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RESUMO

O Brasil é maior produtor mundial de etanol a partir da cana-de-acucar, uma
das commodities mais biotecnoldgicas dos ultimos anos. Durante todo o processo de
fermentacdo as células de levedura (Saccharomyces cerevisiae) sdo expostas aos
mais diversos agentes estressores, desde o tratamento acido para a reciclagem das
células ao proprio produto da fermentacdo, o etanol — um dos principais
desestabilizadores da estrutura e funcdo celular das leveduras. Neste sentido, a
necessidade de cepas industriais mais tolerantes ao etanol e demais agentes
estressores é de primordial importancia para o aumento de rendimento da
produtividade brasileira. Em um trabalho anterior, quatro populacdes de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 foram submetidas a cerca de 70-80 choques de 19%
a 30% (v/v) de etanol. O sequenciamento gendmico das linhagens adaptadas revelou
67 mutacles, das quais 22 foram escolhidas para serem estudadas em relagéo a
adaptacdo das leveduras evoluidas ao etanol. No presente projeto propomos um
estudo fenotipico das populacdes evoluidas obtidas no experimento anterior e uma
andlise individual das muta¢des mais importantes encontradas no sequenciamento
gendmico. Técnicas de engenharia molecular foram utilizadas para inserir no
background do parental os alelos mutantes encontrados e foram estudados os efeitos
adaptativos de cada mutacdo. Analises comparativas entre as populacdes evoluidas
e mutantes em relacdo ao parental incluiram ensaios de crescimento em meio
contendo etanol e ensaios de competicdo (progenitor versus evoluidos) monitorado
por citometria de fluxo. O conhecimento obtido a partir deste estudo podera contribuir
para a engenharia racional de uma cepa de Saccharomyces cerevisiae que seja mais

tolerante ao etanol sem perder sua performance fermentativa.

Palavras-chaves: Biologia molecular. Etanol. Levedura.



ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer of ethanol from sugarcane, one of the
most biotechnological commodities in recent years. During the entire process of
fermentation yeast cells (Saccharomyces cerevisiae) are exposed to various stressing
agents, from acid treatment to recycling cells to the fermentation product itself, ethanol
— one of the main destabilizers of yeast cell structure and function. In this sense, the
need for industrial strains more tolerant to ethanol and other stressors is of paramount
importance for increasing the performance of the Brazilian productivity. In a previous
work, four populations of Saccharomyces cerevisiae PE-2 were subjected to 70-80
shocks of 19% to 30% (v/v) ethanol. Genomic sequencing of the adapted strains
revealed 67 mutations, of which 22 were chosen to be studied in relation to the
adaptation of to ethanol. In this project we propose a phenotypic study of evolved
populations obtained in the previous experiment and a individual analysis of the most
important mutations found in the genomic sequencing. Molecular engineering
techniques were used to insert into the parental background the mutant alleles found
and the effects of each mutation were studied. Comparative analyzes between evolved
populations and mutants relative to the parent included growth assays in medium
containing ethanol and competition assays (parent versus evolved) monitored by flow
cytometry. The knowledge obtained from this study may contribute for the rational
engineering of a Saccharomyces cerevisiae strain that is more ethanol tolerant without

losing its fermentative performance.

Keywords: Molecular biology. Ethanol. Yeast.
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1. INTRODUCAO

Na década de 1970, em meio ao embargo econdmico imposto pelos paises
arabes, o mundo se viu diante da primeira crise do combustivel fossil de maior uso até
entdo: o petroleo. Os precos do 6leo dispararam e ficou economicamente inviavel,
fazendo com que o foco das discussfes internacionais se voltasse para o
ambientalmente sustentavel. Pela primeira vez se discutia a necessidade de
alternativas para fontes energéticas ndo apenas financeiramente atrativas como
também renovaveis e menos poluentes em relacdo ao petréleo. (GOLDEMBERG,
2007). Neste cenario, em 1975, o governo federal do Brasil criou o Programa Nacional
do Alcool (PROALCOOL), uma estratégia para fugir da dependéncia do petréleo e
que, por meio de subsidios, estimulava a producdo de etanol nas destilarias, em
escala industrial, para consumo interno e externo. Os subsidios incluiam isencdes de
taxas e impostos para construcao de novas refinarias, manutencéo do preco de venda
do etanol abaixo do preco da gasolina e acordos com companhias automobilisticas

para a producao de carros flex movidos 100% a etanol. (BASSO et al., 2011).

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de bioetanol a partir da cana-
de-acucar; dados da Companhia Nacional de Abastecimento indicam que em 2020 o
pais bateu o recorde de producdo, gerando 34 bilhdes de litros de etanol de primeira
geracao provenientes desta matéria prima (PAIS, 2020). Este biocombustivel tornou-
se a commodity biotecnoldgica mais importante dos ultimos tempos, contribuindo para
a garantia de fontes renovaveis e limpas de energia e a geracao de novos postos de
trabalho associados a agricultura industrial. (STANLEY et al., 2010). O etanol
brasileiro é altamente competitivo - economicamente e ambientalmente - em relacao
aos demais combustiveis do mercado, pois apresenta menor custo de producao,
maior produtividade por hectare de cana-de-agucar plantado e maior percentagem de

reducdo de emissao de gases poluentes. (GAROMA et al., 2012).

Quando comparado a outras matérias-primas para fermentacdo como o milho,
utilizado nos Estados Unidos, a cana-de-agucar (Saccharum officinarum) tem uma
produtividade de biomassa muito maior, uma vez que €& possivel atingir 80-120
toneladas de cana/ hectare que geram 8.000 litros/hectare, enquanto o milho rende

apenas 20 toneladas/ hectare e gera apenas 3.000 litros de etanol/ hectare. Além
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disso, os acucares provenientes da cana sdo encontrados nas formas simples como
sacarose, glicose e frutose que podem ser fermentados diretamente pelas leveduras
sem a necessidade de tratamentos de hidrolise prévios, como ocorre com o amido
proveniente do milho; isso torna o processo industrial norte americano mais custoso e
demorado em relacdo ao brasileiro. A natureza do solo fértil também fornece mais
uma vantagem econdmica e ambiental a producéo de bioetanol a partir da cana-de-
acucar. a presenca de bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio que tornam
dispenséavel a suplementacao com nitrogénio quimico — de elevado custo e que utiliza

combustiveis fosseis como fonte de energia em sua producéo. (BASSO et al., 2011).

A prensagem da cana de acucar gera o caldo de cana, que passa por um
processo de clarificacdo, seguido de concentracdo por evaporagdo que resulta na
formacao de uma mistura de duas fases: uma parte liquida formada pelo melago e
outra sélida que consiste em cristais de sacarose formados durante a evaporacéo. Os
cristais sdo retirados por meio de centrifugacdo e o liquido viscoso, o melaco —
composto por 45-60% de sacarose e 5-20% de glicose e frutose - é utilizado como
parte do substrato que sera fermentado pelas leveduras. (BASSO et al., 2011). Na
maioria das destilarias o substrato consiste de uma mistura de diferentes proporc¢oes
do caldo de cana com o melaco, enquanto o melaco supre as deficiéncias nutricionais
apresentadas pelo caldo de cana, o caldo por sua vez nao apresenta tantos

compostos inibitérios as leveduras fermentadoras.

1.1 O processo de fermentacao e as leveduras Saccharomyces cerevisiae

A fermentacédo do etanol, em escala industrial, € um bioprocesso realizado por
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae que, em condi¢cdes anaerdbicas,
transformam metabolicamente os agucares fornecidos pelo substrato (caldo e melaco)
em etanol (C2H60) e gas carbbdnico (CO2), além de acidos orgéanicos e glicerol.
(VENTURINI FILHO, 2010). Inicialmente, a sacarose € hidrolisada em glicose e
frutose pela acédo da enzima sacarase ou invertase, e seguem para a glicolise onde
serdo convertidas em duas moléculas de piruvato. Por conta do blogueio do ciclo de
Krebs devido a auséncia de oxigénio, o piruvato segue pela rota fermentativa, onde a
enzima piruvato descarboxilase realiza a descarboxilagdo da molécula, resultando na

producéo de duas moléculas de CO2 e duas de acetaldeido. Por fim, as moléculas de
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acetaldeido séo convertidas em duas moléculas de etanol pela acédo da enzima &lcool
desidrogenase. (MADIGAN et al., 2010).

A metabolizacdo do acucar pelas leveduras tem como objetivo a geracao de
energia na forma de ATP, permitindo o uso posterior dessa fonte de energia quimica
para a realizagdo de funcdes fisioldgicas e de biossintese celular. O etanol e 0 CO2
sdo apenas subprodutos da excrecdo, sem utilidade metabdlica para a célula. (LIMA
et al., 2001).

O método de fermentacdo mais utilizado nas destilarias brasileiras é o de
batelada alimentada com reciclagem de células, também chamado de método Melle-
Boinot - patenteado em 1937 por Firmino Boinot na regido de Melle, na Franca.
(AMORIM et al., 2011). O método é composto por trés fases: a batelada alimentada,
de baixo custo de manutencdo em relacdo a batelada continua; reciclagem das células
de leveduras; e, por fim, o tratamento acido das células recicladas antes de sua

reutilizacdo no proximo ciclo de fermentacdo. (DELLA-BIANCA et al., 2013).

O processo industrial é feito em tanques de 300 a 3.000m3 onde se adiciona
um in6culo de leveduras que é preparado misturando-se 2-12 toneladas de leveduras
de panificacdo (baker yeast) com 10-300kg de leveduras selecionadas. Este in6culo
representa 25-30% do volume total, que € completado com a adi¢cado da mistura do
caldo clarificado e melago preparados anteriormente. Durante todo o processo, a
temperatura é mantida entre 32-35°C, mas a temperatura no interior dos tanques pode
chegar a 40°C nas estac¢des mais quentes do ano. (BASSO et al., 2011; AMORIM et
al., 2011).
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Figura 1. Método fermentativo com reciclagem de células Melle-Boinot. Fonte: AMORIM et al, 2011.

Essa grande massa de leveduras é responsavel pela reducdo do tempo de
duracdo do processo que, no caso brasileiro, leva de 6-12h, resultando em uma
titulacdo de etanol de 8-12% (v/v). Ao final de cada ciclo as células de levedura séo
centrifugadas - formando um “creme de leveduras” - e submetidas a um tratamento
acido com o intuito de diminuir a contaminacdo bacteriana. Este tratamento consiste
na diluicdo do creme de leveduras em uma mistura de agua e acido sulfurico (pH 1.8-
2.5) na proporcao 1:1, durante 2h; posteriormente estas células sédo utilizadas para
um préximo ciclo fermentativo, o que reduz a necessidade de propagacdo de
leveduras entre os ciclos. A etapa de reciclagem e tratamento acido sédo peculiares do
processo de fermentacdo industrial brasileiro e acontece, pelo menos, 2x ao dia
durante um periodo de 200-250 dias de fermentacdo. (BASSO et al., 2011).

