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Resumo

Na fabricacao de cervejas estilos Ale ou Lager, sdo utilizadas leveduras pertencentes
as espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pastorianus, respectivamente.
As cepas do estilo Lager fermentam em baixas temperaturas, produzem menores
concentragfes de compostos responsaveis por aroma e sao consideradas de baixa
fermentacdo, por flocularem. As cepas do estilo Ale fermentam a temperaturas mais
elevadas, produzem altas concentracdes de alcodis superiores e ésteres e sao consideradas
de alta fermentagéo. O objetivo deste trabalho foi estudar a capacidade de esporulagéo, a
caracteristica reprodutiva, assim como a aplicacdo de técnicas de cruzamentos entre
leveduras isoladas de dornas de fermentacdo da cachaca para a obtencao de novas estirpes
com potencial para producdo de cerveja. Das 128 cepas de leveduras caracterizadas
quanto a frequéncia e eficiéncia da esporulacdo, 121 leveduras (95%) apresentaram
esporulacdo acima de 50%, sendo que quatorze ndo foram capazes de esporular. Vinte e
quatro cepas apresentaram viabilidade de esporos acima de 91% e sete cepas ndo
apresentaram viabilidade dos esporos. Apenas, trés cepas de leveduras foram
classificadas como heterotélicas: LBCM1073, LBCM1078 e LBCM1115. A partir dos
resultados apresentados e de outros resultados do nosso grupo de pesquisa, como a
caracterizacdo da producdo de compostos responsaveis pelo aroma, capacidade de
fermentagdo de aclcares e de floculacdo, duas cepas foram selecionadas para
cruzamentos. A cepa LBCM1078 apresenta capacidade de fermentacdo de maltose e alta
producédo de compostos responsaveis por aroma, enquanto a cepa LBCM1092 apresenta
uma floculagdo constitutiva. A partir das duas técnicas de cruzamento desenvolvidas,
entre células hapldides e entre células dipldides, 21 e 33 hibridos foram obtidos,
respectivamente. Os hibridos foram avaliados quanto a capacidade de fermentacdo de
maltose e a capacidade de floculagéo, sendo selecionadas trés novas cepas para futuros

experimentos de fermentacdo em condi¢des similares a producéo de cerveja.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, esporulacdo, ciclo de vida, cruzamentos,

cerveja.



Abstract

Ale and Lager yeast strains are used in brewing industry and belongs to S. cerevisiae and
S. pastorianus species, respectively. Lager yeast is adapted to low-temperature
fermentation, produces low concentration of compounds responsible for flavor and due
to its flocculation profile it is considered “bottom fermenting”. Ale yeast is adapted to
fermentation in higher temperatures, produces high concentrations of higher alcohols and
esters and it is considered “top fermenting”. The aim of this study was to investigate
sporulation capacity, reproductive characteristics, as well as application of breeding
techniques between yeasts isolated from cachaca production to obtain new strains with
potential for brewing. We characterized the ability, efficiency and frequency of
sporulation in 128 yeast strains. One hundred twenty-one strains (95%) presented
sporulation efficiency above 50%, and fourteen were unable to sporulate. Twenty four
strains showed spore viability above 91% and seven isolates did not present spore
viability. Only three yeast strains were classified as heterothallic. LBCM1073,
LBCM1078 and LBCM1115. These results, associated with other results from our
research group, as characterization of flavor compounds production (responsible for
aroma profile), maltose fermentation ability and flocculation phenotypes, allowed us to
select two strains for breeding. LBCM1078 strain shows maltose fermentation ability and
high production of flavor compounds, while LBCM1092 strain presents a constitutive
flocculation. Two different types of breeding techniques were developed, between
haploid and diploid cells, and we obtained 21 and 33 hybrids, respectively. These hybrids
were evaluated for maltose fermentation and flocculating ability. Three new strains were

selected for further experiments in similar brewing conditions.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, sporulation, life cycle, breeding, beer.
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1. INTRODUCAO

A cerveja é uma das mais antigas bebidas alcodlicas consumidas pelo homem
(limure and Sato, 2013). A evidéncia de sua producdo na antiguidade é uma tabua
Sumérica datada de 6000 anos a.C. (Morado, 2009). Nela, estava descrito o modo de
preparo do “beer bread”, obtido por meio da mistura da farinha da cevada e agua (Nelson,
2014). Esse método foi posteriormente aprimorado pela agregacdo das técnicas de

fermentagdo provenientes da producédo do vinho (Morado, 2009).

Inicialmente, a producdo de cerveja era uma atividade caseira realizada pelas
mulheres, tendo papel relevante na alimentacéo, sendo consumida por todos 0s membros
da familia, incluindo criancas (Oliver, 2012). Nos periodos de peste, foi de fundamental
importancia, sendo utilizada como alternativa para a agua. Além disso, parte do que era
produzido, era vendido ou trocado por outros produtos, representando um relevante papel
na economia familiar (Morado, 2009, Oliver, 2012).

No século VI, a cerveja passou a ser fabricada nos mosteiros europeus, com a
finalidade de alimentar os monges durante os periodos de jejum dos alimentos solidos.
Dessa forma, além de aprimorar o processo produtivo, 0s monges foram responsaveis
pela introducdo do lupulo em sua formulacdo, agregando a cerveja 0 gosto amargo e

conferindo acao conservante natural a bebida (Morado, 2009).

Em 1516, surgiu na Alemanha a Reinheitsgebot, ou Lei da Pureza, que estabeleceu
os ingredientes que poderiam ser utilizados na producdo da cerveja: malte, lUpulo e agua.
As leveduras ndo foram citadas uma vez que, naquele periodo, ndo se tinha o

conhecimento da existéncia das mesmas (Morado, 2009).

A Lei da Pureza visou a destina¢do do uso do trigo a producédo de paes, uma vez
que havia caréncia de trigo naquela época, provocando aumento demasiado do seu preco,
0 qual era repassado para 0 pdo. Além disso, acabou contribuindo para a padronizagéo
dos componentes utilizados para a producdo da cerveja e, consequentemente, melhor
qualidade do produto final (Morado, 2009).

No ambito nacional, a cerveja foi trazida para o Brasil através da Companhia das

indias, vinda para o Brasil em 1630. Com a saida dos holandeses das terras brasileiras em



1654, caiu no esquecimento por aproximadamente 150 anos, sendo reintroduzida apenas
com a vinda de D. Jodo VI, no Século XIX (Morado, 2009).

Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, superado
apenas pela China e os Estados Unidos. De acordo com dados do The Barth Report, em
2014, cervejarias brasileiras produziram mais de 140 milhdes de litros de cerveja (Barth
etal., 2015).

A busca por cervejas de alto padrdo de qualidade e caracteristicas exclusivas e
diferenciadas vem aumentando nos Gltimos anos. Nesse contexto, as cervejas artesanais
vém ganhando destaque, pois oferecem cervejas personalizadas com alto padréo de
qualidade (Morado, 2009). Portanto, estratégias para melhorar a producdo e as

caracteristicas sensoriais tornaram prioridade para a indudstria cervejeira no Brasil.
1.1. Producéo de cerveja

O processo de producdo da cerveja envolve as etapas de maltagem, brassagem,
fermentacdo, maturacdo e envase (Figura 1). A maltagem é a etapa responsavel pela
ativacdo das enzimas presentes nos graos da cevada, as quais sao responsaveis pela quebra
parcial do amido e das proteinas, sendo constituida de trés processos: maceracéo,

germinacao e secagem (Morado, 2009).

Os grdos maltados sdo submetidos a brassagem que envolve sacarificagéo,
filtragem, fervura e lupulagem. Na sacarificacdo, os grdos sao moidos, ficando expostos
a acdo das proteases, amilases e peptidases. Os agUcares resultantes da hidrolise do amido
deverdo ser fermentados, posteriormente, pelas leveduras (Morado, 2009). Apds a
filtracdo, é realizada a fervura, com a finalidade de inativar as enzimas dos cereais, além
de reduzir a possivel contaminacdo microbiana (Morado, 2009). Nessa etapa, o lGpulo €
adicionado e a liberacdo de seus compostos ativos & favorecida pelo aumento da
temperatura do mosto (Morado, 2009). Apos resfriado, 0 mosto esté pronto para o indculo

das leveduras e o inicio da fermentacéo.

A fermentacdo € o processo do metabolismo dos agUcares presentes no mosto pela
acdo das leveduras, formando gés carbénico, etanol e compostos secundarios (Morado,
2009; Oliver, 2012). Os agUcares fermentaveis, glicose, maltose e maltotriose, séo

transportados para o interior da célula da levedura atravées da membrana, por



transportadores especificos (Morado, 2009). A fermentacdo termina quando cessa 0
consumo de acucares pelas leveduras. A esse processo da-se o0 nome de atenuagao, cujo
tempo pode variar conforme a cepa de levedura utilizada, o conteddo inicial de agUcares

no mosto e a temperatura de fermentagéo (Morado, 2009).

Ao final da fermentacéo, o produto obtido é chamado cerveja verde. Na proxima
etapa, denominada maturacao, a temperatura do tanque de fermentacéo deve ser reduzida,
dando inicio a um conjunto de reaces fisico-quimicas que contribuirdo para melhorar o
aspecto, 0 sabor e 0 aroma da cerveja. E durante a maturacio que as leveduras irdo
reabsorver o diacetil, uma substancia altamente indesejavel por conferir a cerveja sabor
de manteiga. O diacetil ou 2-3-butanodiona é uma dicetona vicinal formada durante a
biossintese de valina, na fermentacao principal. A conversdo de diacetil em acetoina e,
posteriormente, em 2-3-butanodiol, compostos de menor percepcao sensorial, € 0 passo
limitante da maturacdo (Morado, 2009).

A baixa temperatura da maturacdo favorece a precipitacdo das leveduras que
podem ser removidas no processo de filtragdo. Algumas cervejas, como as de trigo, ndo
sdo filtradas, mantendo as leveduras até o envase. 1sso também ocorre nos casos em que
a cerveja sofre carbonatacdo apds o envase, sendo adicionado aglcar, geralmente
sacarose, para que as leveduras presentes produzam didxido de carbono. Além de
carbonatar a cerveja, esse processo também favorece o aumento do teor alcoolico e o
perfil aroméatico da cerveja. Em grandes cervejarias, a carbonatagdo € realizada pela

injecdo de gés carbbnico na cerveja logo apds a filtragdo (Morado, 2009).
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Figura 1: Etapas da producdo de cerveja. Na etapa da maltagem ocorre a maceracao,
germinacdo e secagem dos grdos. A brassagem envolve filtragem, fervura e lupulagem. Na
fermentacdo, as leveduras metabolizam acgucares formando etanol, gas carb6nico e compostos
secundarios. Depois, a cerveja € submetida @ maturagdo, filtracdo e envase (Saerens et al., 2010).

