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RESUMO

A demanda mundial por energia tem se tornado um dos maiores desafios da
atualidade. Junto a isso, temos a crescente demanda por sustentabilidade que tem
estimulado o desenvolvimento de tecnologias para substituicio do uso de
combustiveis fosseis. Desta forma, os biocombustiveis, sendo o bioetanol um dos
mais evidentes, tém tomado espago no mercado econémico e, com isso, alavancado
pesquisas nessa area. A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido
exaustivamente estudada, tornando-se assim um organismo modelo. Dentre as
muitas propriedades desta, algumas a tornam ideal para estudos referentes a
tolerdncia ao etanol e a termotolerancia, problemas encontrados durante a
fermentacdo em escala industrial. Muitas pesquisas buscam aumentar a tolerancia
desses organismos a estressores, portanto, diversos métodos sdo estudados e
utilizadas para isso. Nesse contexto, utilizou-se a técnica de edicao génica, do tipo
CRISPR-Cas9, para realizar a inativacao de genes candidatos a tolerancia ao etanol
e a temperatura e gerar novas linhagens potencialmente mais tolerantes a esse
composto, a fim de melhorar o atendimento as necessidades industriais. Estes
estudos permitiram visualizar que a inativacao de certos genes leva ao decréscimo da
capacidade de suportar o estresse ao etanol, além de alterar a capacidade de
tolerancia térmica nesses mutantes. Com isso pode-se visualizar a relevancia da
inativacdo de determinados genes na busca pela melhoria dos processos
fermentativos, podendo-se melhorar o teor alcodlico do processo, minimizar 0s custos
da etapa de recuperacdo do etanol, auxiliar no aumento de producdo através de
concentracbes maiores de aclcar no inicio do processo, reduzir o custo com
trocadores de calor que séo utilizados durante o processo e reduzir a contaminagao

por leveduras selvagens e bactérias durante o processo.

Palavras-chave: Bioetanol; Levedura; Termotolerancia; Tolerancia ao etanol.



ABSTRACT

The increase of global energy demands is one of the greatest challenges in the world.
Along with this, we have the growing demand for sustainability that has stimulated the
development of technologies to replace the use of fossil fuels. Therefore, biofuels,
bioethanol being one of the most evident, have taken up space in the economic market
and, with that, leveraged research in this field. The yeast Saccharomyces cerevisiae
is a model organism extensively studied. Among its many properties, some make it
ideal for studies related to ethanol tolerance and thermotolerance, relevant hurdles to
the industrial-scale fermentation. Researchers often seek methods to optimize yeast
tolerance, such as using gene editing. In this context, the CRISPR-Cas9 gene editing
technique was used to inactivate candidate genes for ethanol tolerance and generate
new strains potentially more tolerant to this compound. Possible thermotolerant effects
on these mutants were also tested in order to improve the fulfillment of industrial needs.
These studies showed that the inactivation of genes such as ALD4, CTAL and IXR1
reduce the ethanol tolerance and changes the thermal tolerance capacity of these
mutants. Therefore, these data show the relevance of these genes for the fermentation
processes, which modifications on them could improve the dormancy time also

optimizing the production.

Keywords: Bioethanol; Ethanol tolerance; Thermotolerance; Yeast.
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1 INTRODUGAO

1.1 Bioetanol

O inicio do século XXI tem sido marcado pelo grande incentivo ao uso de
biocombustiveis em substituicdo aqueles provindos de fontes fosseis (ex. gas
natural, o carvdo mineral e o petrdleo) devido a queda na disponibilidade desse
tipo de combustivel, o crescimento populacional, o aquecimento global e ao
avanco industrial, o qual tem elevado as necessidades energéticas mundiais
(MUSSATTO et al., 2010).

Os biocombustiveis compreendem todos os produtos Uteis para a geracao
de energia obtidos de uma biomassa (matéria prima de origem vegetal ou animal,
passivel de ser utilizada para a producéo de bioenergia) (TOLMASQUIM, 2016).
A substituicdo dos combustiveis derivados de petréleo por combustiveis
advindos de biomassas, tais como o bioetanol, o biodiesel, o bio-hidrogénio, os
derivados de bagaco e palha de cana-de-acucar e milho, deve-se ao fato dos
recursos fosseis serem finitos e carecem de substitutos capazes de atender as
necessidades energéticas atualmente cobertas por estes (SARKAR et al., 2012).

O bioetanol € o biocombustivel mais utilizado comercialmente no Brasil,
sendo obtido a partir da fermentacdo alcodlica dos acucares simples e
fermentesciveis. Estes acucares podem ser extraidos diretamente da cana-de-
acucar, beterraba, sorgo e soro (CHAKRABORTY et al., 2012), a qual a glicélise
e a fermentacao sao as vias complementares para a produgédo desse composto
(DELLOMONACO; FAVA; GONZALEZ, 2010).

O surgimento do bioetanol remonta ao século XX, tendo inicialmente um
uso industrial e residencial. Apenas em 1922, passou a ser vislumbrado como
uma alternativa a gasolina, iniciando a utilizagdo do mesmo como combustivel
no Brasil (BRAY; FERREIRA; RUAS, 2000). Um grande marco dos
biocombustiveis se deu com a crise do petroleo de 1973, quando se iniciaram as
pesquisas para obtencéo de energias renovaveis, esses trabalhos acabaram por
originar o Proalcool e Prodleo, com o objetivo de substituir a gasolina e o diesel,
respectivamente. (MELO, 2018)
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Sua producdo tem o potencial de apoiar, e até mesmo superar, 0
esgotamento atual de fontes de combustiveis fosseis. Além disso, no quesito
sustentabilidade e no que tange as questbes ambientais, tais como o
aquecimento global e as mudangas climéticas, o bioetanol supera o0s
combustiveis fésseis (DODO; MAMPHWELI; OKOH, 2017).

Devido as politicas publicas brasileiras que intensificam a busca por
combustiveis de fontes renovaveis, o Brasil € um pais de referéncia na pesquisa
de biocombustiveis e uso destes como substituicdo ao uso integral dos
combustiveis derivados do petroleo. Pode-se citar o Proalcool como uma dessas
politicas, sendo que este programa vai desde a busca por espécies com maior
rendimento de producao, até o desenvolvimento de motores capazes de aceitar
misturas de biocombustiveis e combustiveis derivados do petréleo (MELO, 2018)

Outro importante programa provindo das politicas publicas brasileiras foi
o Programa Nacional de Producao e uso de Biodiesel (PNPB), este visou ndo s6
um impacto ambiental, como um incentivo aos pequenos produtores, ja que a
matéria prima para este biocombustivel deveria vir destes. Inicialmente foi
implementado 2% deste biodiesel em meio ao diesel comum, aumentando
gradativamente este valor para 5% e por fim para 20%, o que contribuiria tanto
para economia, quanto para o fator sustentabilidade e independéncia dos
combustiveis de origem fossil (MELO, 2018). Entendendo os impactos sociais,
econdmicos e ambientais, € possivel visualizar o por que os biocombustiveis, em
especial o bioetanol, tém atraido amplo interesse regional, nacional e
internacional, tornando-os objetos de grande interesse cientifico e industrial
(SARKAR et al., 2012).

Existem alguns tipos de producdo de bioetanol no cenario brasileiro,
sendo aquele a partir da cana-de-acucar (12 geracdo) o mais utilizado, ha
também o processo a partir do milho (12 geracdo) e os de segunda geracéao, que
usam os residuos dos de primeira em sua producdo. Além das tradicionais
usinas de cana, destilarias foram construidas para fermentar o amido de milho,
reduzindo o gargalo de 4 meses do entressafras, com isto abriu-se uma nova
perspectiva para o aumento da producao de etanol de primeira geracédo (LOPES
et al., 2016).

Além dessas destilarias de milho, o Brasil também conta com duas plantas

industriais em operacéo para a producao de etanol de segunda geracédo, com
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uma outra que utiliza um processo semi-industrial, todas provindas do
investimento do governo em etanol de segunda geracédo desde 2011. Todavia,
0s custos da producdo de segunda geracdo ainda sdo elevados em varios
aspectos, assim, iniciativas tém se concentrado na selecdo de linhagens
microbianas e na otimizacédo das condi¢des para producédo, sendo ainda uma
alternativa em desenvolvimento (LOPES et al., 2016).

Como citado, o processo de producédo de bioetanol no Brasil foi bastante
modificado, sendo que das op¢des de mercado brasileiro, atualmente a maior
parcela se caracteriza principalmente pelo uso do esmagamento da cana-de-
acucar e fermentacdo em dornas de alta capacidade (até 3 milhdes de litros),
com alta concentracdo de leveduras no meio fermentativo (10-15%)
(MUSSATTO et al., 2010). Assim sendo, este biocombustivel é produzido por
meio da fermentacdo alcodlica realizada pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, uma excelente produtora de etanol.

Ao longo de sua evolugdo, os microrganismos enfrentaram mudancas
ambientais que os levaram ao desenvolvimento de mecanismos capazes de
sentir e responder a diversos tipos de estressores. Alguns exemplos sao a
deplecdo de nutrientes, as mudancas na osmolaridade externa, temperaturas
elevadas, concentracdo de etanol, entre outros fatores (MENSONIDES et al.,
2005).

Durante o processo produtivo do etanol, as células da levedura
encontram-se sujeitas a numerosos estresses fisico-quimicos, tendo como
destaque a toxicidade pela concentracdo etandlica do meio e as altas
temperaturas (WALLACE-SALINAS; GORWA-GRAUSLUND, 2013; YU et al.,
2012).

O problema das elevadas concentracfes de etanol (DIVATE et al., 2016)
e das altas temperaturas (WALLACE-SALINAS; GORWA-GRAUSLUND, 2013)
levam a efeitos de inibicdo do crescimento e viabilidade celular da levedura, além
de limitar a hidrélise enzimatica. Isso torna esses estressores, fatores limitantes
da producéo.

As respostas a esses estressores tém sido estudadas para o
entendimento desses mecanismos, aumento da sobrevivéncia do

microrganismo, aumento do seu desempenho sob condi¢des estressantes, além
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da eliminacdo de concorrentes indesejados durante seu uso industrial
(MENSONIDES et al., 2005).

A compreensdo dos eventos moleculares que ocorrem na levedura
durante a resposta ao estresse por etanol e temperatura € algo muito importante.
Uma melhor compreensédo desses mecanismos pode culminar a uma melhor
adaptacdo aos ataques ocorridos por esses estressores, consequentemente,

pode levar a uma maior tolerancia a estes (STANLEY et al., 2010a).

1.2 Biologia Celular da Saccharomyces cerevisiae

Segundo a classificacdo taxondmica, a S. cerevisiae se enquadra no
Reino Fungi, Sub-reino Dikarya, Divisdo Ascomycota, Subdivisdo
Saccharomicotina, Classe Saccharomycetes, Subclasse Saccharomycetidae,
Ordem Sacaromicetal, Familia Saccharomycetaceae, Género Saccharomyces
Meyen e Espécie Saccharomyces cerevisiae

(https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search topic=TSN&search va

lue=194157#null. Acessado 13/08/2021). Estas leveduras sao unicelulares,

haploides ou dipléides e com reproducdo mitética ou meidtica (Figura 1)
(TAYLOR; BOWMAN; BERBEE, 1993).

budding cell sporulated cell
(S. cerevisiae) (S. cerevisiae)

Figura 1 — Reproducao da Saccharomyces cerevisiae adaptado (KNOP, 2011)
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As células de S. cerevisiae possuem aproximadamente entre 5 e 10um
de diametro (NGUYEN et al., 2017), sendo capazes de dividir-se a cada 90
minutos em condi¢des nutricionais adequadas (SILVA, 2009). Esta levedura em
um estado haploide se divide pela formacao de um broto, o qual surge durante
a fase G1, crescendo até a mitose e separando-se, dando origem a um novo

individuo (Figura 2).

