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RESUMO: A levedura Dekkera bruxellensis, 
teleomorfo de Brettanomyces bruxellensis, 
é a maior contaminante nas destilarias 
que utilizam caldo de cana no mundo, 
provocando a diminuição da produtividade de 
etanol e, conseqüentemente, ocasionando 
prejuízos à indústria. A despeito de sua 
importância, poucos estudos genéticos 
estão publicados na literatura científica. Os 
trabalhos recentes do nosso grupo mostram 
que esta levedura apresenta uma grande 
adaptabilidade ao processo industrial e 
propomos uma análise genômica ampla 
para identificar os fatores responsáveis por 
esta característica. No presente trabalho, 
avaliamos o polimorfismo do gene COX2 
que codifica a enzima citocromo oxidase II. 
Os resultados mostraram uma inesperada 
maior similaridade entre as seqüências do 
gene COX2 de isolados industriais de D. 
bruxellensis com seu ortólogo em D. custersii 
do que com a seqüência de COX2 da 
linhagem tipo de D. bruxellensis depositada 
no GenBank. Além disso, iniciamos a 
análise in silico comparada do genoma 
mitocondrial das leveduras ascomicota 
que possuem genoma mitocondrial 
seqüenciado e depositado GenBank. Com 
isso foi possível a construção de um mapa 
físico do genoma mitocondrial deste clado. 
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Seis espécies apresentando similaridade genômica nuclear com D. bruxellensis foram 
submetidos a alinhamentos múltiplos através do programa computacional Mega v. 4.0. A 
ordem gênica foi definida como L-rRNA COII COIII S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt 
b ATPase 9 Var 1, baseado no genoma de Saccharomyces cereviseae. Os programas 
CODEHOP e Codon Usage foram usados com a finalidade de refinar o desenho de primers 
degenerados a fim de se amplificar os genes ortólogos de D. bruxellensis. Os alinhamentos 
se mostraram representativos para construção dos primers, uma vez que foi observada uma 
alta variabilidade entre as seqüências gênicas sintênicas dos genes estruturais anteriormente 
citados. Estes dados proporcionam a base para futuras análises da genética e da evolução 
da população de D. bruxellensis, que servirá de base para o estabelecimento de correlações 
entre a variabilidade e genética e as capacidades fisiológicas de diferentes cepas industriais 
de D. bruxellensis em busca de melhor entendimento desse ―fitness competitivo‖ desta 
levedura no ambiente industrial.
PALAVRAS-CHAVE: microbiologia, levedura, bioinformática, genética molecular.

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE COX2 GENE OF DEKKERA 
BRUXELLENSIS YEAST

ABSTRACT: The yeast Dekkera bruxellensis, the teleomorph of Brettanomyces bruxellensis, 
is the main of distilleries spoilage worldwide, provoking the reduction of the productivity of 
ethanol and, consequently, causing economical losses to industries that use sugar cane juice. 
Despite of this importance, few genetic studies of this yeast can be found in the scientific 
literature. The recent works of our group show that this yeast presents a great adaptability 
to the industrial process and we propose wild genomic analysis to identify the responsible 
factors for this characteristic. In the present work, we evaluated the polymorphism of the 
COX2 gene that encodes the cytochrome oxidase II. The results showed an unexpected 
higher similarity of the COX2 nucleotides sequences of industrial isolates of D. bruxellensis 
with its orthologous in D. custersii than with the COX2 sequence of the D. bruxellensis type 
strain deposited at NCBI. The explanation for that similarity requires further investigation. We 
also started the in silico comparative analysis of the mitochondrial genome of all ascomicota 
yeast sequenced so far, whose sequences are deposited at the NCBI database (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov). Thus, a putative physical map of the mitocondrial genome of this clade was 
possible. Six species presenting nuclear genomic similarity with D. bruxellensis had been 
submitted to the alignments through the computational program Mega v. 4.0.The gene order 
was defined as L-rRNA COII COIII S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt b 9 ATPase 9 Var 
1, based in the genome of Saccharomyces cereviseae. The program CODEHOP and Codon 
Usage was used with the objective to refine the design of degenerated primers in order to 
amplify D. bruxellensis ortholougous genes. The alignments had shown representative for 
construction of primers, a time that had a good conservation between the nearly genetic 
sequences of the structural genes previously cited. These dates provide resource to further 
analyses of the population genetics and evolution of D. bruxellensis and of the genetic bases 
of its physiological capabilities
KEYWORDS: molecular biology, yeasts, microbiology, bioinformatics.
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INTRODUÇÃO
As leveduras ocupam uma posição de destaque no campo da biotecnologia industrial 

em vista de sua utilização nos processos de fermentação tradicional. Tem- se a previsão de 
que a produção tradicional de produtos, por indústrias cervejeiras, vinícolas, indústrias de 
bebidas destiladas e de combustíveis, e a produção de biomassa, pela indústria alimentícia, 
irão continuar a fornecer a maior quantidade de produtos fermentados do mundo.

Do ponto de vista fisiológico dois grupos de leveduras desenvolveram a habilidade 
de crescer mesmo na ausência de oxigênio: os clados Saccharomyces e Dekkera/
Brettanomyces. Isto sugere que o ancestral dos ascomicetos modernos deve ter sido 
completamente dependente da presença de oxigênio para o crescimento, demonstrando 
uma vantagem adaptativa frente aos outros clados.

Os estudos de genômica comparativa com as várias outras espécies de 
hemiascomicetos com genomas já seqüenciados têm permitido situar os fungos em 
seus respectivos clados. Os dados produzidos pelo grupo da UFPE mostram uma alta 
variabilidade genética entre isolados de S. cereviseae de álcool combustível, a exemplo 
do que se tem mostrado para isolados da indústria vinícola. O mesmo não ocorre para o 
grupo Dekkera/Brettanomyces, que tem pouquíssimas seqüências publicadas. Atualmente, 
o nosso grupo de pesquisa tem utilizado os dados do seqüenciamento parcial do genoma 
de Dekkera bruxellensis fornecidos pelo Prof. Jure Piskur, da Universidade de Lund, na 
Suécia, para identificar genes envolvidos em vários aspectos do metabolismo e resposta às 
condições ambientais nessa espécie. Entretanto, informações sobre os genes mitocondriais 
seriam muito importantes no contexto dos mecanismos de adaptabilidade desta levedura 
ao ambiente industrial, bem como na exploração de sua capacidade fermentativa, já 
demonstrada também em trabalhos recentes do grupo.

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo a análise do gene mitocondrial 
COX2 com o intuito de reconstruir sua filogenia junto aos hemiascomicetos, avaliar o 
padrão de evolução do genoma mitocondrial em comparação com o genoma nuclear e 
auxiliar em futuros trabalhos de fisiologia molecular desta levedura.
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REVISÃO DA LITERATURA

Fermentação alcoólica
Histórico

As leveduras estão ligadas ao homem, participando dos processos de panificação, 
produção de vinho, de cerveja, da produção de álcool combustível e de outras bebidas 
fermentadas. Na década de 1970 o processo fermentativo se tornou mais importante, 
comercial e socialmente, em âmbito nacional com a implantação do Programa Pró-Álcool 
do governo federal. Este programa estimulou não apenas a produção do etanol como um 
combustível ambientalmente limpo, mas todo o parque industrial automotivo brasileiro. A 
partir desta perspectiva houve um crescimento na demanda de álcool combustível obtendo 
assim um aumento na produção de etanol. Com isso várias iniciativas de desenvolvimento 
científico e tecnológico foram apoiados com recursos públicos e privados.

A levedura S. cerevisiae é tradicionalmente o microrganismo mais utilizado nos 
processos fermentativos industriais. Esta levedura apresenta características fisiológicas 
importantes para o processo industrial, tais como o metabolismo do tipo ―Crabee-tree‖ 
positivo, produzindo etanol mesmo na ausência de oxigênio, com alta eficiência fermentativa 
e alta tolerância a etanol. Varias linhagens desta levedura estão presentes nos processos 
fermentativos industriais (Silva-Filho et al., 2005a; Silva-Filho et al., 2005b).

