos seguida de 40
ciclos de 1 minuto a 92° C, 1 minuto a 37° C e 2 minutos a 72° C com uma
extensdo final de 3 minutos a 72° C em termo ciclador PTC-100 da M J
RESEARCH INC.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose
(1,3% de agarose em tampao TBE ) com 80 mA.

O gel foi corado com brometo de etidio (10 ug/ml em agua
deionizada) por 20 minutos, descorado em agua corrente por 40 minutos e
fotografado com filme polaroide 667 com filtro laranja, em transiluminador
Macro Vue de 302 nm Pharmacia LKB Biotechnology (ref. 80-1316-50).

Os "primers" utilizados pertencem ao Kit B da OPERON
TECHNOLOGIES, INC., sendo eles OPB-02(TGATCCCTGG), OPB-10
(CTGCTGGGAC), OPB-11(GTAGACCCGT), OPB-12 (CCTTGACGCA),
OPB-13(TTCCCCCGCT), OPB-17(AGGGAACGAG) e OPB-20

(GGACCCTTAC).
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3.8.1 - Isolamento de DNA de leveduras

A metodologia utilizada para isolamento de DNA foi adaptada

do método descrito por JOHNSTON, 1988.

3.8.1.1 - Rompimento das células

As leveduras foram crescidas em 50 ml de YEPD (liquido) por
15 horas a 30° C sob agitagdo constante. Apds o crescimento, o volume total
foi transferido para tubos de 100 ml e centnfugado a 4000 g por 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado ¢ a massa celular imida transferida para um
almofariz de 150 ml, onde foi adicionado aproximadamente 30 ml de N,
liquido e a massa celular foi macerada com ajuda de um pistilo.

Em seguida, foi adicionado ao almofariz 3 ml de Tris-HCI 0,1M
pH 8.0 . 1200 ul foram transferidos para dois tubos Eppendorf de 1,7 ml
(600 ul em cada) e adicionados de 75 ul de solugdo de SDS 10% mais 60 ul
de 2- Mercaptoetanol, sendo os tubos agitados lentamente até que a solugdo

se torme viscosa.
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3.8.1.2 - Desproteinizacio

Adicionou-se entdo o mesmo volume de clorofane
(fenol-cloroférmio-alcool iso-amilico na proporgdo 25:24:1 v/v) aos tubos,
os quais foram agitados lentamente por inversdo durante 10 minutos e
centrifugados a 12000 g por 10 minutos.

Em seguida a centrifugagdo a parte superior da solugdo foi
transferida para outro tubo com a ajuda de uma micropipeta de 100 pul e a
parte inferior descartada. Este passo foi repetido por 3 vezes sendo que na

ultima vez, o clorofane foi substituido por cloroférmio-alcool isoamilico

(24:1 v/v).

3.8.1.3 - Precipitacio dos acidos nucleicos

Aos tubos contendo o material desproteinizado foram
adicionados 5% do seu volume com solugdo de Acetato de Sodio 3M e o
dobro de seu volume com etanol 96° GL gelado a -20°C.

Com os acidos nucleicos precipitados, o sobrenadante foi
retirado com muito cuidado por inversédo e os tubos deixados invertidos em

B.0.D. a 30°C por 30 minutos para a evaporagdo total do etanol.
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Apds a evaporacdo do etanol o precipitado foi ressuspendido
em 1ml de tampédo TE .

TAMPAO TE 10 X CONCENTRADO

Tris-HCI pH 8.0 100 mM

Na,EDTA 10mM

3.8.1.4 - Tratamento com RNAse

Foi adicionado 20 pl de solugdo de RNAse (10 mg/ml) ao
material ressuspendido em 1 ml de TE e deixado em banho maria 4 37° C
por 1 hora.

Apds 1 hora o material foi desproteinizado uma vez com
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) , a parte superior foi coletada com
ajuda de uma micropipeta de 100 ul e transferida para outro Eppendorf de
1,7 ml.

As amostras de DNA foram quantificadas por

espectrofotometria em aparelho GENE-QUANT Phammacia.
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3.9 - Métedo de analise dos dades

Todos os dados foram analisados pelo programa NTSYS-pc
versdo 1.70 (Applied Biostatistics, 1992). Para a formagéo das matrizes foi
utilizado o método de similaridade qualitativa com o coeficiente SM e para a
formagdo dos dendrogramas as matrizes foram analisadas pelo método
"SAHN-Clustering" (desempenho sequencial de aglomeragdo hierarquica de

grupos ) com o coeficiente UPGMA (método de agrupamento pareado sem

peso com significado aritmético).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Meios diferenciais

Os meios diferenciais tem sido extensivamente utilizados tanto
na classificagdo como na identificacdo de leveduras HALL (1971). A sua
aplicagdo esta fundamentada principalmente no levantamento de populag¢des
industriais, por apresentar fundamentalmente um baixo custo e simplicidade
de execugdo do método LIN (1975) , LONGLEY et al (1978) e OLIVEIRA
& PAGNOCCA (1988) .