A qualidade da cerveja esta diretamente relacionada com a etapa da fermentacéo
(Morado, 2009; Kobayashi et al., 2008). A producdo de concentracdes equilibradas de
compostos secundarios desejaveis, como os alcodis superiores e seus ésteres, e as baixas
concentracfes de compostos indesejaveis, como o diacetil, o sulfeto de hidrogénio e o
dimetil sulfeto, influenciam diretamente no sabor e aroma, contribuindo para a obtengéo
de um produto final de qualidade (Morado, 2009; Kobayashi et al., 2008; Mouret et al.,
2015).

O acetaldeido é um dos principais compostos carbonilicos produzidos durante a
fermentacdo alcodlica (Pan et al., 2011). No citoplasma, o piruvato é descarboxilado a
acetaldeido e CO2. Em seguida, o acetaldeido é reduzido a etanol pela enzima &lcool
desidrogenase. Por outro lado, o piruvato também pode ser convertido em acido acético
e, posteriormente, a acetilCoA (PisSkur and Compagno, 2014). Geralmente, altas
concentracOes de acetaldeido em cervejas estdo associadas com aroma de macas verdes
ou grama recém cortada e a enzima aldeido desidrogenase (ALDH) é uma das enzimas
chave em seu metabolismo. Parte do acetaldeido produzido durante a fermentagdo €

metabolizado pelas leveduras durante a maturacdo da cerveja (Shen et al., 2014).

As leveduras sdo capazes de produzir compostos que influenciam no aroma, como

alcooOis superiores e ésteres. Esses alcodis podem ser formados por duas vias distintas:



uma anabolica e outra catabdlica. Na via catabolica de Ehrlich, aminoécidos sofrem uma
transaminagdo, com transferéncia do grupamento amino para os o-Cetoacidos
correspondentes. Em seguida, o a-cetoacido sofre uma reacdo irreversivel, sendo
descarboxilado ao seu respectivo aldeido. Na Ultima etapa da via, em uma reacdo
catalisada pela enzima alcool desidrogenase ou pela enzima formaldeido desidrogenase,

os aldeidos sdo convertidos aos respectivos alcodis (Figura 2)(Pires et al., 2014).
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Figura 2: Vias metabdlicas da formacao de alcodis superiores e seus ésteres de acetato em
S. cerevisiae. A formacdo dos alcodis superiores é precedida por reacBes de reducdo e
descarboxilagdo de um a-cetoacido, que pode ser proveniente do metabolismo de aminoacidos ou
de carboidratos (Pires et al., 2014; Takagi et al., 2015).

Os alcodis superiores também podem ser formados a partir de a-cetoacidos
provenientes da biossintese de novo de aminoacidos, a partir de carboidratos. Essa é a via
anabolica de producdo de alcoois superiores por S. cerevisiae (Figura2) (Pires et al.,
2014). Os alcodis superiores mais importantes na composicdo do aroma de bebidas
fermentadas sdo: alcool amilico, isoamilico, propilico, isobutilico e o 2-fenil-etanol,

sendo esse ultimo, um alcool aromatico (Saerens et al., 2008).

Além de contribuirem para o aroma da cerveja, 0s alcodis superiores sao
precursores dos ésteres de acetato, cujos mais importantes sao acetato de etila (aroma de
solvente), acetato de isoamila (aroma de banana), acetato de isobutila (aroma frutado) e
acetato de fenil etila (aroma de rosas e mel). A sintese desses ésteres acontece no
citoplasma celular, mas, por sua natureza lipofilica, eles difundem facilmente para o meio
externo (Pires et al., 2014).

Os ésteres de acidos graxos de cadeia média (AGCM) pertencem a outra classe de
subprodutos da fermentacdo (Figura 3). Apesar de serem produzidos em menores

guantidades que os ésteres de acetato, os ésteres de AGCM, como o hexanoato de etila,



octanoato de etila e decanoato de etila contribuem para a qualidade de cervejas por

conferir aroma de macé ou frutado (Kobayashi et al., 2008; Ravasio et al., 2014).
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Figura 3: ReagOes quimicas envolvidas na biossintese de ésteres de &cidos graxos de cadeia
média em S. cerevisiae (Pires et al., 2014). Esteres de 4cidos graxos de cadeia média sdo
formados a partir da transferéncia do grupo acetil, proveniente do acetil-CoA, para o
etanol (Kobayashi et al., 2008; Ravasio et al., 2014).

1.2. Estilos de cervejas e leveduras

A cerveja, assim como outros produtos fermentados, é resultante de um processo
metabolico microbiano. Essa atividade esta diretamente ligada a cada etapa da producéo,
contribuindo para a definicdo de diversas caracteristicas sensoriais, como a producdo de
compostos responsaveis por aroma. A fermentacdo dos cereais pode ser ocasionada por
diversos tipos de microorganismos, sendo as cepas da espécie S. cerevisiae, as mais
utilizadas e difundidas na industria cervejeira. Essa diversidade de microorganismos
contribui para a vasta complexidade do processo e variedade de caracteristicas atribuidas
ao produto final (Bokulich and Bamforth, 2013).

Tradicionalmente, as cervejas podem ser classificadas em trés estilos: Lambic,
Ale e Lager. As cervejas Lambic sdo fermentadas de forma esponténea por diferentes
especies de bactérias e leveduras, naturalmente presentes no ambiente e nos utensilios
utilizados em sua producdo. As cervejas estilos Ale e Lager, sdo assim denominadas,
devido a espécie de levedura utilizada em sua fabricacdo: leveduras Ale ou Lager. As
cervejas Ale, em sua maioria, sdo fermentadas por S. cerevisiae (cepas Ale) em

temperaturas que variam entre 16 e 25°C, sendo também classificadas como de alta



fermentacdo, uma vez que as leveduras tendem a permanecer na superficie do mosto
durante o processo fermentativo, decantando ao final do mesmo (Bokulich and Bamforth,
2013; Sanchez et al., 2012). Além disso, as leveduras do estilo Ale sdo conhecidas por
produzirem uma alta concentragdo de compostos volateis, conferindo a cerveja aroma
frutado e floral (Gibson and Liti, 2015). As cervejas Lager sdo fermentadas por S.
pastorianus (cepas Lager), e fermentam em temperaturas entre 8 a 15°C. Essas leveduras
sdo conhecidas como de baixa fermentacéo, pois tendem a flocular e, consequentemente,
se depositar no fundo das dornas de fermentacdo (Mertens et al., 2015; Sanchez et al.,
2012).

Apesar de serem amplamente consumidas, as cervejas Lager possuem uma origem
muito mais recente quando comparadas as cervejas Ale. A producdo das cervejas Lager
iniciou-se apenas no seculo XVI. Nessa época, provavelmente em ambiente de producao
de cerveja, houve o cruzamento entre as espécies S. cerevisiae e S. eubayanus, originando
a espécie S. pastorianus, um hibrido alotetraploide (Bokulich and Bamforth, 2013;
Mertens et al., 2015; Libkind et al., 2011).

Acredita-se que S. eubayanus seja proveniente da Patagbnia, e foi levada para
Europa, a bordo de navios, sendo responsavel pela porgdo “nao-cerevisiac” da espécie S.
pastorianus (Bokulich and Bamforth, 2013; Libkind et al., 2011). Dessa maneira, 0
hibrido gerado apresentou vantagens em relacdo as cepas parentais. Dentre as vantagens
podemos citar a fermentacdo dos aglcares maltose e maltotriose, provenientes da espécie
S. cerevisiae (Gibson and Liti, 2015) e a capacidade de fermentacdo em baixas
temperaturas, heranca da S. eubayanus, permitindo producéo de cerveja nos meses frios
do ano (Morado, 2009; Libkind et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrada a presenca de isolados de S. eubayanus em
diversas areas da China. Analises filogenéticas indicaram que esses isolados pertencem a
subpopulacdes distintas daquelas provenientes da Patagbnia e com maior grau de
similaridade quando comparado a porgao “ndo-cerevisiae” de S. pastorianus. Esses dados

sugerem que essa espécie pode ter origem asiatica (Gibson and Liti, 2015).

A espécie S. pastorianus possui duas linhagens, conhecidas como Saaz e
Frohberg, as quais diferem quanto as sequéncia do genoma e niveis de ploidia. Essas duas

linhagens de cepas foram isoladas no final do século X1X por Paul Lindner e inicialmente



utilizadas nas regides da Bohemia e Alemanha (Gibson and Liti, 2015). A linhagem
denominada Saaz, referenciada como grupo 1, foi amplamente utilizada na Republica
Checa e na cervejaria Carlsberg, na Dinamarca. A linhagem Frohberg (grupo 2), foi

utilizada na Holanda e Dinamarca (Gibson and Liti, 2015).

Apesar dos dois grupos apresentarem caracteristicas tecnoldgicas de cerveja
Lager, com processo de fermentacdo a baixas temperaturas e no fundo das dornas,
resultante da floculacéo das leveduras, elas possuem algumas diferengas pontuais entre
si. O grupo das cepas Saaz e considerado mais floculante, porém nédo possui capacidade
de utilizar todo o agUcar presente no mosto, especificamente a maltotriose. Além disso,
as cepas Saaz crescem melhor em temperaturas mais baixas quando comparadas as cepas
Frohberg (Gibson et al., 2013; Gibson and Liti, 2015). As cepas Frohberg sdo menos
floculantes, apresentam melhor desempenho fermentativo e produzem maior quantidade
de alcodis superiores e ésteres. Ambas as linhagens apresentam capacidade de fermentar
melobiose, mas é comum as leveduras Frohberg fermentarem maltotriose (Gibson and
Liti, 2015).

Mesmo que as linhagens Saaz e Frohberg sejam originarias de um evento de
hibridizacdo entre S. cerevisiae e S. eubayanus, as mesmas apresentam diferencas
gendmicas que explicam seus diferentes desempenhos fermentativos. As cepas Frohberg
apresentam caracteristicas genémicas de S. cerevisiae e, por outro lado, no genoma de
cepas da linhagem Saaz é possivel notar a perda consideravel de por¢Ges do DNA da
cepa parental S. cerevisiae, por isso essas células possuem mais caracteristicas da parental
S. eubayanus (Gibson and Liti, 2015).

O sequenciamento do genoma de cepas S. pastorianus demonstrou uma larga
fracdo de eventos de recombinagdo entre os genomas das cepas S. cerevisiae e S.
eubayanus. Dentre os genes relacionados, podemos citar o gene Lg-FLO1, envolvido na
floculacéo, uma das caracteristicas determinantes das cepas Lager (Gibson and Liti, 2015;
Simet al., 2013).

1.3. Esporulacéo e ciclo reprodutivo de leveduras

As leveduras da espécie S. cerevisiae, em condicOes adequadas de crescimento,
como a presenca de concentracbes apropriadas de nutrientes, se multiplicam por

brotamento antecedido por processo mitético, dando origem a uma nova geracdo de
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células. No entanto, quando ha deplecdo de nutrientes essenciais, as células diploides

(Ezov et al., 2010) sofrem meiose e esporulam (Piekarska et al., 2010).