1.2 Agentes estressores

7

O ambiente dentro das dornas onde ocorre a fermentacdo € altamente
estressor para as leveduras; sao sequenciais condicbes em que altas concentragdes
de etanol, alta pressdo osmotica, baixo pH, alta temperatura e outros compostos

toxicos contaminantes ou gerados no processo prejudicam as fungdes fisiologicas dos
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microorganismos fermentadores, levando a diminuicdo da produtividade de etanol.
(BASSO etal., 2011; STANLEY etal., 2010). Além disso, essas condi¢des de estresse
sdo potencializadas com a pratica da reciclagem celular e as contaminacdes

bacterianas que ocorrem no ambiente ndo-estéril das dornas.

O etanol, quando em grandes concentragdes no meio extracelular, é capaz de
penetrar a bicamada fosfolipidica das células da levedura e se instalar na regiao
hidrofdbica; seu alojamento afeta as interacdes de hidrogénio que ocorrem entre 0s
acidos graxos insaturados e as proteinas que compdem a membrana. Os efeitos
inibitérios séo iniciados a partir da desestabilizacdo da integridade da membrana
celular, que se torna mais fluida e perde o potencial eletroquimico. Com isso, ocorre
a entrada de diferentes espécies idnicas que causam acidificacdo intracelular e
vacuolar, desnaturacdo proteica e diminuicdo do consumo de aminoacidos, minerais
e carboidratos essenciais para as manutencdes das fun¢gdes metabdlicas. (MA & LIU,
2010). Quando comparada com os demais microorganismos fermentadores, a
Saccharomyces cerevisiae apresenta a maior tolerancia ao etanol. A concentracao
méaxima de etanol no meio que permite o crescimento normal da levedura é de 10%
(v/v), acima desta concentracdo os efeitos inibitorios ja comecam a ser observados.
(DORTA, 2006).

Em relagdo ao pH, o crescimento ideal das leveduras ocorre numa faixa de pH
entre 4,0 e 5,0, no entanto, a fermentacgdo alcoolica ocorre numa faixa de pH abaixo
deste ideal, mantendo-se entre 3,0 e 4,0. Este pH &cido do meio ndo é corrigido ao
longo do processo de fermentacao e serve para dois objetivos: restringir o crescimento
exacerbado das leveduras no meio, o que faria com que parte dos acucares fornecidos
fossem desviados para formacdo de glicerol; outro objetivo é conter possiveis
contamina¢des bacterianas que sao comuns no processo devido a assepsia do
sistema. (LIMA et al., 2011). Porém, em pH muito acido (proximo a 2,0), acidos
organicos néo ionizados sao capazes de penetrar na célula com maior facilidade
causando a perda de minerais importantes como N, P, K, Mg e gerando reducédo da

viabilidade celular e da producéo etandlica.

A temperatura também é um agente estressor. As fermentacdes sao reacoes
exotérmicas e nos meses quentes do ano a temperatura no interior das dornas pode
chegar até 40°C, enquanto a temperatura ideal de crescimento das leveduras situa-

se entre 28°C e 32°C. As altas temperaturas contribuem para 0 aumento a
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sensibilidade das células de levedura a toxicidade do etanol e levam a formacéo de

metabdlitos secundarios como o glicerol, em resposta ao estresse.

Pelo fato de as fermentacdes serem feitas em tanques, com a manipulacéo de
grandes volumes de substrato e toneladas de células de levedura, é muito dificil
manter o meio estéril, o que possibilita a entrada de outros microorganismos
contaminantes como bactérias e leveduras selvagens. (AMORIM et al., 2011). As
bactérias contaminantes geralmente sdo Gram-positivas, especialmente dos géneros
Lactobacillus e Bacillus, provavelmente devido a maior tolerancia a baixos valores de
pH e altas concentragbes de etanol. As contaminagbes bacterianas representam
problemas durante o processo industrial pois consomem parte da matéria organica
gue seria utilizada para conversdo em etanol pelas leveduras e produzem metabdlitos
(acido latico e acético) prejudiciais a performance fermentativa. (BASSO et al., 2011).
Além das bactérias, outras leveduras ndo-Saccharomyces e/ou linhagens de
S.cerevisae selvagens podem contaminar e dominar o meio. Este tipo de
contaminacao representa um grande problema a producédo etandlica pois € de dificil
controle devido a similaridade metabdlica com as S.cerevisiae industriais

selecionadas.

1.3 Respostas adaptativas ao estresse

Ao longo de sua evolucdo, as células eucaribticas desenvolveram mecanismos
gue permitissem sua adaptacao e sobrevivéncia em diferentes condicbes ambientais
estressantes. Como visto anteriormente, durante o processo industrial fermentativo,
as leveduras sdo expostas a uma crescente série de agentes estressores que afetam
principalmente as membranas e macromoléculas como lipidios e proteinas, cujas
estruturas e funcdes sédo danificadas. As respostas a estes disturbios sao transitérias,
consistem numa reprogramacdo das atividades celulares para assegurar a
sobrevivéncia em condi¢des adversas, proteger os componentes essenciais da célula
e estar apta a voltar as funcdes celulares “normais” durante o periodo de recuperacao.
(STANLEY et al., 2010).

De modo geral, ao serem submetidas a altas concentracdes de etanol, as
células de levedura apresentam inicialmente um aumento na expressédo de genes

envolvidos em rotas metabdlicas que geram energia - como glicolise e fungdes
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mitocondriais — e diminuicdo da expressdo de genes relacionados ao consumo
energético, o que explica a inibicdo do crescimento celular. Genes associados a
funcdes vacuolares e de sintese de aminoacidos também tém sua expresséo
aumentada devido a necessidade de manutencéo do pH e balanco iénico (STANLEY
et al., 2010); o mesmo aumento ocorre na expressao de genes que codificam a
producdo de macromoléculas estabilizadoras de membrana e proteinas
desnaturadas. Neste sentido, a tolerancia ao etanol € produto de uma ampla e
complexa rede de interacfes entre genes e rotas metabdlicas, uma vez que a
desestabilizacdo da membrana plasmatica, causada pelo excesso de etanol, leva a
uma cascata de efeitos celulares téxicos e inibitorios agravados pelos demais agentes

estressores.

Um fendbmeno bem documentado na literatura e que explica parte do
mecanismo de tolerancia apresentado pela S. cerevisiae € o de protecdo cruzada a
multiplos estresses. A protecdo cruzada ocorre quando as células de levedura séao
expostas a um nivel mediano (subletal) de determinado agente estressor para induzir
sua tolerancia e, quando posteriormente estas células sdo submetidas a outro tipo de
estresse, apresentam maior resisténcia a ambos estresses. (STANLEY et al., 2010).
Costa et al., 1993, demonstraram que leveduras que passaram por um choque térmico
de temperaturas medianas apresentaram nao apenas maior resisténcia a
temperaturas mais altas como também ao etanol. Este fendmeno é uma evidéncia de
que existem mecanismos de respostas gerais a estresses, independente do agente

estressor inicial.

Um destes mecanismos de resposta geral contra estresse ocorre por meio da
via de sinalizacdo cAMP-PKA. Em Saccharomyces cerevisiae esta rota, mediada
pelos niveis de AMP ciclico (CAMP), é responsavel pelo controle do metabolismo, da
resisténcia a estresse e do ciclo de crescimento celular (THEVELEIN & de WINDE,
1999). O cAMP é sintetizado pela enzima adenilato ciclase, que por sua vez é ativada
pelas proteinas Ras quando ha acidificacdo intracelular, e/ou pelo sistema de
receptores acoplados as proteinas G (proteinas Gprlp e Gpr2p) quando ha excesso
de glicose no meio extracelular. Duas moléculas de CAMP s&o necessarias para ativar
a holoenzima proteina quinase A (PKA), que exerce papel central na fosforilacdo de
outras proteinas e enzimas que regulam os processos de crescimento, resposta ao

estresse e metabolismo.
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Quando ocorrem situacdes de estresse ou mutagdes que diminuem/inibem a
atividade da via cAMP-PKA, ocorre a inducéo da expressao de genes de resposta a
estresse através dos elementos STRE (stress responsive element). O elemento STRE
€ uma sequéncia consenso (AGGGG) que se liga a regido promotora de diversos
genes, induzido sua expressdo em resposta a estresse. O STRE se liga a regido
promotora dos genes com o auxilio das proteinas dedo de zinco Msn2p e Msn4p; em
condi¢cBes normais, essas proteinas encontram-se fosforiladas (pela acdo da PKA) no
citoplasma e em condi¢cbes de estresse, encontram-se desfosforiladas no nucleo,

onde irdo mediar a ligagdo dos STRE nos genes.

A transcricdo de fatores estabilizadores e/ou reparadores de proteinas
desnaturadas, como a trealose e as proteinas de choque térmico (heat shock proteins
-HPS), séo as respostas gerais mais notaveis frente a diferentes agentes estressores
(TROTT & MORANO, 2003). A trealose € um carboidrato estocado que previne o
influxo de sais ao diminuir a permeabilidade da membrana afetada pelo etanol; este
carboidrato de reserva forma pontes de hidrogénio entre seu grupo hidroxil com o
grupo polar dos lipideos, estabilizando a membrana. (DING et al., 2009). Estudos
mostram que na presenca de etanol em altas concentracfes, células incapazes de
acumular trealose apresentaram baixas taxas de crescimento celular (MANSURE et
al., 1994; OGAWA et al., 2000; KAINO & TAKAGI, 2008). J4 as HSPs sao proteinas
que agem como chaperonas, auxiliando no processo de enovelamento de proteinas
recém-formadas ou desnaturadas a fim de manter a funcionalidade apropriada. Estes
dois fatores (trealose e HSPs) sdo comumente co-induzidos em resposta ao etanol, a
trealose prevenindo a desnaturacdo proteica e estabilizando a membrana, seguida
pelas HSPs promovendo o dobramento correto e funcional destas proteinas. (MA &
LIU, 2010).

1.4 Escolha de cepas industriais de Saccharomyces cerevisiae

A escolha da Saccharomyces cerevisiae como microorganismo fermentativo
padrao das destilarias se da principalmente devido a sua alta tolerancia ao etanol —
até 10% (v/v) de etanol no meio - em relacdo aos outros microorganismos
fermentadores. Para garantia de que o processo fermentativo seja realmente eficiente,

as cepas de S.cerevisiae escolhidas devem apresentar outras caracteristicas além de
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uma tolerancia maior que 10% (v/v) de etanol, como uma maior velocidade de
fermentacao, alta dominancia, alta persisténcia, e que néo flocule e ndo forme muita
espuma.( Basso et al., 2011). A velocidade de fermentacao diz respeito & quantidade
de acucar consumido por uma determinada quantidade de leveduras em um certo
intervalo de tempo, quanto maior essa velocidade, maior e mais rapida a producéo
diaria de etanol, além de diminuir o risco de contaminacédo. (DELLA-BIANCA et al.,
2012).

Durante o processo, leveduras selvagens e outros microorganismos podem
contaminar o0 meio e prejudicar a performance fermentativa das linhagens
selecionadas de S.cerevisiae tanto pela producdo de metabdlitos téxicos/inibitorios,
como pelo desvio de parte dos aclUcares que seriam convertidos em etanol. Por isso
€ importante a escolha de uma cepa que seja dominante — a taxa de crescimento da
cepa selecionada que deve ser maior que a dos microorganismos contaminantes — e
persistente — tenha capacidade de sobreviver aos multiplos estresses e continuar
viavel — pois assim se mantém a dinamica populacional mais constante possivel,

refletindo uma maior constancia de produtividade de etanol.