De acordo com o método descrito acima, cinco leveduras de
utilizagdo da industria alcooleira apresentaram um comportamento similar
em todos os corantes. Houve absor¢do dos corantes em meios contendo
fucsina basica, violeta de metila, parpura de bromocresol, violeta cristal,
rose bengal e fucsina acida e ndo absor¢do em meio com azul do nilo,
anilina blue-black e verde brilhante. Ja as cinco leveduras de utilizagio da

industria cervejeira  apresentaram um comportamento completamente
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desuniforme, existindo semelhanga de absorg¢do entre as leveduras SC e KA
em meio contendo verde brilhante e rosa de bengala e ndo absorcdo para os
demais corantes. A linhagem AN apresenta absor¢do para os corantes
fucsina basica, rosa de bengala e fucsina acida e ndo absor¢do para os
demais. A linhagem BR absorveu os corantes fucsina basica, rosa de
bengala, fucsina acida, violeta de metila e violeta cristal. A linhagem SK
absorveu todos os corantes menos violeta cristal, como apresentado na
Tabela 1 e Figura 1.

Os dados obtidos dos corantes foram utilizados para compor o
dendrograma da Figura 2. Todas as leveduras da industria alcooleira foram
agrupadas em um sé grupo com 100% de similaridade, pois ndo houve
diferenca entre elas na absor¢do dos nove corantes utilizados durante o

crescimento.



Placa C - Controle

Placa 1 - Fucsina basica

Placa 2 - Azul do Nilo

Placa 3 - Violeta de Metila

Placa 4 - Parpura de Bromocresol
Placa 5 - Anilina Blue/Black
Placa 6 - Violeta Cristal

Placa 7 - Verde Brilhante

Placa 8 - Rosa de Bengala

Placa 9 - Fucsina Acida

Figura 1 - Teste de assimilagdo de corantes pelas 10 leveduras. A disposigdo
das leveduras em cada placa ¢ de cima para baixo, da direita para esquerda:

171904, M300-A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C, SC, AN, KA, BR E SK.
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Figura 2 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método

de absor¢do de corantes entre as leveduras da induastria alcooleira,
onde Li(IZ1904), L2(M300A-10), L3(FF), L4(ITAIQUARA) ¢
L5(M304-2C)

J& no caso das leveduras da inddstria cervejeira, o
dendrograma da Figura 3, apresenta a formagdo de 3 grupos distintos, onde
as leveduras SC e¢ KA estdo no mesmo grupo, pois ndo apresentam
diferengas no padrao de absor¢do de corantes, sendo classificadas como uma
unica linhagem com 100% de similaridade.

As leveduras AN ¢ BR estio em um segundo grupo
apresentando um padrdo de 77,8% de similaridade entre elas e 55% de
similaridade com o primeiro grupo. A linhagem SK forma sozinha o terceiro

grupo, apresentando 40% de similaridade com os outros dois grupos.
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Figura 3 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método de

absor¢do de corantes entre as leveduras da industria cervejeira, onde
LI(SC), L2(AN), L3(KA), L4(BR) e L5(SK).

Com base nas observagdes feitas, pode-se concluir que o
método se mostra eficiente para diferenciacdo entre leveduras que
provavelmente pertencam a espécies diferentes, como no caso das leveduras
de cervejaria. LIN (1975) conseguiu diferenciar 5 espécies do género
Saccharomyces e outras 15 espécies de leveduras pertencentes a industria

cervejeira, com a utilizacdo de 5 meios diferenciais. O mesmo ndo ocorreu
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para as leveduras da industria alcooleira onde o método se mostra pouco
preciso.

Estes mesmos resultados foram observados por HALL (1971)
que concluiu que o método se mostra eficiente somente para algumas
leveduras, ja que existem grupos de leveduras muito semelhantes que
apresentam a mesma coloragdo. OLIVEIRA & PAGNOCCA (1988)
trabalhando com meios diferenciais ndo conseguiram diferenciar leveduras
na industria alcooleira por se tratarem de leveduras pertencentes a uma
mesma espécie (Saccharomyces cerevisiae), repetindo assim os resultados

obtidos neste trabalho.