Os ascos sao, geralmente, formados por quatro ascosporos originados pelo
empacotamento do nucleo apds a divisdo meiotica, sendo essa divisdo celular bastante
diferente da utilizada durante o crescimento vegetativo (brotamento) (Neiman, 2005). O
processo de esporulacdo € desencadeado em resposta a baixa disponibilidade de
nitrogénio e glicose, e a presenca de fontes de carbono nao fermentaveis (Neiman, 2005;
Taxis et al., 2005). Nesse caso, ocorrem mudancas na expressao de genes envolvidos com
a formacao de células haploides (Piekarska et al., 2010).

A esporulacdo envolve dois processos: a meiose e a morfogénese. A meiose esta
relacionada a duas fases que ocorrem em sequéncia: meiose S e fase pré-meiética S. As
células sofrem duas divisGes nucleares, meiose | e meiose 11, resultando na formacgéo de
quatro esporos. Os quatro nucleos haploides formados sdo empacotados por membranas
pré-esporos (PSMs). As PSMs sofrem uma expansdo na meiose |1, sendo que no momento
da divisdo nuclear, cada membrana envolve o nucleo celular formado, o qual sera
ancorado via corpo polar do fuso. A maturagéo ocorre com a formacéo da parede celular,
a qual confere resisténcia aos esporos que sao capazes de sobreviver por longos periodos
em condicgdes de estresse. Esse processo é conhecido como morfogénese (Piekarska et
al., 2010).

Os esporos podem apresentar mating type opostos, Mat a ou Mat a, determinado
por dois diferentes alelos do locus e realizar o ciclo sexuado, originando células diploides,
Mat a/a (Ezov et al., 2010; Montelone, 2002). O cruzamento entre cepas de leveduras é
possivel devido a presenca dos feromonios sintetizados pelas células. As leveduras Mat
a sao responsaveis por sintetizar feroménios chamados Fator a, e as leveduras Mat a, por
sintetizar feromonios Fator a. Esses feromonios possuem receptores especificos, sendo
que o Fator a se liga a Ste2p, presente na parede das células vizinhas (Mat a) e Fator a se

liga a Ste3p, presente na parede das células Mat a (Ezov et al., 2010; Montelone, 2002).

As leveduras podem ser classificadas quanto ao ciclo reprodutivo em homotalicas
ou heterotalicas. O homotalismo é a capacidade das células haploides de trocarem o
mating type, formando células com mating type oposto daquele da célula de origem. 1sso

ocorre porque espécies homotalicas sdo capazes de expressar o gene HO, que codifica



uma endonuclease responsavel pela conversao do Mat a para Mat o ou vice versa. Dessa
maneira, as células haploides sdo capazes de cruzarem entre si e tornarem-se diploides
(Figura 5) (Ezov et al., 2010; Haber, 2012). As cepas heterotalicas possuem mating type
estdvel e o cruzamento pode ocorrer por meio dos esporos haploides originados de
tétrades diferentes ou originados de uma mesma tétrade, mas ndo sdo capazes de auto
diploidizar (Figura 5) (Ezov et al., 2010).

Heterotallco

Figura 4: Ciclos de vida em S. cerevisiae. As cepas de leveduras podem ser classificadas quanto
ao ciclo reprodutivo. O heterotalismo é caraterizado pela estabilidade do mating type dos esporos
sendo incapazes de auto diploidizar. O homotalismo é a capacidade das células em realizar a troca
do mating type, originando células filhas com MAT oposto da célula mée, sendo capazes de
realizar auto diploidizacéo.

A troca do mating type das células homotalicas ocorre por recombinagdo
homologa apds quebra da dupla fita de DNA em sitio especifico, durante a divisao celular
(Ezov et al.; 2010; Fukuda et al., 2013; Lee and Haber, 2015; Mortimer, 2000). Neste
caso, as células haploides sofrem uma conversdo de genes, na qual o alelo MAT ¢
substituido por uma cépia silenciada, HMRa ou HMLa (Ezov et al., 2010). Essa
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conversdo, iniciada pela endonuclease sitio especifica HO, ocorre de forma que Mat a
recombina com HMLo e Mat o recombina com HMRa (Figura 6)(Ezov et al., 2010;
Fukuda et al., 2013; Mortimer, 2000; Lee and Haber, 2015).
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Figura 5: Processo de recombinacdo da HMRa/HMLa no cromossomo IIT de leveduras S.
cerevisiae homotalicas. Durante a divisdo celular, a célula homotalica troca o mating type por
recombinacdo homologa apds quebra da dupla fita de DNA em sitio especifico por acdo da
endonuclease HO. O alelo MAT ¢é substituido por uma copia silenciada HMLa ou HMLa (Haber,
2012).

O MAT locus, responsavel pelo mating type nas cepas de leveduras haploides, se
localiza no brago direito do cromossomo 11l e € dividido em 5 regides: W,X,Y,Z1 e Z2
(Ezov et al., 2010). Os dois alelos do mating type, Mat a e Mat o, diferem em
aproximadamente 700 pb, que contém sequéncias designadas Ya e Yo, detentoras da
maior parte das ORFs para proteinas que regulam o ciclo reprodutivo sexual. Tanto
HMRa quanto HMLe funcionam como doadores durante o processo de recombinacao
(Figura 6) (Lee and Haber, 2015; Haber, 2012).

Acredita-se que a maioria das leveduras S. cerevisiae sdo homotalicas e que o
heterotalismo esta relacionado ao acumulo de mutac¢des no gene HO e a baixa capacidade
de esporulacéo das cepas de leveduras, interferindo diretamente na renovagao do genoma.
Uma vez que a evolucgdo estad diretamente relacionada com a renovagdo do genoma, a
formacéo de hibridos e a capacidade de esporulagéo das cepas favorecem a diversidade e

a evolucao das espécies (Mortimer, 2000).
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1.4. Estratégias para obtencdo de cepas melhoradas para producéo de cerveja

Em geral, é improvavel isolar uma unica cepa de levedura selvagem na natureza
ou em ambientes de producao da bebida que apresente todas as caracteristicas desejaveis
para a producdo de cerveja. Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento de
técnicas para obtencdo de cepas melhoradas e que sejam detentoras da maior quantidade
de fendtipos desejaveis possiveis (Pérez-Través et al., 2012, Steensels et al., 2014b). A
técnica de cruzamento classico é recomendada, uma vez que organismos geneticamente
modificados, para a industria alimenticia, ndo sdo aceitos pela Legislacdo Brasileira atual
(Steensels et al., 2014b).

Um hibrido é usualmente identificado como sendo uma cepa heterozigotica que
contém genes caracteristicos das duas espécies. Combinacdes favoraveis de fenotipos
positivos, incluindo melhora da adaptacdo a determinadas condi¢bes, podem ser
aumentadas a partir da mistura dos genes de duas ou mais cepas de leveduras (Sipiczki,
2008).

Em estudos realizados por Sipiczki (2008) o desenvolvimento de técnicas de
melhoramento de estirpes de leveduras por métodos moleculares permitiu a geracao de
diversas cepas cujos genomas sdo provenientes de duas ou mais espécies de cepas de
leveduras utilizadas na producgéo de vinhos. Espécies hibridas podem ser geradas a partir
de cruzamentos entre espécies ou interespécies, sendo que, os interespécies sao hibridos
geralmente construidos em laboratérios, resultando em genomas instaveis, necessitando

assim de processos para a estabilizacdo do mesmo (Sipiczki, 2008).

As cepas Lager passaram por eventos de perdas e rearranjo de cromossomos,
processos favorecidos pelo tempo e adaptacdo em ambiente cervejeiro. Até a atualidade,
a variedade de cepas Lager € bastante restrita, exibindo uma baixa diversidade em relagéo
aos fenotipos encontrados. Esse fato apresenta grande contraste em relacdo as cepas
disponiveis em outras inddstrias de fermenta¢do, como a do vinho (Gibson and Liti,
2015).

Os cruzamentos entre cepas do género Saccharomyces séo possiveis e vem sendo
utilizados como alternativa para a geracao de cepas industriais melhoradas, objetivando-

se obter um produto final diferenciado com alto padrdo de qualidade, além de alta
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produtividade e resisténcia das cepas as condi¢cBes de estresse durante 0 processo
produtivo (Bizaj et al., 2012).

A obtencdo de cepas hibridas em laboratorio é possivel a partir de técnicas como
o cruzamento (hibridacdo sexuada) entre esporos haploides, cepas diploides ou pela fuséo
dos protoplastos (hibridacdo assexuada) (Sipiczki, 2008). A introducdo de modificacdes
genéticas por meio de técnicas de biologia molecular (delecdo ou introducao de genes)
para construcdo de cepas melhoradas é outra estratégia que, embora seja permitida em
alguns paises, ndo apresenta uma boa aceitacéo pelos consumidores (Fernandez-Gonzalez
etal., 2014).

A selecdo de esporos ou células e a técnica de cruzamento séo estratégias bastante
usadas pela industria cervejeira (Sanchez et al., 2012), a fim de obter uma cepa com
resisténcia as condi¢Oes de estresse fermentativo e produzindo adequadamente compostos
responsaveis pelo aroma (Steensels et al., 2014a). No caso de cepas de leveduras, esse
aprimoramento pode ser realizado por hibridac6es: célula-célula; esporo-célula; e esporo-
esporo (Steensels et al.,, 2014b). A aplicabilidade desses métodos depende
primordialmente do ciclo reprodutivo e da ploidia das cepas parentais (Steensels et al.,
2014b).

Leveduras podem ser haploides, diploides, aneuploides ou poliploides;
homotalicas ou heterotalicas; e variar quanto a frequéncia de esporulacéo e a viabilidade
desses esporos. A baixa frequéncia da esporulacdo ou baixa viabilidade de seus esporos
sdo caracteristicas que dificultam a utilizacdo de algumas cepas para experimentos de
hibridacdo, cruzamentos classicos (Ezov et al., 2010), sendo necessaria nesses casos, a

utilizacdo da metodologia de fusdo de protoplastos.

As leveduras com perfil de ciclo de vida heterotalico sdo passiveis de serem
utilizadas em cruzamentos entre haploides, devido a capacidade de selecionar seus
segregantes haploides. A grande vantagem da escolha dessas cepas para 0 cruzamento
seria a possibilidade de escolha dos segregantes portadores de fenétipos de interesse, o
que aumenta consideravelmente as chances de se conseguir hibridos com fendtipos
superiores. Além disso, as cepas parentais podem ser usadas diversas vezes em sucessivos

cruzamentos (Steensels et al., 2014b).
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As leveduras com ciclo reprodutivo homotélico ndo sdo habeis em realizar
cruzamentos entre haploides, uma vez que seus segregantes ndo apresentam mating type
estavel, sendo possivel realizar cruzamentos apenas ap6s manipulacdo genética, por

delecéo do gene HO nessas cepas (Steensels et al., 2014b).