O metabolismo fermentativo

O metabolismo celular pode ser compreendido por um conjunto de reações 
altamente coordenadas, interligadas de forma que o produto de uma primeira reação torna-
se substrato de uma segunda reação e assim sucessivamente. O metabolismo é formado 
por duas fases : catabolismo também denominada de fase degradativa e anabolismo, 
denominado de biossíntese. Nas vias catabólicas ocorre ocorre liberação de energia 
química na forma de ATP e NADH, os quais são utilizados na via anabólica para converter 
moléculas precursoras pequenas em macromoléculas celulares.

Sob o ponto de vista bioquímico, a fermentação é um processo catabólico anaeróbico 
que não envolve a cadeia respiratória ou citocromos.O processo da fermentacão alcoólica 
caracteriza-se como uma via catabólica na qual há a degradação de moléculas de açúcar 
(glicose ou frutose), no interior da célula de S. cereviseae até a formação de etanol e CO2 
havendo liberação de energia química e térmica.

O fenômeno de crescimento anaeróbico ocorre quando as enzimas da cadeia 
respiratória e do ciclo de Krebs têm sua síntese reprimida, um fenômeno chamado de 
repressão catabólica por glicose, assim quando essa é consumida ocorre depleção de 
açucares no meio favorecendo as enzimas do metabolismo respiratório as quais, passam 
a ser sintetizadas .
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Figura 1. Esquema da fermentação alcoólica em S. cerevisiae. PEP = Fosfoenolpiruvato. Adaptado.

Microbiologia do processo fermentativo
Tradicionalmente as indústrias produtoras de álcool combustível utilizavam levedura 

de panificação para iniciar o processo fermentativo. Hoje já existem até linhagens comerciais 
específicas para esta fermentação, tais como as linhagens PE- 2, CAT-1 e BG-1 (Lallemand 
Inc., Canadá). Atualmente, mais uma linhagem foi adicionada a esse elenco, chamada JP1, 
que foi isolada e seqüenciada por Silva- Filho et al., (2005b) e é comercializada atualmente 
sob a marca Fermol Distiller® (AEB Group, Brasil). Em contrapartida, o processo industrial 
também apresenta uma população de não S. cereviseae chamadas de contaminantes 
pelo fato de a fermentação alcoólica industrial para produção de álcool combustível 
ser realizada sem esterilização prévia do meio de cultura, e da população de leveduras 
utilizada (Saccharomyces cerevisiae) ser reciclada para o processo após centrifugação. 
As contaminações bacterianas no processo industrial são controladas mantendo-se o pH 
em valores baixos (cerca de 3,5), ou, em vários casos, utilizando-se antibióticos. Estas 
medidas não são, entretanto, eficazes para combater contaminações do processo por 
leveduras não-S. cerevisiae.

Ocasionalmente, observam-se problemas operacionais de queda do rendimento e 
retardo na fermentação associados às contagens elevadas dessas leveduras contaminantes. 
Um amplo trabalho de monitoramento em destilarias da região Nordeste mostrou que 
Dekkera bruxellensis é a levedura contaminante mais freqüente nas destilarias que utilizam 
caldo de cana bruto em sistemas de fermentação, sendo também a responsável pelos 
episódios de contaminação mais severos (Basílio et al., 2005).

Sherata (1960) identificou a presença de 14 espécies de levedura não-S. cereviseae 
do caldo de cana que pertenciam aos gêneros Candida, Endomyces, Hansenula, Kloekera, 
Pichia, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces e Torulopsis. Logo após, espécies de 
Debaromyces, Rhodotorula e Cryptococcus foram também identificadas neste substrato 
(de Azeredo et al., 1998). Nos últimos anos, mais espécies dos gêneros Candida, 
Hanseniaspora, Kloekera, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces e Pichia têm sido 
identificadas no processo fermentativo industrial tanto para a produção de etanol combustível 
quanto para a produção de cachaça (Cabrine & Gallo 1999; Guerra et al., 2001; Schwan et 
al., 2001; Gomes et al., 2002; Olasupo et al., 2003). Recentemente, Basílio et al., (2008) 
utilizaram pela primeira vez no Brasil técnicas moleculares para tipagem e identificação e 
mostraram a presença de mais de 30 espécies de leveduras no processo fermentativo em 
várias destilarias da região Nordeste (Basílio et al., 2008), dentre as quais destacam-se as 
espécies Dekkera bruxellensis, Candida tropicalis e Pichia galeiformis.
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DEKKERA BRUXELLENSIS: BIOLOGIA E FISIOLOGIA DA ESPÉCIE
Ecologia

Em 1960 van der Walt e van Kerken relataram a formação de ascosporos em 
linhagens de leveduras previamente classificadas como leveduras Brettanomyces, tidas 
como não esporulantes, e propuseram o novo gênero Dekkera para acomodar esta fase 
teleomorfa. Barnett et al. (2002) reconheceu quatro espécies neste gênero: D. bruxellensis, 
D. anomala, D. curstesianus e D. naardenensis.

Ao microscópio as células desta levedura são esferoidais a elipsoidais, muitas vezes 
ogivais (Figura 1), ou podem também ser cilíndricas ou alongadas, e ainda podem exibir 
pseudomicélio. A reprodução vegetativa se dá por brotamento.

Na reprodução sexuada, os ascos são evanescentes e possuem um a quatro 
ascosporos. Os ascosporos apresentam um formato de chapéu ou esférico com uma borda 
tangencial. Quando liberados, os esporos tendem a se agrupar. Como características 
gerais, além das citadas, podem ainda ser listados seu lento crescimento, curta duração de 
vida em placas, aroma característico, forte produção de ácido acético a partir de glicose, 
estímulo da fermentação pelo oxigênio molecular e exigência de fonte externa de vitaminas.

Figura 1. Células da levedura Dekkera bruxellensis CBS74.

Fonte: http://www.ncyc.co.uk/photo-ncyc-CBS74.html

A D. bruxellensis é capaz de metabolizar diversas fontes de carbono, entre as quais, 
glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose e etanol. As fontes de nitrogênio utilizadas 
por esta levedura incluem amônia, prolina, arginina e nitrato (Conterno et al., 2006). Além 
disto, assim como S. cerevisiae, D. bruxellensis é tolerante a etanol, possui anaerobiose 
facultativa, é petite positiva (capaz de sobreviver sem DNA mitocondrial) e Crabtree positiva, 
ou seja, apresenta metabolismo fermentativo quando altas concentrações de glicose estão 
presentes no meio mesmo em condições aeróbicas (Woolfit et al., 2007; Piskur et al., 2006).

Este tipo de metabolismo produz certos componentes que apresentam odores 
fenólicos e o acido acético, lembrando “couro” ou “urina de cavalo” em vinhos tintos, 
dentre outros (Licker et al., 1998; Olsen, 2002). O aumento na produção de ácido acético e 
compostos fenólicos inibem o crescimento de S. cerevisiae e, portanto, diminui a capacidade 
desta levedura em produzir etanol (Lema et al., 1996; Gerós et al., 2000).

http://www.ncyc.co.uk/photo-ncyc-CBS74.html
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Dekkera bruxellensis como contaminante industrial

Apesar de S. cerevisiae ser o principal microrganismo fermentador, outras espécies 
foram identificadas nestes processos. Embora a maioria das leveduras encontradas pareça 
não exercer qualquer efeito, algumas podem agir como contaminantes (Basílio et al., 
2005). Um estudo realizado em diversas destilarias do Nordeste do Brasil mostrou que a 
espécie D. bruxellensis é a principal levedura contaminante dos sistemas de fermentação. 
Este mesmo trabalho mostrou que a sub-população de D. bruxellensis substitui a de S. 
cerevisiae, mesmo com repetidas ocasiões de troca da biomassa celular total (de Souza 
Liberal et al., 2007). Por causa desta habilidade de substituir a S. cerevisiae na população 
de leveduras, D. bruxellensis representa um dos contaminantes mais significativos em 
destilarias que fermentam o caldo da cana em sistemas contínuos. Na produção de etanol 
combustível, quando as contagens de D. bruxellensis estão aumentadas, observa-se uma 
diminuição da produtividade volumétrica do etanol, acompanhada de significativo prejuízo 
econômico (de Souza Liberal et al., 2007). Além disso, a maioria dos estudos realizados 
tem mostrado que D. bruxellensis é a espécie prevalente em eventos de contaminação 
de produtos de fermentação (de Souza Liberal et al., 2007; Röder et al., 2007; Renoulf & 
Lonvaud-Funel, 2007; Phister & Mills, 2003; Miot-Sertier & Lonvaud-Funel, 2007).

