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Resumo

Leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae sdo amplamente utilizadas na
indastria da produgdo de etanol pela fermentagdo alcoolica da cana-de-agucar (Saccharum
sp). A fermentacdo ¢ realizada em biorreatores, € uma estratégia bastante difundida para se
economizar dinheiro e tempo ¢ reutilizar as células como in6culo por vérios ciclos de
fermentagdo (reciclo). Linhagens selvagens de S. cerevisiae, isto €, que naturalmente habitam
a cana-de-aglcar, tem a capacidade de sobreviver a esses ciclos fermentativos, podendo ser
utilizadas em reciclo. Uma das linhagens selvagens mais utilizadas pela industria brasileira ¢ a
Pedra 2 (PE-2), linhagem estudada neste trabalho, em que foi feita uma analise
transcriptomica de condigdes normais e em estresse de etanol (6% v/v etanol). O conjunto dos
RNAs de uma célula ¢ denominado transcriptoma. Para obté-lo se utilizam métodos de
sequenciamento de RNA. Sabendo a quantidade de diferentes sequéncias de mRNAs em uma
amostra, ¢ possivel se ter informagdes sobre a expressdo génica da amostra no momento da
coleta. Com esses dados, andlises estatisticas foram utilizadas para comparar diferentes
amostras, e compreender as relagdes e funcionalidades dos genes diferencialmente expressos.
A resposta de S. cerevisiae ao estresse de alcool ¢ bastante complexa, e dificilmente se
encontra um padrdo de expressdo génica durante o estresse. Os resultados obtidos, apos
filtragem dos dados por significancia, demonstraram regulacdo positiva de 214 genes, e
negativa de 355 genes. Das fungdes analisadas, genes relacionados a ribossomos foram os
mais afetados negativamente, porém genes ligados a biossintese de ribossomos tiveram uma
expressividade positiva. A regulacao negativa de genes relacionados a ribossomos e proteinas
demonstra resposta ao estresse de etanol, porém a resposta obtida quanto aos mecanismos de
tolerancia ao etanol por parte de genes relacionados a membrana plasmatica, parede celular,
proteinas de choque térmico, regeneragao de NADH/NADPH, gliconeogénese, ¢ alguns
fatores de transcri¢do ndo demonstraram correlagdo com o que ja havia sido descrito na
literatura em outras linhagens. Isso pode ser devido a um diferente mecanismo de resposta ao
etanol por PE-2, ou simplesmente por falta de estudos suficientes sobre a resposta especifica

ao etanol por S. cerevisiae.
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1.

Introducéo

1.1 RNA-Seq e analise de expressao génica diferencial

Transcriptoma se trata do conjunto dos RNAs de uma, ou de um grupo de células,
transcritos pelas enzimas RNA Polimerases (RNApol) a partir de informagdes contidas no
DNA. Deste modo, o transcriptoma engloba de forma quantitativa e qualitativa todo o RNA
encontrado encontrados em uma célula ou em um agrupamento celular em um momento ou
condi¢do especifica. (BROWN, 2002) A composicao destes transcritos inclui RNAs
mensageiros (mMRNA), RNAs ndo codificantes e moléculas de small RNA (sRNA).
Estimando-se a quantidade de cada transcrito relativa ao total de transcritos, ¢ possivel
comparar mudancgas na expressdo de genes de amostras obtidas em diferentes condi¢des ou

estagios de desenvolvimento (WANG et al., 2009).

Existem diversos métodos para se obter um transcriptoma, porém os mais utilizados
atualmente se baseiam em sequenciamentos de alto rendimento, ou seja, o que ¢ conhecido
como High-Throughput Sequencing (HTS), aplicado frequentemente no sequenciamento de
moléculas de DNA (WANG et al., 2009). O método RNA-Seq, baseado em HTS, possui
algumas vantagens relevantes em comparacdo a métodos baseados em hibridizagdo, como
Microarray. Métodos que utilizam hibridizacdo para obter o transcriptoma necessitam de um
conhecimento prévio do genoma para serem aplicados. Outro problema ¢é a geragdo
espontanea de hibridos cruzados, criando uma maior dificuldade de deteccdo das bases
(OKONIEWSKI & MILLER. 2006; ROYCE et al., 2007). A tecnologia usada em RNA-Seq
nao possui uma limitagdo quanto a detec¢ao apenas de sequencias genomicas ja conhecidas, o
que faz com que RNA-Seq possa ser utilizado para o estudo de organismos nao-modelo. Pela
natureza fragmentada da leitura, sequencias curtas podem revelar informagdes sobre a
conectividade de exons, e também por isso € raro que ocorra hibridizagdo cruzada. Além disso

variacoes das sequencias podem ser encontradas (MARIONI et al., 2008).

