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INTRODUCAO

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida em todo o mundo. E tradicionalmente
produzida a partir de quatro ingredientes-chave: cereais maltados (cevada ou outro), agua,
lGpulo e levedura. Durante a fermentagcdo, as células da levedura convertem agucares
derivados do cereal em etanol e CO2. Ao mesmo tempo, sdo produzidos numerosos
metabdlitos secundarios que influenciam o aroma e o sabor da cerveja. A variacdo desses
metabdlitos em € o que permite que a levedura influencie tdo exclusivamente no sabor da
cerveja (WALKER; STEWART, 2016; MAICAS, 2020). Comumente, dois tipos de levedura
sdo utilizados na fabricacdo de cervejas: Saccharomyces cerevisiae (cervejas Ales, de alta
fermentacdo) e Saccharomyces pastorianus (cervejas Lagers, de baixa fermentacao)
(MAICAS, 2020). No entanto, o mercado cervejeiro vem enfrentando uma demanda por
mudangas devido ao perfil dos consumidores, cada vez mais interessados em novos sabores
e combinag¢@es, abrindo caminho para a identificacdo e/ou melhoramento de leveduras para
resolver desafios especificos, especialmente aqueles associados a sustentabilidade,
aromatizacao e conteudo alcodlico diferenciado (PERIS, 2012). Portanto, o presente trabalho
propfe-se realizar uma analise genbmica de uma levedura selvagem obtida da planta
Sarcocornia ambigua a fim de ampliar o conhecimento acerca desse microrganismo, com

vistas a uma possivel aplicacdo no mercado cervejeiro.

OBJETIVOS
Realizar uma analise gendmica de uma levedura selvagem isolada da Sarcocornia ambigua,

crescida em um banco de areia (Palhoga-SC).
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METODOLOGIA

Foram utilizadas culturas do isolado da levedura selvagem obtidas diretamente da planta Sar-
cocornia ambigua, coletadas em um banco de areia da cidade de Palhoca - Santa Catarina,
cultivadas em YPD (Yeast Peptone Dextrose) modificado a 30°C, por 12 h (DYMOND, 2013).
Inicialmente, foi realizado PCR (Polymerase Chain Reaction) de coldnia a fim de amplificar
parte da regido do DNA ribossémico (incluindo as regifes ITS 1 e ITS2) da levedura selvagem
e de controles de Saccharomyces cerevisiae. Foi realizado BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para confirmar os dados gerados. Em seguida, a levedura selvagem foi subme-
tida a protocolo de fermentacéo (quadruplicata), em meio DME (Dry Malt Extract). A levedura
cervejeira S33 foi usada como controle do experimento. Os valores de Brix foram medidos
diariamente por 7 dias. Em seguida, o protocolo para andlise de ploidia por citometria de fluxo
foi realizado de acordo com o descrito por Delobel & Tesniere (2014), utilizando colénias
isoladas da levedura de interesse e das linhagens de Saccharomyces cerevisiae S288C
(controle haploide) (MANGADO et al., 2018) e EC1118 (controle diploide) (MANGADO et al.,
2018). Uma analise de Bioinformatica usando a ferramenta GenomeScope2 (VURTURE et
al., 2017) também foi realizada para validar os dados gerados pela citometria. Por fim, foi
realizada a extragdo de DNA da levedura selvagem segundo as especificagdes do Kit DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN). A amostra entdo foi purificada utilizando-se do Kit GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) e visualizada por meio de eletroforese em
gel de agarose a 2%, corados com brometo de etideo. Por fim, encaminhada para a empresa
chinesa BGI, que realizou o preparo de bibliotecas e sequenciamento de nova geracao (NGS).
Analises posteriores de Bioinformatica foram realizadas na montagem e anotagéo funcional

do rascunho do genoma sequenciado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos com o PCR de colbnia e alinhamento BLAST indicaram um tamanho de
amplicon compativel com o esperado para o género Saccharomyces, de 800 pb. A partir desse
resultado, a levedura foi utilizada em experimentos de fermentagcdo. Como resultado, a
levedura alvo do nosso estudo apresentou valores de Brix similares aqueles observados
quando a levedura cervejeira S33 é utilizada na fermentagao. Dessa forma, acreditamos que
a levedura isolada apresenta um elevado potencial comercial, visto que é a escala Brix &
usada para um estimar a quantidade de agucares fermentaveis, que potencialmente serao
convertidos em alcool, por ser um indicativo de velocidade fermentativa, periodo de
fermentacdo e teor alcodlico, fatores de grande relevancia na produgcao da cerveja
(SCARANO et al., 2018). A partir das analises realizadas no citdbmetro de fluxo FACSCALIBUR
4C (BD®), de acordo com o descrito por Delobel P. e colaboradores (2014), comparamos os

resultados obtidos pelo software FlowJo entre a levedura selvagem, o controle diploide
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EC1118 e controle haploide S288C e foi possivel constatar que a levedura selvagem obtida
da Salicornia é tetraploide. Ademais, a fim de validar os dados obtidos a partir da analise por
citometria de fluxo, aplicamos a ferramenta de bioinformatica GenomeScope2 (VURTURE et
al., 2017), que também gerou como resultado um genoma tetraploide (probabilidade de
erro=0,445. O processo de sequenciamento dos dados gerou 24.026776 M leituras brutas.
ApOs a selecao e corte de qualidade, ficamos com um total de 16.034314 M leituras (95,65%
das leituras brutas). Por fim, os resultados do sequenciamento NGS, apds a montagem do
genoma e anotacdo funcional, foram condizentes com uma levedura da espécie

Saccharomyces cerevisiae.

CONSIDERAGOES FINAIS

Com o presente projeto foi possivel inferir que o isolado selvagem obtido de planta
denominada Sarcocornia ambigua pertence ao género Saccharomyces, espécie
Saccharomyces cerevisae. Além disso, a levedura selvagem possui propriedades de
fermentac&o que, em um primeiro momento, parecem ser muito similares aquelas observadas
na fermentacdo da levedura S33, comumente utilizada na industria cervejeira. Foi possui
concluir, também, através de analises in vivo e in silico, que o isolado é tetraploide,
caracteristica que pode favorecer a expressao de genes favoraveis a qualidade da cerveja e

resisténcia aos processos aos quais a levedura é submetida na industria.
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