—

Gy S M
{
Figura 2 — Ciclo celular da S. cerevisiae adaptado de (ALMEIDA, 2017)

Este fungo € um organismo modelo (espécie ndo humana amplamente
estudada para compreender uma gama de fenbmenos biolégicos, onde dados,
modelos e teorias sdo aplicados a outros organismos (LEONELLI; ANKENY,
2013) e esta entre os principais microrganismos escolhidos para o processo de
producao de etanol (MUSSATTO et al., 2010). Ela tem sido amplamente utilizada
para estudos de variabilidade genética, expressdo génica, interacfes entre
proteinas, funcao de proteinas, identificacdo de novas estruturas proteicas etc.
Seu uso para a producdo de bioetanol advém da sua grande capacidade
fermentativa e taxa de crescimento em condicdes anaerdbias, além da relativa
alta tolerancia ao etanol, temperatura e outros inibidores (BROWN et al., 2013;
CHRISTOFOLETTI et al., 2013; MUSSATTO et al., 2010).

A S. cerevisiae é uma 6tima escolha para testes laboratoriais devido a
algumas caracteristicas, tais como: auséncia de patogenicidade para o operador
(GRAS - Geralmente Seguro (generally regarded as safe)), grande facilidade de
teste de biologia molecular (PCR, Enzimas de restricao etc), € um organismo de
facil cultivo, facil capacidade de isolamento de OGMs (Organismos
geneticamente modificados), ser passivel de técnicas de transformacgéo (tornar
a célula apta a receber um plasmideo exdgeno), ter alta tolerancia contra
inibidores téxicos e produtos finais, entre outras caracteristicas (GOFFEAU et
al., 1996; LIAN; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018).
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1.3 Tolerancia ao etanol

Durante o processo fermentativo, a levedura sofre diversos tipos de
estresses, sendo 0 estresse por etanol um dos limitadores do seu uso. A
tolerancia a altos niveis desse metabdlito secundario € uma caracteristica chave
para a levedura S. cerevisiae, sendo que essa tolerancia esta relacionada ao
potencial de sobrevivéncia das células durante uma exposicao cronica a essa
substancia (STANLEY et al., 2010b).

A concentracdo de etanol influencia as células de diversas formas, como
por exemplo, causando modificacdes nas membranas celulares, nas proteinas
de membrana e na parede celular (MA; LIU, 2010; STANLEY et al., 2010 a).
Nesse ultimo caso, modifica a absorcédo dos compostos moleculares, afetando a
absorcao de glicose, maltose, amdnia, aminoacidos, potassio e, por fim, reduz a
producédo do etanol em si, desestabilizando alguns processos metabdlicos (DING
et al., 2009; HALL et al., 2009; INGRAM, 1989; MA; LIU, 2010).

O etanol é também um inibidor do crescimento em concentracdes
relativamente baixas, podendo inibir a divisdo celular, diminuir o volume das
células e a taxa de crescimento (KUBOTA et al.,, 2004), enquanto as altas
concentracfes inibem a viabilidade e aumentam a morte celular, limitando a
produtividade da fermentacao (BIRCH; WALKER, 2000).

A resposta ao estresse da levedura é uma reprogramacao transitoria de
atividades celulares com o intuito de garantir a sobrevivéncia em condi¢des
adversas (MAGER; FERREIRA, 2015). Os principais locais da levedura que
sofrem efeitos do etanol sdo as membranas celulares, ocorrendo mudancas na
composi¢cdo da membrana ou da parede celular (CHENG et al., 2016). Assim, a
exposicao da levedura ao etanol resulta em aumento da fluidez da membrana e
consequente reducéo na integridade da mesma (STANLEY et al., 2010b).

De forma mais global, todas as caracteristicas influenciadas pelo
estresse, ou que geram uma maior tolerancia a ele, se enquadram em mais de
200 descricdes ontoldgicas diferentes que perfazem boa parte das ontologias
conhecidas (MA; LIU, 2010; STANLEY et al., 2010a, 2010b). A tolerancia ao
etanol é controlada por varios genes, sendo que muitos desses ainda néo estao
bem caracterizados, logo, uma boa associacdo entre eles e suas fungdes

celulares é complexa (YU et al., 2012).
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Alguns trabalhos apontam bons genes candidatos, demonstrando, por
exemplo, que a producdo do etanol pode ser melhorada quando realizada a
delecdo do gene GPD1, o qual codifica a enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase. Ha também a superexpressdo do GLT1, responsavel pela
sintese de glutamato (KONG et al., 2007), além de outros genes que ja sao
conhecidos por causar mudancas na tolerancia ao etanol ao serem super
expressos ou inativados.

Alguns genes elencados como importantes para a tolerancia ao etanol,
em um teste a 11% (v/v) desse estressor, foram associados a biossintese (43
genes), ciclo celular (17 genes), citoesqueleto (18 genes), mitocondria (22
genes), morfogénese (14 genes), ligacdo de &cidos nucléicos (12 genes),
atividade protease (4 genes), transporte proteico / vacuolo (45 genes),
transducédo de sinal (4 genes), transcricdo (25 genes), transporte (11 genes) e
funcdo desconhecida (41 genes) (STANLEY et al., 2010a).

Trabalhos de engenharia genética tém propiciado a caracterizacdo e
criagdo de linhagens de S. cerevisiae mais tolerantes ao etanol, sendo que, em
alguns casos, aumentou-se a resisténcia em até 4% (v/iv) (JIA; ZHANG; LI,
2010).

1.4 Tolerancia Térmica

Ainda néo sao totalmente compreendidos 0os mecanismos celulares que
definem a temperatura maxima que a S. cerevisiae é capaz de crescer
(tolerancia térmica). O ponto de transi¢édo entre uma populacéo de células viadveis
e a morte celular pelo calor ocorre dentro de uma faixa de temperatura entre
20°C e 42°C (MENSONIDES et al., 2005). Leveduras tipicas requerem uma
temperatura entre 30-35°C para maximizar a producao de etanol, dessa forma
percebe-se a importancia do controle da temperatura nos processos industriais,
este controle requer sistemas de refrigeracéo caros em paises tropicais, onde as
temperaturas medias sado geralmente altas durante todo o ano (ZHANG; SHI,
JIANG, 2015).

O fendtipo de termotolerancia é identificado como uma caracteristica
guantitativa regulada e controlada por varios genes, sendo que dentre esses,
essa regulacédo advém principalmente daqueles relacionados a sintese de uma
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macromolécula especifica que protege a integridade celular durante o estresse
por altas temperaturas. Em particular, os genes envolvidos no metabolismo do
glicerol e do ergosterol (necessarios para a célula de levedura proteger e reparar
estruturas celulares) tém sido considerados envolvidos nesta termoestabilidade.
(ZHANG: SHI; JIANG, 2015).

O estresse térmico desfavorece os microrganismos, causando muitas
mudancas na célula, producdo de ROS (reactive oxygen species), inativacao e
desnaturacdo de proteinas, perda de integridade da membrana, desequilibrios
metabdlicos e celulares (ZHANG; SHI; JIANG, 2015), acumulo de
macromoléculas desnaturadas e agregadas, inibicdo do crescimento e aumento
da morte celular (ALFRED L. GOLDBERG, 2003). O estresse térmico também
interrompe a integridade das membranas celulares (SINGER; LINDQUIST,
1998), aumentando sua permeabilidade e afetando a fluidez da membrana
plasmatica. De fato, a composicdo especifica das membranas é uma das
principais razbes para a termoestabilidade das leveduras. Algumas das
proteinas presentes nessa membrana sdo degradadas durante este estresse,
principalmente pela via do proteassoma, como uma estratégia de defesa para
garantir a sobrevivéncia da célula (ZHANG; SHI; JIANG, 2015).

O inicio da resposta a esse estresse geralmente ocorre em temperaturas
proximas ao valor maximo para o crescimento. Essa altas temperaturas induzem
um aumento na termotolerancia, limitando-se a medida que a temperatura de
incubacdo se aproxima de valores letais. Estudos apontam que o inicio da
aguisicao da termotolerancia em S. cerevisiae esta entre 34 °C e 37 °C (COOTE;
COLE; JONES, 1991). O estresse térmico mantém-se em uma linha ténue entre
crescimento, interrupcdo do crescimento e perda de viabilidade. Ao usar glicose
como fonte de carbono, observa-se que a taxa de crescimento celular cresce
significativamente com o aumento da temperatura de 28° C a 37° C.
Interessantemente, a uma temperatura de 39° C o crescimento néo é afetado, a
41° C o crescimento € seriamente comprometido, enquanto que a 43 ° C ha uma
rapida e completa perda de viabilidade (MENSONIDES et al., 2005). Isto tem
correspondéncia com outros estudos, onde a exposicdo prolongada a 48°C
resultou em um aumento constante da taxa de mortalidade (TROLLMO et al.,
1989).
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Dentro das faixas de temperatura que aumentam a resisténcia ao calor,
as mais altas produzem um aumento de células sobrevivendo a temperaturas
letais e também uma resposta mais rapida do que temperaturas menores de pré-
incubacdo. O fato da existéncia da relagdo cinética entre a temperatura de
incubacgéo e o grau de termotolerancia indica que esses fatores ndo séo apenas
"ligados” em um determinado limite de temperatura, mas que 0 mecanismo
molecular € uma resposta relativa ao tempo, bem como a temperatura de
estresse (COOTE; COLE; JONES, 1991).

Embora temperaturas entre 38°C e 42°C permitam reduc¢des de custos de
producdo devido a melhoria dos processos com trocadores de calor e
microrganismos competidores (contaminantes). Uma fermentacdo a alta
temperatura € um processo que inibe o crescimento celular da proépria
Saccharomyces e dificulta sua viabilidade. Portanto o desenvolvimento de cepas
capazes de suportar temperaturas acima de 50°C € relevante para a industria,
principalmente na de producéo de etanol (CASPETA; NIELSEN, 2015). De fato,
uma cepa de levedura termotolerante é necesséria para fermentacdo do
bioetanol sob condicbes de estresse e possibilitaria a reducdo de custos
operacionais (WALLACE-SALINAS; GORWA-GRAUSLUND, 2013), assim como
a economia no investimento de capital e nos custos de operacao do sistema de
refrigeracdo (ZHANG; SHI; JIANG, 2015).

1.5 O modelo de tamponamento diauxic shift

A levedura S. cerevisiae durante a deplecdo de glicose alterna para um
crescimento fermentativo substituindo sua fonte de carbono para o etanol ou
glicerol (KLEIN et al., 2017). Previamente, estudos realizados pelo nosso grupo
de pesquisa sugerem que o estresse severo por etanol induziu o diauxic shift
pelo consumo de glicerol e etanol (WOLF et al., 2021).