4.2 - Eletroforese de proteinas totais SDS-PAGE

Dentre as técnicas mais utilizadas, a SDS-PAGE , na qual as
proteinas perdem o efeito de carga especifica, separando-se devido as sua
diferencas de peso molecular, estd entre as que permitem melhor resolugéo
de bandas, sendo possivel a avaliagdo a nivel qualitativo, ou seja, auséncia e
presengas de bandas, e quantitativo, diferencas de concentragdo de

polipeptideos existentes em uma amostra (CARRARO, 1990).
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Os perfis de bandas apresentado nos géis pelas leveduras da
industria alcooleira e de cervejaria, podem ser observados nas Figuras 4 e 5.

Os géis foram lidos em densitdmetro para caracterizagdo dos
polimorfismos proteicos (em anexo) e utilizados para a construgdo de uma
tabela de mobilidade relativo ( RF - posi¢do das bandas no gel em relagdo a
borda superior € inferior) , Tabela 2 e 3, a qual foi utilizada para a formagédo

do dendrograma de similaridade.
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Figura 4 - Perfil de bandas apresentado pelas leveduras da industria
alcooleira, onde P(PADRAO), A(IZ1904), B(M300A-10), C(FF),
D(ITAIQUARA) e E(M304-2C).

Figura 5 - Perfil de bandas apresentado pelas leveduras da industria
cervejeira, onde P(PADRAO), A(SC), B(AN), C(KA), D(BR) e E(SK).
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Tabela 2 - Diagrama das leveduras da indistria alcooleira analisadas por

SDS-PAGE.
Linhagens 121904 M300A-10 FF ITAIQUARA  M204-2C RF

Bandas 1 XXXXXX 0.226
2 XXXXXX XXXXXX XOOOXX XXXXXX XXXHKXX 0.258
3 0000 OO HOOXXX 0.274
4 DOOXXX 0.293
5 MO IOOXXX OO0 0.303
6 000X YOCCXX MXOOXXX DOOXXX DOOXXX 0.328
T XXXXXX QOOXXX SOOKXX YOOIXXX OO 0.351
8 o000 SOOXXX XXX XX MOOXXXX OO 0.372
9 00X HXXKXX YOO MXOOXKXXX XXXHXX 0.383
10 >ocoox YOCXXX MXOOXXX XOOXKXXX OO 0.404
11 xocoxx MOOXXXX MOOXK YO0XX XXXXXX 0.423
12 3000¢x XXCOK MXOOXXX OO0 SOOCKXX 0.445
13 OO0 YOO XXCXXX 0.455
14 >0000¢x 0.470
15 0000 YCOOCXX MXOOXXX OO YOOOXX 0.496
16 >ocoxx YCOOXX MXOOXXX OO0 OO 0.514
17 YOOCKXXK 0.525
18  xocoX YCOGXX MXOOXXX MXOOXKXXX OO 0.556
19 x000¢ 200X MO MXOOOXX SOOXXX 0.584
20 Xcomx MXOOOKX MXOOXXX YOOXXXX YOO 0.610
21 ooxx XXXXXX DXOOXXX MOOXXXX XXX 0.626
22 00X OOOXK XXXXXK MXOOXKXXX OO 0.658
23 XXXXXX MXOOKX SOOKKXX YOOXXXX YCOKXX 0.681
24 000X YOO MXOOXXX SO XXOOX 0.704
25 YOO XOOGHX 0.722
26 X000 XXXXXX YXOOCKX OO DOXXXX 0.732
27 000X YOOXXX MXOOXXX 0.741
28 MXOOXXX XOOXKXXX XOCOOX 0.749
29  XX0X XXXXXX XOXXX MOOXXXX XXOOXXX 0.778
30 >00xxx YOOXXXXX MO MOOXKXXX JOOXXX 0.822

31 000X YOCKXK DXOOOXK XOO0XX YOOXXX 0.837
32 000X XOOXXXX DXOOXXX YOO SOCXXK 0.857
33 X000 YCOOXX DOOXK XOOXXXX XK 0.885




