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INTRODUGAO

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas do mundo, assim como umas das mais antigas,
evidenciando sua importancia econdmica, cultural e histérica (GAROFALO et al., 2015).
Portanto, a busca por cervejas de alta qualidade, com caracteristicas exclusivas e
diferenciadas, vem aumentando nos ultimos anos. Dessa forma, algumas estratégias vém
sendo implementadas para melhorar a producéo, bem como as caracteristicas sensoriais do
produto, e tornaram-se prioridade para a industria cervejeira (MORADO, 2009). Tentativas de
obtengao de produtos com caracteristicas sensoriais mais complexas tém levado cervejeiros
a utilizarem leveduras nao convencionais, ou seja, ndo Saccharomyces, que possam oferecer
um novo leque de perspectivas. Além do uso de Brettanomyces para produgédo de cerveja
azedas, outras espécies estdo sendo identificadas por apresentarem caracteristicas
metabdlicas diferentes, que incluem a producgéo de ésteres frutados (BASSO et al., 2016).
Nesse sentido, o trabalho aqui proposto visa uma andlise gendmica de uma levedura

selvagem obtida de um apiario com vistas a sua utilizagdo na industria cervejeira.

OBJETIVOS
Realizar uma analise gendmica da levedura isolada de um apiario localizado na cidade de
Porto Feliz-SP.

METODOLOGIA
A levedura obtida a partir do apiario foi cultivada em placa de Petri com meio YPD (Yeast

Peptone Dextrose) modificado no laboratério de Gendmica Estrutural e Funcional de Mogi das
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Cruzes, e mantida na estufa a 30°C por 12 h. Inicialmente, foi realizado um teste de ploidia da
levedura isolada, juntamente com dois controles do género Saccharomyces: S288C
(haploide) e EC1118 (diploide). Os testes foram realizados em duplicata e a analise foi
realizada no citémetro de fluxo BD FACSCALIBUR 4C (BD®). Os resultados gerados foram
analisados pelo FlowJo. Apés a confirmacgado da ploidia da levedura selvagem, um PCR
(Polymerase Chain Reaction) de colbnia foi realizado a fim de amplificar as regides ITS1 e
ITS2 (Internal transcribed spacer). Adicionalmente, foi utilizada a ferramenta BLAST para
validar os achados do ensaio de PCR. Adicionalmente, o isolado foi submetido a fermentagao
em meio DME (Dry Malt Extract). Posteriormente, esse material permaneceu por 7 dias a 22-
25°C, sem aeragao, com monitoramento diario de Brix. Os produtos da fermentacido foram
resfriados entre 2 e 4 graus por 14 dias (maturagéo). Por fim, foi realizado o sequenciamento
NGS (Next Generation Sequence) da levedura isolada. Andlises posteriores de Bioinformatica

foram realizadas na montagem e anotagao funcional do rascunho do genoma sequenciado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante o teste de ploidia sugeriram que a levedura selvagem apresenta
um genoma haploide. Os picos G1 e G2 gerados para o isolado foram comparados com o que
se sabe sobre o conteudo génico dos controles, previamente identificados na literatura como
haploide (S288c) e diploide (EC1118) (MANGADO et al., 2018). Posteriormente, foi realizado
um PCR de colbnia, ja que é possivel identificar e diferenciar géneros de leveduras a partir
dos tamanhos dos amplicons gerados a partir de primers desenhados para regides do DNA
ribossomal. Como resultado, obtivemos uma banda de 800 pb para o controle
(Saccharomyces) e 600 pb, para a levedura selvagem. Os dados obtidos indicam que a
levedura foco deste estudo parece pertencer ao género Wickerhamomyces. Esses dados
foram validados a partir de testes usando a ferramenta BLAST. O experimento de fermentacao
foi conduzido de maneira a verificar se a levedura do isolada do apiario apresenta potencial
para ser usada na industria cervejeira. Como resultado, o isolado nao apresenta
caracteristicas fermentativas similares as leveduras comerciais, pelo menos quando usada de
maneira isolada. Por fim, para identificar a espécie do isolado, foi realizado um
sequenciamento NGS pela empresa chinesa BGI e, apdés analises de Bioinformatica, a

levedura foi identificada como Wickerhamomyces anomalus.

CONSIDERAGOES FINAIS
A partir dos ensaios conduzidos, a saber, citometria de fluxo, PCR de colbnia, ensaios de
fermentacgao e sequenciamento NGS, pode-se concluir que a levedura selvagem isolada neste

trabalho é uma Wickerhamomyces anomalus haploide.
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