O procedimento aplicado para o sequenciamento de RNA em equipamentos de HTS
geralmente se baseia na obtengao prévia de fragmentos de DNA complementar (cDNA) da
amostra, isto €, moléculas de DNA obtidas a partir da transcri¢do reversa de um mRNA pela
enzima transcriptase reversa (SONESON & DELORENZI, 2013). Ap6s o sequenciamento, as
sequéncias dos fragmentos sdo armazenadas em um computador, indistintamente e juntas em

um mesmo arquivo. A partir disso, para se estimar a expressdo génica diferencial entre



amostras, ¢ necessario que as sequéncias sejam alinhadas contra um genoma de referéncia.
Isso ¢ feito pela verificagdo da similaridade entre cada sequéncia de fragmento e o genoma de
referéncia, geralmente ja contendo a anotacao dos genes, ou seja, a localizacdo de tais genes
em meio ao genoma completo e seus cromossomos. A esse processo ¢ dado o nome de
mapeamento, e seu resultado ¢ uma contagem numérica da quantidade de fragmentos que sdo

relacionados a cada gene da referéncia.

Apbés o sequenciamento e mapeamento, se procuram genes diferencialmente
expressos, ou seja, genes que apresentem uma quantificagao de expressao discordante entre os
tratamentos analisados. Para comparar as amostras e encontrar genes diferencialmente
expressos ¢ necessario utilizar analises estatisticas sobre os dados obtidos pelo mapeamento,
porém realizar uma andlise estatistica diferencial dos dados obtidos a partir de um RNA-Seq
possui algumas dificuldades. (SONESON & DELORENZI, 2013) Um exemplo ¢ o problema
de que genes de maior tamanho (com mais bases) criam uma maior probabilidade de que um
fragmento seja contabilizado mais vezes durante o mapeamento, se comparado com o
mapeamento de um fragmento de mesma expressividade, mas contra um gene menor
(OSHLACK et al., 2010). Outro problema ¢ o fato de diferentes amostras terem diferentes
quantidades de leituras (reads) mapeadas, ou seja, as amostras ndo sdo diretamente
comparaveis, criando a necessidade de se realizar uma normalizacdo dos dados de todas as
amostras antes de prosseguir com a analise (BULLARD et al., 2010). Por conta da grande
quantidade de varidveis a serem levadas em consideracdo na hora de gerar esse tipo de analise
estatistica, e das dificuldades encontradas, diferentes métodos vem sendo desenvolvidos. Um
dos conjuntos de testes estatisticos mais utilizados atualmente ¢ o DESeq2 (LOVE et al.,

2014), disponivel gratuitamente dentro do pacote Bioconductor para a plataforma R.

1.2 Andlise de representatividade funcional de genes

“Gene Onthology” (GO) ¢ uma iniciativa criada pelo Gene Ontology Consortium
como meio de criar um vocabulério padronizado que represente genes e produtos génicos de
todas as espécies, com suas respectivas informagdes. (THE GENE ONTOLOGY
CONSORTIUM, 2000). Esse vocabuldrio se expande em trés categorias: (1) processo
biologico, (2) fungdo molecular e (3) componente celular. A primeira categoria, processo
bioldgico, se refere a contribui¢do que certo gene realiza a um objetivo bioldgico, geralmente

transformagodes fisicas ou quimicas de moléculas. Funcado molecular se refere a atividade



bioquimica de um produto génico. Componente celular se trata do local fisico dentro de uma
célula onde o produto desse gene ¢ ativo. Utilizando apenas o nome padronizado de genes de
interesse ¢ possivel obter sua classificagdo em qualquer uma das trés categorias de GO, e

assim entender a relagdo entre diversos genes simultaneamente.