As analises de redes, metabdlitos, genes etc, presentes em muitas vias
afetadas pelo estresse de etanol, bem como as vias KEGG relacionadas a
energia e desintoxicacao, permitiram tracar um modelo de tamponamento de
etanol mediado pela via de diauxic shift (Figura 3). Este modelo sugere que esta
via é responsavel pela desintoxicacdo celular sob intensa exposi¢éo ao etanol,

amenizando seus efeitos colaterais. O modelo considera que nesta via, induz-se
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um grande aumento de energia por acetil-CoA, acidos graxos, peroxissomo e
mitocondrias (WOLF et al., 2021).
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Figura 3 — Modelo de tamponamento do etanol (WOLF et al., 2021).

No modelo de bufferizacdo do etanol via diauxic shift elaborado pelo
NOSsSo grupo, apos a conversao do etanol em acetaldeido ou aldeido, conforme
mencionado, esses metabdlitos seriam convertidos em precursores de acetil-
CoA. Nesse caso, a enzima Ald4p (YOR374W) converte acetaldeido em acetato,
a Hfd1p (YMR110C) sintetizaria acidos graxos a partir de aldeidos, o catabolismo
de acetaldeido para acetil-CoA é realizado pelo Acslp (YAL054C), o qual pode
ocorrer no citosol. Com relacdo aos é&cidos graxos, Pxalp (YPL147W) e
YKL188C (YKL188C) estariam importando-0s para o peroxissomo e, uma vez |4,
esta organela indiretamente produz acetil-CoA em uma via complexa envolvendo
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Pox1p (YGL205W), Fox2p (YKROO9C) e Potlp (YIL160C). Apos a glicdlise, o
acetil-CoA é transferido para a mitocondria ingressando no ciclo do acido citrico
(TCA) para gerar energia. Sugeriu-se entdo que as carnitina acetiltransferases
Yatlp (YARO35W), Yat2p (YER024W), Cat2p (YML0O42W) e Cit2p (YCROO05C)
atuam neste processo. Sugeriu-se também que a Cat2p tem um papel essencial
para transferir acetil-CoA do peroxissomo para a mitocéndria, convertendo-o em
acetil-carnitina (WOLF et al., 2021).

Uma vez na mitocondria, o acetil-CoA do citosol ou dos peroxissomos
parecem desencadear indiretamente um ciclo de feedback positivo para sua
sintese no peroxissomo. A via de alongamento do acido graxo comeca com a
decomposicdo de acetil-CoA e, neste caso, a enzima Etrlp (YBR026C) é uma
das responsaveis por este alongamento. Em seguida, esse 4cido graxo volta ao
peroxissomo, sendo posteriormente convertido em acetil-CoA pela via
mencionada anteriormente. Juntos, esses caminhos podem ser uma forma de
tamponar o etanol por meio de transformacdes de acetil-CoA que auxiliam a
producgéo de energia desencadeada pelo diauxic shift. Nesse caso, associa-se
essa via ao fenétipo de maior tolerancia, uma vez que os dados indicam que eles

parecem tirar melhor proveito desse processo (WOLF et al., 2021).

1.6 Genes relacionados a tolerancia ao etanol e temperatura

1.6.1 CTA1 (YDR256C)

O CTA1 atua em diferentes vias metabdlicas da S. cerevisiae, tais como
o metabolismo do triptofano, do glioxilato e dicarboxilato, a biossintese de
metabolitos secundarios, o metabolismo do carbono, a via de sinalizagdo MAPK,
peroxissomo e via reguladora da longevidade (KANEHISA; GOTO, 2000).

O gene CTAL (YDR256C) codifica uma catalase A da matriz mitocondrial
e matriz peroxissomal, sendo responsavel pela desintoxicagdo do peréxido de
hidrogénio. Em peroxissomos, a fonte primaria de peroxido de hidrogénio &
aguela produzida durante a beta-oxidacao de acidos graxos. Ja na mitocondria,
0 peroxido de hidrogénio é produzido pelas superoxidos dismutases Sodlp e

Sod2p na defesa contra espécies reativas de oxigénio (CHERRY et al., 2012).
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As catalases decompde o peroxido de hidrogénio na matriz peroxissémica
formada pela acil-CoA oxidase (Pox1p) durante a beta-oxidacdo do acido graxo
em dioxigénio (02) e moléculas de agua. Dessa forma, a atividade da Ctalp é
importante durante a resposta ao estresse oxidativo e na protecdo de proteinas
contra a inativagdo oxidativa. A atividade da Ctalp também € aumentada durante
a restricdo calorica e durante o estresse oxidativo causado pelos processos de
envelhecimento, adaptacéo ao estresse acido e termotolerancia. A catalase A é
um homotetramero com um grupo heme e um local de ligagéo do cofator NADP
(H) por subunidade. Sua transcricdo é regulada em resposta ao acido oleico,
glicose, heme e oxigénio. Esta resposta transcricional é mediada pelos
ativadores transcricionais Adrlp, Oaflp, Rtglp e Rtg2p, via ligacdo aos
elementos ORE e UAS1 sobrepostos no promotor CTAL1 (CHERRY et al., 2012).

1.6.2 IXR1 (YKL032C)

O gene IXR1 (YKL032C) codifica um repressor transcricional que regula
0s genes hipoxicos durante a normoxia, estando envolvido na repressao aerdbia
de genes como COX5b, TIR1 e HEM13. Este gene também auxilia nas ligacdes
cruzadas intrastrand de DNA formadas pela cisplatina HMG (caixa de grupo de
alta mobilidade) contendo proteinas que se ligam e dobram o DNA modificado
com cisplatina, bloqueando o reparo por excisdo (CHERRY et al., 2012).

Este gene também codifica uma proteina de ligacdo ao DNA especifica
da sequéncia. Esta proteina colocaliza-se na cromatina nuclear e esta envolvida
na regulacdo negativa da transcricdo de promotores de RNA polimerase Il, na
resposta celular a hipdxia, no reparo do DNA, na regulagéo do reparo por excisdo
de nucleotideos, na resposta a cisplatina e na regulacdo da biogénese do
ribossomo (CHERRY et al., 2012).

1.6.3 ALD4 (YOR374W)

No genoma da levedura, existem alguns genes conhecidos por codificar
aldeido desidrogenases. Entre esses genes o Ald4p (YOR374W) e Ald5p séao

proteinas mitocondriais, usam NAD e NADP como cofatores e sao dependentes
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de K* (CHERRY et al.,, 2012). Ald4p atua na glicélise e gliconeogénese, na
degradacdo de acidos graxos, valina, leucina, isoleucina, e lisina; no
metabolismo da prolina, arginina, histidina, triptofano, beta alanina,
glicerolipideos, piruvato e etanol; na biossintese de metabdlitos secundarios,
ascorbato, aldarato, pantotenato, CoA, cofatores, acetato e na regeneracao do
NADPH (CHERRY et al., 2012; KANEHISA; GOTO, 2000).

As aldeido desidrogenases desempenham um papel critico na converséo
de acetaldeido em acetil-CoA durante o crescimento em fontes de carbono ndo
fermentaveis. Desempenham a quebra de aldeidos toxicos acumulados em
condicbes de estresse. Em uma via alternativa de desvio da piruvato
desidrogenase mitocondrial: o piruvato é primeiro descarboxilado em
acetaldeido no citosol pela piruvato descarboxilase e é entdo convertido em
acetato pelas acetaldeido desidrogenases mitocondriais (ALD4 e ALDS).
(CHERRY et al., 2012).

Apesar da expressao da ALD4 ser reprimida pela glicose, esse gene é
necessario para garantir o crescimento da levedura em meio com etanol, uma
vez que, além de auxiliar na conversdo de acetaldeido em acetato, pode
substituir a aldeido desidrogenase dependente de NADP citosélica quando
dirigida ao citosol. De fato, os mutantes ALD4 ndo crescem em etanol. A
expressdo de ALD4 é regulada por varias proteinas diferentes: o fator de
transcricdo Stb5p induz a transcricdo de ALD4, enquanto os repressores de
transcricdo Nrglp e Nrg2p a diminuem (CHERRY et al., 2012).

1.7 CRISPR-Cas9

Devido ao crescente interesse na producdo de substitutos aos
combustiveis fésseis e ao uso de fabricas celulares para producdo de farmacos
e quimicos, acentua-se a necessidade de métodos mais eficazes de producédo
de mutantes. Como naturalmente muitos microrganismos néo evoluiram para
uma fungé@o comercial desejada, a fim de atender tais interesses, é necessaria a
utilizacdo de abordagens de engenharia genética focando na engenharia
metabdlica, melhorando, assim, seu potencial comercial (LIAN; HAMEDIRAD;
ZHAO, 2018).
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As vantagens apresentadas pela S. cerevisiae em termos de biologia
molecular (CHERRY et al., 2012), compatibilidade com mais de um tipo de
fermentacdo e alta tolerancia a estresses (BALAKUMAR; ARASARATNAM,
2012; LIAN; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018), permite que ela seja muito utilizada na
engenharia genética. De fato, as alteragdes génicas em leveduras vém sendo
feitas desde a década de 80 (FRACZEK; NASEEB; DELNERI, 2018) para
atender as necessidades de producdo sustentavel de produtos quimicos,
farmacéuticos e de bioetanol (LIAN; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018).

A engenharia metabdlica geralmente envolve um dos quatro tipos de
modificacdes genéticas possiveis: 0 aumento do nivel de expressdo de um ou
mais genes de interesse, reducdo do nivel de expressdo de alguns genes
essenciais, a delecdo de genes e/ou vias e a introducdo de novas vias
biossintéticas dentro de um genoma previamente estudado. Embora a
recombinacdo homodloga tenha sido usada na engenharia genética de leveduras
por décadas, essa técnica € lenta, ineficiente, trabalhosa e de baixo rendimento
(LIAN; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018).

Em bactérias, os loci das repeticdes palindrdbmicas sao regularmente
aglomerados em intervalos regulares (CRISPR) (STOVICEK; HOLKENBRINK;
BORODINA, 2017) (Figura 4). Esse sistema também estd presente em
arqueobactérias. Dessa forma, em quase 40% dos genomas de bactérias e
quase 90% dos genomas de arqueobactérias sequenciados (ZHANG; WEN;
GUO, 2014) observa-se que as CRISPR atuam no sistema imunolégico
adaptativo contra fagos invasores e DNAs plasmidiais (MOJICA; RODRIGUEZ-
VALERA, 2016).
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Figura 4 — Esquema do funcionamento in vivo do sistema CRISPR (Lian et al.,
2018).

A partir deste sistema adaptativo CRISPR, foi desenvolvida uma
tecnologia poderosa e de multiplos propésitos para engenharia de genoma (Liu
et al., 2015). No inicio de 2013, aplicacbes de CRISPR-Cas9 para edi¢cdo de
genoma in vivo em células de mamiferos foi publicada. Posteriormente, aplicou-
se essa técnica na levedura S. cerevisiae (STOVICEK; HOLKENBRINK;
BORODINA, 2017).

O sistema de CRISPR-Cas9 € composto por endonucleases
programaveis de sequéncias especificas, que facilitam a edi¢do precisa de loci
gendmicos enddgenos, permitindo multiplos tipos de edicdo génica (RAN et al.,
2013). Este sistema possui algumas divisdes, dentre as quais a do tipo II,
provinda do microrganismo Streptococcus pyogenes, € a mais estudada. A partir
deste sistema adaptativo, foi desenvolvida uma tecnologia poderosa e de
multiplos propésitos para engenharia de genoma (Liu et al., 2015).