Um estudo de Basso et al. (2008) foi realizado ao longo de 12 anos em busca de
linhagens de S. cerevisiae que correspondessem a estes critérios de selecdo para
serem usadas como padrao na industria. O pesquisador notou que as leveduras baker
geralmente empregadas como inoculo inicial do processo eram rapidamente
substituidas por linhagens selvagens de S.cerevisiae entre 20-60 dias. Apés
caracterizacao fisioldgica, Basso et al (2008). isolaram algumas cepas, dentre estas a
Pedra 2 (PE-2, isolada da usina da Pedra, no municipio de Serrana (SP)) que
apresentou maior dominancia em diferentes destilarias ao longo de todos os anos de
pesquisa. A cepa PE-2 foi reintroduzida em 24 destilarias na década de 1990 e desde
entdo é usada como uma das cepas industriais de referéncia no mercado. (PEREIRA
et al.,, 2011). Ela apresenta além de dominéncia, uma alta tolerancia ao etanol
chegando a 19% de etanol (v/v) ao fim da fermentacdo. Esta cepa ainda demonstra
adaptacdes fisioldgicas as condi¢des estressantes como o0 acumulo de altos niveis de
trealose, refletindo um crescimento e viabilidade celular vigorosos em relacdo as
demais cepas. (PEREIRA et al., 2011).
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1.5 Evolucédo experimental e engenharia genética para melhoramento da
cepa industrial PE-2

Desde que foi feita a caracterizacao fisioldgica da cepa PE-2, e com o advento
de ferramentas como sequenciamento genético, diversos estudos se dedicaram a
compreender 0s mecanismos genéticos das respostas adaptativas dessa cepa frente
aos multiplos estresses que € submetida. A partir deste entendimento é possivel, por
meio de engenharia genética, estimular ou inibir rotas metabodlicas que sejam
essenciais para o aumento de tolerancia e viabilidade das cepas industriais. Estes
estudos sdo de grande interesse para a industria, pois uma maior resisténcia e
viabilidade das células de levedura significa que estas preservariam sua performance,
podendo ser reutilizadas no processo de reciclagem por mais ciclos e a produtividade
de etanol seria maior sem a necessidade de aumento dos gastos com inéculos de

levedura.

Existem diversas abordagens as quais podem ser utilizadas para mapear os
genes essenciais nas rotas adaptativas de toleréncia ao etanol que a cepa PE-2
apresenta. Uma destas abordagens sao os experimentos de evolucdo adaptativa em
que, populacdes clonais sdo submetidas as mesmas pressdes seletivas,
possibilitando o acimulo de mutacdes benéficas entre geracdes, até que a populacao
final seja mais adaptada ao meio em relagdo a seu ancestral. Estes experimentos
permitem ndo apenas desvendar as bases genéticas por tras das variacdes
fenotipicas e de fitness, mas também qual a diversidade de rotas adaptativas e
caminhos evolutivos podem ser tomados por populacfes isogénicas submetidas as
mesmas condicbes — propriedade do processo evolutivo conhecido como
contingéncia. (BLOUNT et al., 2018). O método aplicado a microorganismos ainda
apresenta a possibilidade da criopreservacdo de amostras em diferentes pontos do
experimento, que posteriormente podem ser usados em ensaios de competicdo entre
as populacdes evoluidas e o ancestral e na investigacao do surgimento de mutacdes

primordiais para a evolugéo daquele traco fenotipico.

Um estudo conduzido por Jeferson Gross no laboratério de Gendmica e
Evolucdo Experimental de Leveduras (IPBEN/ Unesp Rio Claro) aplicou um protocolo
de evolugédo experimental em que quatro populacdes de Saccharomyces cerevisiae
PE-2 foram submetidas a cerca de 70-80 choques de 19% a 30% (v/v) de etanol.

Neste protocolo, apds crescimento em meio YEP 2% glicose até a fase estacionaria,
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1ml de células de cada populacdo foi submetido a um choque de 19% de etanol —
concentracdo que causa 90% de letalidade celular no parental - por 2 horas a 32°C.
Apos as 2h de choque de etanol as células foram transferidas para um novo meio YEP
2% glicose sem alcool para recuperacdo e crescimento (2-4 dias) até a fase
estacionaria. Quando a populacdo, apo6s 3-5 ciclos de choques, apresentava
crescimento até a fase estacionaria em somente dois a trés dias - indicando facil
recuperacdo pos-choque - o volume de etanol era incrementado. Cerca de 70-80
ciclos de choque/recuperacéao foram feitos, chegando a um aumento de etanol de até
29-30% v/v. A cada novo choque com incremento do volume de etanol, amostras de
cada uma das populacdes foram criopreservadas em glicerol, 0 mesmo foi feito com

0s parentais e os evoluidos finais de cada populacéo.

S Experimento de evolugdo
*| Saccharomyces Fim do
: cerevisiae PE-2 experimento

P1
tMX
H P2 2 hr (32°C)
(Mata) P3
| (Mata) czluml:s
i )
de etanol
H.3 x H4 !nat P4
_
[atara; (Mata) 2 hr (32°C)
S o b
........... células
J Sequenciamento Sequenciamento J
i populagées
progenitor .
umin evoluidas —
e umina
4,5 Gb 5,9 Gb

Figura 2. Experimento de choques de etanol com S. cerevisiae PE-2. O haploide H4 (Mata, natMX)
originou as populagdes P1, P2 e P3. A marca de resisténcia a nourseotricina (natMX) foi passada para
0 background do haploide H3 (Mata) por cruzamento originando a populacéo P4. Apds crescimento em
20 mL (YEP 2% glicose) até a fase estacionaria, 1 ml de células de cada populacéo foi submetido a
choque de 19% etanol por 2 horas a 32°C e depois transferido para 20 ml de meio YEP 2% glicose sem
alcool para recuperagdo e crescimento (2-4 dias) até a fase estacionaria. Cerca de 70-80 ciclos de
choques/recuperacéo foram reiterados com um aumento de etanol de até 29-30% v/v. Incrementos no
volume do etanol para o choque de uma dada populagéo foram decididos quando, durante 3-5 ciclos
de choques, essa populacao cresceu até a fase estacionaria em somente dois a trés dias, indicando

facil recuperacao pés-choque. Os sequenciamentos gendmicos finais sdo indicados.



20

Foi feito o sequenciamento gendémico pelo método Illumina dos progenitores e
dos evoluidos de cada populacdo. Neste sequenciamento foram encontradas 67
mutacdes nos pontos finais da evolugdo em comparagao com 0s parentais, das quais
22 mutacbes foram escolhidas para serem estudadas seguindo o critério de
redundancia das mutacbées — 0 mesmo gene aparece mutado em diferentes
populacdes, ou genes diferentes da mesma rota metabdlica se encontram mutados

em diferentes populacdes.

Com o intuito de compreender em que momento ao longo do experimento de
evolucdo as mutacfes surgiram e se estabeleceram nas populacdes, a partir das
amostras congeladas foi feito o DNA genémico nos pontos inicial, ciclo 20, 40, 60 e
ponto final da evolucdo. Estes DNAs extraidos serviram de template para reacdes de
PCR com primers desenhados para flanquear as mutacdes; os produtos de PCR
gerados foram purificados e submetidos a sequenciamento Sanger. O cromatograma
(tabela 1) revela o ponto do experimento de evolugcdo em que a mutacdo domina a

populacdo, como mostrado na figura e na tabela abaixo.

Ethanol shock? ZIO 4|0 6? F"TAL
cycles | ! ) ! |
CYR1, ROM_2, >
MDS3, USV1, cyrl, rom2, ATH1/ath1, athi dig1
ATH1, DIG1 mds3 usvl
CYR1, ATH1, >
RTT106 CYR1/cyrl cyrl, athl,
ATH1/ath1 rtt106
ROM2, MIDS3, USV1,
ATH1, IRA2, >
. ’ rom2, mds3, athl, PTR2/ptr2 ptr2,usvi,
PMD1, PTR2, NTH1 MDS3/mds3 nth1 pmd1, IRA2
APD1, BUD3,
IPL1, PTR2, ras2, bud3 apdl,
RAS2 ptr2 ipl1

Figura 3. Esquema de aparecimento das muta¢fes durante o experimento de evolucdo por choques
crescentes de etanol em Saccharomyces cerevisiae PE-2.
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Gene_ Clone/Populacd
Tratamento Tratamento Tratamento
populagdo Progenitor o
20 40 60
afetados Final
CAA_TTTTTAC/
ATH1_P1 CAATTTTTTAC CAATTTTTTAC CAA_TTTTTAC CAA_TTTTTAC
(CAATTTTTTAC)
CYR1_P1 G A A A A
DIG1_P1 C C C A
CATGGGTTC CATGGGTTC CATGGGTTC
MDS3_P1 CATGGTTC CATGGGTTC (Ins)
(Ins) (Ins) (Ins)
ROM2_P1 C T T T T
usvi_pP1 C C T T T
ATH1_P2 CTAAAAAACT CTAAAAAACT A/l_ CT_AAAAACT CT_AAAAACT
CYR1_P2 G G/T T T T
RTT106_P2 AAAAAA AAAAAA AAAAAA AAAAAAA AAAAAAA
ATH1_P3 G G A A A
GGTTTTTITGT
IRA2_P3 GGTTTTTTITGT
(not mutated)
MDS3_P3 G G/T T T T
NTH1_P3 cccccc cccccc Ccccceccc ccccecc cccceecc
PMD1_P3 C C C C A
PTR2_P3 C C C c/T T
ROM2_P3 G A A A A
usvi_pP3 G G G G T
APD1_P4 G G G T T
BUD3_P4 TITTTT TTTTTT TTTTT_ TITTT_ TITTT_
IPL1_P4 CCTTTGT CCTTTGT CCTTTGT inv(ACAAAGG) inv(ACAAAGG)
PTR2_P4 T G G G G
RAS2_P4 A T T T T

Tabela 1. Ponto de prevaléncia do alelo mutado em relagdo ao curso do experimento de evolugéo

com S. cerevisiae PE-2. Na primeira coluna sdo mostradas as populagbes experimentais P1 (azul),

P2 (amarelo), P3 (bege) e P4 (lilas) e os nomes dos genes que apresentam mutacdes nas respectivas

populacdes. As colunas que seguem representam em ordem e de forma simplificada o gendétipo do

progenitor e das populacdes nos ciclos 20, 40, 60 e no ponto final do experimento de evolugcdo. O

gendtipo selvagem é representado em caracteres pretos e fundo verde, enquanto que a mutagcdo em
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caracteres vermelhos e fundo rosa. Em alguns casos, foi observado que o alelo mutante ainda ndo
predominava na populacéo no ciclo de tratamento amostrado. Neste caso, o fundo é representado em
azul e o alelo selvagem e mutante sédo igualmente descritos na célula da tabela. A posicdo da mutagéo

no gene em questao e o impacto sobre a proteina codificada ndo sdo mostrados.

2. OBJETIVO GERAL

Com o objetivo de compreender quais os efeitos adaptativos das mutacdes
identificadas para o0 aumento de tolerancia ao etanol, foi feito a engenharia reversa de
cada um e/ou mais de um dos alelos mutados no background do parental haploide
(H4). Os mutantes construidos e as populacdes evoluidas foram diploidizados e
submetidas a uma série de ensaios de competicdo contra o parental para verificacéo

dos efeitos fisiolégicos adaptativos das mutacdes.