Embora haja a percepção de que D. bruxellensis, principalmente na sua forma 
anamorfa B. bruxellensis, representa um contaminante industrial (o conceito de 
contaminação foi revisto por Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003), dados recentes mostram 
que esta levedura é capaz de produzir etanol em rendimentos muito próximos àqueles 
apresentados por S. cerevisiae (de Souza Liberal et al., 2007) e existe até a proposta 
de utilizar esta levedura em processos fermentativos em associação com a bactéria 
Lactobacillus vini (Passoth et al., 2007). Por outro lado, o problema causado pela 
presença desta levedura em altas contagens no meio é o maior tempo de fermentação 
que é necessário para converter o açúcar em etanol (de Souza Liberal et al., 2007), o que 
provoca atraso na produção e no rendimento diário do processo. Esta baixa produtividade 
pode estar relacionada, por exemplo, com a menor capacidade fermentativa específica em 
decorrência da menor metabolização da sacarose (Basílio et al., 2008).

Para se tornar predominante na população de leveduras, D. bruxellensis deve 
crescer a uma taxa mais alta do que S. cerevisiae nas mesmas condições. Uma hipótese 
sugerida é que D. bruxellensis provavelmente possui maior resistência ao etanol do que S. 
cerevisiae, conseguindo desta forma, superar a população desta última nas fases finais da 
fermentação (Renouf et al., 2006). Adicionalmente, em um sistema de fermentação contínua 
com reciclagem de células, altas densidades celulares são atingidas e o suprimento de 
nutrientes para o crescimento celular torna-se limitado. Nestes ambientes, a competição é 
determinada principalmente pela habilidade de utilizar o fator limitante do crescimento. Se 
D. bruxellensis é capaz de metabolizar um nutriente disponível mais eficientemente, ou se 
for capaz de captá-lo com maior afinidade do que S. cerevisiae, sua taxa de crescimento 
pode ser bem maior nesta condição particular.
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Dentre as evidentes diferenças metabólicas entre S. cerevisiae e D. bruxellensis 
destaca-se a capacidade desta última de usar vias metabólicas diferentes, utilizando a via 
do acido tricarboxilico e os genes agregados a eles na produção de etanol.

Genética de Dekkera
A genética de Dekkera é pouco conhecida

O gênero Dekkera pertence à família Saccharomycetacea e é considerado um 
parente distante de Saccharomyces, ambos os gêneros fazendo parte do grupo dos 
hemiascomicetos. A validação do gênero Dekkera foi feita a partir das análises de restrição 
do DNA ribossomal que estabeleceu inequivocamente a equivalência entre os gêneros 
Brettanomyces (anamorfo) e Dekkera (teleomorfo) e suas espécies (Molina et al. 1993). 
Posteriormente, a separação das duas espécies D. bruxellensis e D. anomala foi validada 
a partir das análises filogenéticas do locus 18S do DNA ribossomal (Cai et al. 1996). O 
seqüenciamento da região variável D1/D2 do gene ribossomal 26S também mostrou que 
isolados industriais podem ser inequivocamente identificados com D. bruxellensis, sendo 
diferenciados da espécie D. anomala. Das quatro espécies reconhecidas no gênero, D. 
bruxellensis é capaz de crescer na ausência de oxigênio (Viser et al., 1990), e apresenta 
metabolismo do tipo Crabtree-positivo, ou seja, fermenta hexoses produzindo etanol 
mesmo na presença de oxigênio (Renouf et al., 2006). Estas características a torna muito 
semelhante à espécie S. cerevisiae.

De fato, na natureza apenas dois grupos de leveduras parecem ter desenvolvido 
a habilidade de se desenvolver na ausência de oxigênio: um deles pertence ao clado 
Saccharomyces e o outro ao clado Dekkera/Brettanomyces (Piskur e Langkjaer, 2004). 
Isto indica que o ancestral dos ascomicetos modernos deve ter sido completamente 
dependente da presença de oxigênio para o crescimento. Após os eventos de especiação, 
algumas linhagens de leveduras foram diminuindo progressivamente a dependência do 
oxigênio pelo remodelamento de vias metabólicas e pelo aparecimento de novos genes. 
Para o grupo Saccharomyces, estudos de comparação de genes mitocondriais com as 
várias outras espécies de hemiascomicetos com genomas já seqüenciados têm permitido 
situar os principais eventos desse processo. O mesmo não ocorre para o grupo Dekkera/
Brettanomyces, que tem pouquíssimas seqüências publicadas (Woolfit et al., 2007).

Com base na descoberta feita Ephrussi (1950), Woolfit et al., em 2007 selecionou 
a cepa CBS 2499 para análises genômicas por esta ser: representante maior no clado 
D. bruxellensis, por seu tamanho do genoma ser estimado em 19,4 Mb, ser de fácil 
manipulação em laboratório e principalmente por esta produzir mutantes ―petite‖, 
permitindo o sequenciamento para construção de clones sem contaminação do DNA 
mitocondrial, contudo dentre os contigs gerados alguns deles apresentam similaridade com 
genes mitocôndriais quando comparados por BlastX. A partir desse sequenciamento foram 
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obtidos 14.860 quadros de leitura aleatórios desta biblioteca genômica que se encontram 
dentro de 5.407 contigs, totalizando aproximadamente 7,6 Mb dos dados da seqüência, 
dando uma estimativa do tamanho do genoma, indicando assim que apenas foi seqüenciado 
40% deste com uma densidade gênica estimada na ordem de 7.430 genes codificadores 
de proteínas (Woolfit et al., 2007). Foram identificadas 2.606 sequências gênicas com 
homologia parcial ou total com S. cereviseae e 277 genes ortólogos a espécies não- S. 
cereviseae que, contudo, pertenciam a família Saccharomycetales evidenciando ,assim, 
a alta taxa de transferência horizontal destas espécies a D. bruxellensis . Repetições do 
locus de DNA ribossomal 18S, 5.8S, 25S e 5S foram observadas e ainda ,pelo menos, 24 
genes de RNAt.

Para tentar precisar a posição filogenética dentro dos hemiascomicetos, Woolfit et 
al (2007) construiu 366 modelos de árvores baseadas nas seqüências protéicas dos genes 
ortólogos a D.bruxellensis e nove de outras espécies de fungos. Foi feita uma análise de 
agrupamento, na qual destas 366 árvores foram feitas exclusões sucessivas das espécies 
mais afastadas de D. bruxellensis com o intuito de verificar a topologia mais aceita dentre 
estas 366 possíveis árvores. Três topologias foram criadas e aceitas como a explicação da 
posição de Dekkera dentro dos hemiascomicetos e de como esta divergiu. Estas topologias 
contrastavam em como esta espécie realmente se posicionava dentre as três topologias 
geradas. Para elucidar esta questão, foi realizado um teste estatístico de Shimodaira-
Hasegawa que reijeitou a topologia 3 que posicionava D. bruxellensis num clado isolado 
das outras espécies de hemiascomicetos e a topologia 1, no qual a mais significantemente 
aceita foi a topologia 2 que explica que D. bruxellensis divergiu num dado momento do seu 
grupo irmão composto por C. albicans e D. hansenii.

Para precisar se realmente existia alguma relação entre C. albicans e S. cereviseae 
com D. bruxellensis foi feita uma análise comparando as seqüências de aminoácidos 
desta com espécies sintênicas verificando assim a identidade entre cada uma delas com 
D. bruxellensis. Esta comparação mostrou que D. bruxellensis sofreu uma tricotomia das 
demais espécies citadas dando uma noção de que a taxa de evolução de D. bruxellensis 
era bem maior do que as demais. Esta perspectiva só foi comprovada quando se comparou 
o conteúdo de GC destas espécies, verificando que, expressivamente, D. bruxellensis 
continha um alto conteúdo de GC quando comparado às outras duas espécies em questão 
(Woolfit et al, 2007).