O complexo de edicdo consiste em dois componentes: a enzima Cas9
nuclease e um RNA guia (gRNA), o qual ira direcionar precisamente a Cas9 para
o sitio de clivagem desejado (Goyal et al., 2017). Neste sistema, o0 gRNA recruta

uma nuclease Cas9 que guia o sistema para um alvo gendmico de ~20 pb por
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meio do emparelhamento de bases com a fita de DNA. O alvo gendémico
particular deve ser seguido pelo protoespacador adjacente motif (PAM) de
sequéncia NGG, o qual ‘N’ pode ser ‘A’, ‘G’, ‘C’ ou ‘T (Goyal et al., 2017; Lian et
al., 2018; Peng et al., 2018; Stovicek et al., 2017). O dominio Cas9 da nuclease
HNH, cliva a fita de DNA complementar a sequéncia do guia, enquanto o dominio
semelhante a RuvC cliva a outra fita de DNA, resultando assim, em um DSB em
ponto especifico no genoma: a clivagem do DNA é realizada trés nucleotideos a
montante do PAM (Goyal et al., 2017; Lian et al., 2018; Stovicek et al., 2017).

A modificacdo do genoma pode ser alcancada, entdo, de duas maneiras,
sendo elas: as mutacdes de frameshift por meio da via de reparo ndo homologa
de fim de adesdo (NHEJ), ou por meio do reparo direcionado por homologia
(HDR). Ao fornecer um modelo de reparo para o DNA, o sistema € compelido ao
uso do reparo no sistema HDR, o qual varias modificacdes de DNA podem ser
obtidas. Esta técnica é usada normalmente para correcao de genes, insercao de
elementos no DNA, superexpressdo génica ou para delecdo de alguma
sequéncia (Goyal et al., 2017; Lian et al., 2018).

Em virtude da capacidade do Cas9 de ligacdo e clivagem em sitios-
especificos do genoma, essa técnica tornou-se uma ferramenta poderosa para
a engenharia genética e tem sido amplamente utilizada em estudos desta area
nos ultimos anos (Goyal et al., 2017).

Em suma, o sistema CRISPR é capaz de conduzir delecdo de genes,
integracdo génica, ativacdo transcricional (CRISPRa) e interferéncia
transcricional (CRISPRI), representando a maioria das manipula¢des genéticas
necessarias para a engenharia de metabdlica (Stovicek et al., 2017; Lian et al.,
2018).
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2 HIPOTESE

A hipétese geral do trabalho é a de que a inativacdo de genes presentes
nos mecanismos ativados durante periodos de estresse, como o de
tamponamento por etanol via diauxic shift, permite a alteragdo da tolerancia a
estressores em cepas de S. cerevisiae. Além disso, mutagcdes em um dado gene
em linhagens distintas seriam capazes de modificar a resposta a estressores de
forma diferente para cada linhagem devido a mecanismos compensatorios

presentes na maquinaria celular da levedura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertacdo € verificar os efeitos da inativacdo de

genes ligados ao mecanismo de diauxic shift

3.2 Objetivos Especificos
1 — Selecéo de genes relacionados ao diauxic shift para edicdo génica;
2 — Criacao de cepas mutantes de S. cerevisiae;

3 — Avaliacdo do efeito da delecdo dos genes selecionados nas novas

linhagens frente a toleréncia ao etanol e temperatura;

4 — Obtencdo de uma linhagem mutante mais tolerante a etanol e/ou

temperatura que sua versdo selvagem;

5 — Analisar a sobrevida da levedura ante aos estresses etandlico e

térmico.
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4 METODOS

4.1 Selegao de genes candidatos

Para selecado dos genes candidatos foram utilizados os dados de RNA-
Seq obtidos em experimentos anteriores do grupo. A partir desses dados foi
realizada uma filtragem por ferramentas de bioinformatica a qual os valores de
fold-change para expressao diferencial das culturas sob estresse por etanol
foram selecionados. Esses dados foram comparados ao modelo de diauxic shift
de Wolf (2021) permitindo selecionar o gene ALD4 (YOR374W). Os genes CTAl
(YDR256C) e IXR1 (YKL032C), diferencialmente expressos durante um estresse
etandlico também foram selecionados baseando-se nas suas func¢des descritas
no Saccharomyces Genome Database (SGD) (CHERRY et al., 2012).

Dessa forma, foram selecionados tanto genes relacionados diretamente
com a tolerancia ao etanol, quanto aqueles onde este estressor tinha algum

papel na reestruturacdo dos mecanismos metabdlicos referentes ao estresse.

4.2  Microrganismos e meios de cultura

Foram selecionados para esse estudo 0s microrganismos BY4742,
SEY6210 e BMAG64-1A (http://www.euroscarf.de, http://yeast.lab.nig.ac),

leveduras de laborat6rio ja presentes no grupo de pesquisa e que ja haviam sido

utilizadas em outros trabalhos que geraram resultados que foram aproveitados
neste estudo, maiores detalhes sobre estes microrganismos podem ser vistos no
Apéndice A.

Os experimentos foram realizados em meio de cultura YNB.
Primeiramente, 190 mg de base de nitrogénio de levedura sem aminoacidos
(YNB), 2g de bacto agar (quanto necessario para produzir o meio soélido) foram
diluidos em 95 mL de Agua Milli-Q. O meio foi autoclavado & 121°C, 30-40 psi,
15 minutos e, no caso do meio liquido, o mesmo foi filtrado em filtro de 0,2 um.
Posteriormente, adiciona-se 2% de glicose esterilizada e 1X de drop out (minimo
completo). O meio sdlido foi vertido imediatamente sobre placas de Petri.

Ressalta-se que parte do meio solido recebeu 200 mg/L de antibiético G418
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antes das montagens das placas. O meio Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplements sem histidina (Sigma-Aldrich) foi produzido seguindo restricdes de

cada linhagem (Tabela 1).

Tabela 1 — Nutrientes e concentragdes para concepg¢éo do meio drop out a 10X.

Nutriente Concentracao (mg/L) (10X)
Sal hemissulfato de L-adenina 200
L-Arginina HCI 200
L-Histidina HCI mono-hidratada 200
L-isoleucina 300
L-Leucina 1000
L-lisina HCI 300
L-metionina 200
L-fenilalanina 500
L-Treonina 2000
L-triptofano 200
L-tirosina 300
L-Uracila 200
L-Valina 1500

Outro meio necesséario foi o YPD (Extrato de levedura — Peptona —
Glicose), o qual foi preparado conforme a seguinte relacédo: 20g de peptona, 10g
de extrato de levedura e 950 mL de agua Milli-Q; 20g de bacto agar foram
adicionados para o meio soélido. O meio foi autoclavado seguindo os
procedimentos de autoclavagem descritos anteriormente e adicdo de glicose

acima mencionados.

4.3 Montagem dos primers

Para realizacdo do processo de mutacéo, foi necessaria a construgédo de
oligos para a modificagdo do plasmideo. O primer forward (oliA) possui 20 bp

relativos a sequéncia genémica alvo enquanto que o primer reverse é referente
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a sequéncia 5° GATCATTTATCTTTCACTGC 3’ do vetor (PMEL16_crispr_oliB)
(Figura 5). Ambos oligos possuem a extremidade 5’ fosforilada. Para a
construcdo do primer oliA, foi utilizada a ferramenta computacional
CRISPRdirect (NAITO et al., 2015). Inicialmente, introduziu-se a sequéncia do
gene alvo no software e selecionou-se S. cerevisiae na regido “Specificity check”

para o design do oligo.

20 pb alvo

gDNA Vetor

Oligo reversosem —_—
sobreposicdo do gene alvo

(20 pb). Primer 5’

fosforilado

Oligo dianteiro com 20 pb da
sequencia do gene alvo da
levedura+ 20 pb do gDNA.
Primer 5’ fosforilado

Figura 5 - Design do gDNA para implementacdo em plasmideo pMEL16.

Os oligos oliA e oliB foram entéo utilizados para inserir a sequéncia target
no pMEL16 (Tabela 2).

Tabela 2 - Oligos utilizados para inser¢céao do target no pMEL16.

Nome Sequéncia X°C Y°C Zz°C
P-5 GATGGTAGAATGATTGATACGTTTTAGA

ALD4 GCTAGAAATAGC 3 71,7 652 64,7
P-5 TTGAAAAATTTAGATGCATAGTTTTAGAG

CTA1 CTAGAAATAGCJ 70,6 66,6 63,65
P-5 GTACTTGTCTCAGCTCCCACGTTTTAGA

IXR1 GCTAGAAATAGC 3’ 74,2 70,2 67,25

Olib  P-5 GATCATTTATCTTTCACTGC 3’

Para o calculo de X, Y e Z, foram seguidas as seguintes formulas:

Temperatura de anelamento forward + Temperatura de anelamento reverse

X = (T e )+9 (1)
Temperatura de anelamento forward + Temperatura de anelamento reverse

Y = - +5 (2)
Temperatura de anelamento forward + Temperatura de anelamento reverse

z = (T e )+2 (3)

Os oligos utilizados para a construcdo do DNA de reparo estao descritos

na (Tabela 3). Estes oligos foram construidos no software Geneious (versao
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7.1.3). Utilizou-se os genes de interesse como base focando a regido genémica-
alvo no primer oliA, seguindo-se uma extensao flanqueando o alvo totalizando
60 pb (Figura 6). Sintetizou-se uma sequéncia forward e uma reverse para cada

gene alvo.

Tabela 3 - Oligos utilizados no reparo e genotipagem das mutantes de ALDA4.

™
Nome Sequéncia Descricdo  (°C)
TCTGCTGGCTTTGCTGATAAAATTGATGGTAGAATGATTGA  Homologia
ALD4 TAC Forward 95
Homologia

ALD4 TAGAACCCATTTTTCTTACACTAAGAGACAGCCTTTGGGTG Reverse 95
Genotipagem

ALD4 GACCGTGCCTTCTCTAATGG Forward 59,7
Genotipagem
ALD4 ATTGTGGGTGAGGCCATTAC Reverse 59,7

TTTAAAAGGTAAGTTAAATAAATATAATAGTACTTACAAA
TAAATTTGGAACCCTAGAAGAACGCTCAAGTAACAAATGA Homologia
CTAl GTGGCGTTGTTTCCACGACAATTATTTATGATAGTGTGTA Forward 95
TTTAAAAGGTAAGTTAAATAAATATAATAGTACTTACAAA
TAAATTTGGAACCCTAGAAGAACGCTCAAGTAACAAATGA Homologia
CTAl GTGGCGTTGTTTCCACGACAATTATTTATGATAGTGTGTA Reverse 95
Genotipagem

CTAl GCTCTGTCAAACGTCCTTGC Forward 59,8
Genotipagem
CTAl GGTTCCCTACTCAGTGCTGC Reverse 60,4

ATCCCCTTCTTCTATCCATTCTGTGATATACGTACGACGC
TAACAGTACCCACAACTGCACAAATAAACAACTTTAGTTT Homologia
CTA1 TCCACTGTAACATTATCCCACGCAAACAACGAGAATAAGG Forward 95
ATCCCCTTCTTCTATCCATTCTGTGATATACGTACGACGC
TAACAGTACCCACAACTGCACAAATAAACAACTTTAGTTT Homologia
IXR1 TCCACTGTAACATTATCCCACGCAAACAACGAGAATAAGG Reverse 95
Genotipagem

IXR1 CTCCCCTTGGTGAGAGAACG Forward 59,8
Genotipagem
IXR1 TTTTGGCTTCATCACGCTCG Reverse 59,5
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510 520 &30 540 550

PAIM Hemologia direfta

550 70 a0 0 &0
T TTOGTGGGGCAGATTATTOCCTTOGGAATTTOCCCACTGTTGATGTGG G GCCT G G

10 50 0 50 0
AAGATTGZCCCCTGCTTTOGOGTITCACCGGTAACACCGTOCOGTOGETTOGAAGATCTCGC

a0 70 @0 0 o
¢Cc -AATCCACCCCATT T GTOCCIGGCTTTIGGTATOGTGETOCTAAATACGCATT COCOCATCGCAT®GLG

Figura 6 — Modelo dos oligos de reparo, em vermelho as sequencias
complementares. Em verde reporta-se o gRNA (porgéo contida no OliA). Em azul
a sequéncia PAM (NGG).