2.1 Objetivos especificos

e Engenhariareversa dos alelos mutados no parental haploide H4
Mutacdes que levam a quebra da fase de leitura, ou a stop codons
prematuros, foram recapituladas por insercdo disruptiva do gene pelo
cassete de integracdo kanMX, especificando marca de resisténcia a
geneticina. Algumas modificagdes genéticas, como modificacdo de
amino&cidos ou proteinas codificadas, foram realizadas pelo sistema
CRISPR/Cas?9.

e Marcacdao dalinhagem parental com GFP
Insercéo do gene GFP no locus neutro HO do parental H4 via Crispr/Cas9.
A linhagem HO::GFP foi usada como referéncia (i.e., linhagem “sensivel”)
em comparacdes com linhagens tolerantes em ensaios de competicao.

e Ensaios fenotipicos
Os mutantes, as populacbes finais evoluidas e o parental foram
diploidizados e submetidos a ensaios de crescimento celular em meio com
10% (v/v) de etanol por aproximadamente 24 horas. As leituras de
densidade optica (600nm) foram feitas a cada 15 minutos no leitor de
microplaca TECAN e analises foram feitas pelo software Magellan. Por
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meio de citometria de fluxo ensaios de competicdo foram feitos entre os
mutantes e populacdes evoluidas contra o parental marcado com GFP.

Andlises foram feitas citdmetro de fluxo Attune Nxt (Thermo Fischer).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA genbGmico de Saccharomyces cerevisiae linhagem PE-2 de
Saccharomyces cerevisiae, foi extraido seguindo a técnica de extracdo com
fenol/cloroformio que faz uso de microesferas de zircénio para rompimento da parede
celular, solugéo de lise (2% Triton X-100,1% SDS,100 mM NacCl (de 5M estoque), 10
mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0), fenol e cloroférmio, o qual permite que
permite que contaminantes proteicos sejam desnaturados com particdo dos mesmos
na fase organica ou interface entre as fases organica e aquosa, enquanto que acidos
nucléicos permanecem na fase aquosa. Os acidos nucleicossdo precipitados com
etanol absoluto, centrifugados e ressuspendidos em agua. Apds sao tratados com
RNAse A (15 min, 37°C), novamente passam pelo processo de extracdo com
fenol/cloroférmio, centrifugados e, retirada a fase superior da particao, adiciona-se 50-
100ul de solucdo de NaCl 5M e etanol absoluto para precipitar novamente o dna,
centrifuga-se e lava-se o pellet com etanol 70% para retirar o excesso de sal,
ressuspende-se em agua, e procede-se a quantificacdo do Dna com o equipamento/kit

Qubit (Invitrogen).

3.2 Construcdo in vivo do cassete de integracao e engenharia reversa das

mutacdes

Os cassetes de integracdo, que reproduzem os genes que sofreram mutagdes
de perda de funcéo, consistem de um cassete de marca de resisténcia a geneticina
(KanMX) ou nourseotricina (NatMX) inserido entre dois fragmentos homologos as
regides flanqueadoras do gene alvo, vide figura 3. Estes cassetes sao construidos
para os diferentes genes mutados pelo método de clonagem in vivo que ocorre em

E.coli e, posteriormente, transformados no background do parental haploide H4.
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Figura 4. Representacédo grafica da insercdo do cassete de integracdo RAS2::KanMX no gene RAS2.
O gene RAS 2 de S. cerevisiae PE-2 é mostrado em close-up (barra azul abaixo); os fragmentos
homdlogos a regido flanqueadora direita e esquerda do gene Ras 2 (flancos em amarelo) séo

separados pelo cassete de geneticina KanMX (barra azul acima).

O cassete de geneticina (KanMX) foi amplificado do plasmideo pUG6 através
de uma reacgédo de PCR utilizando os primers KanpB3for-5 e KanpB3rev-5. O cassete
de nourseotricina (NatMX) foi amplificado do plasmideo pAG25 com os primers
ProMX2-f e Term MX-rev. Os fragmentos das regides flanqueadoras direita (R) e
esquerda (L) dos genes alvo das mutacfes foram amplificados através de reacfes de
PCR utilizando o DNA genémico do haploide H4 como template e os respectivos pares
de primers para cada um dos genes mutados. O vetor pUC 19 - utilizado como
arcabouco para recombinacédo homdéloga in vivo dos produtos de PCR - foi linearizado
por meio de PCR com os primers PEclonerlfor e PEClonerlrev. Os fragmentos L e R
dos genes gerados compartilham em uma das extremidades 20pb de homologia com
o vetor pUC19 e em outra extremidade 5pb de homologia com o cassete de
geneticina/nouserotricina. Deste modo, através da tecnologia de in vivo cloning, ao
serem transformados em células competentes de E.coli (linhagem DH5a), os produtos
de PCR (cassete de antibiético, fragmentos L e R do gene alvo e plasmideo
linearizado) sofrem recombina¢@o homadloga entre si, resultando em um vetor fechado

que contém o cassete de integragdo, como mostrado no exemplo da figura 4.

Primer Sequéncia

ProMXx2-f GGTTAGGATTTGCCACTGAGGTT

Term MX-rev CAGTATAGCGACCAGCATTCACATAC

PEclonerlfor CCCAATACGCAAACCGCCTCTCCTGATTCACCCTCTGCAC

PEcloneslrev GGGACGAGGCAAGCTTGTCAAGCATTGAAACGTGCAAC




KanP3for-5 TAAAAAGCTTGCCTCGTCCCCGCC

KanP3rev-5 TAGCTTCGACACTGGATGGCCGCGTT

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na construcao dos cassetes de integracéo
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Figura 5. Representacdo do plasmideo pRAS?2 resultante da recombinacao homologa in vivo (E.coli)

entre o plasmideo pUC19 linearizado, fragmentos dos flancos L e R do gene RAS2 e cassete de

geneticina (KanMX). Uma vez montado, o plasmideo pRAS2 passa por reacdo de PCR para retirada

do cassete de integracao e posterior transformacg&o no parental haploide H4.

A cultura de células transformadas foi plagueada em meio solido LB e das

colbnias sera extraido DNA plasmidial com o QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). O

DNA plasmidial foi submetido a uma reacdo de PCR com um par de primers que

amplifica todo o cassete de integracdo e, apos confirmacdo da montagem correta do

cassete de integracéo, o produto de PCR foi purificado em coluna de silica (QIAquick

PCR Purification Kit, QIAGEN) e transformado diretamente no parental haploide H4
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seguindo o protocolo de transformacao de leveduras com acetato de litio e choque
térmico a 42°C por 45 minutos (GIETZ E WOODS, 2006).

As reacfes de PCR para clonagens foram realizadas com a Phusion® High
Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs). Os PCRs de diagnostico, que
confirmam a presencga do cassete KanMX no locus génico, foram realizados com a
Tag DNA polimerase (ThermoFisher Scientific) e pares de primers (tabela 3) para cada
mutante, sendo que um dos pares de primers combina um primer que flanqueia parte
do locus génico com outro primer que flanqueia parte do cassete de delecao (primer
ProMXrev)/ regido da mutacdo introduzida pelo sistema Crispr/Cas9, enquanto o
controle negativo consiste em um par de primers que amplifica o locus génico na sua

versao wild type sem a mutacéao.

Primer Sequéncia

ATH1diaF CACGAAGGGATTGATGACGAGTA
ATH1diaR CCAATGTCTGTTGCCCACTTTAG
MDS3diaF GGATCTCAGCTTCGTCTTTACCA
MDS3diaR CAAAATCAGAAAGAGGCTTCCCG
uUsVldiaF TATTAATAGCGGGAACATGCCGA
USVldiaR ATCAGTGATTGGATGGGAAGGAA
NTH1diaF GTAATCCCGATGCTGTGGATTTG
NTH1diaR CCGTGTTTCGATGCATATGGTAG
RAS2diaF AAAACAGGTCTCTTACCAGGACG
RAS2diaR CATTTTTACCGTTGGCAGCATTG
ROM2P 1for ACAGCACCAACATCACCAGC
ROM2P1rev TAGACGAGCTTCCCATAACAC
ROM2P3 for GTAGAAGTAGTATGACACCTTTG
ROM2P3rev GTGGATCATGGGCGTTTGTGG
PTR2for CTGCTAAACCTTCCGTTCATCC
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PTR2P4rev2 ATCTTCTAATGAAAGGATATACG

HOdiaF TCTCAGTAGATAGCTTGGGTCCT

HOdiaR TCGCCGTACATAAATTCAGGGAT

ProMX_rev CGACAGTCACATCATGCCCC

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos PCRs de confirmagédo da transformag¢édo com KanMX nos

locus génicos dos mutantes.

3.3 Engenharia reversa das mutacdes via clonagem in vivo e Crispr/Cas9

Para mutacbes pontuais como mudancas de aminoacidos e de proteinas
codificadas, a engenharia reversa das mutacfes foi feita por meio da técnica
desenvolvida em nosso laboratério que combina o sistema CRISPR/Cas9 com a
clonagem/construgao in vivo descrita por JACOBUS e GROSS (2015), que ocorre em
E.coli e S.cerevisiae. A nossa técnica CRISPR/Cas9, baseada em construcdes in vivo,
depende da expresséo da proteina Cas9 a partir de um vetor separado do RNA guia
(gRNA) que especifica 0 alvo genético da mutagénese. E justamente o vetor contendo
0 gRNA gue é montado por métodos in vivo. O plasmideo correspondente ao gRNA,
foi amplificado utilizando primers universais que contém caudas especificando a
sequéncia alvo CRISPR (20 nucleotideos), e € idéntica ao locus onde se deseja a
mutagénese. O produto de PCR (plasmideo linearizado com caudas dos primers) foi
transformado no parental H4 de S.cerevisiae onde, pela maquinaria celular de reparo

de DNA, se fecha in vivo gerando um gRNA funcional.

“Donors” - isto é, fragmento de reparo que inserem a mutacdo no DNA do
parental H4 - foram gerados por reacdes de PCR utilizando como template o DNA
gendmico extraido dos mutantes originais (retirados do experimento de evolucao) e
primers especificos para cada locus. Ao longo do experimento de evolu¢do, como foi
dito, amostras das culturas eram criopreservadas; apds o sequenciamento foi possivel
identificar em que ponto do experimento de evolugdo surgiram estas mutacdes
pontuais e, a partir dai, realizar a extracdo do DNA gendmico dessas culturas. Desta
forma, os produtos de PCR gerados consistem em fragmentos de DNA que contém a

mutacg&o pontual que se deseja recriar no parental haploide.
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O experimento de mutagénese € completo quando sdo transformados na
mesma célula (parental H4) que recebeu os plasmideos especificando o gRNA, o
plasmideo contendo a sequéncia codificante da proteina Cas9 e mais o “donor”
gerado por PCR. Na sequéncia do choque térmico, as células foram plagueadas em
meio solido YPD 2% sacarose contendo os antibioticos para sele¢édo dos plasmideos
especificando o gRNA e a Cas9. Apos o crescimento das colbnias as mesmas foram
testadas por PCR e uma colbnia positiva sera posteriormente crescida em meio YPD
2% sacarose, 200 RPM, 30°C sem antibiotico por 5 dias consecutivos, trocando o

meio de cultura diariamente para eliminacao dos plasmideos.