1.3 Tolerancia ao etanol em Saccharomyces cerevisiae

Leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, sio amplamente utilizadas em
processos de fermentacdo, e consequentemente na produgdo de etanol a partir de aglicares
extraidos de vegetais, como a cana-de-agucar (Saccharum sp). Uma estratégia bastante usada
durante a produc¢ao de etanol €, ao final do ciclo de fermentacao, realizar o reciclo das células
como parte do indculo do proximo ciclo, reduzindo significativamente o tempo e custo de se
preparar um novo inoculo (KAVANAGH & WHITTAKER, 1994). Essa estratégia,
entretanto, agrava estresses impostos a leveduras, podendo causar a reducdo da viabilidade
celular (BASSO et al., 2008). Por conta disso, ¢ de interesse industrial que as linhagens de S.
cerevisiae utilizadas nesse processo tenham uma tolerancia alta ao etanol. Até o final da
década de 1980, linhagens modificadas em laboratorio eram procuradas na tentativa de se
aumentar a eficiéncia do processo fermentativo (RODRIGUES & ANDRIETTA, 1995),
porém estes organismos nao sobreviviam ao processo completo. Linhagens de S. cerevisiae
selvagens, que habitam naturalmente a cana-de-aglicar, demonstram maior resisténcia ao
processo fermentativo, € mesmo apds a reutilizacdo dos indculos em mais de um ciclo
fermentativo conseguem se manter viaveis (BASSO et al., 1993). Dentre as varias linhagens
de leveduras selvagens utilizadas atualmente pela induastria de producao de etanol brasileira, a
linhagem Pedra 2 (PE-2) se destaca por diversos fatores, entre eles a alta tolerancia ao etanol e
alguns metabolicos toxicos, ao estresse oxidativo e mesmo a variacdes de temperatura
(PEREIRA et al., 2010). A resposta generalizada das leveduras ao estresse ¢ bastante
complexa, e envolve aspectos como recepgdo e transducdo de sinais, controle transcricional e
pos-transcricional, o acumulo de proteinas protetoras ¢ um aumento na atividade de fungdes
de reparo (MAGER & FERREIRA., 1993), porém comparar a atividade génica da resposta
especifica ao estresse de etanol da linhagem PE-2 com outras linhagens de S. cerevisiae pode

gerar novos conhecimentos sobre os mecanismos de resisténcia ao etanol adquiridos por PE-2.

Em um ambiente com uma alta concentragdo de etanol, podem ser observados alguns

efeitos comuns de estresse sobre Saccharomyces cerevisae. O etanol inibe a levedura de



forma que em baixas concentragdes ocorre uma diminui¢do da taxa de divisdo e crescimento
celular. Em altas concentragdes, ocorre um aumento generalizado da taxa de morte celular
(BIRCH & WALKER, 2000). Um ambiente com etanol faz também com que a fluidez da
membrana celular das leveduras aumente, e que a integridade da membrana diminua. Como
resposta ao estresse gerado pelo etanol, proteinas de choque térmico (HSP) sdo produzidas,
diminuindo a taxa de acumulo de RNA e proteinas, aumentando a taxa de mutacdes no DNA,
desnaturando proteinas e enzimas e reduzindo a atividade delas (HU et al, 2007).
Levantamentos e revisdes realizados no passado apontam as principais respostas conhecidas
ao estresse de etanol por S. cerevisiae, e quais genes apresentam uma resposta de regulagdo
nesse caso especifico (MA & LIU, 2010; STANLEY et al., 2009). Um dos primeiros estudos
de expressdo génica durante estresse de etanol conduzido em S. cerevisiae mutantes
(OGAWA et al., 2000) revelou uma grande regulacdo positiva dos genes CTT1 (codifica a
catalase citosolica T), GPD1 (codifica a glicerol-3-fosfato dehidrogenase), SPI1 (codifica uma
proteina da parede celular), HSP12 (codifica uma HSP associada a membrana) e HOR7
(codifica uma proteina de membrana do tipo I). Estudos realizados com o método de “single
gene knockout” (SKGO) demonstraram que diferentes genes estdo envolvidos na resposta de
leveduras mutantes a diferentes concentragdes de etanol (8% e 11% v/v) (KUBOTA et al,
2004). Outro estudo observou que apenas 7% dos genes regulados positivamente em
condigoes de estresse de etanol eram os mesmos para 3 horas e 1 hora de estresse
(CHANDLER et al., 2004), logo o tempo que as leveduras permanecem no meio estressante
também ¢ um fator a ser levado em conta. Uma revisao publicada em 2009 por STANLEY et
al., mostrou que o resultado de quatro estudos similares (YOSHIKAWA et al., 2009; FUJITA
et al., 2006; KUBOTA et al., 2004; VAN VOORST et al., 2006), porém distintos, observando
mutantes sensiveis ao etanol por SKGO mostrou que apenas 18% dos genes deletados
resultavam em leveduras sensiveis em pelo menos dois dos estudos, isto €, 82% dos genes
deletados resultaram em sensibilidade apenas em seu estudo de origem, sendo que apenas os
genes VPS36 e SMII tiveram resultados positivos nos quatro estudos. Outro resultado comum
entre os quatro estudos foi a grande significancia da sintese de aminoacidos e fungdes do
vacuolo e mitocOndrias na tolerdncia ao etanol, o que foi evidenciado por uma andlise dos
genes em categorias GO. A impossibilidade de uma comparagdo apropriada dos quatro
estudos corrobora com a ideia de que ¢ necessario ter cuidado na hora de se realizar
interpretacdes generalizadas baseadas em apenas um estudo, j4 que uma diferenca na
linhagem de levedura escolhida, ou no tempo de estresse aplicado, geram resultados com

bastante disparidade (STANLEY et al., 2009).