Apesar da grande variabilidade genética apresentada por hibridos obtidos, podem
ser detectadas perdas no material genético, baixa estabilidade e uma invariabilidade
durante futuras utilizacbes das leveduras na industria. Para obter cepas estaveis
geneticamente e possibilitar seu uso em fermentagdes comerciais, ja existem métodos
descritos na literatura que possibilitam verificar a estabilizacdo do DNA e sua
confirmac&o por marcadores (Pérez-Través et al., 2012). Um desses métodos foi baseado
em cinco fermentac¢des consecutivas em mosto a temperatura de 20°C e avaliacdo por
meio da analise de diferentes marcadores moleculares, por exemplo, RAPD, que se baseia
na amplificacéo de regides no DNA. Mudancas ocorridas no DNA total foram analisadas
posteriormente (Pérez-Través et al., 2012).

Devido a baixa esporulacdo e viabilidade dos esporos, 0s cruzamentos classicos
tendem a ser limitados (Gibson and Liti, 2015). Esporos da cepa S. pastorianus podem
ser utilizados em cruzamentos com cepas laboratoriais ou cepas Ale, S. cerevisiae, com
o0 intuito de melhorar a esporulacéo e a resisténcia em relacdo condicOes de estresse,
incluindo altas temperaturas, tolerancia ao etanol e estresse osmotico (Gibson and Liti,
2015).

1.5. Floculagdo em leveduras

A floculagéo é a agregacdo das células com formacédo de flocos multicelulares
capazes de depositar no fundo das dornas de fermentacao, sendo um processo que facilita
a coleta das leveduras no final da fermentagdo (Bauer et al., 2010). A floculacdo é um
fendtipo de grande relevancia industrial por tornar menos onerosa a remocéao da biomassa

celular (Bauer et al., 2010; Verstrepen et al., 2003a).

A floculacdo é um processo complexo que envolve a expressdo de genes
especificos como FLO1, FLO5, FLO8 e FLO11, sendo a sua transcri¢do relacionada
também aos fatores externos como nutrientes pesentes no meio, estresse, pH, oxigénio e
temperatura. Esta diretamente relacionada com a composic¢ao ou morfologia das células

(Verstrepen et al., 2003a; Goossens and Willaert, 2010). O processo depende da presenca
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de glicoproteinas especificas chamadas floculinas (Flolp), nas paredes celulares, as quais
se ligam a seus sitios de ligacdo, as alfa mananas, presentes nas paredes das células
vizinhas (Figura 4) (Verstrepen et al., 2003a; Sim et al., 2013; Goossens and Willaert,
2010).

—— Floculinas

Alfa mananas

Figura 6: Formacéo dos flocos celulares em leveduras. A agregacdo das células ocorre pela
ligacdo das floculinas (glicoproteinas) a sitios especificos, alfa mananas, ambas presentes na
parede celular das leveduras (Verstrepen et al., 2003a).

As floculinas podem ser divididas em dominio lectina (A), dominio central (B) e
C-terminal (C). O dominio C-terminal é responsavel por ancorar as proteinas Flolp a
parede celular. O dominio central é uma estrutura longa e rigida, rica em residuos de
serina, treonina e prolina. O dominio lectina reconhece e interage com residuos de
manose, alfa mananas, presentes nas paredes das células vizinhas, sendo assim, a por¢ado
responsavel pelo fendmeno da floculacéo (Bauer et al., 2010; Bony et al., 1997; Fichtner
et al., 2007).

Quando ha a presenga de manose no mosto, a mesma ocupa os sitios de ligacdo
das floculinas, impedindo, assim, que ocorra a ligagdo célula a célula, e, com isso, a
floculacdo. Para algumas cepas de leveduras, a floculacdo € inibida ndo apenas pela
manose presente no mosto, mas também pela glicose, sacarose e maltose (\Verstrepen et
al., 2003a; Sim et al., 2013). Esse fenotipo da floculagdo, New Flo, pode ser encontrado
em cepas cervejeiras, enquanto a floculacdo da maioria das cepas laboratoriais séo

inibidas pela maltose (fendtipo Flolp) (Verstrepen et al., 2003a). Outros tipos de

15



floculacédo tém sido descritos, sugerindo que algumas cepas de leveduras podem flocular
por meio de diferentes mecanismos. Essas leveduras apresentam floculagéo insensivel a

adicdo de manose (Verstrepen et al., 2003a).

O comportamento da floculagdo € altamente especifico, sendo que as
caracteristicas de cada cepa aumentam a complexidade do processo. A expressao dos
genes FLO ocorre em diferentes niveis, sendo regulados por mecanismos distintos. Por
esses fatores, as diferentes cepas de leveduras apresentam perfis de floculacéo especificos
(Bauer et al., 2010; Bony et al., 1997).

Como ja mencionado anteriormente, as leveduras cervejeiras podem ser
classificadas em dois grupos. As cepas de alta fermentagdo, ou “top-fermenting”,
incapazes de flocular e subindo para o topo das dornas de fermentacdo. O segundo grupo
de leveduras cervejeiras, classificadas como cepas de baixa fermentagdo ou, “bottom-
fermenting”, sdo aquelas capazes de flocular e depositarem no fundo das dornas de
fermentacdo (Sanchez et al., 2012; Li et al., 2012).

Embora, as cepas de leveduras cervejeiras da espécie S. cerevisiae (Ale) sejam
normalmente consideradas “top-fermenting” e as espécies S. pastorianus (Lager)
“bottom-fermenting”, recentemente espécies S. cerevisiae isoladas de dornas de producéao
de cachaca demonstraram capacidade de floculagcdo muito superior a uma cepa comercial

cervejeira Lager (Alvarez et al., 2014).

Em 2015, Conceicdo e colaboradores investigaram a diversidade fenotipica de
cepas de leveduras integrantes do mesmo conjunto de cepas com as quais trabalharam
Alvarez e colaboradores. Essas cepas, isoladas em quatro estados brasileiros, compfem a
colecdo de leveduras do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (LBCM). Dentre as
caracteristicas avaliadas por Conceigéo e colaboradores estdo propriedades necessérias a
producdo de bioetanol, incluindo capacidade de tolerar altas concentragdes de etanol,
metanol, resisténcia ao aluminio e zinco, variacdes de pH e producdo de espuma (da

Conceicdo et al., 2015).

Com o intuito de contribuir para a obtencdo de uma maior diversidade de cepas
Lager, no presente trabalho, foram caracterizadas 128 cepas de leveduras isoladas de
dornas de producdo de cachaca, integrantes da colecdo LBCM, visando selecionar aquelas

com o perfil mais adequado para o desenvolvimento dos cruzamentos. A fim de obter
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novas cepas com fendtipos desejaveis, como a floculacéo e caracteristicas adequadas a
producdo de cervejas, alguns critérios para a escolha dessas cepas foram adotados, como
a frequéncia, eficiéncia e viabilidade dos esporos, além do ciclo reprodutivo destas cepas
e caracteristicas como floculagdo, metabolizacdo de maltose e produgdo de compostos

voléateis.
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2. OBJETIVOS

2.2. Objetivo geral

Utilizar técnicas de cruzamentos entre leveduras isoladas de dornas de fermentagéo

da cachaca para a obtencdo de novas estirpes com potencial para producédo de cerveja.

2.3. Objetivos especificos

o Analisar a frequéncia, a eficiéncia da esporulacao e a viabilidade dos esporos das
leveduras;
o Caracterizar o tipo de ciclo reprodutivo (homotalismo ou heterotalismo)

apresentado pelas cepas de leveduras;

o Obter novas cepas hibridas por meio das técnicas de cruzamentos entre leveduras

diploides e entre leveduras haploides;

o Selecionar e avaliar as novas cepas hibridas com fendtipo de interesse para

producdo de cerveja.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no LBCM do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto.
3.1. Micro-organismos e construcdes utilizadas nos experimentos

As leveduras utilizadas neste estudo foram isoladas de dornas de fermentacéo de
cachaca de diversas regides do Brasil. As cepas comerciais S.pastorianus var.
Weihenstephan 34/70, S.cerevisiae WB-06 e as cepas laboratoriais S.cerevisiae S288c
(Mat a/a, dipldide), S288c (Mat a, haploide), S288c (Mat a, hapldide) foram utilizadas
como controles.  S.cerevisiae LBCM1092 Mat a/aHO::KanMX/HO::hph
(LBCM1092ho4) foi construida neste estudo. Todas as cepas de leveduras foram
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C em meio YP glicose e 30% (v/v) de

glicerol.
3.2. Meios de cultura
3.2.1. Meio YP

O meio YP foi utilizado para cultivo de cepas de leveduras sendo composto por
extrato de levedura 1% (p/v) e peptona de carne 2% (p/v). Como fonte de carbono o0 meio
foi acrescido de 2% (p/v) de glicose ou de 2% (p/v) de maltose. No meio sélido foi
adicionado 2% (p/v) de &gar.

3.2.2. Meio YP 250

O meio YP250 é composto por 0,27% de extrato de levedura (p/v) e 0,54% de
peptona (p/v), pH 4.5.

3.2.3. Meio acetato de potassio para esporulacéo

O meio para esporulacdo é composto por acetato de potassio 1% (p/v), bicarbonato
de potéassio 0,05% (p/v) e agar 2% (p/v), pH 6.0.