O método de transformacdao utilizado em todos os processos descritos foi o de
Gietz e Woods (2006). As reacdes de PCR para clonagens foram realizadas com a
Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs), PCRs
confirmatorios foram realizados com a Tag DNA polimerase (ThermoFisher Scientific)
e diferentes combinagdes de primers para cada mutacgéo (tabela 6).

3.4 Diploidizacéao

Ap6s alguns ensaios fenotipicos com as linhagens evoluidas (P1, P2, P3 e P4),
notou-se que a populacdo P4 apresentou um fendtipo industrialmente de floculacéo,
caracterizado pela agregacao celular e rapida sedimentacdo no meio em condicdes
adversas/estresse. Ao compararmos as ceélulas haploides com as células dipléides
dessa populacao, percebemos que estas ultimas tinham uma marcada diminuicao do
fendtipo de floculacdo — fendmeno ainda pouco documentado na literatura. Para
realizarmos os testes fenotipicos posteriores devemos evitar a floculagdo pois este
fendtipo altera os resultados nas leituras de densidade Optica e citometria de fluxo,
contando os agregados celulares como uUnica célula. Optamos entdo por diploidizar
todos os mutantes, populacdes evoluidas e o parental para realizar as avaliagbes
posteriores.

A troca de mating type, necesséaria para reproducdo sexuada/diploidizacdo, €
realizada pela atividade da endonuclease codificada pelo gene HO; no entanto, a
linhagem PE-2 apresenta uma mutagcao neste gene, que o torna inativo — explicando
o ciclo heterotalico da cepa. Uma das maneiras de induzir uma linhagem heterotalica

a trocar de mating type é atraves da transformacao de um plasmideo (pSHO) contendo
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a sequéncia da endonuclease HO nos haploides e posterior indugéo da troca em meio
liguido contendo galactose 2%.

O protocolo utilizado para transformacédo do plasmideo pSHO nos mutantes,
populacdes evoluidas e parental € o de acetato de litio e choque térmico de 42°C por
45 minutos (GIETZ E WOODS,2006). As células transformadas foram plaqueadas em
meio soélido YPD 2% glicose com zeocina — marca de resisténcia presente no pSHO
— e incubadas a 30°C por dois dias. Posteriormente, as colbnias formadas foram
inoculadas em 20 mL de meio YP (20% extrato de levedura; 20% peptona) com 2%
de galactose — a galactose induz a expressao do gene HO presente no plasmideo —
onde cresceu sob agitacdo de 200RPM, a 30°C por 24 horas. Apos a inducao pela
galactose, a cultura foi plagueada em meio solido com zeocina e as colonias
resultantes foram testadas em relacdo ao mating type através de reacbes de PCR

com os pares de primers MAT paper e MAT A/MAT alpha.

Primer Sequéncia

MAT paper AGTCACATCAAGATCGTTTATGG
MAT alpha GCACGGAATATGGGACTACTTCG
MAT A ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG

Tabela 4 Oligonucleotideos utilizados nos PCRs de confirmacao da diploidizagdo dos mutantes e
populag@es evoluidas.

Apos confirmacao da mudanca de mating type e diploidia, a curagem do plasmideo
foi feita através da inoculacdo da coldnia positiva em meio 20 mL YPD 2% sacarose,
onde cresceu a 200RPM, 30°C por 24 horas. Decorrido este tempo, 5 pyL da cultura
foi transferida para um novo meio onde cresceu por mais 24 horas sob as mesmas
condicbes até que o plasmideo fosse eliminado. A eliminacdo do plasmideo foi
confirmada através da auséncia de crescimento de 20 yL da cultura em 20 mL YPD

2% sacarose com antibiotico zeocina ao longo de 3 dias de monitoramento.

3.5 Insercéo de GFP no parental diploide H4

Empregamos a técnica de Crispr/Cas9 para introduzir o gene da GFP no locus

HO de S.cerevisiae (figura 5), uma vez que ele € inativo na linhagem PE-2 e a inser¢céo
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nado representaria prejuizos a performance fermentativa. Inicialmente foram
amplificados por PCR dois fragmentos com 40 pb de sobreposicdo entre si e
homologia de 40 pb com os flancos esquerdo e direito do gene HO. O primeiro
fragmento contendo o promotor TEF1 foi amplificado do cassete KanMX, com 0s
primers tefGFP_f e tefGFP_r. O segundo fragmento foi amplificado de um subclone
contendo a regido codificante da variante GFP mUkG1, com cédon otimizado para
expressao em S.cerevisiae, fusionada ao terminador do gene TDH1 de S.cerevisiae.

Este segundo fragmento foi amplificado com os primers GFP_f e TDH1 r.
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Figura 6. Representacdo gréafica do locus HO e do constructo GFP inserido. (A) O locus HO no

cromossomo |V de S. cerevisiae PE-2 é mostrado em close-up (amarelo) indicando-se as regifes de
recombinacéo com o constructo GFP (flancos em amarelo esverdeado) e a area de dele¢do apds a
insercdo (em roxo). S&o mostradas em azul as sequencias alvo de 20 nt (Target 1 e 2) para a clivagem
com o sistema Crispr/Cas9. Primers para comprovac¢ao da insercdo sdo demostrados em verde. (B) O
constructo GFP é mostrado inserido no locus HO (barra amarela em baixo). Ele contém o promotor

pPTEF (verde), a sequéncia codificante da GFP (amarelo) e o terminador tTDH1 (azul).

O plasmideo (resisténcia a higromicina) correspondente ao gRNA, foi
amplificado utilizando os primers JacA_HO1 e JacB_HO1, os quais por recombinacao
montam um gRNA funcional que especifica 0 alvo da Cas9 no locus HO. O plasmideo
foi clonado in vivo no parental dipléide H4 por meio do método de transformacdo com
acetato de litio e choque térmico a 42°C por 45 min (Gietz e Woods, 2006). Apos
transformacao e crescimento de col6nias em meio solido YPD 2% sacarose contendo

higromicina, foi feito um screening por PCR de colbnia com os primers B_Jac e Or2_r.
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Uma colbnia positiva para a presenca do plasmideo contendo o gRNA HO1 foi
colocada para crescer overnight e transformada no dia seguinte com os fragmentos 1
e 2 do constructo GFP gerados por PCR e um plasmideo contendo o gene da Cas9.
Os fragmentos neste caso servem como donors e recombinam na regido indicada pelo
gRNA (locus HO) para ser cortada em dupla fita pela Cas9. Na sequéncia do choque
térmico, as células foram plagueadas em meio solido YPD 2% sacarose contendo os
antibioticos para selecdo dos plasmideos especificando o gRNA (higromicina) e a
Cas9 (geneticina). Apos o crescimento das colbnias, as mesmas foram testadas com
primers HOE_f e ProMX_r. Uma coldnia positiva posteriormente foi inoculada em meio
YPD 2% sacarose, 200 RPM, 30°C sem antibiético por 5 dias consecutivos, trocando
o meio de cultura diariamente para eliminacdo dos plasmideos. Véarios PCRs
confirmatorios foram feitos com combinacfes de primers para autenticar a presenca
de todos os componentes do constructo GFP e que sua insercéao no locus HO se deu

como esperado.

Primer Sequéncia

tefGFP_f TTGATGGTAGAATAATAATAATTCCAAAAAAC
CATCATAAGACATGGAGGCCCAG
AATACCCTCCTTG

tefGFP_r CATTTCTTCTTTGATGACACTGACCATGGTT

GTTTATGTTCGGATGTGATGTGAG

GFP_f CTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATG
GTCAGTGTCATCAAAGAAGAA

TDH1_r CAATTCCGTCCATAATGGATGAATAAACAGT
TTGAATTGCAAAGGCAGCAATATAT
TGTTTACTTAT

JacA_HO1 CGCTGCGTGCCAAACATGTAGTTTTAGAGCT

AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG

JacB_HO1 TACATGTTTGGCACGCAGCGGATCATTTATC
TTTCACTGCGGAGAAGTTT CGAACGCC

B_Jac GGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATA
AATGATC

Or2_r AAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCC
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HoE_f TTGTCAGTCAGGGTCCCTACC

ProMX_r CGACAGTCACATCATGCCCC

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados na construcdo do GFP e posterior confirmacgéo da insercéo no
locus HO.

3.6 Ensaios de crescimento celular — TECAN

Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, ensaios de viabilidade
celular a choques de 19% (v/v) de etanol demonstraram que a maioria das mutacdes
nao promove uma tolerancia constitutiva ao etanol, na realidade esta tolerancia
depende de inducdo com choques de etanol prévios. Neste contexto, os ensaios de
crescimento celular em meio com 10% (v/v) de etanol foram feitos apds a pré-inducdo

das células com dois ciclos de choques de 15% (v/v) de etanol e recuperacao.

As células diploides do parental, dos mutantes e das populacdes evoluidas
foram colocadas para crescer em meio YPD 2% sacarose até atingir a fase
estacionéria (O.D > 1.5, comprimento de onda 600nm). 1mL da cultura é centrifugada
e ao pellet de células foram adicionados 850 uL de tampédo PBS mais 150 pL de etanol
absoluto, e incubado por 2 horas a 32°C - constituindo o primeiro choque de etanol
15% (v/v). Apés este periodo de incubacdo, as células foram peletadas por
centrifugacéo, o sobrenadante descartado, e o pellet ressuspendido e transferido para
20mL de meio YPD 2% sacarose — fase de recuperacdo. O crescimento na fase de
recuperacao ocorreu até atingir a fase estacionaria e posteriormente foi feito mais um

choque de etanol 15% (v/v), 32°C por 2h, seguido de recuperacao.

Atingida a fase estacionaria apdés o segundo ciclo de choque-recuperacao
celular, as amostras de cada cultura foram inoculadas em pocos de microplaca
organizadas em dois grupos experimentais, um com 10% (v/v)ou mais e outro com
0% (v/v) de etanol no meio. O primeiro grupo experimental consiste na inoculagéo de
2 UL das células pré-induzidas em 178,2 pL de meio YPD 2% sacarose com 19,8 pL
de etanol (10% v/v de etanol) por poco. O segundo grupo experimental consiste na
inoculacéo, de 2 pL das células pré-induzidas em 198 yL de meio YPD 2% sacarose
por poco. Cada amostra (parental, mutantes e populacdes evoluidas) foi inoculada,
no minimo, em triplicata nos pogos da microplaca; um grupo controle (sem células,

apenas meio) também foi monitorado. O crescimento celular foi mensurado no leitor
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de microplacas de absorbancia Sunrise™ (TECAN, Mannedorf, Suica) e analises pelo
software Tecan Magellan™ segundo os seguintes parametros: comprimento de onda
de medida 600nm, comprimento de onda de referéncia de 630nm, modo de leitura de
aborbancia normal, leituras eram feitas a cada 15 minutos por 150 ciclos, em uma
faixa de temperatura de 30-32°C. Antes da leitura da densidade otica D.O.., a
microplaca foi agitada por 5s e depois de um intervalo de 3s sera feita a leitura. O
crescimento celular foi registrado quantitativamente a cada leitura, resultando em uma

tabela com valores numéricos de D:O: ao longo dos 150 ciclos.