2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo principal realizar uma andlise transcriptomica de
leveduras da espécie Sacchararomyces cerevisiae (Linhagem Pedra-2) utilizando ferramentas
de bioinformatica para, a partir da contagem de mRNA, observar a expressdo génica
diferencial de grupos submetidos a tratamentos com diferentes niveis de estresse de etanol
(0% vs. 6% v/v de etanol). Além disso, os resultados serdo comparados com outros estudos
anteriores na area, tendo ainda como objetivo diferenciar a resposta ao estresse de etanol de

Pedra-2 de outras linhagens de S. crevisiae.

3. Materiais e Métodos

3.1 Cultivo e obtencgéo do transcriptoma de S. cerevisiae PE-2

Primeiramente se conseguiu uma linhagem diploide de S. cerevisiae PE-2, obtida do
estoque do professor Luiz Carlos Bassi (ESALQ). Dessa linhagem diploide se obtiveram os
progenitores haploides H3 e H4. A partir do cruzamento de H3 e H4 se formou uma linhagem
diploide, cultivada em condi¢des de crescimento normal e com 6% v/v de etanol. O material
foi crescido overnight e inoculado (densidade dtica de cerca de 0,1) em 3 réplicas de dois
meios de cultura diferentes, um sem alcool e outro 6% v/v de etanol. O material foi recolhido
na fase exponencial de crescimento (OD de 0,6-0,9), peletado e congelado em nitrogénio
liquido. Se extraiu o RNA total utilizando o kit RNAeasy (QUIAGEN), seguido da extragdao
do mRNA. Foram preparadas bibliotecas de RNA-seq com o kit TruSeq Stranded mRNA
Sample Prep e sequenciadas na plataforma Illumina MiSeq (2 x 75 pb).

3.2 Filtragem e mapeamento de sequencias contra modelos génicos

Finalizado o sequenciamentos das bibliotecas por RNA-Seq, as respectivas sequéncias
foram obtidas via internet da nuvem BaseSpace (Illumina) em arquivos diferentes para cada
amostra, todos no formato “.fastq”. Para cada leitura de sequenciamento de cada amostra, foi
realizado um processo de filtragem de qualidade, em que bases com um Phred score com
probabilidade de erro maior do que 0,05 foram cortadas das sequéncias. Utilizando o
algoritmo de mapeamento “RNA-Seq Analysis”, disponivel na plataforma CLC Genomic

Workbench (CLC Bio, QIAGEN), as leituras de sequenciamento de cada amostra foram



alinhadas contra um modelo génico de Saccharomyces cerevisiae linhagem PE-2. Este
modelo foi gerado a partir da obtengdo do genoma do progenitor haploide H3, sendo que a
anotacao dos genes foi feita parcialmente por resequenciamento contra o genoma de S.
cerevisiae S288c, ja integralmente sequenciado, e manualmente para certos genes. Esse
algoritmo realizou também uma contagem do numero de vezes que cada gene se encontra
representado na amostra. Os seguintes parametros foram utilizados no algoritmo “RNA-Seq

Analysis” para estes alinhamentos:

Mismatch cost: 2

Insertion cost: 3

Deletion cost: 3

Length fraction: 0,8

Similarity fraction: 0,8

Strand specific: Both

Maximum number of hits for a read: 10

3.3 Estudo de Expressdo Génica Diferencial

Para se realizar o estudo de expressdo génica diferencial, os dados obtidos a partir da
quantificagdo dos transcritos nas amostras foram utilizados junto do conjunto de testes
estatisticos DESeq2 (LOVE et al, 2014) no software R, que gerou uma tabela comparativa
entre as contagens de transcritos das duas condigdes de crescimento da levedura (meio com
0% e 6% v/v de etanol). A tabela obtida apresentou calculos estatisticos de p-value, fold
change e false discovery rate (FDR), entre outros. O critério utilizado para filtrar dados
potencialmente inconsistentes dessa tabela foi estabelecido como um FDR < 0,001. Além
disso foram filtrados da lista genes que ndo contivessem 10 contagens de reads em pelo
menos uma das seis amostras analisadas. Sendo este estudo em que o tratamento com 0% v/v
de etanol ¢ considerado o controle, entdo os genes cuja expressdo se encontra aumentada na
condi¢do de tratamento de etanol 6% v/v sdo referidos como positivamente expressos
(upregulated). Por outro lado, genes cuja expressdo se encontra diminuida na condigdo de

estresse de etanol a 6% v/v sao referidos como negativamente expressos (downregulated).
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3.4 Analise GO