3.2.4. Meio para dissecacdo de tétrades em micromanipulador

Para dissecacdo das tétrades foi utilizado o meio contendo extrato de levedura

0,5% (p/v), peptona de carne 1% (p/v), glicose 2% (p/v) e agar 1,5% (p/v).
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3.3. Procedimentos basicos de biologia molecular

A extracdo e purificacdo de DNA plasmidial em Escherichia coli foram realizadas
utilizando Plasmid Kit (Geneaid, USA). A integridade do DNA e os produtos de PCRs
foram verificados usando eletroforese em gel de agarose a 0,8%, 1,0% ou 1,2%, conforme
tamanho dos fragmentos analisados. ReagOes de PCRs foram realizadas em termociclador
T100 ThermalCycler (Bio-Rad), utilizando Master Mix e Tag DNA polimerase
(Promega, USA). Primers usados foram sintetizados pela Integrated DNA technology,
Inc (Brasil). Os produtos de PCRs foram purificados usando kit Nucleo Spin Gel and
PCR clean-up (Machery-Nagel, Germany) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.4. Condic0es de esporulagdo

As cepas de leveduras foram pré-cultivadas em 3mL de meio YP glicose a 30°C
sob agitacdo constante a 200 rpm por 24 horas. Ap6s o crescimento, as células foram
coletadas por centrifugacdo a 2885g por 3 minutos e lavadas em agua destilada estéril
gelada por 3 vezes. O pellet celular foi ressuspenso em 20 pL de agua destilada estéril e
inoculado em forma de microgotas em placas contendo o meio para a esporulagdo. Em
seguida, as placas foram incubadas a 22°C por aproximadamente 7 dias, ou até a

visualizagdo da formacdo dos ascos contendo 0s esporos em microscopio optico.
3.5. Analise das tétrades e da viabilidade dos esporos

As leveduras que apresentaram formacdo de esporos foram submetidas a
dissecacao das tétrades em micromanipulador (MSM System 400, Singer Instruments).
Amostras de células foram coletadas da biomassa das microgotas, transferidas para 45 pL
de &gua destilada estéril contendo 5 pL de solucéo de Liticase (5000 U/mL) e incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente para digestdo da parede dos ascos. Uma aliquota
de 10 pL dessa suspensdo celular foi inoculada em placa contendo meio para
micromanipulador e aproximadamente 10 tétrades de cada cepa de levedura foram
dissecadas. Apos incubacéo das placas a 30°C, os esporos que formaram coldnias visiveis
foram considerados viaveis. A viabilidade dos esporos foi determinada dividindo o
namero de esporos viaveis pelo 0 nimero de esporos dissecados (Fernandez-Gonzalez et
al., 2015). Para determinacdo da frequéncia e eficiéncia da esporulacdo foi realizada a
contagem do namero das células, diades, triades e tétrades em camara de Neubauer. A

frequéncia da esporulacdo foi calculada dividindo o nimero de ascos (diades, triades,
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tétrades) pelo somatdrio do nimero de células mais o numero total dos ascos. A eficiéncia
da esporulacéo foi calculada dividindo o somatdrio dos ascos (nimero de tétrades) pelo

total de ascos contabilizados (Fernandez-Gonzalez et al., 2015).
3.6. Caracterizacao do ciclo reprodutivo das leveduras

O ciclo reprodutivo (homotalismo ou heterotalismo) das leveduras foi verificado
pelo mating type dos esporos de uma mesma tétrade conforme descrito anteriormente
(Muxley et al., 1990). Mating type foi determinado por PCR com a combinacdo de
primers complementares ao MAT locus, Mat a e Mat o (listados na Tabela 1) utilizando
as seguintes condi¢Oes: temperatura inicial de desnaturacdo 94°C por 4 minutos; 30 ciclos
de amplificacdo a 94°C por 1 minuto; 58°C por 2 minutos; 72°C por 1 minuto e

temperatura de extensao final de 72°C por 10 minutos.
3.7. Determinacéo da ploidia por citometria de fluxo

A ploidia das leveduras foi determinada por meio da intensidade da fluorescéncia
emitida pelo iodeto de propidio intercalados aos acidos nucléicos, possibilitando
quantificar o contetdo de DNA, analisado por citometria de fluxo conforme ja descrito
na literatura (Popolo et al., 1982), com as devidas modifica¢Bes. As células de leveduras
previamente cultivadas em 3mL de YP glicose por 12 horas foram coletadas por
centrifugacéo e lavadas 3 vezes em tampéo Tris-HCI (50 mM Tris-HCI, 15 mMMgClz,
pH 7.7). Uma amostra de 2 x 107 células/mL foi fixada com 1mL de etanol 70% (v/v)
gelado, a temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, as células foram coletadas por
centrifugacgéo, ressuspensas, em 100 pL de tampdo Tris-HCI com RNAse (0,25 mg/mL)
e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, as células foram tratadas com
proteinase K (1mg/mL) por 1 hora a 50°C. Posteriormente, as células foram centrifugadas
e ressuspensas em 100 pL de solucédo de iodeto de propidio (0,046 mM) e mantidas a 4°C
por 48 horas. As amostras foram analisadas em citdmetro FACScalibur (Becton-
Dickinson) emitindo laser a 488 nm. As células foram detectadas a 564-606 nm (FL2-A)
e a quantidade de DNA foi estimada com base na intensidade da fluorescéncia e

comparando com o contetido de DNA das células de leveduras de referéncia.
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3.8. Delecdo do Gene HO em S. cerevisiae LBCM1092

A delecdo do gene HO foi realizada na cepa LBCM 1092 por meio da técnica de
recombinacdo inserindo cassetes com genes que conferem resisténcia a geneticina e a
higromicina. Essa metodologia visa a interrupcao da sequéncia de mais de uma copia do
gene HO, uma vez que os transformantes podem ser selecionados por marcadores
diferentes. Foram realizadas duas PCRs objetivando amplificar as cassetes de delecdo a
partir de dois plasmideos (pJET1,2-B-kanMX-P e pJET1,2-B-hph-P) utilizando os
primers pdelfw e pdelrv (Tabela 1) e uma Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(BioLabs Inc. New England). Para a PCR foram utilizados 5ng do DNA plasmidial, 200
UM de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2 mM de MgClz, DMSO 3% (v/v),0.5 U de DNA
polimerase e tampdo GC (1X). As condi¢bes da reacdo incluiram uma etapa de
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, seguido de 5 ciclos a 94°C por 1 min, 62°C por 1
min, 72°C por 2 min, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 71,5°C por 3 segundos, 72°C por 2
minutos, e uma extensdo final de 5 min a 72°C. A transformacéo da cepa LBCM1092 foi
realizada de acordo com o0 método descrito na literatura (Gietz et al., 1995). As leveduras
foram pré-cultivadas em 5mL de meio YP glicose a 30°C, sob agitacdo por 24 horas. O
pré-indculo foi transferido para 45 mL de meio YP glicose e incubado nas mesmas
condig@es descritas acima até atingir um valor de densidade ética igual a 1,0 (a 600 nm).
As células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas em agua destilada estéril e
ressuspensas em 1mL de acetato de litio 100 mM.As células foram centrifugadas a 3000
g por 30 segundos e ressuspendidas em 400 pL de acetato de litio 100 mM. Uma aliquota
de 50 pL dessa suspensao celular foi transferida para um microtubo e foram adicionados
240 pL de polietilenoglicol 50% (v/v), 36 pL de acetato de litio 1M, 10 yuL de DNA de
esperma de salméo (10 mg/mL) e 50 pL do produto de PCR purificado. A amostra foi
incubada a 30°C por 45 minutos e, posteriormente, a 42°C por 25 minutos. Apos
centrifugacédo a 3000 g por 30 segundos, as células foram ressuspensas em 1mL de YP
glicose e incubadas a 30°C por 4 horas. As células foram plaqueadas em agar YP glicose
contendo o composto antimicrobiano utilizado como marca de selecdo especifica para
cada plasmidio, geneticina (400 pg/mL) ou higromicina (600 pg/mL), e incubadas a 30°C
por 72 horas. As col6nias crescidas nos meios seletivos foram cultivadas em meio liquido
YP glicose para posterior confirmacdo da efetividade da transformacdo. A primeira

transformacéo da LBCM1092 foi realizada utilizando o produto de PCR com a cassete

22



KanMX (geneticina). O mutante selecionado foi submetido a segunda transformacéo

utilizando o produto de PCR com a cassete hph (higromicina).

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados neste trabalho

Primer Seqiiéncia (5°- 3%)
MATLocu AGTCACATCAAGATCGTTTATGG
S

Mat a ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG
Mat a GCACGGAATATGGGACTACTTCG
Pdelfw TAGCAGATGCGCGCACCTGCGTTGTTACCACAACTCTTATGA
G
GCCCGCGGAGTGGTCGGCTGGAGATCGG
Pdelrv ATGCTTTCTGAAAACACGACTATTCTGATGGCTAACGGTGAA
A
TTAAAGACATCGAGCCGTTATGGCGGGCATC
*Primers: MAT locus/Mat a/Mat a (seqiiéncias complementares a regido do MAT locus);
pdelfw/pdelrv (amplificacdo das cassetes para delegdes);

3.9. Troca do mating type das leveduras

Para obter cepas de leveduras dipl6ides (Mat a/a ou Mat o/a) foi utilizada a
metodologia para troca do mating type. As cepas de leveduras foram transformadas com
1 pg/mL do plasmideo pFL39GAL1HOKanMX (Connolly et al., 1988), o qual contém o
gene HO funcional, controlado pelo promotor GAL1 (induzido por galactose). A
transformacéo foi realizada como descrito anteriormente, no item 3.8, e as células foram
selecionadas em agar YP glicose com geneticina (400 pg/mL). As células transformadas
foram pré-inoculadas em meio liquido YP glicose contendo geneticina (400 pug/mL) a
30°C por 24 horas. As células foram posteriormente centrifugadas e ressuspendidas em
YP contendo galactose 2% e geneticina (400 pg/mL) a 30°C sob constante agitacdo. Apos
1 hora de crescimento foi adicionado 2% de glicose. Amostras de células foram coletadas
a cada hora durante um periodo de 12 horas de incubacdo e plaqueadas em agar YP
glicose. A confirmacdo da troca do mating type foi realizada por meio da PCR como
descrito anteriormente no item 4.6. As coldnias com o mating type alterado (Mat a/a ou
Mat o/a)) foram cultivadas em meio YP glicose sem geneticina, para indugdo da perda do

plasmideo, e em seguida foram estocadas a -80°C.
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3.10. Condicdes dos cruzamentos entre as cepas de leveduras

Os cruzamentos foram realizados entre os segregantes haploides, Mat a e Mat a,
e entre diploides com mating type trocado (Mat a/a e Mat o/a), ambos os cruzamentos
utilizando as cepas LBCM1092 e LBCM1078. Para cada cruzamento amostras de células
de col6nias das leveduras de mating type opostos foram misturadas com 10 pL de agua
destilada estéril na superficie do agar YP glicose. Ap6s secagem da mistura de células, as
placas foram incubadas a 30°C por 48 horas. Apds esse periodo, amostras da biomassa
foram coletadas, diluidas e plaqueadas em &gar YP glicose objetivando obter col6nias
isoladas. O mating type dos hibridos foi confirmado por meio da PCR.