Ainda no intuito de verificar a taxa de rearranjos entre a tricotomia predita para 
confirmar se esta em D. bruxellensis foi gerada por um evento de duplicação cromossômica, 
uma comparação da ordem gênica foi feita. O resultado foi elucidado onde a taxa de genes 
conservados entre S. cereviseae e D. bruxellensis é maior do que em C. albicans e onde 
a taxa de genes rearranjados é maior em C. albicans do que em S.cereviseae. Ainda 
neste estudo foi observado que existiam espaços entre os genes codificantes os quais 
não se mostravam similares com nenhum outro gene em todo banco de dados através 
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de BlastX, estas regiões foram supostamente identificadas como regiões intergênicas. Foi 
feito uma comparação onde foi visto que estes espaços contém intons que são ortólogos a 
S. cereviseae e outros que são específicos de D. bruxellensis, evidenciando parentesco e a 
hipótese desta estar tão perto de S. cereviseae. Sendo esta espécie uma levedura de alto 
valor agregado, por participar de processos fermentativos, esta característica demonstra 
um excelente indício que D. bruxellensis possa ser usada como levedura fermentadora 
(Woolfit et al, 2007).

DNA mitocondrial

A biogênese da maquinaria da síntese do ATP requer contribuição dos dois genomas 
fisicamente separados: um no núcleo e o outro na mitocôndria. A mitocôndria supre muito 
dos processos energéticos da célula, produzindo ATP pela fosforilação do aparato oxidativo 
da membrana mitocôndrial externa. Em humanos, mais de 80 proteínas participam 
diretamente da fosforilação oxidativa, das quais 13 são codificadas pelo DNA mitocôndrial. 
A distribuição dos componentes da fosforilação oxidativa que são codificados pelos 
genomas nuclear e mitocondrial variam entre espécies. Contudo, em todas as espécies a 
contribuição essencial do genoma mitocondrial exige que este mtDNA seja herdado com 
fidelidade para assegurar que a função respiratória seja mantida durante o crescimento e 
desenvolvimento (Chen e Butow, 2005).

Desde a descoberta de que a mitocôndria apresenta um genoma próprio, 
independente do genoma nuclear, levantou-se a questão se eles estavam sujeitos aos 
mesmos mecanismos de reparo os quais ocorrem no genoma nuclear. Entretanto, por 
muito tempo acreditou-se que o reparo de DNA não estava presente no genoma dessa 
organela. Nesse sentido, o reparo não seria necessário devido à redundância da informação 
genética presente nas várias cópias do DNA das organelas. Essa visão era reforçada pelas 
observações de que o genoma dessa organela não possui nenhum gene que codifique 
enzimas responsáveis no reparo do DNA (Britt, 1996). O DNAmt apresenta maior taxa 
de mutação quando comparado com o nuclear (Richter et al., 1988), e a partir deste fato, 
algumas lesões com irradiação UV, produzindo dímeros de pirimidina, não são removidas 
eficientemente no mtDNA (LeDoux et al., 1992).

A região controle é responsável pela regulação da replicação e da transcrição de 
todo o mtDNA. A replicação tem início nesta região e é realizada por deslocamento de uma 
fita em relação à outra, formando uma alça, denominada D- Loop. Na região controle, são 
verificados os polimorfismos do mtDNA (Upholt e Dawid, 1977).

Estas organelas apresentam membrana dupla e estão presentes no citoplasma, 
sendo responsáveis por muitos processos metabólicos crucias como a fosforilação 
oxidativa. Por essa razão, as mitocôndrias são conhecidas como as usinas energéticas das 
células. Acredita-se que as mitocôndrias são evolutivamente derivadas de uma bactéria 
ancestral, a qual teria formado uma relação simbiótica intracelular com as primeiras células 
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eucarióticas, isto explica o fato de possuir genoma próprio (Gray, 1992). Com o passar 
de centenas de milhões de anos, esse ancestral perdeu a habilidade de funcionar como 
um organismo independente, de modo que seu genoma tornou-se muito atenuado. De 
fato, a maioria das proteínas funcionais da mitocôndria está codificada por genes do 
núcleo (Lang et al. 1997). O que restou na mitocôndria de Saccharomyces foi um genoma 
circular de 42.889 pares de bases (pb) que contém 43 genes, dos quais 27 codificam 
RNAs transportadores, dois codificam RNAs ribossomais e 19 codificam proteínas/enzimas 
envolvidas na cadeia transportadora de elétrons da fosforilação oxidativa e produção de 
ATP (Wallace 1992).

O DNA mitocondrial evolui cerca de cinco vezes mais rápido que o DNA nuclear 
(Cann e Wilson 1983). Essa variação se deve, em primeiro lugar, ao fato da mitocôndria ser 
uma grande geradora de radicais livres, proporcionando um ambiente favorável a mutações 
no DNA. Outra causa seria a ausência de histonas, que exercem um papel protetor no DNA 
nuclear (Yakes e Van Houten, 1997). Além disso, a enzima DNA polimerase mitocondrial 
possui baixa atividade corretora quando comparada à DNA polimerase nuclear (Kunkel 
e Loeb, 1981) e a reparação do DNA dependente de excisão de nucleotídeos não está 
presente em mitocôndrias (Croteau et al. 1999). Em relação à região codificante, algumas 
porções da região controle são altamente variáveis entre indivíduos, evoluindo cinco vezes 
mais rápido que o resto da molécula (Greenberg et al. 1983), presumidamente devido à 
fraca seleção exercida sobre a região não-codificante do DNA. Também se deve considerar 
que a típica estrutura D-loop, onde há a formação momentânea de fita- simples, pode 
influenciar o padrão de mutação pontual (Reyes et al. 1998), já que a taxa de depurinação 
de DNA fita-simples é quatro vezes maior que do DNA fita- dupla (Lindahl e Nyberg, 
1972). Por essas razões, os testes de identificação filogenética têm em foco a variação de 
seqüências dentro das regiões variáveis dos genes (Holland et al. 1993; Wilson et al. 1993; 
Parson et al. 1998).

Análises filogenéticas
Filogenética é o campo da Biologia que busca identificar e compreender as relações 

evolutivas entre as diferentes formas de vida na Terra. Os primeiros critérios objetivos para 
a reconstrução filogenética baseavam-se em dados morfológicos. Com o acesso recente à 
estrutura de macromoléculas (DNA, RNA e proteínas), as análises filogenéticas passaram 
a ter um avanço vertiginoso. Para se trabalhar com reconstrução filogenética baseada em 
dados moleculares é preciso conhecer algumas propriedades das seqüências a serem 
comparadas.
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Na reconstrução de qualquer tipo de filogenia, a preocupação primordial de um 
sistemata deve ser a homologia (Hennig,1966; Philips et al, 2000), isto é devemos sempre 
comparar caracteres homólogos nas diferentes espécies. O termo homolgia foi cunhado no 
século XIX por Owen, um anatomista inglês que, embora contemporâneo de Darwin, não 
acreditava em evolução (Lewin, 1997).

Atualmente entende-se por homologia uma propriedade relativa a entidades que 
tenham uma origem comum. Mais simplificadamente, dois caracteres são homólogos se 
suas partes idênticas ou semelhantes possuem origem comum (Patterson, 1988; Titus e 
Frost,1996; Lewin,1997; Graur e Li, 2000). Homologia é, portanto, um termo qualitativo e 
não quantitativo. Ainda assim, vários autores ainda utilizam erroneamente o conceito de 
homologia como sinônimo de similaridade.

Há três tipos de homologia: ortologia, quando as seqüências têm um único e mesmo 
ancestral comum; paralogia, quando se originam de uma duplicação gênica; e xenologia, 
quando se originam por incursão lateral (ou horizontal). Apenas seqüências ortólogas 
poderão fornecer informações filogenéticas na história de organismos.