3.7 Ensaios de competicao - citometria de fluxo
Uma mistura na proporcdo 1:1 de células sensiveis (parental H4 diploide
marcado com GFP) e células tolerantes (mutantes e populagbes evoluidas, nédo
marcadas) foram submetidas a dois ensaios de competicdo. O primeiro ensaio
consistia no crescimento em meio contendo 0% e 8% (v/v) de etanol por 24h; o
segundo ensaio de competicdo era feito através de choques de 20% (v/v) de etanol
por 2h e recuperacgdo por 48hs. Terminada a competi¢do, foram quantificadas por
citometria de fluxo células totais e contabilizado o ndmero de células sensiveis
expressando GFP. O numero de células que ndo expressam GFP corresponde a
guantidade de células da linhagem tolerante. Sabendo-se o numero de células
tolerantes (T) e o numero de células sensiveis (S) nos pontos inicial (i) e final (f) da
competicdo, pode-se obter uma quantificacdo de quanto a linhagem tolerante é mais
“adaptada” do que a sensivel. Esse é o chamado “fitness” e é calculado utilizando-se
a formula:
Ln(Ti-Tf)-Ln(Ci-Cf)

Ti: % células tratadas iniciais

Tf: %células tratadas finais

Ci: % células controle iniciais (GFP)

Cf: % células controle finais (GFP)

3.7.1 Ensaios de competi¢cdo em crescimento continuo em meio contendo 0%
e 8% de etanol.
Nas competicdes em meio sem etanol (0% v/v), para cada competi¢cao - entre os

mutantes/evoluidos/progenitores contra a linhagem H4HO::GFP - culturas de cada
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célula (sensivel e tolerante) foram inoculadas separadamente em 20mL de meio YPD
2% de sacarose, sob agitacédo de 180RPM e 30°C; estas culturas foram monitoradas
via espectrofotometria até que chegassem a fase estacionaria do crescimento.
Atingido este ponto, 10uL da cultura foi centrifugada, lavada com PBS 1x, diluida em
990uL de PBS1x e posteriormente filtrada (Filtro 50um Celltrics® , Sysmex, Alemanha).
Esta amostra passava entdo pela leitura no citbmetro de fluxo indicando a
concentracdo do numero de células naquela diluicdo. Com os valores do numero de
células presentes na cultura de células sensiveis (HOH4::GFP) e tolerantes
(evoluidos, mutantes e progenitores), calculou-se a propor¢do em volume necessaria
de cada uma das culturas para compor 1mL de mistura contendo a proporcao de
células 1:1. Esta mistura passava pelo mesmo processo de lavagem e diluicdo em
PBS 1x citado anteriormente para verificar o nUmero de células totais da mistura —
valor que seria posteriormente utilizado para os célculos do numero de geracdes e
fitness. Uma vez atingida a proporgédo 1:1 entre células sensiveis e tolerante, 20uL da
mistura foram inoculados em triplicatas de 20mL de meio YPD 2% de sacarose e
colocados para crescer sob agitacdo de 180RPM, 30°C por 1 dia — atingindo o nimero
de células totais na ordem de 10°. No dia seguinte, o resultado da competicdo em
cada triplicata foi verificado por citometria de fluxo; para isso, 10uL da cultura mista
passava pelo processo de lavagem, diluicdo e filtragem com PBS1x e depois pela
contagem do numero de células (sensivel x tolerante).

J& nas competicdes que ocorreram em meio YPD 2% de sacarose contendo 8%
de etanol, foi feita a realizacdo de uma pré-adaptacdo das células através do
crescimento em meios com concentragdes de 2% e 4% de etanol (v/v) antes de serem
misturadas na proporcdo 1:1 e inoculadas para competir em meio na concentracao
8%. Inicialmente as células foram colocadas para crescer (120RPM, 30°C) em 20 mL
de meio (YPD 2% sacarose) com concentracdo 2% de etanol e monitoradas até que
atingissem a fase estacionéria; chegando a este ponto, passava-se 200uL desta
cultura para outro meio (20mL de YPD 2% sacarose) com concentracao de etanol de
4%. Neste ultimo meio, ao atingir a fase estacionaria, 10uL das culturas passavam
pelo processo de centrifugacao, lavagem, diluicdo (1:10) e filtragem com PBS1x para
gue fosse realizado a contagem do numero de células no citbmetro de fluxo e
preparada a mistura 1:1 entre células sensiveis e tolerantes que iriam competir. Desta
mistura, 200uL eram passados, em triplicata, para meios YPD 2% sacarose com 8%
(v/v) de etanol onde a competicéo ocorreria por 7 dias — tempo para atingir o numero
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total de células na ordem 10°. Apds este periodo, 10uL de cada triplicata passava pelo
processo de lavagem, diluicdo e filtragem com PBS1x para contagem do namero de

células (sensivel x tolerante).

3.7.2 Competicdo em choques de etanol

Um outro ensaio de competicdo foi realizado entre as ceélulas tolerantes
(populagbes evoluidas, mutantes e progenitores) e sensiveis (H4HO::GFP) que
consistia em submeter a mistura de proporcéo celular 1:1 a um choque de etanol na
concentragéo de 20% (v/v) em PBS1x por 2h.

Neste protocolo, as culturas de células tolerantes e sensivel a serem testadas
passaram por dois choques pré-adaptativos com 15% (v/v) de etanol no meio. Para
0s choques pré-adaptativos, as células cresceram separadamente em meio YPD 2%
de sacarose até a fase estacionaria; atingido este ponto, 1mL das células foram
centrifugadas e o pellet formado foi ressuspendido em 1mL de PBS 1x contendo 15%
(v/v) de etanol, onde permaneceram por 2h a 30°C. Apoés este periodo, as células
foram transferidas separadamente para um novo meio YPD 2% sacarose sem alcool
para recuperacgao e crescimento até a fase estacionéria. Um segundo ciclo de choque
de 15% (v/v) de etanol e recuperacdo em meio sem alcool foi repetido.

Apoés os choques de pré-adaptacdo, 10uL de cada cultura (tolerante e sensivel)
passaram pelo processo de lavagem, diluicdo (1:10) e filtragem com PBS1x e
submetidas ao citbmetro de fluxo para contagem de células. Com o nimero de células
de cada cultura preparou-se 5mL de uma mistura de células tolerantes e sensiveis na
proporcao 1:1, da qual 1mL da mistura foi submetida — em triplicatas - a um choque
de 20% (v/v) etanol por 2h. Passadas as 2h de choque onde ocorreu a competicao,
as células da mistura passaram pelo processo de recuperacéo e crescimento em meio
YPD 2% de sacarose sem alcool por 72h e, posteriormente, foi feita a leitura de 10uL

de cada triplicata no citbmetro.

3.8 Célculo do numero de geracdes e coeficiente de selecéo/fitness

Foram calculados o coeficiente de selecéo/fitness e o numero de geracbes
necessarias para atingir o estado estacionario para os experimentos de cultivo em 0%
e 8% de etanol. Para os experimentos de choques em 20% apenas foi calculado o

coeficiente de selecdo normalizados pelo progenitor respectivo.
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Para os calculos de coeficiente de selecao, foi utilizada a formula ja descrita para

o célculo de fitness
Ln(Ti-Tf)-Ln(Ci-Cf)

Como as competicbes ocorreram com uma populacdo H4::GFP, foi necessario
normalizar os dados contra o coeficiente de selecdo para o progenitor de cada
experimento. Entdo, uma competicéo foi realizada com o progenitor especifico e 0
H4::GFP, para determinar a diferenca entre ambos, e o resultados normalizou as
linhagens derivadas deste progenitor. Basicamente foram 3 progenitores, uma para
as populacdes evoluidas, uma para os mutantes com insercédo de cassete KANMx e
outro para os mutantes produzidos a partir da técnica Crispr Cas9.

Apoés a normalizacdo, nos experimentos de competicdo em 0 e 8% de etanol, foi
possivel calcularmos o numero de geracdes até o estado estacionario, onde
calculamos o namero de células iniciais e finais da competicdo, e aplicamos a férmula
abaixo, adaptada para as dilui¢cdes realizadas.

Logz Ci/Cf

Com isto chegamos ao numero de geracdes ao longo do crescimento e dividimos
o valor do coeficiente de selecao, normalizado por seu progenitor, pelo nimero de
geracdes, onde obtivemos quantidades de células com e sem GFP por geracgao.
Dados podem ser vistos nos graficos da se¢do de resultados.
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Figura 7. Graficos representativos das competi¢cdes realizadas com citometria de fluxo, demonstrando
as % de células com (R2, em verde) e sem GFP (R1, em vermelho) antes e depois das competicdes
com e sem etanol. Os graficos mostram a competicdo da linhagem mutante H4::cyr1A474T versus
HOH4:.GFP.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Engenharia reversa das mutacdes via insercdo de cassete KanMX e
Crispr/Cas?9.

Apébs as transformacgBes no parental haploide H4 com o cassete KanMX de
resisténcia ao antibiético geneticina nos locus dos genes a serem deletados, e com
os plasmideos do sistema Crispr/Cas9 para as mutacées pontuais, as coldnias
presentes nas placas de meio solido com os respectivos antibioticos de selecéo
tiveram seu DNA extraido e este passou por reacdes de PCR confirmatdrios da
mutacédo. As reacdes de PCR foram feitas com primers exclusivos para cada mutacao
junto a um controle negativo; sendo que um dos pares de primers combinava um
primer que flanqueia parte do locus génico com outro primer que flanqueia parte do
cassete de delecdo (kanMX) ou a regido da mutacdo introduzida pelo sistema
Crispr/Cas9, enquanto o controle negativo consistia em um par de primers que
amplifica o locus génico na sua versdo wild type sem a mutacdo. Desta forma, o
resultado do PCR obtido para os mutantes construidos era sempre de uma reacao
positiva (para a mutacao) e outra negativa (para o wild type). A tabela 6 relaciona os
mutantes com o resultado funcional da mutagénese e pares de primers utilizados para

a confirmacéo da transformacéo.
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Funga9 da Tlpp de~ ResultaAdo da Genotipagem PCR
proteina modificacdo mutagénese
Trealase acida
e Aathl m;g?gi‘;an‘?;‘fjo ATH1diaF/ProMX_rev 267pb
trea?ose (ATH1::kanMX) gene ATH1diaF/ATH1diaR 218 pb
extracelular.
Envolvida na
regulacéo do
crescimento em
resposta a Inativagéo .
. R Amds3 . . MDS3diaF/ProMX_rev 266pb
disponibiidade de (MDS3::kanMX) '”Seg:'e?]”ea' do | MDS3diaF/MDS3diaR 231pb
extracelular (via
de sinalizagéo
TOR).
Proteina de
ligagdo ao DNA, Inativacio
regulacdo de Ausvl inserciongal do UsSVidiaF/ProMX_rev 199 pb
transcrigéo pela (USV1::kanMX) USV1diaF/USV1diaR 208 pb
. gene
RNA polimerase
1.
Tdrgalgzz ”ée(;’g:’ Anthl inlsne?giﬁ;;%o NTH1diaF/ProMX_rev 206 pb
o (NTH1::kanMX) sone NTH1diaF/NTH1diaR 199pb
Ativa proteina
Cdc42p envolvida
”?iéleoggz‘ﬁg? go Abud3 ing:;gi\gang;%o BUD3EXtL/ProMX_rev 232 pb
padrao de (BUDS::kanMX) gene BUD3ExtL/BUD3EXtR 332 pb

brotamento (axial
ou bipolar)




Proteina de
ligacdo a GTP,
regula resposta a

disponibilidade de Aras2 m';;‘g‘gf;}"(jo RAS2diaF/ProMX_rev 199 pb
nutrientes (RAS2::kanMX) ene RAS2diaF/RAS2diaR 275 pb
extracelular, 9
esporulacdo e
crescimento.
Ativa proteinas ROM2P1for/ProMX_rev 222
Rholp e Rho2p Arom?2 Inativacéo ob -
envolvidas na (ROM2::kanMX) insercional do ROM2P1for/ROM2P1rev 295
regulacéo da gene b
polaridade celular P
Ativa proteinas ROM2P3for/ROM2P3rev

Rholp e Rho2p

Substituicdo

Produto: 378 pb

envolvidas na rom26U4404T9 (crispr) pontual do Produto com restrigdo pela
regulacéo da aminoacido enzima Sall: 195/183 pb
polaridade celular Wild type: 378pb
Transportador Aptr2 . Inati_va(;éo PTR2for/ProMX_rev 208 pb
transmembrana | oo anMx) insercional do PTRfor/PTRP4rev2 233 pb
de peptideos. gene

ptTZTrp36ZGli (crispr)

Substituicao
pontual do
aminoacido

Sequenciamento

Endonuclease
necesséria para
conversao de
gene no locus
MAT.