50

Tabela 3 - Diagrama das leveduras da indistria cervejeira analisadas por

SDS-PAGE.
Linhagens SC AN KA BR SK RF

Bandas 1 XXXXXX 0.236
2 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.277
3 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.295
4 XXXXXX XXXXXX 0.307
5 XXXXXX XXXXXX SXOOOXX 0.313
6 XXXXXX XXXXXX 0.325
7 XXXXXX XXXXXX 0.342
8 XXXXXX XXXXXX YOCKXXX 0.351
9 XXXXXX XXHXXXX 0.366
10 XXXXXX XXXXXX 0.372
11 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.385
12 XXXXXX XXXXXX 0.405
13 XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.4:9
14 XXXXXX XXXXXX MOOXXX 0.427
15 XXXXXX XXXXXX 0.443
16 XXXXXX XXXXXX 0.455
17 XXXXXX 0.465
18 XXXXXX XXXXXX 0.473
19 XXXXXX XXXXXX 0.490
20 XXXXXX XXXXXX 0.494
21 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.514
22 XXXXXX 0.525
23 XXXXXX 0.530
24 XXXXXX XX XXXX 0.543
25 XXXXXX XXXXXX 0.551
26 XXXXXX 0.570
27 XXXXXX XXXXXX 0.581
28 XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.588
29 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.602
30 XXXXXX XOXXXXX XXXXXX 0.620
31 XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.633
32 XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.652

33 XXXXXX XXXXXX XXXXXX 0.663
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35
38
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX
XXX

XOOXXX
XXXXXX
XXXXXX

XXXXXX
XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XOCLXAX

XOXXAAK

XOOXXX

HCOKXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX
XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX
XXCOXX
SOCOXX

XXXXXX

XOOKXXX
XOOKXX

SOOXXXX

XXXXXX

YCOOOX

SOCOUKX

XXX

XXXXXX

XXXXXX
XXXXXX
DOOXXX

XOOXX

XXX

XXX

0.674
0.691
0.703
0.723
0.735
0.754
0.773
0.803
0.816
0.830
0.849
0.867
0.875
0.883
0.857
0.911
0.919
0.947
0.964
0.978
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No dendrograma da Figura 6 observamos a formagdo de 3

grupos distintos formados pelas leveduras da industria alcooleira. Ao

contrario do gue ocorre no método anterior, ¢ possivel distinguir as

leveduras apesar de apresentarem uma alta similaridade.

As leveduras 171904 ¢ M300-A-10 formam um grupo com

93,9% de similaridade e apresentam 2 bandas diferentes em seis padrdes

proteicos.

A linhagem FF aparece sozinha formando um grupo que se liga

ao grupo anterior com 85% de similaridade e 4 bandas diferentes.
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Outro grupo ¢ formado pelas leveduras ITAIQUARA e
M304-2C com 87,9% de similaridade ¢ 4 bandas diferentes entre elas. A
linhagem FF apresenta 7 bandas diferentes em rela¢io a este grupo. Todos
os grupos estdo ligados entre si com 82% de similaridade.

As leveduras industriais de cervejaria foram agrupadas no
dendrograma da Figura 7, no qual observamos a formag¢do dos mesmos
grupos apresentados pelo dendrograma da Figura 3, com um grau de
similaridade de 94,3% entre as leveduras SC ¢ KA com 3 bandas diferentes
entre elas, 100% de similaridade entre as leveduras AN ¢ BR com nenhuma
banda de diferenca e a linhagem SK apresentando 45% de similaridade com
o primeiro grupo e 40% de similaridade com o segundo grupo, com 25
bandas diferentes em relagdo ao primeiro grupo e 30 bandas diferentes em

relagdo ao segundo grupo.
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Figura 6 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método de
eletroforese de proteinas totais entre as leveduras da inddstria alcooleira ,
Onde L1(1Z1904), L2(M300A-10), L3(FF), L4(ITAIQUARA) ¢
L5(M304-20).
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Figura 7 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método de
eletroforese de proteinas totais entre as leveduras da indistria cervejeira,

onde L1(SC), L2(AN), L3(KA), L4(BR) e L5(SK).
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Nas Figuras 4 e 5 pode ser facilmente observado que as
leveduras da industria de cervejaria apresentam maior variabilidade que as
da industria alcooleira. Este fato pode ser discutido com base nas condig¢Ges
estressantes as quais as leveduras da industria alcooleira estdo submetidas,
criando uma forte pressdo de selegdo em favor de determinados genes
associados a composi¢do de paredes, membranas e etc..

Ja na industria cervejeira as condi¢gdes de fermentagdo sdo
muito mais amenas causando um menor estresse nas leveduras, podendo-se
optar por leveduras de varias espécies (VAN VURREN & VAN DER
MEER, 1988).

