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“Somos feitos de milhares de partes com milhares de fung¢des, todas funcionando
em harmonia para nos manter vivos. Caso uma parte da nossa maquinaria imperfeita
falhe, a vida falha. Isso nos faz perceber quéo frageis e falhos somos.”

- Ingun Black-Briar, Elder Scrolls V: Skyrim.
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Resumo

A levedura Saccharomyces cerevisiae € o microrganismo mais utilizado para a producéo
de etanol devido a sua alta capacidade fermentativa e resisténcia aos estresses oriundos
desse processo. Entretanto, a prépria concentracdo de etanol € um dos fatores mais
limitantes no processo de producéo desse combustivel. Os aspectos da genémica funcional
relacionada a tolerancia ao etanol sdo ainda pouco esclarecidos, e nem mesmo se sabe se
0s IncRNAs tem papel nesse processo. Poucos IncCRNAs foram identificados em S.
cerevisiae, e nem mesmo se conhece as redes INCRNAs-proteinas nessa espécie e nem
se podem codificar micropeptideos. Nesse contexto, este trabalho visa identificar I'cRNAs
em linhagens de S. cerevisiae com diferentes niveis de toleréncia ao etanol. Para isso, foi
realizado a montagem dos IncRNAs, predicdo de ligacdes INcCRNA-proteinas, buscas de
micropeptideos, analises de conservacao genbmica, estrutural e funcional dos INncRNAs,
avaliacdo da influéncia do IncRNAs em regular as expressbes de seus vizinhos e
comparacao dos resultados entre linhagens mais e menos tolerantes ao etanol. As analises
de enriquecimento ontologico apontam para uma relacdo proxima entre os INCRNAs e a
tolerancia ao etanol e uma conservacao funcional, embora os dados nao reportem nenhuma
conservacao nem gendmica nem estrutural. Além disso, variados tipos de provaveis
regulacdes foram sugeridos, sendo a regulacdo em trans majoritariamente inversa entre 0s
INcRNAs e seus genes-alvo, diferentemente da maioria das regulacbes em cis. Esses
dados, quando comparados com a literatura para diversas espécies, acaba confirmando a
conservacao funcional dos INcRNAs e o papel dessas moléculas ndo-codificantes como
reguladores. Por fim, sugerimos que os INcCRNAs estdo agindo na superacado do estresse
causado pela alta concentracao de etanol.

Palavras-chave: RNAs longos n&o-codificantes, Saccharomyces cerevisiae,
Bioinformatica



Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae is the most used microorganism for ethanol production
due to its high fermentative capacity and resistance to different stressors along this process.
However, the ethanol concentration is one of the most limiting factors of fuel production. The
functional genomics aspects related to the ethanol tolerance are still unclear, and it is not
clear if the IncRNAs really have a role in this process. Few IncRNAs were identified in S.
cerevisiae, INcCRNA-protein networks of this species are still unknown and also if they can
code micropeptides. In this context, this thesis aims to identify IncRNAs and evaluate their
roles in S. cerevisiae ethanol tolerance. Then, it was performed the assembling of IncRNAs,
predictions of IncRNA-protein interactions, searches for potential micropeptides coding-
IncRNAs, analysis of genomic, structural and functional conservation of IncRNAs, evaluation
of the InNcRNAs influence in regulating the expressions of their neighbors, and comparison
between strains that are more and less tolerant to the ethanol. Moreover, many putative
regulatory pathways were here suggested, being that most trans regulations act on an
inversely manner between the expression of the INcCRNAs and their target-genes, unlike
observed in most of cis regulations. The current literature confirms the IncRNAs functional
conservation here observed, and the role of these non-coding molecules as regulators.
Finally, here we suggest that IncCRNAs are acting to overcome the stress caused by the

highest ethanol concentration.

Keywords: long non-coding RNAs, Saccharomyces cerevisiae, Bioinformatics
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2. Objetivos

2.1. Objetivos geral

Buscar e avaliar o papel dos IncRNAs em Saccharomyces cerevisiae durante o
estresse por etanol.