3.11. Andlise qualitativa e quantitativa da floculacéo

A capacidade de floculacdo das leveduras foi verificada pela formacéo de flocos
celulares apdés cultivo das cepas em caldo YP glicose a 30°C por 48 horas. A verificagao
qualitativa da floculagdo foi realizada pela visualizacdo macroscopica, evidenciada pela
rapida deposicdo das células no fundo do tubo, ap6s agitacdo vigorosa. A quantificacdo
da floculacéo foi baseada no teste de Helms como descrito por (Alvarez et al., 2014). As
células de leveduras previamente crescidas em 3 ml de meio YP glicose a 30°C por 72
horas foram lavadas 3 vezes em &gua destilada estéril e diluidas para um valor de
densidade otica entre 0,35 — 0,4 a 600 nm. Nove aliquotas de 1mL referente a cada cepa
de levedura foram coletadas, sendo 03 aliquotas controles e 06 aliquotas experimentais.
As aliquotas experimentais foram primeiramente ressuspensas em tampdo de lavagem,
contendo sulfato de calcio (0,5 g/L). Apos centrifugacgdo, as células foram ressuspensas
em tampao de suspenséo, contendo sulfato de célcio (0,5 g/L), acetato de sodio (6,8 g/L),
acido aceético glacial (4,5 g/L) e etanol 4%, pH 4,5. As aliquotas utilizadas como controle,
foram ressuspensas em 1mL de EDTA 0,5 M, pH 7.0. As amostras foram submetidas a
30 segundos de agitacdo em vortex, sendo todos os tubos de uma mesma amostra,
agitados ao mesmo tempo. Apos a agitacdo e um periodo de 15 minutos de sedimentacéo,
amostras foram coletadas e diluidas 10 vezes. A leitura da absorbancia foi realizada a 600
nm e o percentual da floculacdo foi determinado utilizando a seguinte formula (Alvarez
etal., 2014):

Valor da D. O. Controle — Valor da D. O. Experimental

BN 100
% floculagao Valor da D. 0. Controle i
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3.12. Fermentag&o em presenca de maltose

As cepas de leveduras foram inoculadas em tubos contendo 3mL de meio YP
maltose 2% (p/v), com tubos de Durham invertidos, e incubadas a 30°C, sem agitacao por
24 horas. Em seguida os tubos foram analisados e a fermentacdo foi confirmada pela

presenca de bolhas nos tubos de Durham.

3.13. Fermentacéo em escala laboratorial

Para o pré inoculo, as leveduras foram reativadas em 3mL de meio YP glicose a
30°C, sob agitacdo, durante 24 horas. As células pré-crescidas foram transferidas para 50
mL de YP 250 e incubadas a 30°C por 24 horas. Apds contagem do nimero de células,
um volume correspondente a 5 x 10° células/ mL foi inoculado em 100 mL de YP 250
glicose 10% (p/v) e incubado a 30°C, sem agitacédo, durante 4 dias. A fermentacéo foi
monitorada pesando-se os tubos diariamente e a partir da perda de peso (liberacdo de
CO2) a concentracao de etanol foi estimada.

3.14. Andlise dos principais compostos volateis formados durante a fermentacdo em
escala laboratorial

Os compostos volateis foram analisados por cromatografia gasosa com deteccéo
por ionizacdo em chamas (CG-DIC). Esses compostos volateis correspondem a fracdo
headspace (entre a porcdo liquida e a tampa do frasco) do sobrenadante da fermentacao.
Aliquotas de 5mL do liquido fermentado, foram coletadas e misturadas com 20uL do
padrdo interno n-pentanol 2% em agua (v/v). Apds aquecimento a 60°C, por 30 minutos,
5mL da fracdo headspace foi coletada da seringa gés tight de 25 mL e injetada em
cromatografo CP-Varian Modelo 3380, coluna DB-Wax polietileno glicol (60 m x 0.25
mm x 0.25 pm). As anélises foram realizadas conforme as condigdes descritas na Tabela
2. Os compostos volateis verificados foram os alcodis superiores (n-propanol, isobutanol
e alcool isoamilico), os ésteres de acetato (acetato de etila, acetato de isoamila e acetato
de isobutila), os ésteres de acidos graxos de cadeia média (hexanoato de etila, octanoato
de etila e decanoato de etila), diacetil e acetaldeido. As concentragdes dos compostos
foram obtidas a partir das relagfes entre as areas dos picos observados para as amostras
e as areas dos picos do padrédo interno (n-pentanol), utilizando a respectiva equacgdo da
reta.
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Tabela 2: Condig¢Ges cromatogréficas da analise de compostos volateis por CG-DIC.

Itens operacionais

Condigdes analiticas

Modo de injecéo

Gas de Arraste

Injetor (temperatura)
Detector (temperatura)
FID

Taxa de aquecimento

Splitless por 2 min, Split: 1/30.

Hidrogénio (99,9990%)

225°C

280°C

N2 (gasmakeup): 29 mL/min, Hz: 30 mL/min e Ar: 300
mL/min

80°C (1 min), 80°C a 110°Ca uma taxa de 5°C/min,
110°C (1 min), 110°C a 240°C a uma taxa de 30°C/min,
240°C (1 min).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Esporulacao, viabilidade dos esporos e andlise do ciclo reprodutivo

No presente trabalho, 128 cepas de leveduras isoladas de ambiente de producao
de cachaca foram submetidas ao estudo da capacidade de esporulagéo, a eficiéncia da
formacéo de esporos, a viabilidade dos esporos e o ciclo reprodutivo. Essa estratégia foi
realizada com intuito de obter informacdes a respeito das cepas de leveduras, objetivando

seleciona-las para o desenvolvimento de técnicas de cruzamentos.

A frequéncia e eficiéncia da esporulacdo foram determinadas por meio da
contagem, em camara de Neubauer, do nimero de ascos e células presentes. A frequéncia
foi determinada através da razéo entre total de ascos por células e ascos encontrados na
contagem. Ja a eficiéncia foi determinada pela razdo entre as tétrades encontradas pelo
total de ascos disponibilizados. A viabilidade dos esporos foi relacionada com a
quantidade de esporos dissecados e que apresentaram crescimento (Piekarska et al., 2010;
Neiman, 2005).

A Figura 7 apresenta a porcentagem da frequéncia e eficiéncia da esporulacéo,
assim como a viabilidade dos esporos das cepas de leveduras isoladas de dornas de

fermentacdo de cachaca.
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Figura 4: Valores da frequéncia, eficiéncia e viabilidade dos esporos. (A) Porcentagem da
frequéncia; (B) Porcentagem da eficiéncia; (C) Porcentagem da viabilidade. Os nimeros contidos
nas barras correspondem aos isolados, por ex.: LBCM1078= 78, LBCM1092= 92, etc.
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A maior parte das leveduras, 96 isolados, apresentou uma porcentagem de
esporulacdo acima de 50% (Figura 7A). No entanto, catorze cepas foram incapazes de
esporular nas condi¢fes testadas, mesmo quando o tempo de incubacédo ultrapassou 30
dias (Figura 7A). Todas as cepas que apresentaram esporulacdo foram capazes de formar
tétrades, entretanto, em alguns casos, 0 nimero de ascos com dois esporos (diades) e trés
(triades) foi relativamente alto, tornando a eficiéncia da esporulacdo baixa (Figura 7B).
Apenas cinco cepas apresentaram eficiéncia de esporulacdo acima de 50%, sendo elas:
LBCM1037, LBCM1035, LBCM1122, LBCM1123 e LBCM1039 (Figura 7B). A
eficiéncia da esporulacéo esta relacionada com a formacdo de tétrades, sendo para grande
parte das cepas avaliadas a presenca de diades verificada em maior quantidade. Desse

modo, em geral, a eficiéncia da esporulacdo para as 128 estirpes de leveduras foi baixa.

A formac&o de esporos esta relacionada com diversos fatores como: a ploidia, 0s
fatores nutricionais e a presenca de mutaces que afetam a divisdo meidtica (Neiman,
2005; Mortimer, 2000; Piekarska et al., 2010). A maior parte dos defeitos nos genes esta
envolvida com fungBes metabdlicas (mitocondriais); com autofagia e vacuolo; genes
caracterizados por apresentar defeitos na fase pré-mit6tica ou da mitose (Neiman, 2005).
A regulacdo da expressao dos genes envolvidos na formacdo de esporos esta relacionada
com as condi¢Ges nutricionais da célula, como na regulacdo da funcéo dos SPB (Spindle

pole bodies) na meiose (Taxis et al., 2005).

Vinte e quatro cepas de leveduras mostraram viabilidade entre 91e 100%,
enguanto sete cepas ndo apresentaram esporos viaveis (Figura 7C). Para estas sete cepas
e para as cepas que apresentaram um menor nimero de esporos viaveis, foi necessario
dissecar um grande nimero de tétrades (acima de 10 tétrades) para obtencéo de esporos
viaveis. A viabilidade geralmente é determinada pela capacidade de crescimento dos
esporos em um periodo de 2 a 5 dias a temperatura de 30° C (Fernandez-Gonzalez et al.,
2014).

Alguns estudos mostraram que leveduras cervejeiras, como as cepas Lager,
possuem esporos com baixa viabilidade, podendo ser poliploides ou aneuploides,
caracteristica que contribui para a estabilidade das estirpes. Ao contréario, as estirpes de
vinho sdo, em sua maioria, diploides e apresentaram aproximadamente 100% de

viabilidade dos esporos (Mortimer, 2000).
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Leveduras hibridas, resultantes do cruzamento interespécies podem ser estéreis,
produzindo esporos com menos de 1% de viabilidade. Essa esterilidade € basicamente
devida a incapacidade dos cromossomos de parear na profase da meiose I, 0 que ndo
permite que a meiose ocorra de forma correta. A alta viabilidade dos esporos, como
observado em alguns estudos com cepas tetraploides, em contrapartida, se deve a
presenca de pares homologos para cada cromossomo, 0 que possibilita a ocorréncia da

meiose adequadamente (Mortimer, 2000; Sipiczki, 2008).

Estudo realizado por Coloretti e colaboradores (2006), demonstrou que hibridos
obtidos a partir de cruzamentos entre cepas S. cerevisiae e S. uvarum foram capazes de
esporular, formando ascos contendo quatro esporos, porém os esporos nao foram capazes
de germinar, apresentando, assim, viabilidade nula. Em contrapartida, estudo
desenvolvido por Mortimer (2000), demonstrou que hibrido proveniente de cruzamento
entre S.cerevisiae e S. bayanus apresentou viabilidade de esporos de quase 100%,

resultado inesperado para cruzamento realizado entre espécies diferentes.

De acordo com os resultados obtidos, nao foi possivel observar um padrdo entre
os valores determinados para a frequéncia, eficiéncia da esporulacéo e a viabilidade dos
esporos. Algumas estirpes, como LBCM1014 e LBCM1095 apresentaram alta frequéncia
da esporulacdo (acima de 91%) baixa eficiéncia da esporulacéo, ou seja, baixa formagéo
de tétrades (entre 1-10%) e alta viabilidade dos esporos (acima de 91%). A cepa
LBCM1100 apresentou altos valores de frequéncia, entre 91 e 100%, eficiéncia entre 21
e 30%, e viabilidade dos esporos entre 71 e 90% (Figura 7). As cepas LBCM1035 e
LBCM1037 apresentaram alta frequéncia, entre 81 e 100%, alta eficiéncia, 51 e 70% e
alta viabilidade, entre 81 e 100%.

As cepas que apresentaram esporos viaveis foram submetidas a analise do tipo de
ciclo de vida (homotalico ou heterotdlico). As tétrades foram dissecadas em
micromanipulador e os esporos de um mesmo asco (tetrade) foram submetidos a PCR
para verificar mating type. Um unico amplicon mostra que os esporos sao Mat a ou Mat
a e dois amplicons determinam 0 homotalismo dos esporos, sendo 0s mesmos Mat a/a
(Figura 8A). Todas as leveduras analisadas s&o homotalicas, exceto trés cepas (2,4%),
sendo elas: LBCM1073, LBCM1078 e LBCM1115, que apresentaram MATa ou MATa

para 0s quatro esporos provenientes de uma mesma tétrade (Figura 8A).
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Figura 5: PCR mating type de leveduras. (A) Andlise do ciclo reprodutivo; (B) Confirmagéo
das parentais e hibridos do cruzamento entre leveduras haploides; (C) Confirmagao das parentais
e hibridos do cruzamento entre leveduras diploides.