Uma vez obtidas às seqüências, estas devem ser alinhadas corretamente. Para tal, 
apesar de haver muitos programas computacionais que realizam essa tarefa, as seqüências 
devem ser alinhadas manualmente. Entretanto, alinhamentos automáticos podem ser 
um primeiro passo. Essa etapa é de extrema importância, pois um alinhamento errado 
comprometerá toda a análise. Para um alinhamento coerente, devem-se conhecer os 
diferentes tipos de mutações e substituições de nucleotídeos. Mutações ocorrem ao acaso 
em qualquer parte do genoma e podem ser transições, transversões, deleções/inserções e 
inversões. Substituições referem- se a regiões codificantes e podem ser sinônimas (quando 
não há alteração do aminoácido codificado), não sinônimas (quando há alteração) e sem 
sentido (quando um códon de parada é gerado).

O objetivo do alinhamento é fazer com que a posição de cada base que esteja sendo 
comparada entre as seqüências consideradas seja homóloga. Por causa do problema de 
perdas ou ganhos de trechos é necessário que se insiram intervalos nas seqüências das 
espécies que perderam trechos ou que não os ganharam (Phillips et al, 2000). Existem, 
hoje em dia, diversos programas de computador para alinhar seqüências de aminoácidos e 
nucleotídeos (ClustalX, ESEE, Macaw, Pileup, TreeAlign etc.) Tais programas são eficientes 
e recomendáveis.

No programa ClustalW (Thompson ET AL, 1994) e na maior parte dos programas, 
o alinhamento é feito em duas etapas. Na primeira todas as seqüências são comparadas 
par a par e uma medida de similaridade máxima entre cada duas seqüências é calculada. 
Pra calcular essa medida de similaridade um gráfico de pontos é construído onde seus 
dois eixos representam as duas seqüências comparadas. Para cada identidade entre 
as bases, um ponto é colocado no gráfico. No caso de duas sequencias idênticas, uma 
fileira de pontos será encontrada em toda diagonal no gráfico, independentemente de 
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composição de nucleotídeos. Com base nessa matriz de pontos, o programa irá maximizar 
a similaridade entre as seqüências, usando o que é chamado de penalidades. Dois tipos de 
penalidades são usados nesse caso: a penalidade de intervalo que é o número de bases 
idênticas que devemos adicionar para inserir um intervalo, e a penalidade de substituições. 
O valor da similaridade final entre cada duas sequencias é calculado com o total de bases 
idênticas menos o número de substituições, menos o número de intervalos multiplicado 
pela penalidade de intervalos.

A partir dos dados de similaridade par a par, um dendrograma é construído e o 
alinhamento final é feito a partir dos nós mais internos. Ou seja, o programa de alinhamento 
múltiplo começa alinhando primeiro as seqüências mais semelhantes, em seguida as que 
se conectam a estas e, assim por diante, até que todas as sequencias estejam alinhadas. 
O resultado final do alinhamento é na realidade um excelente indicador de quão adequado 
é o seu gene para o problema filogenético específico.

Em todas as métodos de filogenética molecular, cada posição ocupada na 
seqüência (nucleotídeo ou aminoácido) é considerada como um caráter do tipo multi-estado 
(podendo ser um dos quatro nucleotídoes ou um dos vinte aminoácidos) e cada caráter é 
considerado independente dos demais. A variação dos estados de caracteres fornecerá 
informações filogenéticas. Métodos filogenéticos são essencialmente estatísticos e podem 
ser classificadas em dois grupos principais, de acordo com seus critérios: quantitativos 
(métodos de distância); 2) qualitativos (métodos de parcimônia e verossimilhança). Nos 
métodos de distância, as diferenças entre duas seqüências são reduzidas a uma só variável 
(número de diferenças) e suas relações evolutivas não são consideradas. Nesse método, 
primeiramente cálcula-se a distância, para, a seguir, reconstruir a árvore filogenética, 
utilizando um algoritmo específico. Existem diferentes modelos que podem ser utilizados 
para a construção de uma matriz de distância (NEI et al, 2000; MATIOLI, 2001).

A partir dessa matriz será reconstruída a árvore com um dado algoritmo, sendo os 
mais utilizados o UPGMA e Neighbor-Joining. Nos critérios qualitativos, as diferenças entre 
as moléculas são consideradas como uma série de variáveis descontínuas. Os métodos 
mais empregados,embora não sejam os únicos, são a MáximaParcimônia (MP) e a Máxima 
Verossimilhança (MV).O princípio da MP é que a hipótese mais simples, ou seja, aquela 
em que a árvore que apresente o menor número de passos (=menor número de mudanças 
de estado de caráter) será a escolhida para explicar um determinado conjunto de dados.
Desse modo, não há um modelo evolutivo explícito embasando essa metodologia (Lesk et 
al., 2008).

Problemas operacionais podem ser evitados apenas com a observação de um número 
muito grande de árvores igualmente mais parcimoniosas ou a influência demasiada de 
homoplasias. Porém, a questão mais crítica é de cunho filosófico: A Natureza é parcimoniosa? 
A MV baseia-se em modelos evolutivos explícitos de substituição de nucleotídeos. Esses 
modelos são avaliados quanto a sua probabilidade de explicar um conjunto de dados de 
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forma que reflita a história evolutiva mais verossímel. O modelo que apresentar o melhor 
valor de verossimilhança, que, por questões operacionais, é dado em forma logarítmica, 
será o escolhido como base para a reconstrução da árvore.Tanto para a MP, quanto para 
MV, existem dois tipos de algoritmo de busca da melhor árvore: 1) Busca Exaustiva, em que 
todas as possibilidades de topologias são verificadas; 2) Busca Heurística, em que apenas 
um subconjunto de árvores probabilisticamente mais prováveis é examinado. Este último, 
em termos práticos, reduz sensivelmente o tempo de processamento computacional que, 
em alguns casos, dependendo do número de seqüências comparadas, pode durar dias e 
até meses (NEI et al, 2000; MATIOLI, 2001).

OBJETIVOS

Objetivo Geral

•	 Analisar o gene mitocondrial COX2 das diferentes cepas industriais

Objetivos Específicos

•	 Analisar a característica evolutiva do gene mitocondrial e suas seqüências das 
diferentes linhagens de D. bruxellensis.

•	 Determinar se ocorre polimorfismos entre as seqüências de D. bruxellensis em 
caldo de cana industrial.

•	 Investigar se as linhagens de Dekkera pertencem filogeneticamente ao grupo 
dos hemiascomicetos.

•	 Construir primers para os genes estruturais mitocondriais.

MATERIAIS E MÉTODOS

Linhagens e meios
Linhagens celulares

As linhagens de D. bruxellensis GDB237, GDB239, GDB240, GDB242, GDB248 
e GDB251 foram provenientes de diferentes destilarias de álcool do Nordeste do Brasil. 
As linhagens CBS60, CBS739, CBS5512, CBS9919 CBS79, CBS74 foram gentilmente 
cedidas pelo prof. Desmond Clark-Walker da Universidade Nacional da Austrália, Camberra, 
Austrália.
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Meios de cultivo celular

As células foram cultivadas em meio YPD (2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de 
levedura) para crescimento celular ou em YPA (2% acetato de potássio, 2% de peptona 
1% de extrato de levedura) para indução de esporulação. Este meio foi utilizado com a 
finalidade de aumentar o conteúdo celular de DNA mitocondrial, já que induz a respiração 
celular. As células foram pré-cultivadas em 20 ml de meio YPA por 24 h e essas culturas 
foram utilizadas para inocular mais 180 ml do mesmo meio. As culturas foram incubadas 
por mais 24 h ou até atingir 3 g de biomassa.