Aho (HO::kanMX)

Insercéo de
marcador na
linhagem
referéncia H4
para as
competicdes

HOdiaF/ProMX_rev 208 pb
HOdiaF/HOdiaR 262 pb
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Adenilato ciclase,
necessaria para
produgdo do

sinalizador cAMP Substituicdo
(via CAMP/PKA) cyr14ta474Tre crispr) pontual do 2NestCYR1f/2[\kl)estCYR1r 173
envolvido em aminoacido P
diversos
processos
celulares
Mutacéo
Ala474Tre pontual na
Z};:ﬂ * proteina Cyrl Sequenciamento
e inativacao
ATH1
Combinacao
cyr1Alas7aTre 4 das mutagées '
Rom26li440arg pontyals das Sequenciamento
proteinas Cyrl
e Rom2

Tabela 6. Mutantes construidos por meio de engenharia reversa das muta¢cfes no background do
parental haploide H4 PE-2. A primeira coluna descreve a fungdo da proteina resultante da traducgédo
do gene selvagem, a segunda e terceira coluna relacionam o tipo de modificagcéo molecular e
resultado funcional da mutagénese; a ultima coluna indica os primers utilizados na confirmacao da
mutagénese ap0s a transformacéo, alternativamente, é indicado o sequenciamento para as mutacfes
pontuais.

Abaixo (figura 8), um exemplo do resultado da eletroforese do produto de PCR
para 0os mutantes Arom2 e Aptr2 em gel de agarose 2%.
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Figura 8. PCRs de genotipagem dos mutantes Arom2 e Aptr2 construidos por engenharia reversa.
Produtos de PCR submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%. A banda de 199 pb é o produto da
reacdo de PCR com o par de primers ROM2P3for/ProMX_rev, a banda de 208 pb é o produto da reagéo
de PCR com os primers PTR2for/ProMX_rev; ambos produtos de PCR confirmam a inser¢do do
cassete de delecdo KanMX nos locus dos genes ROM2 e PTR2 do parental hapléide H4. As reacdes
de controle negativo (-) foram feitas com os primers ROM2P3for/ ROM2P3rev (295pb) para o mutante
Arom2 e os primers PTR2for/PTR2P4rev2 para 0 mutante Aptr2. Para cada reagéo é feito uma reagéo
em branco (B).

4.2. Diploidizacdo dos parentais, mutantes e populac@es evoluidas.

Apos a transformacado com o plasmideo contendo a endonuclease HO, inducao
a troca de mating type em meio com galactose e curagem para eliminacdo do
plasmideo, PCRS confirmatérios da diploidia foram feitos com os primers MATpaper,
MAT alfa e MATA, sendo que os diploides deveriam apresentar bandas para ambas
reacoes, indicando a presenca do locus A e locus alfa funcionais, ou seja, a diploidia.
Abaixo (figura 8), um exemplo do resultado da eletroforese em gel de agarose 2% do
produto de PCR para os mutantes Arom2, Aptr2 e o haploide H4.
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408 pb  MAT a

Figura 8. Produtos de PCR confirmatérios da diploidizacéo para os mutantes Arom2, Aptr2 e o parental
H4. O produto de PCR de 508 pb corresponde ao MAT A e o produto de 408 pb corresponde ao MAT
a. As reagdes multiplex foram feitas com os primers MAT A, MAT paper e MAT a. Uma reagao em
branco é indicada na figura pela letra B.

4.3. Insercado de GFP no parental diploide H4.

O parental diploide H4, ap6s o processo de diploidizacdo foi submetido a
transformacao pelo sistema Crispr/Cas9 para a insercdo do gene GFP funcional no

locus HO. Os PCRs de confirmacgéo da transformacgéo sdo mostrados na figura 9.
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Figura 9. PCRs de colbnias, confirmatdrios da insercdo do gRNA e da insercdo de GFP no locus do gene HO da
S.cerevisiae H4 PE-2. (A) Produto de PCR de 281pb com os primers B_jac/ Or2_r confirma clonagem do gRNAL. (B).
PCRs de colbnias de transformadas; produto de PCR de 211pb com os primers HoE_f/ ProMX_r confirmando insergao
do constructo GFP no locus HO.

Estudos que utilizam a abordagem da evolucdo adaptativa tém sido de grande
importéancia para compreender o fenOmeno da tolerancia, pois estes modelos
permitem selecionar para um determinado fenotipo para que posteriormente sejam
feitas analises de quais modificacbes genéticas permitiram sua adaptacéo. Diversos
desenhos experimentais podem ser testados com este fim, e € o que tem sido feitos
nos estudos que objetivam descobrir quais as vias moleculares de adaptacéo de
células de levedura a altas concentracdes de etanol e outros estressores. Nestes
estudos dois modelos podem ser utilizados para realizar a evolugdo experimental:
através da exposicao das células a um estresse crénico ou a estresse agudo. No caso
do estresse cronico, as células de levedura sdo colocadas em um meio em que as
concentracbes de etanol sdo gradualmente elevadas, sem que haja ciclos de
recuperacao celular apds o estresse; nos experimentos que estudam as respostas ao
estresse cronico, as células de levedura sdo submetidas a um curto periodo de
exposicado em meio com altas concentracdes de etanol — geralmente acima do limiar
da concentracao letal — e posteriormente submetidas a um ciclo de recuperagéo que
consiste no crescimento em meio sem etanol.

Quanto a exposicdo a estresse cronico, isto €, cultivo continuo em meio com
concentracfes crescentes de estressor, Wright et al.(2011) usaram esta abordagem
para evoluir uma cepa de S.cerevisiae com maior toleréncia ao acido acético — produto
liberado durante a hidrélise de componentes lignoceluldsicos na indastria do bioetanol
de segunda geracdo. Neste experimento, a levedura era submetida ao crescimento
em um meio continuo em que as concentracbes do agente estressor eram
progressivamente aumentadas; no entanto ao fim do experimento, apés mais de 400
geracdes, ao inocular a cepa evoluida em um meio sem &cido acético, ela nédo
apresentava mais a tolerdncia necessaria para crescer em meio com altas
concentracdes de acido acético. Neste sentido, a tolerancia apresentada pela cepa

‘evoluida” na realidade era apenas uma tolerancia induzida/adquirida, isto é, um
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fendtipo temporario de resisténcia dependente dos fatores externos, que quando
cessados, retornava a condicdo de suscetibilidade ao estresse.

Inspirado nestes achados, Gonzalez-Ramos et al. (2016) desenvolveu um
desenho de evolucdo experimental baseado na exposi¢cao ao estresse agudo como
alternativa para se atingir uma tolerancia constitutiva ao invés de induzida. Para isso,
as células de levedura passavam por um cultivo de pré-adaptacdo em que a
concentracdo do agente estressor era subletal, posteriormente este cultivo era
transferido para um meio em que a concentracdo do acido acético era maior e letal
para maior parte das células; ap0s o crescimento neste meio, as células eram
transferidas para um meio sem &cido acético. Assim, foram repetidos ciclos de cultivo
gue alternavam entre meio com e sem o inibidor; ao final do experimento, mesmo apés
trés transferéncias para meio sem acido acético, as cepas evoluidas foram capazes
de crescer em meio contendo altas concentracdes do estressor, ou seja, atingindo-se
uma toleréncia constitutiva.

A pré-adaptacao das células em um meio com concentracdes subletais se mostra
de grande importancia para os experimentos de evolucao adaptativa pois ela garante
uma diminui¢do da duragdo da fase de laténcia quando esta cultura é transferida para
um meio com altas concentracdes de inibidor; isto ocorre porque durante a pré-
adaptacdo a fracdo de células capazes de crescer no meio contendo o estressor
aumenta, possibilitando iniciar o crescimento mais rapidamente quando submetidas a
condicbes mais extremas de estresse. (GONZALEZ-RAMOS et al., 2016). Como dito
anteriormente, quando submetidas a doses subletais, as células passam por uma
reprogramacdo de vias metabdlicas importantes, o que |lhes garante a protecao
necessaria para iniciar o crescimento em meios mais hostis.

Em nosso estudo, utilizamos a estratégia de evoluir a cepa PE-2 de S.cerevisiae
submetendo-as a uma pré-adaptacdo em meio com concentracfes subletais de etanol
e posteriormente expondo-as a choques de etanol, isto é, um estresse agudo de
crescimento em meio com altas concentracdes de etanol (>19% v/v) por curto periodo
de tempo (2h), apds o qual as células passavam por ciclos de recuperacdo em meio
sem etanol. Assim, a pré-adaptacdo em doses nao inibitérias do etanol permitiu a
diminuicdo da fase de laténcia no crescimento posterior, em meio contendo
concentracéo letal de etanol e a alternancia entre meio com e sem inibidor objetivava

atingir uma tolerancia constitutiva da levedura ao etanol.
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Figura 10. Gréficos de curvas de crescimento da populacdo P1, P3 e de mutantes com inser¢do do
cassete KanMX, para avaliacdo da pré adaptacéo antes do crescimento com e sem etanol (0 e 8%).