Com estes dados foi possivel avaliar que o método de
eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE) é capaz de mostrar diferengas
mesmo entre leveduras muito semelhantes, como no caso das leveduras da
industria alcooleira principalmente demonstrado pelas leveduras 121904 e
M300A-10 que apresentam apenas duas bandas de diferenga entre elas. Ja
no caso das leveduras da industria cervejeira onde existe uma gama maior de
diversificagdo de leveduras utilizadas, o método se mostra ainda mais
eficiente na diferenciagdo das culturas, que de acordo com os dados obtidos

podemos dizer que as leveduras BR e AN provavelmente pertencam a
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mesma espécie apresentando 100% de similaridade, o mesmo ocorrendo
para as leveduras KA e SC pois apresentam 94.3% de similaridade, ja a
linhagem SK apresenta um padrdo completamente diferente em relagdo as

outras leveduras.

4.3 - Separacio de cromossomos em levedura (CHEF)

A separacgdo de cromossomos foi feita pelo método de CHEF e
o preparo das amostras segundo Mc CLUSKEY et al (1990) e IBEAS &
JIMENEZ (1993) , com os resultados demonstrados na Figura 8. Nas
Tabelas 4 e 5 temos a organizagdo das bandas de cada linhagem, segundo
sua posicdo no gel quando comparadas entre si. Com a intencdo de
estabelecer um padrdo, assumimos que cada banda seja apenas um
cromossomo, apesar de sabido que bandas de cromossomos muito intensas
podem significar a presenga de dois ou mais cromossomos na mesma regido
de migragdo (CARLE & OLSON, 1985 ¢ SHEEHAN & WEISS, 1990)

Os padrdes de bandas apresentados entre as leveduras da
inddstria alcooleira mostram grande semelhanca entre si, como podemos
observar na Tabela 4, onde 121904 apresenta um padrdo com 12 bandas,

M300A-10 13 bandas, FF 12 bandas, ITAIQUARA 12 bandas e M304-2C
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13 bandas. As diferengas apresentada pelas leveduras da mdustria alcooleira
¢ representado principalmente pela migragdo diferencial de seus

cromossomos no gel e ndo pela quantidade de bandas de cromossomos.

e e R -

T PR J

Figura 8 - Separa¢do de cromossomos pelo método CHEF, onde temos da
esquerda para direita, 121904, M300A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C, SC,
AN, KA, BR, SK.


Particular
Nota
Pág. 56: Verificar se a figura está melhor na tese impressa.
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Tabela 4 - Organizagdo das bandas de cromossomos das leveduras da

industria alcooleira de acordo com sua migragédo no gel.

LINHAGENS 121904 M300A-10 FF ITAIQUARA M304-2C

BANDAS 1 Xxxxxxx  XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX
2 XXXXXX
3 XXXXXX XXXXXX SOOCXXX XOOXXXX XXX
4 XXXXXX XXXXXX XOOXXXX XOOXXXX XXXXXX
5 XXXXXX XOOXXXX XXXXXX
B XXXXXX XXXXXX XXXXXX XOOXXXX MXOOXXXX
7 XOOXKXXX
8 XoXxxxx DOOXXXX XOOXXXX
9 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX JOKXXX

10 XXXXXX

11 XxXxxxxx XXXXXX XXXXXX XXXXXX XOXOXXXX
12 000X XOCXXX XOOXXX XXXXXX

13 XXXXXX XXXXXX XXXXXX XHXXXXX DOOXXX
14 xXXXXX XHOXXXX XXXXXX XXXXXX
15 XxxXXX MXOOXX XXXXXX XXXXXX XXXXXX
16 »oooxx DOOXXX XXXXXX XOOXXXX XOOXXX

Com os dados das Tabelas 4 e¢ 5 construimos os dendrogramas de
similaridade das Figuras 9 e 10 respectivamente. No dendrograma da Figura
9 observamos a formacdo de apenas um grupo com duas leveduras
representado por 121904 ¢ M300A-10 com 93,8% de similaridade o que
pode ser explicado pela presen¢a da banda 5 na linhagem M300A-10 sendo
esta a unica diferenca existente entre estas duas leveduras. Observamos
também que as outras trés leveduras se ligam a este grupo na seguinte
ordem: ITAIQUARA com 91,0 % de similaridade, FF com 81,5% ¢

M304-2C com 70,0%.
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Tabela 5 - Organizagdo das bandas de cromossomos das leveduras da

inddstria cervejeira de acordo com sua migragdo no gel.