A verificacdo da edicdo desejada nos mutantes foi realizada via PCR e
sequenciamento automatico em plataforma ABI3730XL. Para isso, foi necessario
a sintese de oligos flanqueando as regides-alvo das mutacfes (tanto para
verificar a delecdo quanto para verificar a insercdo de stop codon prematuros)
(Figura 7).
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Hemologia diretta
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Figura 7 — Exemplo da montagem dos primers de genotipagem das mutagdes (pequenas setas verdes). A: Primers para verificacdo
da insercédo de stop codon prematuro (sequencia entre as barras verde e azul claro). B: Primers para verificagcdo da delecao

(pequenas barras verdes flanqueando o reparo, reportado em vermelho).
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4.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) de modificagao do plasmideo

e eletroforese de confirmagao da modificagao

Para modificagdo do plasmideo pMEL16 (Addgene) foi realizada uma
PCR seguindo a reacao: 20 ng do plasmideo pMEL16, 5 pL de tampéo HF 5x,
1yl de dNTP a 10 mM (Invitrogen), 1 uL de primer forward a 10 uM, 1 uL do
primer reverse a 10 yM, 1 pL de Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
(ThermoFisher) em um volume final de 25 pL. A ciclagem foi realizada em
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as
seguintes temperaturas: 98 °C por 1 min, seguido de 5 ciclos a 98 °C por 30s, X
°C por 30 s e 72 °C por 6 min, seguido de 10 ciclos a 98 °C por 30 s, Y °C por 30
s e 72 °C por 6 min, seguido de 20 ciclos a 98 °C por 30 s, Z°C por30se 72 °C
por 6 min, com extensao final de 72 °C por 10 min. As temperaturas X, Y e Z sédo
especificas para cada conjunto de primers e estdo descritas na (Tabela 2),
juntamente com a sequéncia dos primers.

Os primers de checagem da modificacdo do plasmideo do pMEL16
devem gerar uma banda em torno de 6 Kb. O surgimento de bandas mais altas

ou menores indica uma provavel amplificacao inespecifica.

4.5 Digestdo da reagdo de modificagao, purificagdo do plasmideo e

ligagao por ligase T4

Realizada a confirmacdo de modificacdo do plasmideo pMEL16 por
eletroforese, seguiu-se uma digestdo da reacao utilizando a enzima DPNI,
através da reacdo de 22 uL da reacdo de amplificacdo, 1 yL da enzima DPNI
(New England BioLabs) e 2 uL do tamp&o cut smart (New England BioLabs).
Esta reacgéao foi incubada a 37°C por 30 minutos.

Para a purificagdo do plasmideo, adicionou-se 25 pL da solucdo de
ligacdo da membrana aos 25 yL da reacao digerida. Em seguida, esta mistura
foi transferida para um novo tubo com uma coluna de purificacdo e feita
incubacdo de 1 minuto a temperatura ambiente. O contetdo é centrifugado a

14.000 RPM por 1 minuto seguido do descarte do sobrenadante.
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Em seguida, foram adicionados 700 yL de solucdo de lavagem de
membrana e etanol (580 uL de solucao e 120 pL de etanol), sendo realizada na
sequéncia uma nova centrifugacéo a 14.000 RPM por 1 minuto com descarte do
sobrenadante ao fim da etapa. Entdo, repetiu-se a etapa anterior, porém, com
500 pL de solugcéo de lavagem de membrana e etanol (400 yL de solucéo e
100uL de etanol) e com centrifugacao a 14.000 RPM por 5 minutos.

Posteriormente, foi realizado o descarte do sobrenadante e feita uma nova
centrifugacéo a 14.000 RPM por 1 minuto para auxiliar na remocao de residuos
de etanol.

Por fim, a coluna foi transferida a um novo tubo (1,5 mL) e foram
adicionados 50 uL de agua nuclease free, com incubacdo de 1 minuto a
temperatura ambiente para, em seguida, realizar-se nova centrifugacéo a 14.000
RPM por 1 minuto.

100-200 ng de pMEL16 purificado, 1 yL da enzima T4 ligase e tampéao
com concentracgao final de 1X (sendo acertado devido a vir inicialmente a 10x)
em um volume final de 10 pL foram incubadas por 24h em temperatura ambiente

para realizar a ligacdo do plasmideo.

4.6 Competéncia em Escherichia coli TOP 10

4.6.1 Tornando a bactéria TOP 10 competente

As bactérias foram replicadas em uma placa LB agar por uma incubacao
de 16 horas a 37°C. 5 colbnias foram inoculadas em Erlenmeyers contendo 5mL
de meio LB liquido e incubadas por 16 horas a 37°C com agitacao de 130 RPM.

1 mL da suspenséo bacteriana foi inoculada em 50 mL de meio LB e
incubadas por 3 horas a 37°C com agitacdo de 130 RPM até a cultura atingir
uma ODeoo de 0,4. A cultura foi centrifugada por 5 minutos a 4°C e 6.000 RPM,
0 sobrenadante descartado e o pellet lavado com 15 mL de CaCl2 a 0,1 M
mantido em gelo. Seguiu-se uma centrifugacdo por 5 minutos a 6.000 RPM a
4°C.

Apés a etapa anterior o sobrenadante foi descartado e o pellet foi

ressuspendido em 2 mL de CaClz2 0,1 M gelado, seguido da adi¢cdo de 1 mL de
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glicerol a 50%. Varias aliquotas contendo 100 uL do cultivo foram estocadas a -
80°C.

4.6.2 Transformacgao do plasmideo em bactérias TOP 10

Para a transformacdo, 3 tubos, cada um com 100 uL da bactéria
competente, foram levados ao gelo por 10 minutos. 20 ng de cada plasmideo
PMEL16 modificado e purificado foram adicionados e cuidadosamente
homogeneizados. O material foi, entdo, incubado em gelo por 30 minutos. As
células foram, entdo, incubadas a 42°C por 90 segundos, sem agitacdo, seguida
de um choque térmico em gelo por 2 minutos.

Posteriormente, adicionou-se 800 pL de meio LB seguido de uma
homogeneizacdo cuidadosa e incubagdo a 37°C por um periodo entre 45
minutos e 1 hora.

O material foi centrifugado a 14.000 RPM por 30 segundos e 800 uL de
meio foram removidos. As células foram ressuspensas com o0 restante da
solucéo e plagueadas juntamente com os 100 pL restantes em placa com meio
LB e ampicilina (1yL de ampicilina para cada 1mL de meio). Estas placas foram

incubadas a 37°C por 16 horas.

4.7 Extragao do plasmideo pMEL16 e checagem da insergao do target

As colbnias bacterianas transformadas contendo o plasmideo foram
inoculadas em meio LB liquido e incubadas a 37° C por 16 h a 200 Rpm. Essa
cultura, entdo, foi utilizada para extracdo do plasmideo utilizando o kit
QuickLyse® Miniprep Kit (Qiagem) seguindo as recomendagdes do fabricante.

Reag0bes de PCR utilizando primers M13 foram utilizados para o screening
das mutantes. Para isso, 5 coldnias foram inoculadas em 15 mL de meio LB a
37°C por 16 h a 200RPM. Coletou-se 10 pL do cultivo seguido de centrifugagéo
a 2.000 RPM por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 4 uL de NaOH 0,4 M, seguido de uma incubacgéo a 95°C por 10

minutos.
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Apés essa etapa, foi realizada a PCR da amostra conforme a reacao:
0,15ul de MgSO4 (Addgene), 0,25 pl de primer M13 Forward (10 uM), 0,25 uL de
primer M13 Reverse (10 uM), 0,1 uL de dNTP (10 mM) (Invitrogen), 0,5 uL de
buffer (10x), 0,02 pL de Platinum® Tag DNA Polymerase (ThermoFisher), 1,73
ML de agua e 2 pL de Amostra. A ciclagem foi realizada em termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as seguintes
temperaturas: 94 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 15s, 50 °C por
30 s e 68 °C por 1 min, com extensao final de 68 °C por 5 min.

Além disso, tratamentos com a enzima de restricdo BSU XV foram usados
para validar os mutantes. Para isso, os amplicons foram digeridos com esta
enzima de restricdo da seguinte forma: 2,4 uL de agua, 0,5 yL de tampéao, 2 yL
de Amostra e 0,1 pL de Enzima BSU XV. A reacdao foi incubada a 37°C por 15
minutos seguida por uma eletroforese em gel de agarose 2% para confirmacéo
da modificacdo do plasmideo, o qual espera-se uma banda de 778 pb.

Por fim, a sequéncia amplificada foi enviada para sequenciamento para

confirmar a devida modificacdo do plasmideo pMEL16.

4.8 Geragao de leveduras competentes

Foram cultivadas as cepas BY4742, SEY6210 e BMA64-1A em
Erlenmeyer com 5 mL de YPD a 30°C por 16 horas e com agitacéo de 140 RPM.

As culturas foram diluidas em YPD para um ODeoo de 0,3. O material foi
incubado por 5 horas com agitacao de 140 RPM até um ODeoo ~1.

As células foram, entdo, centrifugadas por 5 minutos a 4.000 RPM, o
sobrenadante foi descartado e o material ressuspenso em 50 mL de agua MiliQ
autoclavada. Esse procedimento foi repetido novamente com uma centrifugacao
final tal como mencionado. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspensas em 10 mL de solugéo LATE e centrifugadas por 5 minutos a 4.000
RPM. O sobrenadante foi novamente descartado seguida de uma diluicdo em 1
mL de solucéo LATE. Varias aliquotas de 100 uL de células competentes e 43
ML de glicerol 50% foram estocadas a -80°C.

37



4.9 Preparo do DNA de reparo e transformagao

40 pL de cada um dos oligos de reparo forward e reverse (100 uM cada)
foram conjuntamente incubados a 95°C por 10 minutos. Os tubos foram
resfriados na bancada por 3 horas.

Para a transformacgédo, foram utilizados 10 yL de Salmon Sperm
Deoxyribonucleic acid — SSDNA (Sigma-Aldrich), 1 ug de plasmideo p414
(Addgene), 1 ug de plasmideo pMEL16 modificado e purificado, 5 uL de DNA de
reparo para cepa SEY6210 e 20 uL de DNA de reparo para cepa BY4742, 100uL
de células de levedura competentes, 600 uL de solu¢cdo PLATE (Ryan, 2016).