Análises genéticas
Extração de DNA com meio enriquecido com mtDNA

As células foram inoculadas em meio YPA e cultivadas por 48 horas a 30oC. Depois 
de coletadas por centrifugação, as células foram incubadas com 3 ml na solução de 
protoplastização (20 mg. ml-1 da enzima lítica glucanex; 10 mg. ml-1 de BSA; 0.8 M de KCl; 
20 mM de citrato de sódio) por 3 horas a 30oC. Os protoplastos foram lavados com a solução 
01 (1 M sorbitol, 50 mM tampão citrato pH 5.8) e ressuspensos em 2 ml da solução 02 (200 
mM de sucrose; 65 mM de KCl; 20 mM de EGTA; 10 mM de MgCl2; 50 mM de HEPES-KOH 
pH 7.2). Logo após foram acrescidos 3 ml da solução 03 (20mM de sucrose; 65mM de KCl; 
20mM de EDTA; 50mM de HEPES-KOH pH 7.2) e 1 ml da solução de DNAse A 10 U.ml-1 
para hidrólise da maior parte do DNA nuclear. Depois da incubação por 3 horas a 75oC, foram 
adicionados 3 ml da solução 04 (10mM de EDTA; 50mM de Tris-HCl pH 8.2; 50μg.ml-1 de 
proteinase K; 0,3% de SDS) para lise da membrana da mitocôndria, seguido de extração e 
purificação do DNA mitocondrial a partir de extração fenólica com fenol:clorofórmio:álcool 
isoamílico (25:24:1). O DNA foi precipitado com etanol absoluto a 4ºC. O precipitado foi 
ressuspenso três vezes com etanol a 70% e ressuspendido em 30 µl tampão TE (10mM Tris-
HCl ph 8.0, 1mM EDTA). O DNA extraído foi analisado por eletroforese em gel de agarose 
1% e sua concentração foi estimada por espectrofotometria e gel de agarose com marcador 
Hindλ onde a concentração de DNA foi mensurada em 60 ng/µl.

Quantificação e avaliação da integridade do DNA total

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotômetro. A quantificação 
foi realizada, utilizando-se a seguinte conversão: uma unidade de absorbância a 260 nm 
representa 50 µg/ml de DNA. As amostras foram diluídas (1:100) e a DO mensurada. Para 
a determinação da concentração e pureza, as absorbâncias de 260 nm e 280 nm foram 
observadas. A relação Abs260/Abs280 ideal deve ser próxima de dois para o DNA puro, 
sendo aceitáveis valores entre 1,9 e 2,1. Para a determinação da integridade das amostras 
de DNA, as mesmas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se 
tampão de corrida apropriado. Para a corrida, foram utilizados 4 µl de DNA e 1 µl de tampão 
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de amostra. O gel foi corado com brometo de etídeo e visualizado em transiluminador UV. 
A eficiência do método foi testada a parir de ensaios de PCR semi-quantitativa utilizando 
os primers nuclear Db e o mitocondrial DbCOX2 desenhados a partir do programa Primer3 
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Os produtos de amplificação foram separados 
em gel de agarose a 0,8% e visualizado após coloração com brometo de etídio.

Análise da seqüência do gene COX2

As seqüencias homólogas ao gene COX2 de S. cerevisiae foram retiradas do 
GenBank. As seqüências foram alinhadas pelo CLUSTALX e as regiões consenso foram 
identificadas onde os primers foram desenhados a partir dos consensos. Os primers 
foram desenhados com auxílio do software Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.
htm). Para a construção dos primers foram obedecidos os seguintes critérios: tamanho 
do amplicon em torno de 607pb, tamanho do oligo entre 20 e 25 nucleotídeos, conteúdo 
GC entre 20 e 80% e Tm médio de 60oC. A reação ocorreu em tubos de 100µL contendo 
tampão Taq DNA polimerase (20mM Tris-HCl pH 8.0, 50mMKCl), MgCl2 1,5mM, 200µM 
de cada dNTP, 10pmol de cada oligonuceotídeo iniciador, 500ng de DNA extraído e 2,5 
unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen). Os reagentes foram misturados e aquecidos 
a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, 
anelamentos a 55°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 30 segundos. A visualização 
da amplificação foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% utilizando um padrão 
de peso molecular de 1 kb Plus (Invitrogen) para comparação (Sambrook e Russell, 2001). 
O produto da amplificação foi então purificado utilizando-se o kit de purificação de PCR 
(High Pure PCR purification Kit - PROMEGA) e sendo quantificado por eletroforese em 
gel de agarose a 1% utilizando-se o marcador de peso molecular λ Hind III. A partir da 
amplificação da linhagem GDB237 as linhagens industriais GDB237, GDB239, GDB240, 
GDB242, GDB248 e GDB249 e as linhagens cedidas pelo Prof. Clark walker CBS60, 
CBS739, CBS5512, CBS9919 CBS79, CBS74 foram extraídas, purificadas e seqüenciadas 
e submetidas a análise das seqüências.

Reação de sequenciamento

Os trabalhos iniciais foram realizados utilizando-se 2µl de Big dye num volume 
total de reação de 10µl. Então montou-se uma reação de PCR nas sequintes proporções: 
2µl de DNA, 3µl de água miliQ, 2µl de tampão, 1µl de primer forward COX2 () 3,2 mM e 
2µl de BigDye. Após a reação da cadeia da polimerase, as placas (PCR- Optical 96 well 
reaction plate number N-801-0560) são retiradas do termociclador, recebem isopropanol na 
concentração de 65%. São seladas com adesivo resistente a álcool (Adhesive PCR Film 
N- 21950), misturadas por inversão durante três vezes, a seguir permanecem ao abrigo da 
luz em temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente são centrifugadas por 45 min a 
3400rpm. O excesso de isopropanol é descartado e as placas invertidas em papel toalha. 
Acrescenta-se etanol 60 % e centrifuga-se à mesma velocidade por 10 min. Descarta-
se novamente o excesso de etanol e invertem-se as placas sobre o papel toalha. Para 

http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm
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Ciências Biológicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capítulo 2 33

secar, as placas são submetidas a um spin de 300 rpm com as placas invertidas sobre 
papel toalha e em seguida encaminha-se para a estufa a 37 ºC durante 15 minutos após 
secas, as placas recebem 10 mL de formamida e são encaminhadas para o termociclador 
para a reação de desnaturação. Após esta etapa, as placas foram encaminhadas para o 
seqüenciador automático de DNA, modelo ABI 3700 Prism Analyser.

Análise filogenética das seqüências do gene COX2 dos diferentes isolados.

As seqüências de nucleotídeos do gene COX2 foram realinhadas usando-se o 
programa ClustalW. À distância do alinhamento das seqüências par a par foram derivadas 
usando o método descrito por Feng et al. (1985) e Feng e Doolitle (1990) os quais corrigem 
a composição de bases parciais usando a seguinte relação: D = - ln( Sreal – Sao acaso) / (Sidênticas 
– Sao acaso)*100, no qual Sreal é o placar dos alinhamentos originais, Sao acaso é o placar das 
seqüências aleatórias de mesmo tamanho e de mesma composição de bases e Sidênticas será 
a média das duas seqüências, cada uma alinhada com elas mesmas. A árvore filogenética 
foi construída pelo método ―neighbor-joining‖ de Saito e Nei (1987).

Coleta das seqüências gênicas, construção de primers degenerados e condições 
de amplificação

Para a construção dos primers degenerados foram analisadas várias topologias 
a partir do trabalho de Woofit et al (2007) o qual relaciona os clados referentes aos 
gêneros e espécies mais próximas a Dekkera bruxellensis a partir da análise de genes 
nucleares. Com isso foi possível inferir um mapa físico do genoma mitocondrial deste 
clado. Seis espécies apresentando similaridade genômica nuclear com D. bruxellensis 
foram submetidos a alinhamentos múltiplos através do programa computacional Mega v. 
4.0 (http://www.megasoftware.net) a partir da seguinte ordem gênica baseada no genoma 
do DNA mitocondrial de S. cereviseae: COX2, COX3, COX1, ATPase8, ATPase6, CYTb, 
ATPase9 e VAR1. Os programas CODEHOP (http://bioinformatics.weizmann.ac.il) e Codon 
Usage (http://www.bioinformatics.org/ sms2/codon_usage.html) foram usados com a 
finalidade de refinar o desenho de primers degenerados a fim de se amplificar os genes 
ortólogos de D. bruxellensis.