SC AN KA BR SK
LINHAGENS
BANDAS 1 HXOOXXXX XXX HOXXXXX MOOOXX HOOXXXX
2 XOOXXX YOO
3 MOOOXX XXXXXX
4 DOOXXX
5 OO0 YOO
6 MXOOXXXX XXXXXX
7 XOOXXXX HXOOXXXX
8 XOOOX
9 HOOXXXX
10 XOOXXXX XXX DOXXXX
11 XXXXXX XXXXXX
12 XOOO0X JO00X
i3 XXXXXX XXXXXX
14 MOXXXX
15 MOOXXXX
16 MXOOXXX XOOXXXX YOOOXX
17 MXOOXXX XOOKXXX
18 YXOOXXX DOXXXX
19 DOXXXX MXOOXXX MOOCKHX DOXXXX
20 YXOOXXX DOXXXX
21 XXXXXX 200X
22 MXOOXXX DOOXXXX

A separagdo de cromossomos das leveduras da industria
cervejeira apresentou grandes diferencas, principalmente quanto ao nimero
de bandas de cromossomos, onde SC apresentou 4 bandas, AN 14 bandas,

KA 4 bandas, BR 18 bandas e SK 6 bandas.
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As leveduras da industria cervejeira estdo representadas no
dendrograma da Figura 10 no qual ha a formag¢do de trés grupos distintos,
onde as leveduras SC E KA formam um grupo com 90,9% de similaridade,
explicado por uma tunica diferenga entre elas que esta na migra¢do da banda
10 em SC em relagdo a migragdo da banda 4 da linhagem KA.

AN E BR formam um segundo grupo com 72,7% de
similaridade ¢ a linhagem SK forma sozinha um terceiro grupo, ligando-se
ao primeiro grupo com 62,9% de similaridade € 33,0% de similaridade com

o segundo grupo.

0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

—L1
7
L4
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L5

Figura 9 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método CHEF de
separacao de cromossomos, entre as leveduras da industria alcooleira , onde

L1(I1Z1904), L2(M300A-10), L3(FF), LA(ITAIQUARA) e L5(M304-2C).
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Figura 10 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método CHEF de
separagdo de cromossomos , entre as leveduras da industria cervejeira, onde

L1(SC), L2(AN), L3(KA), L4(BR) e L5(SK).

O método ndo se mostrou muito eficiente, com poucas
informagdes para uma conclusdo mais precisa, alem de deixar muitas
duvidas em relagdo a quantidade de cromossomos existentes nas bandas
mais fortes , e ndo apresentar uma repetibilidade confiavel na diferenciagéo
de leveduras muito préximas, pois ¢ altamente dependente de varios fatores
como : concentragdo de células no bloco de agarose, variagdo da voltagem e
da temperatura durante a corrida, concentragio do tampdo de corrida,
concentragdo do gel, atividade da enzima proteinase K, qualidade do SDS

utilizado, etc.
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Todos esses fatores devem ser rigorosamente observados pois a
minmma diferenca em um destes fatores entre uma corrida e outra, o
resultado ja se apresenta alterado.

SHEEHAN & WEISS (1991) mostraram que o método
apresentou muitos problemas principalmente regides do gel onde ndo ¢
possivel distinguir com certeza a quantidade de bandas existentes.

O método pode ser utilizado em primeira analise para se fazer
um triagem entre leveduras as quais se deseja diferenciar mas deve ser
sempre acompanhado de outro método.

Para as leveduras da industria alcooleira tivemos uma grande
dificuldade na avaliagdo das bandas no gel, o mesmo aconteceu para as
leveduras AN e BR da industria cervejeira. Em relagdo as leveduras SC, KA
e SK nio tivemos problemas em avaliar as suas bandas pois

apresentavam-se em pequena quantidade e bem definidas.
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4.4 - RAPD em levedura

Os marcadores do tipo RAPD foram recentemente descritos
como uma nova classe de marcadores genéticos (WILLIAMS et al, 1990).
Estes marcadores partilham da maioria das vantagens do método de RFLP,
contudo sem suas desvantagens especificamente a ndo necessidade de
sondas derivadas de clones de cDNA , o ensaio n#o ¢ radioativo e pode ser
automatizado para aplica¢do em larga escala (BOTSTEIN et al, 1980).

Com a utilizagdo de 7 "primers", foi obtidlo um padrdo de
amplificagdo de fragmentos de DNA para cada uma das 10 leveduras como
demonstrado nas Figuras 11 e 12 . Com base nestes padrdes foram
construidos os dendrogramas de similaridade das leveduras industriais
alcooleiras e de cervejarias.