Foram realizadas 5 transformacfes, sendo a primeira com 5 uL de DNA
de reparo para cepa SEY6210, outras 2 com 20 uL de DNA de reparo para cepa
BY4742 e por fim 2 com 5 uL de DNA de reparo para cepa BMA641-A. Em ambas
as transformacfes, apdés a adicdo de todos os componentes, foi realizada a
mistura aspirando e descartando a reacao no tubo de forma lenta e cuidadosa.
Em seguida as reacdes foram incubadas a 30°C por 30 minutos com agitacao
de 140 RPM. Foi entdo adicionado 10% DMSO na amostra, seguido de uma
incubacdo por 15 minutos a 42°C e transferéncia imediata para gelo por 2
minutos.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 RPM por 30 segundos, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 250 yL de meio
SD/CM drop out especifico de cada linhagem. Seguiu-se uma incubacao por 2
horas a 30°C e agitacédo de 140 RPM, 10 pyL das amostras foram plagueadas em
YPD &gar para controle de crescimento e o restante foi plagueada em placas
SD/CM drop out com 20 mg/L do antibiético G418. As placas foram entédo
incubadas a 30°C por um periodo de 3 dias para o crescimento das colbnias.

4.10 Confirmagao de transformacgao da levedura

O screening de colonias foi realizado via PCR utilizando os primers de
confirmacéo de transformacado. Para esse teste, 10 colonias de cada placa foram
inoculadas em 25 mL de meio YPD por 16 horas. Apoés, foram coletados 10 uL
de cultivo e centrifugado a 2.000 RPM por 2 minutos. Posteriormente, o

sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 4 yL de NaOH e
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incubadas a 95°C por 10 minutos. Para checagem da insercdo do target, foi
realizada uma PCR utilizando a reacéo: 0,5 uL de tampao (10X), 0,1 yL de dNTP
(10 mM) (Invitrogen), 0,15 pl de MgSO04, 0,25 yL de primer M13 Forward (10 uM),
0,25 pL de primer M13 Reverse (10 uyM), 0,02 pL de Platinum® Taq DNA
Polymerase (ThermoFisher), 1,73 puL de &gua e 2 yL de amostra. A ciclagem
utilizada foi 94 ° C durante 2 min, seguido de 40 ciclos de 94 ° C por 15s,60° C
por 30 s e 68 ° C por 1 min, com extensao final a 68 ° C por 5 min, em
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Posteriormente, 0,5 yL de tampé&o, 2,4 yL de agua, 2 pL do amplicom e
0,1 yL de Enzima de restricdo (Anza 11) foram incubados a 37°C por 15 minutos,
em seguida foi realizada uma eletroforese em 2% de gel de agarose, nesta foi
possivel avaliar se havia a presenca de 2 bandas ou 1 apenas, sendo que o
primeiro caso era um indicativo da inativacao do gene de estudo.

A segunda forma de confirmacgéo da presenca de um mutante se deu pelo
uso da técnica de sequenciamento e avaliacdo da sequéncia. A reacdo pré-
sequenciamento consistiu de 1,5 yL de tampé&o, 4,5 pL de agua, 0,5 yL do Primer
Reverse de genotipagem do gene testado, 3 uL (10 ng/ uL) de amostra e 0,5 yL
de BigDye. A ciclagem utilizada foi 95 ° C durante 4 min, seguido de 24 ciclos de
95°C por20s,50°Cporl5se60°Cpor4 min, em termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems).

411 Teste de tolerancia ao etanol

Para testar a tolerancia ao etanol das leveduras selvagens e mutantes,
células foram incubadas por 16h (obtencéo das células na fase log) em 25 mL
de YPD a 30°C. Apés essa incubacgdo, os cultivos foram medidos e aliquotas
foram retiradas para uma ODsoo final de 0,2, essas foram centrifugadas a 2.000
RPM por 2 minutos, descartando-se o sobrenadante e o pellet obtido foi
ressuspendido com uma solugcéo preparada em uma placa de 6 pocos, 3 dos
quais continham meio de cultura e solucéo fisiologica (controle) e 3 continham
meio de cultura e etanol (tratamento) conforme concentracdes apresentadas na
(Tabela 4).Na sequéncia foi realizado o cultivo destas amostras a 30°C a 120

RPM por 1 hora seguido de um spot teste.
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Tabela 4 — Valores de meio e etanol ou solucéo fisiolégica para os testes de
tolerancia ao etanol.

Porcentagem de etanol Meio YPD (mL) Etanol ou solucdo

no meio (%) fisiologica (mL)
18 1,64 0,36
20 1,60 0,40
22 1,56 0,44
24 1,52 0,48
26 1,48 0,52
28 1,44 0,56
30 1,40 0,60
32 1,36 0,64
34 1,32 0,68

4.12 Spot Test

Foram utilizadas placas com YPD as quais receberam uma preparacao
de 5 dilui¢cdes seriadas 1:10 (90 pL de agua estéril e 10 pyL da cultura). Antes de
cada etapa de diluigcdo, o material foi homogeneizado (Figura 8). As placas foram

entdo incubadas a 30°C até o surgimento de colonias.
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10pL 10pL 10uL 10pL 10pL

2 RN, NETTRE N

Sample 1
Culture

90pL 90uL 90uL 90uL 90pL
water water water water water

Sample 1 Spots
Sample 2 Spots
Sample 3 Spots
Sample 4 Spots

Sample 5 Spots

Figura 8 — Modelo de aplicagéo de spot test adaptado (FRED, 2002).

4.13 Analise de crescimento celular e testes de sobrevida

O crescimento das células foi definido pela analise de ODsoo utilizando o
equipamento Epoch TM 2 em uma placa de 48 pocos. As placas foram
inoculadas com coldnias de interesse em YPD e a incubacéao foi realizada por 14
horas. Aliquotas de 200 yL foram retiradas desse crescimento e mensuradas,
determinando assim o0 volume necessario para a obtencdo de aliquotas
correspondendo a uma ODsoo de 0,2.

Tais aliquotas foram centrifugadas a 2.000 RPM por 2 minutos e
ressuspendidas em meio YPD. Apds a preparacao, os indculos foram incubados
por 1h para crescimento e, em seguida, foi realizada nova medic&o para acertar
o volume para a ODesoo de 0,2 novamente. Essas células foram ressuspendidas
em 1 mL de YPD, com posterior medi¢cdo ao longo de 24h no mesmo leitor de

placas supracitado.
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O teste de sobrevida foi realizado da mesma forma que o de crescimento
citado até a etapa de centrifugacao de 2.000 RPM por 2 minutos, sendo que, no
instante em que as células foram ressuspendidas, esta etapa foi realizada em
meio contendo YPD e etanol na tolerdncia maxima de cada uma das linhagens,
conforme Apéndice B (ALMEIDA, 2017), ao longo de 24 horas.

4.14 Analise estatistica das curvas de crescimento

Para a avaliagdo estatistica dos experimentos, foram utilizados os
softwares R com a biblioteca Rcmdr (FOX, 2005), além do software Matlab e a
funcdo cftool. Nessas avaliagBes, foram comparados o tempo e a densidade
Otica celular das linhagens ao longo do tratamento, obtendo-se os valores de
desvio padréo e média nos quais foi avaliado o p-Value de 0,05 para considerar
diferencas estatisticamente significantes.

A avaliagdo do Matlab das curvas de crescimento populacional da
levedura em funcgéo do tempo foi modelada por uma equacao diferencial de 12
ordem proposta por Pierre Frangois Verhulst e conhecida como equagdo
logistica (BACAER, 2008), a qual é definida como:

C=kp(1-1), (4)

onde P é a populacdo no dominio do tempo t, ou seja P(t); k é a taxa de
crescimento e M é uma variavel conhecida como suporte de carga, a qual esta
associada ao niumero maximo de individuos que o ambiente suporta.

A equacao de crescimento populacional tem solucéo analitica, conforme

segue:

PO = Ty 5)

P(0) M

A Figura 9 mostra graficamente o comportamento da equacéo 2, na qual
pode ser observado uma fase de crescimento populacional exponencial e uma

faixa de estabilizacédo, associada ao limite de substrato.
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Tamanho da populagdo

Tempo

Figura 9 - Representagéo grafica do crescimento populacional de acordo com a
equacéo de Verhulst (equacao logistica).

Esse modelo foi aplicado para caracterizar e ajustar as curvas de
crescimento populacional no presente trabalho com o objetivo de determinar os
parametros k e M, assim como seus respectivos intervalos de confianca de 95%.
Esses parametros foram utilizados para comparar o crescimento celular para

cada linhagem utilizada neste estudo.
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5 RESULTADOS

Todos os procedimentos listados anteriormente formam um conjunto de
ferramentas que permitiram que as cepas BMAG641-A, SEY6210 e BY4742
pudessem ter genes especificos inativados. Dessa forma foram obtidas

alteracdes nas tolerancias ao etanol e a temperatura nessas linhagens.

5.1 Obtencgao e validagao das linhagens mutantes

Apbs todos os processos de construcdo de primers, PCRs, competéncia
e transformacdo, as linhagens cultivadas em placas de meio seletivo com

antibiotico G418 obtiveram colénias com possiveis mutantes (Figura 10).

Figura 10 — Placas de levedura em meio seletivo com G418 (200mg/L), nestas

foram cultivadas col6nias e testadas as mutacoes.
Ao utilizar-se 0 método de PCR-RFLP (Alul), comparando-se a sequéncia

do gene da cepa selvagem com as das possiveis mutantes encontradas nas

placas da Figura anterior, foi possivel confirmar as edigbes génicas (Figura 11).
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Figura 11 — Gel de eletroforese de genotipagem das linhagens mutantes. A:
ladder. B-C: linhagens mutantes. D-E, G: linhagens com falha na mutagao. F:
Falha na reacdo de PCR. H: linhagem BY4742 selvagem.

Assim como na Figura 11, mutantes das linhagens SEY6210 foram
identificadas através de PCR-RFLP, além de PCR de confirmacdo para a
BMAG41-A, as quais as mutantes apresentaram um padrdo de bandas relativos
a uma delecéo total do gene. A segunda confirmacao da edicdo dos genes alvo
das linhagens estudadas foi obtida a partir do sequenciamento dos mutantes
(Figura 12) utilizando primers especificos para a regido do gene alvo (primers de

genotipagem).
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& REV 4 ALD4-1 AR AT AT G TAGA A TGAT TGATAC G TCATGGC TR TA A A TTAATTAAGC TG TTTAGRAAT

Figura 12 — Resultados de sequenciamento dos genes das linhagens mutantes
ALDA4,

Pode ser visto na figura que na primeira linha esta a linhagem
selvagem, nas seguintes as mutantes, como pode ser visto de 623 a 600 pode
ser vista a insercdo do stop cdédon prematuro, com suas peculiaridades para

cada linhagem mutante.

52 Testes de tolerancia ao etanol

Os testes demonstram que ha diferentes fendtipos de tolerancia ao etanol
quando comparado as linhagens SEY6210 e BY4742 portadores da verséo
ALD4 inativa, ou comparando-se diferentes colbnias mutantes da BY4742,
ALD4-1 é uma SEY6210 mutante e ALD4-2 e ALD4-3 sdo BY4742 mutantes.