O nome dos genes que integram a lista gerada pelo DESeq2, apoés filtragem, foram
separados em duas listas baseadas em seu fold change, sendo uma lista composta pelos genes
regulados positivamente (214 genes) e outra pelos genes regulados negativamente (355
genes). Ambas as listas de genes foram utilizadas na ferramenta Gene Ontology Term Finder,
disponivel no website da SDG (Saccharomyces Genome Database, em www.yeasgenome.org)
(CHERRY et al, 2012), e geraram novas listas contendo a classificagdo dos genes em funcao
molecular, processo metabolico e componente celular onde se encontram. As classificagdes e
subclassificagdes dadas aos genes nao sdo mutuamente exclusivas, portanto um gene ter mais

de uma classificagdo.

4. Resultados

4.1 Estudo de expresséo génica diferencial

O processo de mapeamento encontrou sequéncias de mRNAs relativas a 5722 genes
diferentes no total das seis amostras. Apesar de bastante robustas, as anotacdes do modelo
génico de S. cerevisae PE-2 utilizado no mapeamento ndo estavam completas, portanto deve-
se levar em consideragao que alguns genes podem ter sido ignorados durante o processo.
Apods a obtencdo da tabela de resultados estatisticos obtida pelo DESeq2, e filtragem dos
resultados com FDR menor que 0,001, foram mantidos em uma nova tabela os resultados de
642 genes, sendo que 355 dos genes foram encontrados como regulados negativamente e 214
regulados positivamente. A maior parte dos genes que apresentaram expressdo diferencial
demonstraram um fold change bastante proximo de 1,0 (para os positivamente expressos) ¢ -
1,0 (para os negativamente expressos), tendo poucos valores discrepantes no geral (Figura 1).
Uma anélise PCA (Principal Component Analysis), gerada com os dados de cada amostra,
demonstrou correlacdo nas amostras do grupo controle e do tratamento com etanol entre elas
mesmas (Figura 3). Dos genes regulados negativamente, IMD2, YLLO53C, ZRT1, BNA2 ¢
IRC18 tiveram o fold change mais negativo, indicando que foram os cinco genes com a
expressdao mais reduzida no tratamento de 6% v/v de etanol. Os cinco genes regulados mais

positivamente foram FMP43, YPR036W-A, UBX6, TDHI e TAT1 (Tabela 1).
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Figura 1 — Box plot formado pelos dados obtidos com o DESeq2. O eixo y representa o fold change

(log2) das amostras, sendo a cor vermelha representante dos genes regulados negativamente, e azul os

genes regulados positivamente.

Gene Fold Change Descricdo

IMD2 -11,45 IMP Desidrogenase - Biossintese de GTP
YLLO53C -4,73 Aquaporina expressa apenas em células em crescimento
ZRT1 -4,25 Transportador de Zinco pela membrana plasmatica
BNA2 -4,01 Triptofano 2,3-desidrogenase putativa- Biosintese de NAD
IRC18 -3,96 Proteina envolvida na formacao da parede celular externa
FMP43 7,13 Subunidade de carreador de piruvato mitocondrial
YPRO36W-A 6,36 Proteina hipotética

uUBX6 5,11 Proteina reguladora de ubiquitina X

TDH1 4,89 GAPDH - Envolvida na glicolise e gliconeogénese
TAT1 4,82 Transportador de aminoacidos

Tabela 1 - Resultados estatisticos obtida a partir do DESeq2, contendo os 5 genes com as maiores

diferencas na taxa de expressdo (Fold Change) regulados negativamente e positivamente,

respectivamente.
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Com as anotagdes designadas aos genes, foi possivel, a partir da tabela filtrada de 642
genes, separa-los em algumas categorias especificas, dependendo da rota metabdlica que
integrem, ou componente que facam parte. Diferente da andlise GO, essa separacao foi feita
manualmente, selecionando os grupos que tiveram diferenca de expressao mais Obvia,
entrando nas categorias de biossintese de cisteina (15 genes), biossintese de lisina (2 genes),
glicolisacdo de proteinas (4 genes), biossintese de NAD (9 genes), biossintese de purinas (12
genes), biogénese de ribossomos (44 genes), relacionados a ribossomos (132 genes), tradugdo

de proteinas (15 genes) e relacionados a ribossomos mitocondriais (61 genes) (Figura 2).