No dendrograma da Figura 13 observamos que as leveduras
171904 e M300A-10 foram agrupadas com 87,9% de similaridade, enquanto
as leveduras FF e ITAIQUARA apresentam 83,7% de similaridade
formando um segundo grupo. A linhagem M304-2C forma sozinha um
terceiro grupo ligando-se ao primeiro grupo com 73,7% de similaridade e

por sua vez liga-se ao segundo grupo com 62,8% de similaridade.
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Figura 11 - Padrdo de amplificagdo de fragmentos de DNA. (A) OPB-2, (B)
OPB-12, (C) OPB-13, (D) OPB-20 onde tem-se da esquerda para direita
Padrdo, 121904, M300A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C, SC, AN, KA,

BR, SK.


Particular
Nota
Pág. 63: Verificar se as figuras estão melhores na tese impressa.
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Figura 12 - Padrdo de amplificagdo de fragmentos de DNA. (E) OPB-10, (F)
OPB-17, (G) OPB-11, onde tem-se da esquerda para direita PADRAO,
121904, M300A-10, FF, ITAIQUARA, M304-2C, PADRAO, SC, AN, KA,
BR, SK.


Particular
Nota
Pág. 64: Verificar se as figuras estão melhores na tese impressa .
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Na formagdo do dendrograma da Figura 14 podemos observar
que as leveduras KA e SK formam um grupo com 89,2% de similaridade e
as leveduras AN e¢ BR formam um segundo grupo com 93.4% de
similaridade. A linhagem SC forma um terceiro grupo com o primeiro grupo
com 81,0% de similaridade, o segundo grupo liga-se ao terceiro grupo com
24,5% de similaridade.

De acordo com as figuras 11 e 12 observamos que as leveduras
da inddstria alcooleira apresentaram 47,12% de monomorfismo e 52,88% de
polimorfismo, uma vez que apresentam alto grau de similaridade provando
mais uma vez a falta de diversificagdo de leveduras utilizadas no processo, o
que ndo ocorre com as leveduras da industria cervejeira, as quais
apresentam apenas 5,76% de monomorfismo e¢ 94,24% de polimorfismo
indicando uma diversificagdo maior de leveduras utilizadas no processo.

O método de RAPD se mostrou o mais eficiente dos quatro
métodos utilizados, pois mesmo entre as leveduras da industria alcooleira
pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae, as quais apresentam uma
alta similaridade, conseguiu, devido ao seu maior numero de informagdes

apresentar uma distdncia maior entre os grupos formados, identificando
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diferengas que ndo foram possiveis de serem avaliadas devido as limitagdes
apresentadas pelos outros métodos.

No exemplo entre as leveduras 121904 ¢ M300A-10 que
apresentam similaridade de 100% no método de Absor¢do de corantes,
93,9% no método de SDS-PAGE, 93.8% no método de separagdo de
cromossomos € 87.9% no método de RAPD.

A formagdo deste grupo ja era prevista, pois as leveduras
171904 ¢ M300A-10 que provem do cruzamento entre 12671 e 12672 ,
quando analisadas pelo método de eletroforese de proteinas totais,
apresentaram a formacdo de dois grupos com 100% de similaridade, sendo
eles formados por 12672 com 121904 ¢ M300A-10 com 1Z671(GOMES,
dados néo publicados).

O grupo apresentado pelas leveduras ITAIQUARA e FF
também ja era esperado a sua proximidade, uma vez que sdo leveduras
utilizadas na industria alcooleira, mas destinadas principalmente a industria
de panificagdo. Sendo assim ,devem apresentar as mesmas caracteristicas
genéticas pois 0 processo de sele¢do e melhoramento genético visam as

mesmas qualidades.
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A linhagem M304-2C esta somnha pois provém de uma série
de cruzamentos para o melhoramento genético entre leveduras ndo
comerciais de Saccharomyces cerevisiae, visando tanto a produgdo de
alcool como também a reducgéo do volume celular.

O método de RAPD quando aplicado as leveduras da industria
cervejeira apresentou uma padrdo diferente dos outros 3 métodos em relagdo
as leveduras SC, KA e SK, onde formou uma grupo com KA ¢ SK com
89.2% de similaridade e isolou a linhagem SC, que se liga a este grupo com
81% de similaridade. J4 o padrio entre as leveduras AN e BR foi mantido.

As diferencas apresentadas entre as leveduras SC, KA e SK
neste método, podem ser explicadas pela alta variabilidade entre elas, pois
como podemos observar nas figuras 11 ¢ 12, em nenhum dos 7 "primers"
utilizados obtivemos um padrio idéntico de amplificacdo de fragmentos de
DNA para estas leveduras e verificou-se uma taxa de polimorfismo acima de
90%.