A linhagem SEY6210 selvagem tolera até 24% de etanol, enquanto que a
mutante ALD4-1 apresentou um aumento da tolerancia para 28% (Figura 13). Ja
a linhagem BY4742 selvagem tolera até 26% de etanol, enquanto que as
mutantes ALD4-2 e ALD4-3 apresentaram 24% e 26% de tolerancia,
respectivamente (Figura 14). Portanto a modificacdo da ALD4 é capaz de alterar

a tolerancia ao etanol nessas linhagens.
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__20% of Ethanol

SEY6210 - WILDTYPE |
ALD4-1

SEY6210- WILD TYPE
ALD4-1

Figura 13 — Comparacgao de tolerancia ao etanol em levedura selvagem e sua

contraparte com inativacao do gene ALD4.

22% of Ethanol =
BY4742 WILD TYPE F YR BY4742 WILDTYPE [%

ALD4-2 [ ] ALD4-2 §

28% of Ethano

BY4742 WILD TYPE @ S BY4742 WILD TYPE

ALD4-2 |

ALD4-2 &=

28% of Ethanol B
BY4742 - WILD TYPE

ALD4-3 et

Figura 14 — Comparacao entre linhagens com inativagao da ALD4 e
sua contraparte selvagem (BY4742). A: BY4742 ALD4-2 mutante com reducao
da tolerancia. B: BY4742 ALD4-3 mutante sem influéncia na tolerdncia maxima,

mas com indicios de melhor resisténcia ao estresse por esse metabdlito.

A linhagem BMAG64-1A IXR1A tolerou no maximo 22% de etanol enquanto
a BMA64-1A CTA1A suportou até 18% (Figura 15). A tolerdncia maxima
previamente obtida com a cepa BMA64-1A selvagem foi de 30% (ALMEIDA,

2017), indicando uma queda da tolerancia nos mutantes.
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22% of Ethanol

18% of Ethanol

: .. : IXR1
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IXR1 IXR1

CTA1

Figura 15 — Determinacé&o da tolerancia maxima ao etanol das linhagens BMA64-
1A IXR1A e BMA64-1A CTA1A.

5.3 Teste de estresse prolongado ao etanol

Esses experimentos avaliaram a capacidade da levedura em suportar
longos periodos de estresse etandlico, com posterior crescimento em meio rico
(YPD) sem o estressor.

No caso do mutante SEY6210 ALD4-1 e sua contraparte selvagem, 0s
experimentos demonstraram que esse estresse é mais danoso na linhagem
selvagem do que na mutante, sendo que a Ultima comeca a apresentar grandes
sinais de mudanca no crescimento apés 4h de exposicdo. Dessa forma,
evidenciamos que a estirpe selvagem apresenta maior dificuldade de
recuperacdo pos estresse do que a mutante, o que indica que o gene ALD4
possui um papel fundamental para SEY6210 durante o crescimento em periodos

de estresse (Figura 16).

Wild Type — SEY6210  ALD4-

Figura 16 — Teste de tolerancia ao etanol por tempo prolongado realizado com
as tolerancias maximas de cada linhagem (SEY6210 = 24%, SEY6210 ALD4-1
= 28%).
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As mutantes BY4742 ALD4-2 e BY4742 ALD4-3 ndo demonstraram
mudancas aparentes no crescimento, o que conduziu a suposicdo de que, para
a BY4742, ALD4 ndo exerce um papel essencial ao fenotipo de tolerancia.

No caso da linhagem BMA64-1A CTAL1A, foi possivel verificar que o tempo
de exposicdo a porcentagem maxima suportada de etanol (18%) causou um

efeito de redugéo da viabilidade de colbnias visiveis em cultivo (Figura 17).

BMAG4-1A CTA1A

Figura 17 — Teste de estresse ao etanol prolongado a cepa BMA64-1A CTALA.

5.4 Teste de crescimento e estresse

Outros testes foram avaliados para as mutantes e selvagens, sendo um
deles o teste de crescimento celular. Também se testou as capacidades de
crescimento sob estresse térmico (38°C) e de sobrevida ao longo de 24h depois

do tratamento em etanol por 1h.

541 SEY6210 e mutante

A inativacao do gene ALD4 em SEY6210 levou a um decréscimo da

capacidade de multiplicacdo celular. Além disso, a delecdo desse gene
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aumentou a capacidade da levedura em lidar com o estresse etandlico e térmico.
Nesse caso, a levedura mutante tem um melhor desempenho de crescimento
tanto no teste de sobrevida (etanol) quanto na avaliacdo do estresse térmico
(incubacédo a 38°C). Observa-se também que a inativacdo do ALD4 influenciou
mais efetivamente os mecanismos relacionados a capacidade da levedura em
tolerar o etanol do que a tolerar elevadas temperaturas (Figura 18). Em suma,
evidencia-se que tanto temperatura quanto o etanol sdo agentes capazes de
influir de forma negativa o crescimento celular, todavia, numa andlise estatistica,
apenas a diferenca da capacidade de lidar com o etanol € relevante
estatisticamente, visto que o crescimento padrdo, a temperatura e a sobrevida

apresentam P-value de 0.9668, 0.9360 e 0.0473, respectivamente.
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Figura 18 — Andlise comparativa de crescimento com e sem fatores estressores.
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5472 BY4742 e mutantes

Diferentemente do que foi visto com as SEY6210 ALD4 mutantes, as
BY4742 ALD4 mutantes ndo apresentaram nenhuma diferenga de crescimento
nas condi¢cdes controle comparadas ao tratamento térmico. Contudo, algumas
diferencas podem ser observadas em compara¢do com a mutante portadora de
um stop codon prematuro e nos residuos cataliticos encontrados apés a
inativagdo. Apesar de ndo haver uma relevancia estatistica na diferenca dos
dados da estirpe BY4742, visto que o P-value do crescimento foi > 0.9999 e
0.9616, respectivamente para BY4742 ALD4-2 e BY4742 ALD4-3. Ja para a
diferenca quanto a temperatura o P-value foi > 0.9991 e 0.9653 respectivamente
para BY4742 ALD4-2 e BY4742 ALDA4-3 e por fim ao se comparar uma mutante
com a outra o P-value também nao indicou diferenca estatistica entre elas, tanto
para o crescimento padrdo, 0.9204, quanto para o crescimento sob estresse
térmico, 0.8600.

Observa-se uma tendéncia na qual a BY4742 ALD4-3 aparenta ter um
desempenho melhor do que o da selvagem e o da BY4742 ALD4-2 em ambas
as condicoes estudadas, enquanto que BY4742 ALD4-2 aparenta estar em uma

leve desvantagem ante a sua contraparte selvagem (Figura 19).
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Figura 19 — Ensaio comparativo de crescimento com e sem fatores estressores.

543 BMAG641-A e mutantes

Verificou-se que, independentemente da condicdo analisada, a cepa
BMAG64-1A selvagem € superior em crescimento do que as IXR1 e CTAl
mutantes, apresentando inclusive significancia estatistica, visto que o P-value foi
< 0.0001 para ambas as mutantes de BMA64-12, tanto para o0 crescimento

padréo, quanto para o crescimento sob estresse térmico. (Figura 20).
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Figura 20 — Experimento comparativo de crescimento com e sem fatores

estressores.

55 Analise estatistica das curvas de crescimento celular

A partir da taxa de crescimento das leveduras nos testes de crescimento
e estresse térmico, assim como o nimero maximo de individuos suportados em
ambos 0s casos, verificou-se que a mutante de SEY6210 possui uma maior taxa
de crescimento quando comparada a selvagem. Porém, o numero de individuos
suportado é bem maior no caso da selvagem quando comparadas as 2 outras
cepas (Tabela 5).

Ainda, foi possivel concluir que a inativacdo dos genes na BMA64-1A
levou a uma reducdo da taxa de crescimento dos mutantes. Ja no caso da
mutante com delecdo do gene CTAL, ocorreu um aumento no numero de

individuos presentes nesse meio quando comparada esta mutante com a
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selvagem e com IXR1. Por fim, analisando-se IXR1, foi possivel verificar tanto
para K, quanto para M, que esta cepa teve uma reducéo da sua capacidade de
crescimento, corroborando o que fora observado na figura 20 (Tabela 5), o que
pode estar relacionado ao fato desse gene ser um regulador de crescimento.
Ao avaliar as estirpes referentes a BY4742, ndo é possivel observar
grande diferenca em suas taxas de crescimento. Contudo, ao observamos o
namero maximo de individuos de BY4742 ALD4-2 suportados, observa-se uma

reducdo dessa capacidade em relacdo as outras 2 linhagens (Tabela 5).

Tabela 5 — Estudo estatistico de linhagens mutantes e selvagens de S.

cerevisiae.
Crescimento a 30°C
Intervalo de Intervalo de R-

Cepa K confianca M confianca square
(0.008529,

ALD4-1 0.008602 0.008674) 1.426 (1.424,1.427) 0.9990
(0.007155,

SEY6210 0.007246 0.007337) 1.585 (1.583, 1.588) 0.9978
(0.006774,

CTA1l 0.006813 0.006852) 1.567 (1.565, 1.568) 0.9996
(0.004658,

IXR1 0.004832 0.005006) 1.176 (1.168, 1.185) 0.9834

BMAG4-

1A 0.01244 (0.01235, 0.01253) 1.459 (1.458, 1.46) 0.9994
(0.009865,

ALD4-2 0.01001 0.01016) 1.455 (1.452, 1.458) 0.9972

ALD4-3 0.01028 (0.01013,0.01043) 1.473 (1.471,1.476) 0.9973
(0.009908,

BY4742 0.01006 0.01022) 1.478 (1.475, 1.48) 0.997

* k é a taxa de crescimento e M é o suporte de carga

E possivel visualizar um mesmo padrdo nas variaveis ao avaliar as
linhagens SEY6210 e BMAG64-1A quanto ao estresse térmico, indicando que
esse estresse ndo afetou a taxa de crescimento dessas cepas. Ja em uma
observacédo das estirpes de BY4742, reporta-se que a inativacao da ALD4 né&o
afetou o padrao da taxa de crescimento. Porém a delecédo de ALD4 faz com que
as cepas mutantes tenham uma menor capacidade do numero maximo de

individuos suportados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Estudo estatistico da tolerancia térmica em linhagens mutantes e

selvagens de S. cerevisiae.

Crescimento a 38°C

Intervalo de Intervalo de R-

Cepa K confianca M confianca square
(0.008398,

ALD4-1 0.008472 0.008546) 1.446 (1.445, 1.448) 0.999
(0.007155,

SEY6210 0.007246 0.007337) 1.585 (1.583, 1.588) 0.9978
(0.00706,

CTAl 0.00715 0.00724) 1.585 (1.582, 1.589) 0.9978
(0.009422,

IXR1 0.0095  0.009578) 1.404 (1.403, 1.405) 0.9991
(0.01338,

BMA 0.01368 0.01399) 1.454 (1.451, 1.457) 0.9934
(0.00991,

ALD4-2 0.01001 0.01010) 1.441 (1.44,1.443) 0.9987
(0.01026,

ALD4-3 0.01031 0.01035) 1.446 (1.446, 1.447) 0.9998
(0.009954,

BY4742 0.0101  0.01026) 1.471 (1.469, 1.474) 0.997

* k é a taxa de crescimento e M € o suporte de carga
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6 DISCUSSAO

6.1 BMAG64-1A CTA1A

Aqui, objetivou-se avaliar se o gene CTA1 agia como um regulador da
tolerancia térmica e etanolica em BMA64-1A. Nossos dados avaliando a BMAG4-
1A CTA1A corroboram resultados prévios que demonstram a relevancia desse
gene no estresse etandlico. Ainda, o aumento do tempo de exposicdo desse
mutante ao etanol, resultou em um decréscimo no numero de colbnias viaveis.
De fato, ja foi sugerido que esse gene pode ser um regulador do estresse térmico
e etanolico, mostrando que os mutantes com delecao desse gene eram mais
sensiveis aos estressores (DU; TAKAGI, 2007). Interessantemente, a linhagem
BMAG64-1A CTA1A teve uma melhor recuperagao da populagédo apés o alivio do
estresse em comparacdo com a linhagem selvagem na maioria das
porcentagens de etanol testadas (de 35% a 40%), o0 que esta de acordo com a
correlagdo negativa observada no reestabelecimento de populacdes pos-
estresse (WOLF et al., 2021).