Genes expressos diferencialmente

Relacionados a ribossomos
Ribossomo mitocondrial
Biogenese de ribossomos
Traducao

Biossintese de cisteina
Biossintese de purinas
Biossintese de NAD

Glicolisagdo de proteinas

Biossintese de lisina

o
N
o
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140

B N de genes regulados negativamente ~ BN de genes regulados positivamente

Figura 2 — Numero de genes expressos diferencialmente de forma positiva e negativa no tratamento

de 6% v/v de etanol, relativo ao total de cada categoria de genes.

4 °
L
2 -
s
g
& o- group
e 6% Viv
& 5. » Controle
&
&)
o
_4 -
®
i i L] i i i
-10 -5 0 5 10 15
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Figura 3 — Analise de componente principal (PCA). O componente principal utilizado foi a contagem

de mRNAs em cada gene (apds normalizagio).
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4.2 Analise GO

Foram utilizadas separadamente as listas dos genes regulados negativamente e
positivamente, e obtidas novas listas para cada categoria GO. Na classificagao de componente
celular, os genes regulados negativamente foram divididos em 24 subgrupos, com 93,2%
desses genes fazendo parte de uma célula (GO:0044464) (classificagdo mais abrangente) e
20,3% fazendo parte de ribossomos (GO:0005840). Ainda em componente celular, os genes
positivamente regulados foram divididos em 11 subgrupos, ndo apresentando genes
relacionados a ribossomos, porém com 9% relacionados a pré-ribossomos (GO:0030684).
Outra subdivisdao presente apenas nos genes upregulated foi a de genes relacionados ao

nucléolo (GO:0005730), representando 13,7% da amostra de 214 genes (Figura 4).
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GO - Componente
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Figura 4 — Classificagdo dos genes baseada em componentes apds analise GO. As barras azuis

representam genes regulados positivamente, e as barras vermelhas genes regulados negativamente. A

extensdo das barras representa a porcentagem de genes da amostra total que receberam cada

classificacdo.

Na classificagdo GO de fun¢do molecular os genes negativamente regulados foram

classificados em “constituinte estrutural de ribossomos” (GO:0003735) (18,6%) e “atividade

molecular estrutural” (GO:0005198) (21,1%), enquanto os genes positivamente regulados

entraram apenas na classificacao de “ligagdo ao mRNA” (G0O:0003729) (9,0%). Em ambos os

casos a maior parte dos genes nao foi classificado como possuindo alguma fun¢do molecular

(Figura 5).
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GO - Funcao molecular

Ligacdo ao mRNA I
atividade molecular estrutural I
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Figura 5 — Classificacdo dos genes baseada em fun¢do molecular. A cor azul representa genes
positivamente expressos ¢ vermelho genes negativamente expressos. A extensdo das barras representa

a porcentagem de genes da amostra total que receberam cada classificacao.

A classificacio em processo bioldgico gerou resultados apenas para os genes

expressos negativamente, classificando-os em 14 processos biologicos (Figura 6).

GO - Processo biolégico
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processos biossintéticos
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processos celulares biossintéticos
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processos biossintéticos de amida

processos metabdlicos de peptideos
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tradugdo citoplasmatica

montagem ribossomal
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0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00% 50.00% 60.00% 70.00% 80.00% 90.00%100.00%

Figura 6 — Classificacdo dos genes baseada em processo biologico. Apenas genes negativamente

expressos receberam essa classificacao.

Discussao

Em um contexto geral, um pouco mais que a metade dos genes encontrados com taxas
de regulagdo alteradas eram regulados negativamente (55,3%). Um maior nimero de genes
regulados negativamente ja era esperado, ja que quando leveduras se encontram em condig¢des