Isto nos leva a pensar que estas leveduras sejam realmente
diferentes e a sensibilidade dos outros métodos ndo conseguiu detecta-las ou
a utilizagdo de mais primers nos levaria a uma melhor caracterizagdo destas

3 leveduras. LEHMANN et al (1992) utilizando quatro "primers" para a
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caracterizagdo de leveduras de Candida chegou a conclusdo que uma
maior nimero de "primers" o levaria a um melhor resultado na diferenciagdo

O método se mostrou muito eficiente quando as leveduras
apresentam uma grande similaridade, como no caso das leveduras da

indistria alcooleira e as leveduras AN ¢ BR da industria cervejeira.

0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

L1
L2
— Lo
L3
L4

Figura 13 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método de

RAPD em leveduras, entre as leveduras da industria alcooleira , onde
L1(1Z21904), L2(M300A-10), L3(FF), LA(ITAIQUARA) e L5(M304-2C).
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0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 14 - Dendrograma de similaridade apresentado pelo método de

RAPD em leveduras, entre as leveduras da industria cervejeira, onde
LI(SC), L2(AN), L3(KA), L4(BR) e L5(SK).

Neste trabalho todos os dados foram analisados como
resultados . ndo paramétricos ou seja, presenga ou auséncia de uma
caracteristica, sendo assim foi feita uma compilagdo final de todos os dados
apresentados em cada um dos métodos para a formagdo de um unico
dendrograma de similaridade, com 162 caracteristicas para as leveduras da
industria alcooleira e 222 caracteristicas para as leveduras da
industria cervejeira.

Na Figura 15 temos a forma¢do de um dendrograma de

similaridade para as leveduras da industria alcooleira com um grupo
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representado pelas leveduras 1Z 1904 e M300A-10 com 88,9% de
similaridade, outro grupo formado pelas leveduras ITAIQUARA e FF com
84.6% de similaridade, havendo uma similaridade de 75% entre esses 2
grupos, que por sua vez se ligam a linhagem M304-2C com 72% de
similaridade.

Neste dendrograma observamos basicamente os mesmos
grupos apresentados pelo método de RAPD, com graus de similaridade
diferentes confirmando novamente a efici€éncia do método de RAPD com
poucos "primers" para leveduras muito semelhantes.

No dendrograma das leveduras da industria cervejeira (Figura
16) observamos a formagdo de um primeiro grupo entre as leveduras SC e
KA com 84.7% de similaridade, a linhagem SK se liga a este grupo com
70% de similaridade ¢ um grupo formado pelas leveduras AN e BR com
87.8% de similaridade se liga aos outros dois grupos com 30% de
similaridade.

A davida que tinhamos em relagdo as leveduras SC, KA e SK
no método de RAPD, ndo aparece quando usamos a unido dos dados dos
quatro métodos para a formagdo do dendrograma, que se repete como nos

métodos de absor¢cdo de corantes, SDS-PAGE e separagdo de
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cromossomos o que refor¢a a i1déia de que um nimero maior de "primers"
levaria a uma distingdo mais eficiente destas leveduras no método de RAPD

devido a sua alta sensibilidade.

0.70 0.77 0.85 0.92 1.00

L1
L2
L3
L4
Lo

Figura 15 - Dendrograma de similaridade apresentado pela unido dos quatro
métodos entre as leveduras da industria alcooleira, onde L1(I1Z21904),

L2(M300A-10), L3(FF), L4ITAIQUARA) e L5(M304-2C).
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Figura 16 - Dendrograma similaridade apresentado pela unido dos quatro
métodos entre as leveduras da indiistria cervejeira, onde L1(SC), L2(AN),
L3(KA), L4(BR) e L5(SK).
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5 - CONCLUSOES

- O método de RAPD mostrou-se o melhor para diferenciagdo de
leveduras da industria alcooleira, mesmo com a utilizagdo de poucos
"primers".

- Todos os métodos se mostraram eficientes na diferenciacdo de
leveduras com alta diversidade, como no caso das leveduras da industria
cervejeira.

- Sempre devemos utilizar mais de um método na diferenciagdo de
leveduras, pois as limita¢gdes de um método podem ser complementadas por
outro.

- Os métodos mais indicados para a diferenciacdo de leveduras

industriais sdo RAPD e eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE).
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ANEXO - Caracterizagdo de polimorfismos proteicos das leveduras
industriais pelo método de SDS-PAGE.
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