Estudos prévios demonstraram que a exposi¢cdo deste microrganismo a
estressores como H202 ou temperatura, eram capazes de levar a um estresse
oxidativo, que induziria a sobre-expressdo de uma variedade de genes de
enzimas antioxidantes, incluindo a catalase (CTAl) para reduzir os danos
causados na célula (DU; TAKAGI, 2007). Assim, é esperado que a delecdo do
CTA1 causasse impactos negativos no crescimento celular (JAMIESON, 1998).
De fato, os resultados suportam que o gene CTA1l age como um indutor de
crescimento da linhagem BMAG64-1A, uma vez que a inativacdo desse gene
reduziu o crescimento tanto a 30°C como a 38°C em comparacdo com a
linhagem selvagem.

Longevidade, peroxissomo e CTAL sdo o primeiro conjunto responsivo a
exibir expressdo génica especifica do fendtipo de estresse ao etanol, sendo a
longevidade o gatilho dessa via (WOLF et al., 2021). Dos mutantes aqui testados
para a linhagem BMA64-1A, CTA1A foi a que apresentou a menor capacidade
de lidar com o estresse ao etanol. Entretanto ficou em faixas intermediarias de

crescimento e teve baixo rendimento de tolerancia ao estresse térmico. Apesar

56



de artigos anteriores ja mostrarem o papel do CTAL na tolerancia ao etanol (DU;
TAKAGI, 2007) e na vida cronologica (WEINBERGER et al., 2010), a partir dos
dados aqui obtidos e do trabalho de Wolf et al. (2021), tornou-se possivel
confirmar o papel desse gene na superagcao dos recursos vinculados ao etanol
e seu papel como provavel regulador do estresse térmico, como ja era apontado
por Du; Takagi (2007) e Jamieson (1998). Assim, como visto por Du; Takagi.
(2007), CTAL é um gene diretamente envolvido com a tolerancia ao etanol e a
tolerancia térmica (Figura 21). Em suma, os resultados demonstram que CTAL

ndo somente é importante para o crescimento celular como também para a

resisténcia a temperatura e a tolerancia ao etanol.

YPD +50°C, 1 hr +15% Ethanol

BY4741
Actal

Figura 21 — Efeito da delecdo de CTA1 adaptado de Du; Takagi. (2007).

6.2 BMAG64-1AIXR1A

Ixrlp é um fator de transcricdo que regula varias funcdes celulares
importantes, entre elas os niveis de dNTPs na célula necessérios para a sintese
(MOTA; MARTINS; SA-CORREIA, 2021) e o reparo do DNA (BARREIRO-
ALONSO et al., 2018). Estudos com este gene indicaram que ele é importante
também na tolerancia ao metanol (MOTA; MARTINS; SA-CORREIA, 2021). A
gueda na tolerancia ao etanol observado na linhagem BMA64-1A IXR1A sugere
uma importancia do IXR1 nos mecanismos reguladores do fendtipo de
resisténcia ao etanol, uma vez que células sob estresse etandlico necessitam
utilizar diversos mecanismos para suportar os danos causados ao DNA (WOLF
et al., 2021).

O estresse por etanol induz a um maior acumulo de células com espécies
reativas de oxigénio (ROS) na cepa BMA64-1A (WOLF et al. 2021), e os ROS
podem ser uma fonte de danos ao DNA (MANI; CHINNAIYAN, 2010). Desta
forma, a auséncia de IXR1 pode estar colaborando para que durante o estresse
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por etanol, o reparo do DNA né&o esteja ocorrendo de forma correta, 0 que pode
reduzir a viabilidade celular, como visto nos resultados deste trabalho.
Observou-se previamente que a recuperacao da populacdo BMA64-1A
IXR1A apos estresse maximo de etanol (32,5%, 35%, 37,5%, 40% e 42,5%) é
em geral mais rapido do que a linhagem selvagem (WOLF et al.,, 2021),
diferentemente do que fora previamente reportado para outra linhagem, na qual
nao observou-se diferencas entre a linhagem IXR1 mutante e a selvagem
(BARREIRO-ALONSO et al., 2018). Este aspecto demonstra que o efeito
regulatério em diferentes linhagens pode levar a mudangas fenotipicas com

relacdo ao crescimento.

6.3 SEY6210 ALD4-1, BY4742 ALD4-2 e ALD4-3

ALD4 é um gene diretamente relacionado a resposta pelo estresse por
etanol (NAVARRO-TAPIA et al., 2016), o qual sua proteina degrada tal
composto. Ainda, a superexpressdo de ALD4 pode levar a reprogramacao
metabdlica celular para um crescimento aerébio (CHA et al., 2021). De fato,
mutantes com a delecdo de ALD4 possuem reduzida capacidade de crescer em
meio contendo etanol (SAINT-PRIX; BONQUIST; DEQUIN, 2004).
Interessantemente, observamos que ALD4 mutantes possuem caracteristicas
fenotipicas varidveis. Nossos resultados corroboram prévios achados que
evidenciam que a produgéo de acetato em ALD4 mutantes varia de acordo com
a linhagem e condic¢des de cultivo (SAINT-PRIX; BONQUIST; DEQUIN, 2004).
Dessa forma, as variacfes observadas entre SEY6210 ALD4-1, SEY6210 ALD4-
2 e SEY6210 ALD4-3 podem estar relacionadas a diferencas na regulacéo das
isoformas correspondentes ou a outras variagcdes genéticas.

Observou-se previamente que a compensagao parcial da ACDH citosolica
pela falta de ALD4 ocorre apenas quando a atividade da enzima citosdlica €
suficiente (SAINT-PRIX; BONQUIST; DEQUIN, 2004). Isso pode estar
relacionado com o aumento da tolerancia de uma linhagem ALD4 mutante e a
gueda (ou auséncia de variagcdo) em outra aqui observada.

Foi reportado que a queda na viabilidade celular em linhagens ALD4
mutantes poderia estar relacionada com as heat shock proteins, as quais
auxiliam no dobramento, protecdo e movimento de proteinas recém-sintetizadas
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(LEON, 2021). Porém, reportamos aqui que a mutante SEY6210 ALD4-1
apresentou maior crescimento sob estresse térmico. Portanto, ao comparar
diferentes trabalhos sobre ALD4 (e.g. Prado et al., 2020 e Leon, 2021) com os
resultados aqui obtidos sugerimos que o gene ALD4 nao possui uma
caracteristica fenotipica conservada para o estresse térmico.

De fato, observamos aqui que ALD4 mutantes levaram a uma reducao na
capacidade de crescimento ante a selvagem quando cultivadas a 30°C.
Interessantemente, a inativagéo de ALD4 na linhagem GcrlSLZ1 foi elencada
como uma das principais razfes para problemas durante o crescimento aerobio
(CHA et al., 2021).

Por fim, sugerimos que a mudanca na tolerancia e no crescimento das
células com ALD4 mutantes pode ser resultado de como a maquinaria celular
responde a auséncia desse gene durante o periodo estressor.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em uma viséo geral, o trabalho trata sob a hipétese de que alguns genes
tém um importante papel na tolerancia da levedura a certos estressores
presentes no processo fermentativo. Para melhor compreensdo dos
mecanismos de tolerancia, foi analisada a inativacdo de certos genes e
observado que a auséncia destes afetavam a levedura durante os estresses
etandlico e térmico.

Apesar dos estressores estudados ocorrerem de forma simultanea
durante o processo fermentativo, o entendimento individual destes processos é
essencial na busca pela melhoria do processo industrial. Diante disso, foi
investigado como 0s genes selecionados afetavam na maquinaria celular
durante o estresse etandlico e visualizou-se a importancia destes como
reguladores chave na capacidade de crescimento, mesmo em condi¢des
desfavoraveis a qual, com excecdo de SEY6210 ALD4-1, os demais mutantes
apresentaram quedas na capacidade de sobrevivéncia.

Outro importante ponto é a tolerancia térmica, que é um fator limitante néo
s6 da producdo do etanol de primeira geracdo, mas também no de segunda
geracdo. Os resultados deste trabalho colaboram para um estudo de genes
ligados a este estressor a fim de obter cepas com maior interesse comercial.

Os resultados obtidos salientam que esses estressores nao trabalham de
forma isolada, sendo assim, estudos de dupla delecdo ou o aprofundamento no
ambito de testes duplos de estresse, sdo opcdes para um melhor entendimento
do papel destes genes nessas tolerancias.

Conclui-se que os genes CTAl, IXR1 e ALD4 estdo diretamente
relacionados a tolerancia ao etanol, sendo possiveis reguladores-chave dentro
das cepas estudadas. Foi constatado que estes possuem algum papel na
regulacédo da tolerancia térmica, porém com menor relevancia do que os do

estresse etandlico.
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APENDICE A

Apéndice A: Descricao e tolerancia maxima ao etanol das linhagens selvagens

Linhagem Etanol

BMAG4-1A

BY4742

X2180-1A

SEY6210

BY4741

S288C

tol. (%)

30

26

24

24

22

20

MAT

locus

Aces. num.

Euroscarf/20000A a

Euroscarf/Y10000 alpha
SGD/BY4742

NBRP/BY21559
SGD/X2180-1A a

NBRP/BY3553
SGD/SEY6210

alpha

Euroscarf/Y00000
SGD/BY4741 a

NBRP/BY20118
SGD/S288c

alpha

Genoétipo

MATa,; his3-11_15; leu2-
3 112; ura3-1; trplD2;
ade2-1; can1-100

S288C isogenic yeast
strain: MATalpha;
his3D1; leu2DO; lys2DO;
ura3DO0

MATa SUC2 mel gal2
CUP1

MATa suc2-A9 ura3-52
leu2-3,112 his3-A200
trp1-A901 lys2-801

S288C isogenic yeast
strain: MATa; his3D1;
leu2DO0; met15D0;
ura3DO0

MATa SUC2 mal mel
gal2CUP1

Fend

tipo

HT

HT

HT

LT

LT

LT
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APENDICE B

Apéndice B: Tolerancia maxima ao etanol de todas as linhagens estudadas

Etanol tol. (%) Fenotipo
Linhagem
BMAG4-1A 30 HT
SEY6210 ALD4-1 28 HT*
BY4742 26 HT
BY4742 ALD4-3 26 HT
BY4742 ALD4-2 24 HT
SEY6210 24 LT
BMAG4-1A IXR1A 20 LT*
BMAG4-1A CTA1A 18 LT*

*Mudanca no fenétipo da mutante em relacédo a selvagem