de estresse, ¢ comum ocorrer uma repressao global da quantidade de ribossomos na célula, e
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consequentemente da sintese de proteinas. Essa reducao tende a garantir um menor uso de
energia que seria usada na cria¢do de novas proteinas e no sistema de controle de qualidade de
proteinas (HOLCIK & SONENBERG, 2005). A resposta ao estresse de etanol por
Saccharomyces cerevisiae PE-2 ndo foge ao esperado nesse aspecto, tendo em vista também
que durante este experimento, as leveduras tratadas com 6% v/v de etanol levaram um tempo
maior para atingir a fase exponencial de seu crescimento overnight do que as leveduras do
tratamento controle. De acordo com a analise GO de fun¢do molecular, aproximadamente
20% dos genes regulados negativamente tem produtos que sdo constituintes estruturais dos
ribossomos, porém na andlise manual da categorizacdo dos genes (Figura 2), foram
encontrados 92 genes regulados negativamente relacionados a ribossomos no geral, isto &,
26% desses genes. Na analise GO de processos metabolicos (Figura 6), apenas genes
regulados negativamente foram categorizados, o que pode indicar uma falta de consisténcia na
regulagdo positiva, e se tratar de genes regulados positivamente ao acaso, porém a analise
PCA (Figura 3) ndo corrobora com esta ideia. Genes relacionados particularmente a biogénese
de ribossomos demonstraram, no geral, aumento em expressao, representando 16% dos genes
regulados positivamente. Sfplp ¢ um fator de transcricdo relacionado a biogénese de
ribossomos, ¢ como descrito por FINGERMAN et al. (2003), o gene SFP1 tende a ser
positivamente expresso em S. cerevisiae durante o estresse. Esse ndo foi o caso de PE-2, que
manteve a expressdo de SPF1 praticamente inalterada, porém, realizando uma analise de
fatores de transcricao pela base de dados YEASTRACT (TEIXEIRA et al., 2018), se observou
que 74% dos genes regulados positivamente eram regulados pelo fator de transcri¢ao (TF)
Sfpl. Em contrapartida, 79,7% dos genes regulados negativamente também eram regulados

por Sfpl, o que gera incerteza quanto a natureza desse TF na condigdo de estresse por etanol.

Vérios mecanismos ¢ genes relacionados a tolerancia ao estresse alcodlico por
Saccharomyces cerevisiae ja foram descritos na literatura. Muitos desses genes positivamente
regulados durante o estresse estdo envolvidos na composicdo da membrana plasmatica e
parede celular, porém a maior parte dos genes relacionados a membranas e paredes sao
regulados negativamente durante o estresse de etanol, sugerindo que possa haver um
mecanismo de remodelagem da parede como resposta ao etanol (KUBOTA et al, 2004;
FUJITA et al, 2006; VAN VOORST et al, 2006). Comparando os genes ativados no
tratamento de PE-2 com 6% v/v de etanol, pdde ser observada a regulacdo positiva de alguns
genes ja descritos na literatura. O gene TSC13, relacionado a elonga¢do de correntes de

acidos-graxos saturados, demonstrou ter sido regulado positivamente (fold change: 2,94).
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HACI, envolvido na regulacdo de lipidios e na biogénese da membrana, MNNIO,
componente do complexo maniltransferase presente na membrana plasmatica, e KRE®6,
codificador da B-glucano sintase que atua na constru¢ao do B-glucano da parede celular,
apresentaram fold change de 2,59, 2,58 e 2,51 respectivamente. O gene ERG6, envolvido na
biossintese de ergoesterol, quando deletado em mutantes, gera individuos intolerantes ao
etanol (KUBOTA et al, 2004; FUJITA et al, 2006; VAN VOORST et al, 2006;
YOSHIKAWA et al, 2009), porém esse gene mostrou um fold change de -2,3, ou seja, estava
regulado negativamente, assim como o esperado de todos os genes relacionados a biossintese
de ergoesterol (ALEXANDER et al, 2001; CHANDLER et al, 2004), o que demonstra que
nem sempre genes com produtos essenciais para a tolerancia ao etanol sdo regulados

positivamente.

Uma outra resposta comumente encontrada em S. cerevisiae ao estresse alcodlico ¢ a
regulacdo positiva de genes que codificam proteinas de choque térmico (HSP). Nesse caso
ndo ocorreu regulacdo positiva relevante de nenhum gene do grupo HSP, como seria o
esperado, porém o gene HDAI1, que induz a produg¢ao de Hsp90, uma proteina de choque
térmico responsavel pela resisténcia a certas drogas em fungos (ROBBINS et al, 2012), teve
um fold change de 3,39. O papel das HSPs geralmente é o mesmo de chaperonas, garantindo
que proteinas manterdo uma conformac¢do funcional, portanto genes que codifiquem
chaperonas no geral podem ter o mesmo efeito durante o estresse de etanol. O etanol possui a
capacidade de desnaturar proteinas, criando um acumulo delas dentro da células, o que faz
com que seja necessario que leveduras tolerantes ao etanol possuam um bom sistema de
reparo de proteinas (MA & LIU, 2010). PE-2 demonstrou um aumento na expressao de JJJ1
(fold change: 2,26), uma co-chaperona relacionada com a biogénese de ribossomos. O
acumulo de trealose parece ser bastante comum em leveduras em estresse de etanol, e células
que nao conseguem acumula-la tendem a ter seu crescimento retardado (OGAWA et al, 2000;
KAINO & TAKAGI, 2008), porém PE-2, mesmo em condi¢gdes de estresse de etanol, ndo
demonstrou nenhum aumento significativo na regulagao dos genes de producao de trealose,
mas também ndo apresentou expressdo aumentada dos genes degradadores de trealose, que
também, em outros experimentos, tenderam a ter um aumento de expressao (CHANDLER et

al, 2004).