RESULTADOS

Seleção das Linhagens
Todas as linhagens apresentaram bom crescimento celular em meio YPA, no qual 

acetato foi a única fonte de carbono. Isto significa que D. bruxellensis pode se desenvolver 
em metabolismo puramente respiratório. Porém, a linhagem GDB237 foi selecionada para 
a continuidade dos ensaios devido ao melhor crescimento observado.

http://www.megasoftware.net/
http://www.bioinformatics.org/
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Avaliação da extração e amplificação do gene COX2.
O protocolo desenvolvido para extração de DNA mitocondrial apresentou alto 

rendimento pela grande quantidade de material obtido ao final do processo (Figura 1). A 
eficiência do processo foi avaliada a partir dos experimentos de PCR semi- quantitativa, 
a partir do qual se verificou a maior amplificação do material extraído a partir dos primers 
DbCOX2, que amplificam um fragmento de 650 pb relativo ao gene COX2 mitocondrial 
(Figura 1), e a menor amplificação com os primers Db, que amplificam o gene nuclear que 
codifica o RNA ribossomal 26S.

Figura 1. Otimização do protocolo de extração de DNA mitocondrial de D. bruxellensis. A. Gel de 
agarose das amostras de DNA mitocondrial respectivamente (GDB237, GDB239, GDB240, GDB242, 
GDB248 GDB249). B. Amplificação do gene mitocondrial COX2 das amostras de DNA mitocondrial 

(GDB237). Linha M: marcador λ-HindIII.

Avaliação das seqüências.
Estes isolados tornam interessantes do ponto de vista de evolução do genoma 

mitocondrial em D. bruxellensis, já que estudos anteriores do grupo mostraram que esses 
foram consistentemente identificados como D. bruxellensis, mas apresentam marcadores 
moleculares únicos no genoma mitocondrial por conta da variação intraespecífica. Estas 
modificações se traduziram em alterações pontuais na seqüência de aminoácido de Ile 
para Met, ou vice-versa (Figura 3). Ainda nestas alterações únicas notam-se na seqüência 
de DNA (Figura 2) duas mudanças únicas no uso de códons: a primeira mudança no 
31º aminoácido é evidente nas linhagens industriais seqüenciadas onde um códon do 
tipo ACA difere das linhagens D. bruxellensis e B custersii do Genbank por apresentar 
ACT, a segunda se encontra no 65º aminoácido onde se evidencia TTT para as linhagens 
industriais sequanciadas e TTC em D. bruxellensis e B. custersii.

Do total de alterações, 18 foram transições e 30 foram transversões. Este resultado 
se mostra satisfatório quando comparado com a mutabilidade do DNA mitocôndrial de 
mamíferos, nos quais a taxa de transversões excede a taxa de transições na relação 2:1.
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Figura 2. Alinhamento múltiplo da seqüência de nucleotídeo do gene COX2 de linhagens industriais de 
D. bruxellensis e de linhagens de coleção de D. bruxellensis e B. custersii.

Figura 3. Alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos do gene COX2 de linhagens industriais 
de D. bruxellensis e de linhagens de coleção de D. bruxellensis e B. custersii.
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Análise filogenética
Quando submetidas a uma análise de agrupamento, as seqüências do gene COX2 

das linhagens industriais de D. bruxellensis agruparam-se no clado da levedura B. custersii 
(linhagem tipo CBS 5512) (Figura 5).

Figura 5. Análise filogenética pelo método de agrupamento Neighbor joining das seqüências de 
nucleotídeos do gene COX2 das linhagens industriais de D. bruxellensis comparadas com as linhagens 

de coleção do clado B. custersii (*) e do clado D. bruxellensis (**).colocar booststrap e quantidade de 
pares bases alinhadas

Entretanto, pode-se verificar uma grande variabilidade genética dentro desse grupo. 
Isto sugere que o gene COX2 está sob grande pressão seletiva onde, na maioria dos 
casos, a substituição de resíduos de Met (presente na linhagem tipo de D. bruxellensis CBS 
74) para resíduos de Ile são característicos de B. custersii

Análise “in silico” do genoma mitocondrial
Uma vez que o genoma mitocondrial de D. bruxellensis não foi seqüenciado, a 

construção de primers para amplificação e clonagem de seus genes estruturais foi realizada 
com o uso de ferramentas computacionais através do programa MEGA4, utilizando 
seqüências depositadas nos bancos NCBI e Génolevures. Os seguintes genes foram 
considerados: COX1, COX3, ATP6, ATP8, ATP9, CYTb e VAR1, segundo a discriminação 
para S. cerevisiae. A primeira análise foi feita com o objetivo de se avaliar a relação 
filogenética entre os genomas mitocondriais dos ascomicetos disponíveis. Com isso foi 
possível a construção de um mapa físico do genoma mitocondrial deste clado. (Figuras 6 
a 12)
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Figura 6. Alinhamento múltiplo do gene COX2 para as leveduras ascomicetos.

Figura 7. Alinhamento múltiplo do gene COX1 para as leveduras ascomicetos.

Figura 8. Alinhamento múltiplo do gene COX3 para as leveduras ascomicetos.

Figura 9. Alinhamento múltiplo do gene CYTb para as leveduras ascomicetos

Figura 10. Alinhamento múltiplo do gene ATP6 para as leveduras ascomicetos.



Ciências Biológicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capítulo 2 38

Figura 11. Alinhamento múltiplo do gene ATP8 para as leveduras ascomicetos.

Figura 12. Alinhamento múltiplo do gene ATP9 para as leveduras ascomicetos.

Os resultados mostraram que a levedura Debaryomyces hansenii não agrupou com 
os ascomicetos estudados e sim com as seqüências que ,em princípio, serviriam como 
outgroups.

Figura 13. Análise das seqüências consenso para os genes mitocondriais dos ascomicetos com 
vistas a construção de primers degenerados para amplificação e seqüenciamento dos ortólogos em D. 

bruxellensis (exemplo gene ATP6).

Os programas CODEHOP e Codon Usage foram usados com a finalidade de 
refinar o desenho de primers degenerados para amplificação dos genes ortólogos de D. 
bruxellensis (Figura 13). Os alinhamentos se mostraram representativos para construção 
dos primers, uma vez que foi observada uma boa conservação entre as seqüências gênicas 
sintênicas dos genes estruturais anteriormente citados. Estes dados promovem uma base 
para futuras análises da genética e da evolução da população de D. bruxellensis, que 
servirá de base para o estabelecimento de correlações entre a variabilidade e genética e 
as capacidades fisiológicas de diferentes cepas. Os primers foram desenhados (Tabela 
1) e encomendados. Os experimentos de amplificação dos genes de D. bruxellensis com 
os primers degenerados foram parcialmente expressivos onde 50% dos primers testados 



Ciências Biológicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capítulo 2 39

amplificaram e serão submetidos à seqüenciamento. Inicialmente estão sendo feitos testes 
de adequação da reação da PCR, tanto nas concentrações dos reagentes da reação como 
do programa de amplificação. Até o momento os genes COX1 e ATP6 foram amplificados. 
Estes fragmentos serão clonados e seqüenciados.

Nome do primer Seqüência (5’-3’)

cons-Cox3-FW CAACAACATCCWTTYCATATRG cons-ND1-RV TAATTCWGATTCAGCTTCAAC

cons-Cox3-RV ATRTATAARAATAATCARATWAC cons-ND4-FW CATACWTGATTACCWGTWGTWCA

cons-Atp6-FW TCWCCATTAGARCAATTTG cons-ND4-RV TAAWCCTTGATAATAATAWAT

cons-Atp6-RV AATAGCRAATTCTAACAWYATAAT cons-CytB-FW TTATTAGGWTTATGTTTAGTWA

cons-Cox1-FW AGATGATTATAYTCWACAAATGC cons-CytB-RV TAAYACTTTRAAWGTATTWCCTCT

cons-Cox1-RV CWGCWGGWGGWSWWGTTAA cons-ND5-FW GCTACWCGTAAAAGTGCWCAA

cons-ND1-FW TTAATGGCTATWGCTGATG cons-ND5-RV CCWTATAATGATTCDATAATRATATCTTT

Tabela 1. Seqüências dos primers degenerados para amplificação e seqüenciamento dos ortólogos em 
D. bruxellensis

DISCUSSÃO
Os experimentos de crescimento celular revelaram que glicose e sacarose são as 

fontes de carbono mais adequadas para apoiar o crescimento da levedura D. bruxellensis. 
Conterno et al. (2006) realizaram caracterização fisiológica de diversas linhagens desta 
levedura e verificaram que estas mesmas fontes de carbono são mais prontamente 
utilizadas por D. bruxellensis. Entretanto, Basílio et al., (2008) mostraram que o consumo 
de sacarose por células de D. bruxellensis é menor do que o observado para células de 
S. cerevisiae. Portanto, este fator não deve contribuir para a melhor adaptação de D. 
bruxellensis ao mosto de caldo de cana. Em contraposição, os experimentos de cultivo 
celular mostraram que D. bruxellensis cresce melhor em meio com acetato de potássio 
como fonte alternativa de carbono proporcionando uma melhor velocidade de crescimento 
do que os meios contendo glicose, glicerol e acetato de cálcio. Como o meio YPA favorece 
a respiração, há indícios que esta levedura, que possui um metabolismo Crabtree positivo, 
esteja utilizando a via oxidativa e seus genes para se manter nas dornas mesmo quando a 
sacarose é completamente depletada pela Saccharomyces cerevisiae.

