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APRESENTAÇÃO

O termo “genética” nos últimos anos ganhou uma conotação cada vez mais 
importante e acessível à população. Podemos dizer que a genética saiu da rotina 
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da população, seja por informação 
ou na forma de produto. Isso porque a revolução tecnológica contribuiu grandemente 
com o avanço no campo da pesquisa básica e aplicada à genética, e as descobertas 
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo 
desta importante área.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem 
colaborar e cooperar grandemente com os avanços científicos e tecnológicos. O 
acelerado mundo das descobertas científicas caminha a passos largos e rápidos no 
sentido de transformar a pesquisa básica em aplicada, portanto é relevante destacar que 
investimentos e esforços nessa área contribuem grandemente com o desenvolvimento 
de uma nação. 

O livro  “Inventários e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos 
relativos aos avanços e dados científicos publicados de cunho voltado para a utilização 
dos recursos genéticos disponíveis na área ambiental, microbiológica dentre outras 
diversas que cientistas tem gastado esforços para compreender. Assim, são diversas 
as possibilidades de aplicações genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos 
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais, 
segurança alimentar, sanidade animal, microrganismos patogênicos, identificação 
molecular, caracterização morfoagronômica, Banco de DNA, metabólitos secundários, 
melhoramento genético, análise multivariada, bioinformática, expressão de genes, 
viabilidade polínica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de 
sementes; seleção de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulações 
em Easypop, fluxo gênico, fragmentação florestal, análise de diversidade genética de 
Nei, Coeficientes de endogamia,  demonstrando ferramentas genéticas e moleculares 
usadas em diferentes estudos que estão diretamente relacionados ao dia-a-dia da 
população.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos 
novos conceitos aplicados à genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem 
fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora 
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas 
gerações se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Nos últimos anos, a indústria 
alimentícia vem aumentando a busca 
por novas fontes de produtos naturais. O 
metabolismo microbiano pode produzir uma 
ampla gama de compostos capazes de 
serem utilizados na indústria alimentícia, 
incentivando o desenvolvimento de vários 
processos biotecnológicos para a obtenção 
de novos aditivos alimentares. Nesse sentido, 
microrganismos isolados de frutos podem 
produzir compostos voláteis que possuem um 
aroma característico de frutas.  Assim, este 
trabalho teve como objetivo a identificação 

molecular de 22 leveduras responsáveis pela 
produção de compostos aromáticos constituintes 
do aroma marcante da maçã. As leveduras 
foram selecionadas dentre as linhagens 
depositadas na Coleção Microbiológica de 
Interesse Biotecnológico (CMIB) da UTFPR 
Ponta Grossa, as quais tiveram seu DNA 
extraído e amplificado na região ITSO produto 
da amplificação foi sequenciado e as sequências 
foram tratadas e analisadas com software 
específico e posteriormente comparadas com 
as sequências depositadas no banco de dados 
de nucleotídeos do NCBI. Árvores filogenéticas 
foram construídas para confirmar a identidade 
molecular e a relação entre as espécies 
encontradas, utilizando-se do método de 
máxima verossimilhança com dois diferentes 
modelos evolutivos. Das 22 leveduras, onze 
linhagens foram identificadas como Clavispora 
lusitaniae, oito como Rhodotorula mucilaginosa e 
três como Lodderomyces elongisporus. As 
três espécies encontradas neste estudo foram 
relatadas na literatura causando infecções em 
humanos. No entanto, as espécies também 
foram isoladas de outras fontes, incluindo 
alimentos, o que pode fornecer oportunidades 
para o estudo de aplicações biotecnológicas 
dessas leveduras, como a produção de 
bioaromas.
PALAVRAS-CHAVE: Bioaromas. Identificação 
Molecular. Leveduras não-Saccharomyces.
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS ASSOCIATED WITH THE 

VOLATILE COMPOUNDS PRODUCTION

ABSTRACT: In recent years, the food industry has been increasing the search for new 
sources of natural products. The microbial metabolism can produce a wide range of 
compounds capable of being used in the food industry, encouraging the development 
of various biotechnological processes to obtain new food additives. Regarding this, 
isolated microorganisms from fruits can produce volatile compounds that have a 
characteristic fruit aroma. Thus, the objective of this work was the molecular identification 
of 22 yeasts responsible for the production of aromatic compounds constituting the 
remarkable aroma of the apple. The yeasts were selected among the strains deposited 
in the Microbiological Collection of Biotechnological Interest (CMIB) of UTFPR Ponta 
Grossa, which had their DNA extracted and the ITS region amplified. The amplification 
product was sequenced, and the sequences were treated and analyzed with specific 
software and then compared to the sequences deposited in the NCBI nucleotide 
database. Phylogenetic trees were constructed to confirm the molecular identity and 
the relationship between the species found, using the maximum likelihood method 
with two different evolutionary models. Among the 22 yeasts, eleven strains were 
identified as Clavispora lusitaniae, eight as Rhodotorula mucilaginosa and three as 
Lodderomyces elongisporus. The three species found in this study have been reported 
in the literature causing infections in humans. However, the species also have been 
isolated from other sources, including food, which may provide opportunities for the 
study of biotechnological applications of these yeasts, such as for bioaroma production 
KEYWORDS: Bioaromas. Molecular identification. Non-Saccharomyces yeasts. 

