ldentificacao de leveduras

Métodos moleculares



DNA ribossomal

Os genes de RNA ribossomal de fungos existem como uma familia
de genes com multiplas copias compostas de sequéncias de DNA
altamente similares (tipicamente de 8 a 12 kb cada). Cada repeticao
tem regides codificadoras para um transcrito maior (contendo os
rRNASs primarios para um unico ribossomo) pontuada por uma ou
mais regides intergénicas (IGS).

DNA ribossomal sao sequéncias que codificam o RNA ribossomal,
regulam a amplificacao e transcricao e contém segmentos
transcritos e nao-transcritos. Estas unidades estao agrupadas em
tandem (repeticoes).

A baixa taxa de polimorfismo na transcricado do rDNA permite a
caracterizacao do rDNA de cada espécie usando somente poucos
espécimes e torna este DNA muito util para comparacoes inter-
especificas.
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Internal transcribed spacer (ITS) region primers

ITS primers

IT=1F

I I?S
TS

SHUBRHA  SReR 5 85K LSU HHA
—

F:
/ ITS2 \
200 bp 5.85

— TS-1 g, ITS-2

Pritn &5 for rokine sequencing are shown in bol d

www.bhiology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm
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Fig. 1 {a) (R producs obtamed wsing the
rers ITS] and TTS4. Lanes 1100 (1)
=76, (2)
Saccharomyces cereviinie BM, (3) Pubsa
gaallvermonds NOYC H3, () Pukas gy
momds BMS, (5) Pukas fermentas NCYC 562,
(6) Pukas Srmentas BMA3, (7) Hanienssipora
svaram NCYC 2719, (8) Hamee waipors
suarame BM3, (9) Brenammyces braxelenis
NCYC 2818, (10) 8w nanenycei brasw lowins
BM 22 M = a 100.5p hddes. (b) PCR
products obtamed wsing the primers TTS1 and
ITSE Lanss 11-20 (11) Sacchksmmpades
Tadoaps NCYC TH, (12) Saccharomycodes
Tudosps BM 26, (3) Pukas anomnls NCYC
T50. (1) Pakas anemala BMIS, (15)
Metickansbasna puleherrasma NYC 371 (16)
Merwhansbasaa palchersana BM 13, (17)
Brenancenycei amomals NCYC 749, (18)
Brenssenyces avomals BMI11, (19)
Debarconyces golymorphas NCYC H7, (X)
Dekirconyces polymoephss BMEI M w2
1005 p adder

Saccharomyces cerevainge N
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Kazachstania aerobia NS 14" (AY582126)
K E‘-BLHﬂzachstﬂniﬂ aerobia NS 26
Karachstania sp. CBS 6094 (AY582128)

100 Kazachstania servazzi IFO 13837 (DBG89S5)
77 L Kazachstania unispora IFQ 03167 (DBSBSE)
Kazachstania viticola NRRL Y-2T7206"7 (AY046162)
A e Saccharomyces cerevisiae IFQ 102177 (DB9886E)
Naumovia dairenensis IFO 02117 (D89893)
48

Nauwmovia castelln IFO 1992° (DB5BS2)

Torulaspora delbrueckii NRRL ¥-866T (AY046187)

Phylogenetic tree drawn from neighbour-joining analysis of the ITS (including the 5-8S rRNA gene)
sequences, depicting the relationship between K. aerobia sp. nov. and closely related taxa.
Bootstrap percentages over 50% from 1000 bootstrap replicates are shown. Reference sequences
were retrieved from GenBank under the accession numbers indicated.

International Journal of
]J SEM Systematic and Evolutionary

Mlcroblology

Kazachstania aerobia sp. nov., an
ascomycetous yeast species from
aerobically deteriorating corn silage

doi: 10.1099/ij5.0.63257—
o

) 2 132 1 , SEM November 2004 vol
Hui-Zhong Lu'+*, Yimin Cai°, Zuo-Wei Wu'+’, Jian-Hua Jia' and Feng-Yan Bai F4no. § 2431-2435
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Cariotipagem

« A cariotipagem atraves da eletroforese de campo pulsatil
consiste em uma eletroforese especializada para
moléculas de DNA muito longas, capaz de separar
moléculas com cerca de 10 Mb de tamanho. Baseia-se
na utilizacao de varios campos elétricos oscilantes
orientados em diferentes posicoes.