Leveduras S. cerevisiae podem ser classificadas quanto ao ciclo reprodutivo em
homotalicas ou heterotalicas. No homotalismo as células sdo capazes de realizar a troca
do mating type apds a expressdao do gene HO que codifica uma endonuclease sitio
especifica, formando células com MAT oposto daquele da célula de origem. Essa troca
pode ocasionar a auto diploidizacdo, caracterizada pelos cruzamentos entre a cepa mae e
a originada com mating type oposto (Haber, 2012; Lee and Haber, 2015; Ezov et al.,
2010). As cepas heterotalicas, em contrapartida, possuem mating type estavel e o

cruzamento pode ocorrer por meio dos esporos haploides originados de tétrades diferentes
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ou originados de uma mesma tétrade, mas nao sdo capazes de auto diploidizar como as

cepas homotalicas (Lee and Haber, 2015; Ezov et al., 2010).

S. cerevisiae geralmente sdo conhecidas por possuir ciclo reprodutivo homotalico
(Mortimer, 2000). No entanto, nossos resultados mostraram cepas S. cerevisiae
heterotélicas, semelhante aos resultados encontrados por Fernandez-Gonzélez e
colaboradores (2015) e Ezov e colaboradores (2010), que verificaram cepas heterotalicas
da espécie S. cerevisiae isoladas de ambientes naturais e de producdo de vinhos. No
entanto, as cepas de ambientes de vinhos selecionadas por Ferndndez-Gonzalez e
colaboradores (2015) e Mortimer e colaboradores (2000) apresentaram 69% de

homotalismo.

Em nosso estudo, verificamos 97% de homotalismo nas cepas isoladas de
alambique de cachaca. Se uma cepa homotalica apresenta caracteristica de heterozigose
para um ou mais fendtipos e possui capacidade de esporular, os haploides resultantes
possuirdo possibilidades de combinagdes dessa heterozigose. Do cruzamento destes
haploides poderéo resultar hibridos homozigotos pela auto diploidizacédo (devido a troca
do mating type) que poderdo competir com as estirpes parentais. Dessa forma, o

homotalismo pode representar vantagem seletiva (Mortimer, 2000).

4.2. Selecéo das cepas parentais para o cruzamento

Diversas cepas de leveduras, como algumas cepas de vinhos e cepas cervejeiras
Lager, sdo naturalmente provenientes de eventos de cruzamentos, resultando em hibridos
com vantagens adaptativas quando comparadas as cepas parentais (Bokulich and
Bamforth, 2013; Steensels et al., 2014b; Mertens et al., 2015; Libkind et al., 2011).

A hibridacdo é um importante mecanismo para obtencdo de cepas industriais
melhoradas, objetivando-se obter cepas contendo fendtipos superiores e com elevada
resisténcia as condicOes de estresse no processo de producéo, resultando em um produto

final diferenciado com alto padrdo de qualidade (Bizaj et al., 2012).

Um trabalho realizado por Aradjo (2013) permitiu a caracterizagdo de 21 cepas
isoladas de dornas de fermentacdo de cachaca e pertencentes a colecdo LBCM. Dentre as
cepas avaliadas, foi selecionada LBCM1078, identificada como S. cerevisiae, por possuir

caracteristicas adequadas a producéo de cerveja tais como a capacidade de crescimento
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em baixas temperaturas, metabolizacdo de maltose e producao de compostos responsaveis

por aroma (Aradjo, 2013).

Em 2014, Alvarez e colaboradores, investigando a capacidade de floculacdo das
cepas pertencentes a colecdo LBCM, verificaram que a LBCM1092, S. cerevisiae,
floculava além das demais. O percentual de floculagdo apresentado (96%) supera até

mesmo a cepa comercial cervejeira Lager W-3470 (35%) (Alvarez et al., 2014).

Diante do exposto, as cepas LBCM1092 e LBCM1078 foram selecionadas para
realizacdo de cruzamento tanto entre cepas haploides quanto entre cepas diploides,
objetivando a obtencdo de uma cepa hibrida que associasse a alta capacidade de
floculacéo, producdo de compostos responsaveis por aroma e metabolizacdo de maltose.
Dessa forma, o emprego de técnicas de cruzamentos pode favorecer a combinacdo de

caracteristicas de diferentes cepas, visando a geracdo uma nova cepa Lager tipo Frohberg.

No presente trabalho, foi observado que o isolado LBCM1078 apresentou uma
boa freqiéncia de esporulagdo (81-90%), baixa eficiéncia (1-10%) e esporos que
permaneceram viaveis (51-60%) (Figura 7). Além disso, esse isolado foi caracterizado
como heterotalico (Figura 8A). Por outro lado, a cepa LBCM1092 apresentou freqiiéncia
de esporulacdo baixa (1-10%), eficiéncia de esporulacdo entre 41 e 50% e baixa
viabilidade dos esporos (21-30%) (Figura 7). A analise do mating type dos esporos

permitiu a classificacdo dessa cepa como homotalica (Figura 8A).

Para realizacdo do cruzamento, foi realizada a confirmacgéo da ploidia das cepas

parentais (Figura 9), por citometria de fluxo, sendo determinado que ambas sé&o diploides.
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Figura 6: Analise da ploidia verificada por citometria de fluxo. (A) Cepa LBCM1078. (B)
Cepa LBCM1092. Cepas experimentais em vermelho e cepa controle diploide laboratorial S288C
a/o em azul.

4.2.1. Selecéo de cepas parentais haploides

Para obtencdo de células filhas haploides do isolado LBCM1092, foi necessario
realizar a delecdo do gene HO na cepa selvagem. A transformacdo foi realizada,
primeiramente, por recombinacdo homologa com a cassete contendo a sequéncia
responsavel pela resisténcia a geneticina, 0 que permitiu a obtencdo de diversos
transformantes. No entanto, a anélise do mating type dos segregantes obtidos, apds a
esporulacdo dos mesmos, evidenciou haver ainda pelo menos uma copia ativa do gene
HO, pois os segregantes ainda apresentavam mating #ype a/a. Transformantes foram
selecionados ao acaso para serem submetidos a uma segunda transformacdo, com cassete
detentora de marca de resisténcia a higromicina. Seis transformantes foram obtidos a
partir do meio seletivo contendo os antibidticos usados como marcadores (geneticina e
higromicina), assim como a confirmacao por PCR da cassete inserida na regido do gene
HO (ndo mostrado). Um desses transformantes foi selecionado e submetido a
esporulacdo, e posteriormente confirmada a estabilidade do mating type dos segregantes,
como mostrado na Figura 4B.

Devido a sua caracteristica heterotalica, o isolado LBCM1078 apresentou esporos

com mating type estavel.
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Ap0s a esporulacéo, foi realizada a andlise de tétrades de 72 segregantes, sendo
23 da cepa LBCM1078 e 49 provenientes da cepa LBCM1092ho4. Dos vinte e trés
segregantes analisados, provenientes da cepa LBCM1078, todos apresentaram
fermentacdo em maltose. Para analisar o perfil de compostos de aroma, foi realizada a
fermentacdo em pequena escala dos segregantes (Figura 11). O segregante 78-2b
apresentou producdo de acetato de isoamila e alcool isoamilico em concentracdes
semelhantes aquela verificada na cepa parental, LBCM1078, sendo esse escolhido para

realizar o cruzamento (Figura 10).
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Figura 10: Compostos volateis quantificados por cromatografia gasosa. Perfil de compostos
volateis formados a partir da fermentagdo da cepa LBCM1078 e seus segregantes.
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O mating type (Mat a) do segregante 78-2b foi estavel (Figura 8B) e a analise da
ploidia verificada por citometria de fluxo, confirmou perfil haploide (Figura 12-A) do

segregante 78-2b.

Dos quarenta e nove segregantes da cepa LBCM1092ho4, apenas oito
apresentaram uma alta capacidade de floculacdo qualitativa e trés deles apresentaram
perfis de floculacdo quantitativa proximos ao da cepa parental LBCM1092 (Tabela 4 -
Anexo 1). O segregante 92ho4-16f (Mat a) apresentou uma maior porcentagem de
formacgéo de flocos celulares (93%) quando comparado ao valor verificado para a
floculacdo da parental LBCM92, 92% (Tabela 3) e foi caracterizado como haploide
(Figura 11-B).
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Figura 11: Analise de ploidia verificada por citometria de fluxo. (A) Segregante 78-2b. (B)
Segregante 92-16F. Cepas experimentais em vermelho e cepa controle haploide laboratorial
S288C o em azul.
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Tabela 3: Capacidade de floculacdo das leveduras parentais e das cepas resultantes dos
cruzamentos.

Estirpe Floculacéo (%)
LBCM1092 (selvagem) 92+1
LBCM1078 (selvagem) 44 £ 3

1078-2B 55+4
1092-16F 93+1
Hibrido B16 63+1
Hibrido B22 701
Hibrido C28 55+1
Hibrido C33 44 + 2
1092 1X (7) 94+2
1078 a34 (15) 36+3

C1l-2a 64+4

C1-8c 64+1

C2-1d 91+1

C2-8h 731

C3-7b 91+0

C4-1g 93+2

B15-1d 75+1

B15-7c 56 +2

C13-4h 61+1

C13-4f 67+1

Cl4-2c 62+2

C16-6a 50+4

*QOs valores representam as médias e 0s respectivos desvios padrao

A fim de obter hibridos diploides, foram selecionados para cruzamento 0s
segregantes haploides 78-2b (MATa) e 92ho4-16f (MATa) (Figura 8B).

4.2.2. Selecéo de cepas parentais diploides

O cruzamento entre leveduras diploides € possivel apenas quando elas apresentam
mating type opostos Mata/a e Mato/a.. Desta forma, para possibilitar o cruzamento entre
as cepas diploides, LBCM1078 e LBCM1092 utilizou se a metodologia da troca de
mating type. As cepas LBCM1092 e LBCM1078 foram transformadas com o plasmideo
pFL39GAL1HOKanMX e cultivadas em meio YP contendo galactose com o objetivo de

induzir a expresséo do gene HO.

Ap0s a transformacéo, foram obtidas 55 col6nias da cepa parental LBCM1078 e
42 da cepa parental LBCM1092. Foi verificada a troca de mating type em apenas duas
coldnias da cepa LBCM1092, identificadas como 92 IX Mat a/a e 92 C Mat o/a; € apenas
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quatro colonias da cepa LBCM1078, identificadas como 78a32Mat a/a, 78a69Mat a/a,
78a21Mat o/a. ¢ 78a34Mat o/a.