 

1 |  INTRODUÇÃO 

O progresso científico no ramo da biotecnologia incentivou o desenvolvimento 
de inúmeras técnicas para obtenção de produtos e processos que envolvem a esfera 
biológica e tecnológica (ZORZAL, 2017). Esses processos podem ser incorporados 
em diversas áreas, como, por exemplo, na indústria alimentícia. 

Na indústria de alimentos, as características sensoriais são altamente 
valorizadas na compra de algum produto pelo consumidor. Uma das características 
mais observadas é o aroma dos produtos, sejam estes naturais ou artificiais. Os mais 
variados compostos químicos aromáticos são responsáveis pelo aroma e podem ser 
naturais ou adquiridos durante o processamento, para incrementar as características 
desejadas para determinado alimento ou bebida (TEIXEIRA, 2009). Contudo, esses 
aromas também podem ser originários do metabolismo microbiano.  

Durante décadas, muitos estudos com microrganismos capazes de produzir 
aroma têm sido realizados, destacando principalmente fungos e leveduras com essa 
capacidade. Leveduras produtoras de bioaromas já são isoladas há mais de um século 
(OMELIANSKI, 1923). 
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Microrganismos produtores de determinados bioaromas podem ser isolados de 
frutos, sendo responsáveis por produzir o aroma característico do fruto em que foram 
encontrados. Os bioaromas são produzidos por meio da fermentação de nutrientes, 
como açúcares e aminoácidos, pelos microrganismos dando origem a compostos 
voláteis com características aromáticas específicas (LONGO & SANROMÁN, 2006).

A maçã é um fruto que recebe alto destaque em escala mundial. Estima-se que 
o seu consumo médio per capita anual seja de aproximadamente 10 quilogramas, 
sendo produzidas 77 milhões de toneladas do fruto (LAZZAROTTO, 2018), das quais 
1,4% são do Brasil. Atualmente o Brasil se encontra entre os dez maiores produtores 
de maçã (USDA, 2018). Entretanto, a ampla produção de maçã acaba gerando muitos 
descartes na medida em que aumentam as exigências por características sensoriais 
melhores pelos consumidores. Como forma de reaproveitar os frutos que seriam 
rejeitados, características sensoriais da maçã são estudadas para idealizar a melhor 
forma de incorporação dessa matéria em novos produtos, principalmente bebidas. 
Desta forma, a maçã se tornou um fruto amplamente empregado para a produção 
de sidras, sendo bastante estudado quanto a sua composição aromática (XIABO; 
JIEWEN, 2008).

Portanto, este trabalho se propôs a identificar por meio de taxonomia molecular 
22 leveduras produtoras de aromas extraídas da casca de maçã depositadas na 
Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico – CMIB da UTFPR Ponta Grossa.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Linhagens selecionadas para o estudo

Para o desenvolvimento deste estudo, foram selecionadas 22 linhagens de 
leveduras produtoras de aromas que estão depositadas na Coleção Microbiológica de 
Interesse Biotecnológico (CMIB). Tais linhagens foram isoladas inicialmente de frutos 
de maçã por Pietrowski et al., 2018 e foram selecionadas para este estudo a partir da 
CMIB, devido às suas habilidades para produzir compostos voláteis com aroma. 

2.2 Identificação Molecular

Para a extração de DNA genômico das linhagens de leveduras produtoras de 
aromas foi utilizado o protocolo proposto por Vicente et al. 2008. As linhagens foram 
cultivados em Ágar Sabouraud e incubadas a 28°C por 48h. Após esse período 
aproximadamente 1 cm2 das culturas foi transferido para um tubo de 1,5 mL contendo 
300 µL de CTAB 2% e 80mg de uma mistura de sílica em pó (sílica gel/celite 2:1). 
As células foram trituradas manualmente utilizando pistilos de plásticos esterilizados 
por aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, 200 µl de tampão CTAB foram 
adicionados, a mistura foi incubada a 65ºC por 10 min. Após incubação, adicionou-
se 500µL de CIA (24:1). Os tubos foram centrifugados durante 7 min a 20.500 g, e o 
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sobrenadante foi coletado em novos tubos de 1,5 e acrescentado 800 µL  de etanol 
a 96% gelado para a precipitação do DNA. Após a etapa de precipitação do DNA, foi 
procedida a lavagem do DNA extraído com álcool 70% gelado  e posteriormente os 
DNAs extraídos foram secos à temperatura ambiente e na sequência adicionado 100 
µL de água.