Avaliar as interac@es proteinas-IncRNAs e vizinhos-IncRNAs oriundas de dados de
transcriptoma.

Analisar os dados de time-course durante o estresse ao etanol e avaliar o papel

dos IncRNAs na regulacdo da expressao genica de seus vizinhos.

2.2. Objetivos especificos

1. Reconstruir os INcCRNAs a partir dos dados de transcriptoma oriundos de experimentos
de estresse maximo ao etanol com linhagens tolerantes e pouco tolerantes a esse
composto;

2. Predizer a interacéo entre INcRNAs-proteinas para cada uma das linhagens escolhidas
para o projeto;

3. Predizer o potencial desses INcRNAs em codificar micropeptideos;

4. Avaliar e comparar as ontologias das proteinas-alvo dos INncCRNAs entre as diferentes
linhagens, buscando compreender se ha um padrao para as linhagens mais tolerantes
ao etanol;

5. Avaliar a expresséo diferencial dos IncRNAs comparando tratamento vs controle.

6. Avaliar as vizinhancas gendmicas dos INcRNAs e identificar o impacto dos IncRNAs na

expressao desses genes.

30



6. Concluséo

Esta € o primeiro trabalho a analisar os INncRNAs frente a toleréncia ao etanol em
S. cerevisiae, além de ter propiciado o maior catalogo disponivel até entdo dessas
sequéncias nessa espécie.

Em uma visdo geral, trabalhamos sob a hip6tese de que os IncRNAs tém um
importante papel no controle da expressao dos seus respectivos vizinhos e que, quando
analisados com base na rede de interacdes INcRNAs-proteinas aqui descritas, existem
informacdes que se sobrepdem e se complementam em grande parte, apesar de
possivelmente haver diferencas entre o controle transcricional feito pelos INcCRNAs das suas
proteinas-alvo (em trans) e dos seus genes vizinhos (em cis).

Como demonstrado nos exemplos acima, as regulac¢des da regiao de vizinhancga do
IncRNA (regulacéo cis) séo varias, indo desde regulacdes pré-transcricionais (atuando em
conjunto a cromatina e modificando histonas), as pés-transcricionais (atuando diretamente
no processo traducional e sendo fator chave no processo de splicing alternativo). Isso acaba
levando a uma ligacédo entre as caracteristicas regulatérias dos IncRNAs em cis e em trans,
ja que elas parecem se relacionar. Quando em trans, os IncRNAs aqui identificados
parecem atuar de forma mais intensa para combater algum estressor, além de terem uma
atuacdo em uma maior quantidade de vias biologicas (por exemplo, o transcr_18666 da
linhagem S288c, o qual esta presente 72 vezes nos mais variados mapas metabdlicos), ao
passo que em cis, 0s INncRNAs parecem nao ter uma diferenca tdo intensa entre as
expressfes sob condicdes 6timas vs. estresse. Porém, por conta do seu carater de
regulador local (ou seja, acabam tendo uma atuagdo em uma menor quantidade de locais),
esses INncRNAs acabam tendo uma expressdo em geral menos variavel, levando a

manutencao dos processos celulares independente dos fatores externos.
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Adicionalmente, confirmamos uma pobre conservagao estrutural entre os INCRNA,
ao passo que ha uma forte conservacao evolutiva no que tange aos seus papéis sistémicos,
mostrando a tendéncia entre diferentes organismos do papel evolutivo desses RNASs.

Conclui-se entdo, com base nas redes de interacdo IncRNA-proteinas e suas
possiveis forma de interacdo em trans, nas andlises de enriqguecimento com termos
ontologicos diretamente relacionados a tolerancia ao estressor aqui discutido e nas anélises
das relagbes dos genes vizinhos com suas formas de interacao locais em cis, que ha fortes
evidéncias de que os long non-coding RNAs realmente possuem papel ativo no controle da
tolerancia ao etanol e até no controle da tolerancia a outros estressores nas linhagens de
S. cerevisiae analisadas, decorrente do seu leque de formas de regulacéo propostas neste

trabalho.
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