Ap6s a inducdo da perda do plasmideo, em meio com auséncia de antibiotico, foi
verificada a perda da habilidade das cepas 78 a34 Mat o/a e 92 1X Mat a/a, em crescer
em YPD com 400 pug/mL de geneticina, confirmando, assim, a perda do plasmideo. Essas

cepas foram, entdo, selecionadas para o cruzamento.

4.3. Desenvolvimento das técnicas de cruzamento entre células de leveduras

haploides e diploides

Foi realizado o cruzamento entre as cepas haploides 78-2b e 92-16f, com obtencéo
de 21 hibridos. A Tabela 4, Anexol, mostra a confirmacdo do mating type (MATa/a)

dessas estirpes.

Todos os hibridos foram capazes de fermentar maltose e 9 deles apresentaram
floculacédo qualitativa (Tabela 4- Anexo 1). No entanto, apenas quatro (B16, B22, C28 e
C33), apresentaram valores de floculacdo entre 44 a 70%, embora ainda inferiores aquele
apresentado pela cepa parental LBCM1092 (Tabela 3). Essa baixa porcentagem
apresentada por esses hibridos pode ser devido a caracteristica poligénica da floculacéo,
como sugerido por Alvarez e colaboradores (2014). Dessa maneira, nos hibridos pode

haver a repressdo de determinados genes, responsaveis por esse fendtipo.

A partir dos cruzamentos entre as cepas diploides 78 a 34 Mat o/o. € 92 IX Mat a/a
foram obtidos 33 hibridos, dos quais apenas 31 apresentaram capacidade de fermentar
maltose e nenhum desses hibridos apresentou fendtipo de floculagdo qualitativa (Tabela
4 — Anexo ). Esses resultados podem se relacionar com a caracteristica poligénica da
floculacéo e com a repressdo de genes envolvidos com a mesma (Alvarez et al, 2014).
Foram escolhidos aleatoriamente oito hibridos (B15, C1, C2, C3, C4, C13, C14 e C16)

para serem submetidos a esporulagdo, com o objetivo de obter segregantes diploides.

A partir da esporulacdo e segregacédo dos hibridos tetraploides, foram obtidos e
analisados 495 esporos viaveis dos quais 12 apresentaram fenétipo da floculacdo
visualmente semelhante a cepa parental LBCM1092 (Anexo 1). Os doze segregantes
foram avaliados quanto ao mating type, sendo obtidos os seguintes resultados: Mat a:
segregantes C1-2a, C2-1d, C4-1g, C3-4f, C16-6a; Mat a: segreganteC3-7b; Mat a/a:

38



segregantes C1-8c, C2-8h, B15-1d, B15-7c, C13-4h, C14-2c (Figura8C). A anélise da
floculacdo quantitativa revelou que somente trés dos doze segregantes testados, C2-1d,
C3-7b e C4-1qg, apresentaram valor de aproximadamente 92% (Tabela 3), ou seja,
comparavel a cepa parental LBCM1092. A presenca de mating type Mat a ou Mat o nestes
segregantes sugere que eles sejam diploides Mat a/a ou Mat o/a; ou aneuploides, havendo
a perda de uma das copias do cromossomo Ill. A confirmacao da ploidia das cepas em
questdo necessita analise por citometria de fluxo, o que pode permitir a utilizacdo destes

segregantes em novos cruzamentos.

As duas técnicas utilizadas, cruzamentos entre cepas haploides e entre cepas
diploides, deram origem a hibridos com fenotipos esperados. No entanto, 0s segregantes
obtidos a partir dos hibridos do cruzamento entre as cepas diploides, apresentaram um
melhor perfil de floculagdo, quando comparados aos hibridos provenientes de
cruzamentos entre haploides. Coloretti e colaboradores (2006) obtiveram leveduras
hibridas com alta capacidade de floculacdo a partir do cruzamento entre segregantes
haploides de S. cerevisiae e S. uvarum embora ndo tenham realizado testes de

cruzamentos entre diploides.

Para o cruzamento entre haploide-haploide foi realizada a construgéo da estirpe
LBCM1092 Mat a/o HO:: KanMX/HO:: hph (LBCM92ho4), um organismo
geneticamente modificado. A legislacdo ndo permite a utilizacdo de organismos
geneticamente modificados na industria de alimentos, sendo dessa forma, a técnica de

cruzamento entre estirpes diploides, mais apropriada (Steensels et al., 2014b).
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5. CONCLUSOES

A partir do trabalho desenvolvido foi possivel caracterizar o ciclo reprodutivo, a
capacidade de esporulacdo e viabilidade dos esporos de 128 cepas de leveduras isoladas
de dornas de fermentagdo de cachaca de diversas regiGes do pais, o que contribui para
pesquisas futuras a serem desenvolvidas no LBCM.

Das cepas avaliadas, quatorze ndo foram capazes de esporular e das cento e quatorze

cepas que esporularam, sete ndo apresentaram esporos Viaveis.

Através da analise do ciclo reprodutivo, foi confirmado que as leveduras LBCM1073,
LBCM1078 e LBCM1115 apresentaram esporos haploides estaveis, confirmando assim

o perfil de heterotalismo. O restante das cepas analisadas, portanto, s&éo homotalicas.

Foram empregadas técnicas de cruzamento entre cepas haploides e diploides para
obtencdo de hibridos detentores de caracteristicas desejadas para producéao de cerveja. A
partir do cruzamento entre haploides, foram obtidos 4 hibridos sendo o B22 o que
apresentou melhor perfil de floculacdo. Esse fen6tipo foi verificado por teste quantitativo
de floculacdo e o perfil de floculacdo do hibrido B22 foi bem préximo ao perfil de

floculacéo da cepa parental LBCM1092.

O desenvolvimento da técnica de cruzamento entre cepas haploides viabilizou a
padronizacdo da delecdo do gene HO. Técnica que podera ser empregada para o

desenvolvimento de outros trabalhos, o que contribui cientificamente para o LBCM.

O cruzamento entre cepas diploide proporcionou a obtengdo de 12 hibridos, sendo
C2-1d e C4-1g, os melhores hibridos em relacdo a floculagdo. O cruzamento entre cepas
diploides viabilizou a padronizagdo da inducdo de troca de mating type, técnica que

também contribui para o desenvolvimento de trabalhos futuros.

Ambas as técnicas de cruzamento foram eficientes para obtencéo de hibridos com
fendtipos de interesse, porém o cruzamento entre diploides merece destaque, uma vez
que, além de apresentar os melhores valores de floculagdo de seus hibridos, ndo foi
realizado nenhum tipo de manipulacdo genética, o que ndo é bem visto pela sociedade,

nem aceito pela legislagéo brasileira.
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6. PERSPECTIVAS

e Realizar a confirmacéo da ploidia e producdo de compostos volateis dos hibridos
obtidos pelo cruzamento de haploides e diploides;

e A incapacidade de esporulacdo e inviabilidade dos esporos apresentada por parte
das cepas, além da predominéancia de leveduras homotélicas na colecdo, podem
ser objeto de estudos futuros;

¢ O baixo perfil de floculagéo apresentado pela maioria dos hibridos obtidos, sugere
um perfil multigénico desse fenétipo, devendo ser melhor investigado, por

exemplo por mapeamento de QTL’s.
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ANEXO 1- Tabela 4: Caracteriza¢édo das cepas de leveduras utilizadas no estudo

Cruzamento haploide-haploide

Cruzamento diploide-diploide
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78 la + - 78 a34 (15) o /o diploide + - B15-1d a/a + ++
78 1b + - 92 IX (7) ala diploide - ++ Cl-2a A + ++
78 1c + - Hyb B6 a/a + - Cl-7b A + +
78 1d + - Hyb B8 a/a + - C1-8a ala + +
78 2a a + - Hyb B11 a/a + - C1-8c ala + ++
78 2b a haploide + - Hyb B12 a/a + - C1-9e ala + +
78 2¢ a + - Hyb B13 a/a + - C2-1d A diploide + ++
78 2d a + - Hyb B14 a/a + - C2-8h ala aneuploide + ++
92HOA 2b a - + Hyb B15 a/a + - C3-4h ala + +
92HOA 2f a - + Hyb C1 a/a + - C3-5f A + +
92HOA 9f a - + Hyb C2 a/a tetraploide + - C3-6f a/a + +
92HOA 11¢ a - ++ Hyb C3 a/a + - C3-7b A + ++
92HOA 11e a - + Hyb C4 a/a + - C4-1g A + ++
92HOA 16f a haploide - ++ Hyb C5 a/a + - C4-6h A + +
92HOA 17d a haploide - ++ Hyb C6 a/a + - C4-7a A + +
92HOA 18c¢ a - + Hyb C7 a/a + - C13-4f A + ++
Hyb B16 a/a + ++ Hyb C8 a/a + - C13-4h ala + ++
Hyb B18 ala + - Hyb C9 a/a + - C13-6d ala + +
Hyb B19 ala + - Hyb C12 a/a + - C13-9a ala + +
Hyb B21 a/a + + Hyb C13 a/a + - Cl4-2c a/a + ++
Hyb B22 a/a + ++ | HybC14 a/a + - Cl14-9f A + +
Hyb B23 a/a + + Hyb C15 a/a + - C16-6a A + ++
Hyb B24 a/a + + Hyb C16 a/a + - C16-69 a/a + +
Hyb B25 a/a + + Hyb C17 a/a + -
Hyb B26 a/a + - Hyb C18 a/a + -
Hyb B28 a/a + ++ Hyb C19 a/a + -
Hyb C28 a/a + + Hyb C20 a/a + -
Hyb C30 a/a + - Hyb C21 a/a + -

Hyb, hibrido; ND, ndo determinado; @ ++, células muito floculantes; +, células parcialmente floculantes; -, células ndo floculantes
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ANEXO 1- Tabela 4: Caracteriza¢édo das cepas de leveduras utilizadas no estudo

Cruzamento haploide-haploide

Cruzamento diploide-diploide
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Hyb C31 a/a + - Hyb C23 a/a + -
Hyb C33 a/a + ++ Hyb C24 a/a + -
Hyb C42 ala + - Hyb C25 a/a + -
Hyb C44 ala + - Hyb C26 a/a + -
Hyb V a/a + - Hyb C27 a/a + -
Hyb E ala + - Hyb A8 a/a - -
Hyb F1 ala + - Hyb A9 a/a - -
Hyb F2 a/a + - B15-2d a/a + +
Hyb J1 a/a + - B15-7c a/a + ++

Hyb, hibrido; ND, ndo determinado; ®++, células muito floculantes; +, células parcialmente floculantes; -, células ndo floculantes

49



	Dissertação Bruna 29.04 - PDF
	FICHA
	New Doc 1_1
	Dissertação Bruna 29.04 - PDF
	Dissertação Bruna 29.04 - PDF