De acordo com estudos realizados por ALEXANDRE et al. (2001) e CHANDLER et

al. (2004), a maior parte dos genes de S. cerevisiae relacionados com a regeneracdo de
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NADH/NADPH sao regulados positivamente em situagdes de estresse alcoolico, mas nao foi
isso que se observou em PE-2. Com excec¢dao de TDHI, relacionado com a glicdlise, todos os
outros genes envolvidos na regeneracdo NADH/NADPH nao demonstraram aumento de
expressao, e alguns genes envolvidos na biossintese de NAD, como os genes da familia BNA
(biossintese de NAD a partir do triptofano), demonstraram uma diminui¢do em sua taxa de
expressdo. Foi encontrado por MA & LIU (2010) que o controle (selvagem) demonstrava uma
queda na expressao de genes relacionados a regeneracdo de NADH/NADPH apds 6 horas de
experimento, porém a linhagem utilizada ndo conseguiu estabelecer uma cultura, portanto
podendo significar que uma diminui¢do da expressdo por conta de tempo em estresse nao foi
o que ocorreu com PE-2. Ainda de acordo com MA & LIU (2010), a observagao que fazem
apods a andlise dos dados de diversos artigos envolvendo a transcriptomica da tolerancia ao
etanol em S. cerevisiae, ¢ de que a resposta ao estresse observada nem sempre demonstra
caracteristicas de tolerancia, e que apenas caracteristicas funcionais e a propria demonstragao
da tolerancia podem ser levadas em conta para se prever a performance de uma linhagem a

fermentacgao alcoolica.

TEIXEIRA et al. (2006) e MA & LIU (2010) demonstraram que grande parte dos
genes regulados positivamente durante o estresse de etanol eram regulados por principalmente
4 fatores de transcri¢ao: Msn2p, Msndp, Yaplp e Hsflp. Esses TFs foram analisados
utilizando a ferramenta YEASTRACT junto das listas de genes positivamente e
negativamente regulados. Msn2p e Msndp, indutores de genes de estresse ambiental por
elementos de resposta ao estresse (STRE), ndo demonstraram resultados confidveis (p-value
baixo), e genes downregulated e upregulated tiveram uma mesma porcentagem de genes
regulados por tais TFs. Yaplp, um TF requerido na tolerancia ao estresse oxidativo, também
nao demonstrou dados conclusivos. Hsflp foi o unico fator de transcri¢do sugerido
anteriormente que apresentou valores bem definidos entre os genes regulados positiva e
negativamente. Aproximadamente 43% dos genes downregulated sdo regulados por Hsflp,
com um p-value menor que 1,00E-15, enquanto os genes upregulated demonstraram 29,2%
dos genes regulados por Hsflp, porém com um p-value de 0,03, ou seja, pouco confiavel.
Esse resultado vai contra o esperado pela literatura anterior, ja que Hsflp se trata de um TF
envolvido na transcricdo de genes relacionados ao dobramento de proteinas, detoxificagdo,
geracdo de energia e organizagcdo da parede celular (HAHN et al., 2004; EASTMOND &
NELSON, 2006).
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Conclusao

A resposta ao estresse de etanol foi observada em Saccharomyces cerevisiae PE-2
quando comparando um grupo tratado com 6% v/v de etanol a um grupo controle. Essa
resposta ficou evidenciada pela regulacdo negativa encontrada em diversos genes,
principalmente dos genes relacionados a ribossomos e a produgdo e reparo de proteinas, o que
resultou em um tempo de crescimento mais lento das leveduras no meio com etanol até a fase
exponencial. Apesar de S. cerevisiae demonstrar tolerancia ao etanol, o mecanismo por qual
essa tolerancia ¢ expressa ndo pode ser observado com clareza, e inclusive muitos dos dados
obtidos foram contra trabalhos anteriores com outras linhagens. Esses resultados podem
indicar que os mecanismos de tolerancia ao etanol de PE-2 ndo sdo os mesmos dos
convencionais, porém podem também ter sido fruto de um ainda baixo conhecimento da
resposta especifica ao estresse de etanol por leveduras, aliado a uma falta de padrao dos

trabalhos realizados nessa area.
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