A amplificação e sequenciamento da região ITS do rDNA foi realizada de acordo 
com White et al.1990 utilizando oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 para as 
duas etapas. As reações de amplificação (PCR) foram preparadas num volume de 25 
µL contendo 1 µL de DNA extraído (30 ng), 2,5 µL de tampão 10X de PCR, 1 µL  de 
MgCl2 (2 mM), 2 µL da mistura de dNTP (2,5 mM), 1 µL de cada iniciador (10 pmol), 
0,2 µL de polimerase Taq (Invitrogen, Brasil) (5 U.mL-1) e água ultrapura esterelizada 
para completar o volume final. A PCR foi realizada em um termociclador MaxyGene 
II (Axygene, Tewksbury, EUA). As amplificações foram realizadas de acordo com a 
seguinte programação: 95ºC por 5 min, seguido por 30 ciclos consistindo de 94ºC por 
45 s, 52ºC por 45 s, e 72ºC por 2 min e pós-alongamento a 72ºC por 7 min. Os produtos 
de PCR foram visualizados por eletroforese num gel de agarose a 1% (p/v) e enviados 
para sequenciamento (Myleus Biotechnology, www.myleus.com). O sequenciamento 
foi feito com um sequenciador automático ABI3730 (Applied Biosystems).

2.3 Alinhamento e análises filogenéticas

As sequências foram ajustadas usando o pacote SEQMAN (DNAStar, Madison, 
E.U.A.). As comparações da região ITS foram realizadas usando o banco de dados 
do Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia - NCBI (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) usando a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Em seguida as 
sequências foram alinhadas usando o programa MAFFT (http://www.ebiac.uk/Tools/
mafft) e inspecionadas visualmente pelo programa MEGA versão 6 (TAMURA et al, 
2013). 

As relações filogenéticas e a obtenção das árvores foram estimadas pelo método 
de máxima verossimilhança usando dois diferentes modelos evolutivos também 
através do programa MEGA versão 6 (TAMURA et al, 2013).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste trabalho foi avaliado um total de 22 linhagens de leveduras produtoras 
de aromas. Entre as espécies identificadas, onze linhagens foram identificadas como 
Clavispora lusitaniae, oito linhagens como Rhodotorula mucilaginosa e três como 
Lodderomyces elongisporus, as quais são pertencentes aos filos Basidiomycota e 
Ascomycota.
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Código da linhagem Espécies
1. CMRP3203 Rhodotorula mucilaginosa
2. CMRP3170 Clavispora lusitaniae
3. CMRP3197 Rhodotorula mucilaginosa
4. CMRP3192 Lodderomyces elongisporus
5. CMRP3171 Clavispora lusitaniae
6. CMRP3205 Rhodotorula mucilaginosa
7. CMRP3204 Rhodotorula mucilaginosa
8. CMRP3169 Clavispora lusitaniae
9. CMRP3175 Clavispora lusitaniae
10. CMRP3172 Clavispora lusitaniae
11. CMRP3189 Clavispora lusitaniae
12. CMRP3160 Clavispora lusitaniae
13. CMRP3163 Clavispora lusitaniae
14. CMRP3202 Rhodotorula mucilaginosa
15. CMRP3180 Clavispora lusitaniae
16. CMRP3165 Clavispora lusitaniae
17. CMRP3177 Clavispora lusitaniae
18. CMRP3167 Clavispora lusitaniae
19. CMRP3195 Rhodotorula mucilaginosa
20. CMRP3184 Lodderomyces elongisporus
21. CMRP3198 Rhodotorula mucilaginosa
22. CMRP3181 Lodderomyces elongisporus

Tabela 1. Código e identificação das linhagens
Fonte: Autoria Própria (2019)

Todas as linhagens foram identificadas com 100% de compatibilidade com as 
sequências depositadas no banco de dados de nucleotídeos do NCBI.

A árvore filogenética apresentada a seguir (figura 1) confirma a identidade 
molecular da espécie Rhodotorula mucilaginosa. 
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Figura 1. Árvore filogenética construída com máxima verossimilhança, com 500 bootstraps de 
repetições, o melhor modelo evolutivo foi Tamura-Nei com sítios invariantes e deleção parcial. A 

espécie Naohidea sebacea (CBS 8477) foi usada como um grupo externo.