A partir do DNA extraído foi possível a amplificação do gene COX2 de todas as 
amostras. Estes fragmentos foram submetidos a seqüenciamento de nucleotídeos e os 
resultados mostraram uma intensa variação com doze mudanças identificadas. Segundo 
Hoeben et al (1993) estas mudanças estão de acordo com a alta taxa de evolução do gene 
COX2 nessas espécies. O DNA mitocondrial evolui cerca de cinco vezes mais rápido que 
o DNA nuclear (Cann e Wilson 1983). Essa variação intraespecífica se deve, em primeiro 
lugar, ao fato da mitocôndria ser uma grande geradora de radicais livres, proporcionando 
um ambiente favorável a mutações no DNA. Outra causa seria a ausência de histonas, que 
exercem um papel protetor no DNA nuclear (Yakes e Van Houten, 1997). Além disso, a enzima 
DNA polimerase mitocondrial possui baixa atividade corretora quando comparada à DNA 
polimerase nuclear (Kunkel e Loeb, 1981) e a reparação do DNA dependente de excisão de 
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nucleotídeos não está presente em mitocôndrias (Croteau et al. 1999). A partir deste fato, das 
doze mudanças evidenciadas nas seqüências de DNA apenas a segunda e a sexta mudança 
merecem atenção. Onde se evidencia trincas de bases nas linhagens industriais que são 
exclusivas e não se comparam nem a D. bruxellensis nem a B. custersii. As trincas ACA e 
TTT das linhagens industriais se diferenciam de ACT e TTC das linhagens de D. bruxellensis 
e B. curstesii. Do total de alterações, 18 foram transições e 30 foram transversões.

Em comparação, a seqüência de aminoácidos, traduzida com o código universal 
através do programa Mega 4.0 demonstrou que as linhagens industriais se identificam mais 
com B. curstesii do que com D. bruxellensis como levedura predominante nas destilarias 
de caldo de cana. Liberal et al.(2005) descreveram estas leveduras industriais como D. 
bruxellensis através de primers específicos porém, o estudo realizado mostra que as 
alterações na seqüência dos aminoácidos no gene COX2 demonstra que estas são mais 
parecidas com B. curstesii. Segundo Hoeben et al (1993) Dekkera bruxellensis codifica 
ATA para isoleucina no código universal, porém as linhagens industriais codificam ATT 
metionina evidenciando o mesmo códon na espécie B. custersis e vice versa. Clark-Walker 
et al (1992) dizem que há uma grande semelhança entre D.bruxellensis e B.curstesii, esta 
é enfatizada pela identidade das seqüências de aminoácidos a despeito das seqüências 
de DNA na qual, só foram localizadas 13 alterações pontuais. Contudo estas alterações 
ocorrem sempre na terceira posição o que suporta a teoria vista no trabalho de Jupeng et 
al (1996) que separa estas duas espécies em clados diferentes, demonstrando que são 
espécies filogeneticamente diferentes, o que nos leva a crer que as linhagens industriais 
são B. custersii e não D. bruxellensis

Este tipo de identificação pela seqüência de DNA e aminoácidos já vem se mostrando 
utilizável. Gerdini et al (2000) tipificaram espécies patogênicas de Candida glabrata por 
comparação das seqüências de DNA e aminoácidos de diferentes espécies e cepas 
demonstrando assim a eficácia do método através do gene da citocromo oxidase dois.

A análise filogenética do gene COX2 foi precisa no que diz respeito à suspeita de que 
as linhagens industriais se agrupam próximos a B. custersii e não a Dekkera bruxellensis, 
porém, como descrito por Hoeben et al (1986), este gene se encontra sob grande pressão 
seletiva verificando que a taxa de mutação é grande gerando controvérsias sob a certeza 
da classificação.

Apesar de sua importância, D. bruxellensis ainda é pouco caracterizada 
geneticamente. De fato, Woolfit et al. (2007) foram pioneiros no estudo genético desta 
levedura, tendo fornecido muitos dos dados utilizados para as atuais pesquisas envolvendo 
a base genética de suas capacidades fisiológicas. Estes pesquisadores realizaram um 
seqüenciamento parcial que cobriu aproximadamente 40% do genoma de D. bruxellensis, 
identificando cerca de 3000 genes. Dentre estes, é interessante notar a presença de genes 
envolvidos apenas com os genomas nucleares, uma vez que linhagens petite foram utilizadas 
pelo grupo do professor Piskur. No intuito de elucidar esta questão, primers degenerados 
foram sintetizados para que fosse realizado uma filogenia, através da concatenação de 
genes estruturais. Esta análise foi feita ―in silico‖, gerando sete pares de primers
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Em contraposição ao trabalho de Woolfit et al, 2007,no qual neste só foi utilizado 
mutantes sem mtDNA, este trabalho é relevante para o presente trabalho no sentido 
de orientar na determinação das seqüências consenso para os diferentes genes do 
metabolismo oxidativo. Baseado no genoma de Saccharomyces cereviseae a ordem gênica 
foi definida como L-rRNA COII COIII S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt b ATPase 9 Var 
1, através de dados do Genbankaromyces cereviseae. Os programas CODEHOP (http://
bioinformatics.weizmann.ac.il) e Codon Usage (http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_
usage.html) foram usados com a finalidade de refinar o desenho de primers degenerados 
para amplificação dos genes ortólogos de D. bruxellensis. Kurtzein et al, (2007) concatenou 
genes através da análise ―in silico‖ para o grupo dos hemiascomicetos definindo que 
Dekkera bruxellensis se encontra entre os hemiascomicetos. Dos primers testados 50% 
amplificaram com a quantidade de pares de bases prevista pelo Programa CAP3 porém 
não foram seqüenciados e nem clonados sendo esperado que estes primers sirvam para 
futuras pesquisas no âmbito de se elucidar o genoma mitocondrial desta levedura.

A partir de estudos destes genes concatenados será possível ter uma informação 
precisa da posição filogenética das espécies industriais, apesar de no estudo feito o grau 
de identidade com B custerssii ser bem maior do que em D. bruxellensis. Duas únicas 
mudanças pontuais das linhagens industriais que se encontram na terceira base no 31º 
aminoácido e na terceira base do 62º aminoácido identificam um certo polimorfismo neste 
gene em questão. Porém a taxa de bases idênticas que se alinham num grau de semelhança 
faz com que as linhagens industriais preditas sejam classificadas como B. custersii.

CONCLUSÃO

•	 O processo do protocolo da extração do mtDNA favoreceu a respiração e con-
seqüentemente a obtenção da seqüencia do gene COXII.

•	 A análise das seqüências de DNA foram expressivas no que diz respeito à iden-
tificação de novas trincas advindas das linhagens industriais.

•	 A análise de aminoácidos confirma que as linhagens industriais se assemelham 
a B. custersii.

•	 A síntese dos primers é benéfica no que diz respeito a servir de base para fu-
turos estudos.

•	 Portanto a análise do gene COXII mostrou que as linhagens industriais ditas 
D.bruxellensis nas destilarias de caldo de cana são mais semelhantes a B. cus-
tersii.

http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html
http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html
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