 Metodologia empregada para estudar cromossomos que
nao sao facilmente visualizados atraves de técnicas
citologicas devido ao seu pequeno tamanho, como € o

caso de cromossomos de fungos.
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Pulsed Field Gel Electrophoresis

Agarose plug
filled with
Step 1 Step 2 bacteria
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1 1 1
==
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— mm— — Elactruph-:nrasls Enzyme
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http://www.foodsafetynews.com/2009/08/genetic-testing-1/#.WBCyHyOrLcc




Electroforea s corrveirional Electroforesis de campo pualsante Aoratice neto en ambos casos,
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http://www.bio-rad.com/pt-br/applications-technologies/pulsed-field-gel-electrophoresis
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CARIOTIPAGEM

Linhagens de S. cerevisiae

Eletroforese em campo pulsado

|

Separacéao eletroforética dos cromossomos das
leveduras

O cariotipo eletroforético de leveduras difere
guanto ao numero, tamanho e intensidade de
bandas, permitindo assim a identificacao de
cada cepa por seu padrao cromossomico. O
padrao cromossomico de cada linhagem
fornece um padrao unico, como se fosse uma
impresséo digital .



« O caridtipo de linhagens de laboratério de S.
cerevisiae apresenta cerca de 16 cromossomos,
variando entre 230 a 2000 Kb.

1,900 + 1,640 —

1,120 + 1,100 —

Q4L —
915 —
215 —
fet —
45—
B0 —
A1l —
Lt —
Figura 1: Eletroforese em campo pulsatil de
G50 — cromossomos da  linhagem  YPH80 de
97L, — Saccharomyces cerevisiae migrado em gel de
agarose a 1% atraves do sistema CHEF (BioRad).
295 — A esquerda estdo representados os tamanhos das
225 — bandas de cromossomos em kb. (Fonte: BioLabs

Inc. http://circuit.neb.com/neb/).

LUCENA, B.T.L. Analise de polimorfismos cromossomicos em linhagens de leveduras da
fermentacado alcodlica. Dissertacao (Mestrado em Genética), UFPe, 2004.




DNA types of Candida parapsilosis obtained by electrophoretic karyotyping. Lanes 1 to 9 from left to right.
Lanes 1 and 2, DNA tyoe I; lane 4, DNA type V; lanes 5 and 9, DNA type Il; lanes 6 and 7, DNA type IlI; lane 8,
DNA type IV. Lane 3, Saccharomyces cerevisiae chromosome DNA size standard; lower and upper arrow
indicate 750 and 2200 Kb, respectively.

Diagnostic Microbiology and Infectious 2
Disease
Wolume 49, Issue 4, August 2004, Pages 269-271

Outbreak of fungemia due to Candida parapsilosis in a pediatric
oncology unit

F Barchiesi* &- & G Caggiano®, L Falconi Di Francesco®, M T Montagna®, S Barbut®®, G Scalise®

# Isfitulo di Malatfie Infeffive e Medicina Pubblica, Universita Politecnica delle Marche, Ancona, Haly

© Dipartimenie di Medicina Interna e Medicina Pubblica, Sezione Igiene, Universila degli Studi di Bari, Bari, ltaly



Electrophoretic karyotypes. Lanes: 1, S. cerevisiae
YNN 295; 2, K. unispora CBS 398T,; 3, K. aerobia NS
14T; 4, K. aerobia NS 26; 5, CBS 6904; 6, K.
servazzii CBS 4311T.

International Journal of
]J SEM Systematic and Evolutionary
Microbiology

Kazachstania aerobia sp. nov., an
ascomycetous yeast species from
aerobically deteriorating corn silage

doi: 10.1099/ij5.0.63257-
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« A alta frequéncia de rearranjos cromossOmicos observada para os
iIsolados do processo industrial deve estar relacionada as condicdes
de estresse as quais as celulas séo continuamente submetidas (alta
concentracao de etanol, altas temperaturas e anaerobiose). Foram
observados rearranjos cromossdmicos a partir de 150 geracdes de
crescimento em condi¢des de laboratorio. Nos processos industriais,
0S rearranjos cromossomicos devem ocorrer em um intervalo ainda
menor devido as condicdes adversas nas quais as células séao
submetidas ao longo do reciclo celular durante a safra.

« A técnica de cariotipagem molecular pode ter sua aplicabilidade
comprometida para estudos de dinamica populacional em processos
iIndustriais de fermentacéao alcodlica, pois a ocorréncia de rearranjos
cromossOmicos pode comprometer em certo nivel a confiabilidade
dos resultados obtidos.

e e Caracterizacag intraespecifica
|dentificacdo especifica

LUCENA, B.T.L. Analise de polimorfismos cromossémicos em linhagens de leveduras da
fermentacéo alcodlica. Dissertacdo (Mestrado em Genética), UFPe, 2004.