As leveduras do gênero Rhodotorula são pigmentadas, pertencentes a família 
Sporidiobolaceae (FELL et al., 2000).  A maior parte das espécies de Rhodotorula 
apresentam colônias de coloração rosa a coral, podendo também variar de laranja para 
vermelho, caso sejam cultivadas em Ágar Sabouraud com a presença de pigmentos 
carotenoides (LARONE, 2002). Das 37 espécies pertencentes ao gênero, 3 já foram 
relacionadas com infecções em humanos, sendo eles: Rhodotorula mucilaginosa, 
Rhodotorula minuta e Rhodotorula glutinis (BISWAS et al., 2001). 

Mesmo relacionada com casos de infecções em humanos, a R. mucilaginosa é 
reconhecida por sua excelente capacidade de produção de aromas, sendo testada em 
fermentações de bebidas alcoólicas (MINGORANCE-CAZORLA et al., 2003). Assim 
como as linhagens utilizadas no presente trabalho, outros autores (GHOLAMNEJAD; 
ETEBARIAN; SAHEBANI, 2010) também realizaram o isolamento desta espécie de 
maçãs saudáveis. 

Para as espécies, Clavispora lusitane e Lodderomyces elongisporus, identificadas 
neste estudo também construiu-se uma árvore filogenética (figura 2), percebendo-se a 
proximidade entre as espécies.

Figura 2 - Árvore filogenética construída com máxima verossimilhança, com 500 bootstraps de 
repetições, o melhor modelo evolutivo foi Tamura-Nei com variância gama e deleção parcial. A 

espécie Schizosaccharomyces pombe foi usada como um grupo externo.

A espécie Clavispora lusitaniae foi isolada pela primeira vez do trato digestório 
de animais de sangue quente e desde então tem sido isolada de diversos outros 
lugares como farinha de milho, casca de frutas cítricas, sucos de frutas e leite de 
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vacas com mastite (ELLIS; KIDD, 201?]). Clavispora lusitaniae é a fase anamórfica 
de Candida lusitaniae, sendo responsável por colonizar e infectar humanos, podendo 
causar candidíase, incluindo septicemia e pielonefrite (HADFIELD, 1987). E sendo 
com frequência isolada em amostras clínicas, entretanto não é considerada como um 
verdadeiro patógeno humano (HURLEY et al., 1987). Tem sido estudada quanto a sua 
capacidade de produção de aromas em queijos (MONTET; RAY, 2016) e na produção 
de aromas cítricos, como as leveduras originárias de Israel utilizadas por Ravasio et 
al. (2018) em seu estudo.

A outra espécie identificada, Lodderomyces elongisporus já foi associada com 
infecções sanguíneas, onde, devido a sua grande semelhança morfológica, acreditava-
se que se tratava na verdade de Candida parapsilosis (LOCKHART et al., 2007). Sendo 
assim, a identificação molecular se torna o caminho mais “simples” para a correta 
identificação deste organismo. Além de ter sido isoladas de maçãs, essa linhagem 
também já foi isolada de sucos concentrados de frutas, sendo um forte indício da 
sua capacidade de produção de aromas frutais, como o esperado para este trabalho 
(DEAK, BEUCHAT, 1993). 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Neste capítulo apresentamos como a identificação molecular de microrganismos 
pode ser uma ferramenta muito importante para a correta identificação de 
microrganismos, principalmente devido ao fato de que existem casos, como os citados 
neste capítulo, onde duas espécies só podem ser diferenciadas por meio de diagnóstico 
molecular, visto que são extremamente semelhantes fenotipicamente.

É evidente que muitas vezes para que a correta identificação dos microrganismos 
seja realizada é necessário combinar diferentes métodos como, por exemplo, 
identificação molecular com os aspectos micro e macromorfológicos das colônias dos 
microrganismos.

Neste estudo, todas as espécies identificadas envolvem algum tipo de infecção 
em humanos, mas também já foram isoladas de outras fontes ambientes, inclusive 
alimentos, e mesmo assim vem sendo estudadas quanto à sua capacidade de produção 
de bioaromas.

Uma das classes de compostos aromáticos constituintes do aroma de maçãs é 
a classe dos terpenos. Com grande aplicabilidade em diferentes indústrias, o terpeno 
vem sido buscado em metabólitos de microrganismos como as leveduras não-
Saccharomyces. 

As leveduras não-Saccharomyces apresentam baixa tolerância ao álcool, não 
resistindo até o final da fermentação em bebidas, por exemplo. Todavia, o descobrimento 
de rotas terpênicas nessas leveduras pode caracterizar uma nova possibilidade de 
incorporação delas em processos industriais com diferentes finalidades. A continuação 
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da presente pesquisa segue esta linha de trabalho, onde estão sendo selecionadas entre 
estas leveduras identificadas quais delas são capazes de consumir e biotransformar 
compostos terpênicos. 
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