Ao fazer as curvas de crescimento na presenca de etanol, observamos uma
variacao nos resultados o que tornou dificil a interpretacdo do fitness por esta técnica.
Entdo optamos por analisar as variac6es fenotipicas pelos ensaios de competicédo na
citometria de fluxo, pois poderiamos observar diferencas mais sutis no fenotipo de

tolerancia ao etanol.
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Figura 11. Grafico das curvas de crescimento de progenitores, populacdes evoluidas e mutantes em

8% de etanol

Sabendo das possiveis diferencas entre as respostas a estresse crénico e

agudo, desenvolvemos ensaios de competicdo em que as populacbes evoluidas,

mutantes e respectivos progenitores foram submetidos a crescimento continuo em

doses subletais de etanol (estresse cronico) ou a ciclos de choques com 20% (v/) de

etanol no meio, seguido de recuperacao celular em meio sem etanol. Realizando-se

os célculos do numero de geracdes e normalizando em relacdo ao progenitor de cada

grupo experimental, foi possivel montar os graficos que se seguem.
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Figura 12. Fitness das populacdes evoluidas (P1, P2 e P3) em relagdo ao progenitor H4 dipldide nos ensaios de
competicdo em meio continuo com dose subletal de etanol. Pontos azuis indicam o resultado das triplicatas nas
competicdes em meio sem etanol (0% etanol), triangulos vermelhos indicam o resultado das triplicatas em meio
contendo dose subletal de etanol (8% etanol). A média do fithess/nimero de gera¢des das triplicatas do
progenitor H4 é indicado pela linha tracejada. Teste estatistico ANOVA de uma via ***p<0,0001 e **p<0,001, com
pos teste e comparacéo multipla de Tukey.
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Figura 13. Fitness das populacdes evoluidas (P1, P2 e P3) em relagdo ao progenitor H4 dipldide nos ensaios de
competicdo em ciclos de choque de etanol em dose letal (20% (v/v)). Pontos verdes indicam o resultado das
triplicatas de cada populagdo. Teste estatistico ANOVA de uma via **p<0,0001, com pés teste e comparacao
multipla de Tukey.

As populacbes evoluidas, como esperado, mostraram um alto fitness em
relacdo ao ancestral nos ensaios de competicdo em choques de 20% (v/v) de etanol.
Estas populagbes sdo resultantes deste tipo de experimento de evolugdo, sob
estresse agudo e, portanto, disponibilizam em seu genoma diversas mutagdes que
possibilitaram sua melhor adaptacdo para este tipo de estresse em detrimento de um
crescimento normal em meio com inibidor em doses subletais ou ausente. E
interessante que a populacdo P2 apresenta o menor nimero de mutag¢des ao final do
experimento de evolugao (tabela 1) mas demonstra um alto fithess nos ensaios de
competicdo sob estresse agudo e um baixo fithess nos ensaios de competicdo sob

estresse cronico. Este resultado é um indicativo de que as mutacdes encontradas
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nesta populacdo, nos genes ATH1 e CYRL1 provavelmente sdo 0s responsaveis por
conferir uma maior tolerancia ao etanol quando este se encontra em doses letais no
meio; as mesmas mutacdes (acrescidas de outras) sdo encontradas na populacao P1,

gue apresenta o maior fitness neste ensaio de competicao.
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Figura 14. Fitness dos mutantes com delecdo de genes em relacdo ao progenitor H4 dipléide nos
ensaios de competicdo em meio continuo com dose subletal de etanol. Pontos azuis indicam o
resultado das triplicatas nas competicbes em meio sem etanol (0% etanol), triingulos vermelhos
indicam o resultado das triplicatas em meio contendo dose subletal de etanol (8% etanol). A média do
fitness/nimero de gerag®es das triplicatas do progenitor H4 é indicado pela linha tracejada. Teste
estatistico ANOVA de uma via ***p<0,0001, com pos teste e comparacdo multipla de Tukey.
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Figura 15. Fitness dos mutantes com dele¢cdo de genes em relagdo ao progenitor H4 dipldide nos ensaios de
competicdo em ciclos de choque de etanol em dose letal (20% (v/v)). Pontos verdes indicam o resultado das
triplicatas de cada populacdo. Teste estatistico ANOVA de uma via **p<0,001, *p<0,007com pos teste e
comparacgdo multipla de Tukey.

No caso dos mutantes que reconstituem a delecdo dos genes encontrados nas
populacbes evoluidas, merece atencdo o gene RAS2 que esta envolvido na rota
Ras/cCAMP/PKA. Em condigbes normais, onde h& oferta de fontes de carbono
fermentaveis, o gene RAS2 codifica uma GTPase que se encontra na forma ativa
(GTP) estimulando a enzima adenilato ciclase (codificada pelo gene CYR1), causando
aumento dos niveis de cAMP - associado a rapido crescimento celular e
suscetibilidade a estresse agudo (LI et al,2018). Alternativamente, quando os niveis
de AMP ciclico caem devido a distirbio. Quando ndo ha fontes de carbono
fermentaveis no meio ou na presenca de inibidores como o etanol, os niveis de AMP
ciclico caem devido a represséo dos genes IRA1/IRA2 sobre RAS2 — que passa para
a forma GDP. Com os niveis de cAMP baixos, os fatores de transcricdo Msn2p e
Msn4p que, no nadcleo, reprimem a transcricdo de diversos genes ligados ao
crescimento celular e ativam os genes ligados a respostas a estresse. Assim, quando
a via Ras/cCAMP/PKA est4 reprimida, como no caso da mutagdo Aras2, ha uma
diminuicdo no crescimento celular e aumento da tolerancia ao estresse agudo (LI et
al., 2018).



50

0.15-

*k*k A

0.10-

0.05

000_ . . ...................................................................................................

Ln(Cmi/Cmf)-Ln(Cpi/Cpf)
/ nimero de geragOes

A
-0.054 A | J——
A

-0.10 T T T T T

2644OR 2T3626 1A474T 1A474T + 1A474T +

2(344OR

rom

ptr cyr

cyr cyr
ath1la rom

Figura 16. Fitness dos mutantes com substituicdo pontual de aminoacido em relagéo ao progenitor H4 diploide
nos ensaios de competicdo em meio continuo com dose subletal de etanol. Pontos azuis indicam o resultado das
triplicatas nas competices em meio sem etanol (0% etanol), triangulos vermelhos indicam o resultado das
triplicatas em meio contendo dose subletal de etanol (8% etanol). A média do fitness/nimero de geracgdes das
triplicatas do progenitor H4 é indicado pela linha tracejada. Teste estatistico ANOVA de uma via ***p<0,0001, com
poés teste e comparacao multipla de Tukey.
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Figura 17. Fitness dos mutantes com mutag&o pontual de aminoacido em relagdo ao progenitor H4 diploide nos
ensaios de competicdo em ciclos de choque de etanol em dose letal (20% (v/v)). Pontos verdes indicam o resultado
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das triplicatas de cada populacéo. Teste estatistico ANOVA de uma via ***p<0,0001, com pds teste e comparagao
multipla de Tukey.

Em relacdo as mutac¢des pontuais reconstituidas no background do parental
diploide H4 PE-2, a mutagdo cyr4*74T parece ser responsavel por grande parte da
adaptacdo a estresse agudo. Em Sacharomyces cerevisiae, este gene codifica a
enzima adenilato ciclase que converte ATP em cAMP, um sinalizador secundario
intracelular que ativa a proteina quinase A (PKA), caracterizando a via CAMP-PKA que
possui papel fundamental na regulacdo das atividades celulares em reposta a
mudancas nutricionais no meio. A PKA fosforila diversas outras proteinas envolvidas
no processo de transcricao, ciclo celular, acumulo de carboidratos como glicogénio e
trealose.

A via cAMP-PKA tem sua atividade regulada pela concentracdo de acgulcares
fermentaveis ou pela fase do crescimento celular; ela é ativa quando os niveis de
acucares fermentaveis sao altos no meio e diminui quando esta concentracdo abaixa
ou quando a célula entra na fase estacionaria do crescimento. A ativacao da via CAMP-
PKA anatagoniza a acdo dos fatores de transcricdo Msn2 e Msn3 envolvidos no
processo de ativacao dos fatores de resposta ao estresse. Neste sentido, quando a
via CAMP-PKA est4 com sua atividade reduzida, é notavel a diminuicdo na taxa de

crescimento e aumento da tolerancia a multiplos estresses.
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Figura 18 Via Ras/cAMP/PKA. Adaptada de Conrad M et al., 2014

Um estudo de Lida (1988) demonstrou que a insercéo de retrotransposons Ty
na regido 5’ do gene Cyr resultou em uma diminui¢do em 3x da atividade da adenilato
ciclase e consequentemente um aumento de resisténcia a altas temperaturas,
radiacdo UV e etanol; em contraponto, durante a fase exponencial de crescimento,
estes mutantes apresentaram um baixo crescimento em relagdo ao progenitor. Ainda
neste contexto, Ma et al. (1997) demonstraram que a reducdo da adenilato
ciclase/PKA levam a uma reducéo da taxa de crescimento e um aumento do tempo

em que a célula permanece na fase lag que precede o crescimento exponencial.

Hong et al. (2018), no entanto, realizaram um estudo em que foram feitas
delecdes de diferentes tamanhos (30bp a 150 bp) na regido promotora do gene Cyrl
a fim de promover uma reducao na atividade da via cCAMP/PKA sem perda da atividade
fermentativa/reducao na taxa de crescimento. Dois mutantes, com 90bp e 120bp de
delecdo da regido promotora apresentaram 2 e 3x diminuicdo na atividade da

adenilato ciclase, respectivamente, e aumentaram sua tolerancia ao etanol e a

temperatura em comparacdo com o progenitor. Essas cepas mutantes também
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exibiram mesma taxa de crescimento e fermentacao que o progenitor e aumentaram
a produtividade de etanol em 14% e 15%, respectivamente. Estes resultados mostram
gue o aumento de tolerancia a estresses e de fermentacéo/crescimento podem ser

compativeis quando a expresséo de CYR1 é regulada.

Neste contexto, é possivel que a mutacdo que troca um dos aminoacidos no
gene CYR em nosso estudo, pode estar relacionada com a diminuicdo da atividade
enzimatica da adenilato ciclase, gerando uma maior tolerancia tanto no estresse
agudo quanto no crbénico. Quando somado a delecdo do gene ATH1, o mutante
cyr4474T + Aathl apresentou a melhor resposta a estresse agudo e foi o Uinico, dentre
mutantes e populacdes evoluidas, que demonstrou melhor fithess nas competicdes
em crescimento continuo em doses subletais, conferindo um fenétipo nico em nosso
estudo de uma tolerancia constitutiva tanto para doses letais como para doses

subletais do inibidor.

Em relacdo ao gene ATHL1, ele codifica a enzima trealase &cida que degrada a
trealose extracelular, convertendo-a em duas moléculas de glicose. A trealose € um
carboidrato de reserva que tem grande importancia na resisténcia a estresse pois ela
se acumula na regido periférica do plasma celular da levedura, impedindo a entrada
de inibidores na célula; passado o estresse, a trealose é degradada para ser utilizada
como fonte de carbono, recuperando o crescimento celular. Kim J. et al. (1996)
construiram uma cepa de S.cerevisiae em que o gene ATHL foi deletado - abolindo a
acdo da trealase acida - e este mutante exibiu altos niveis de trealose acumulada e

uma maior tolerancia a diversos estresses, incluindo niveis toéxicos de etanol.

A respeito do acumulo de trealose como mecanismo de protecao celular contra
estresse, BANDARA A. et al (2009) investigaram de que forma a trealose acumulada
(pela delecao do gene que codifica a trealase neutra, NTH1) conferia protecéo contra
estresse agudo ou crbnico através de ensaio de competicdo entre os mutantes Anthl
e 0 progenitor selvagem. Neste estudo foi constatado que a trealose tem um papel
fundamental na tolerancia ao etanol quando o inibidor se encontra em concentracdes
letais no meio, mas ndo em doses subletais uma vez que na competicdo em doses
subletais (7% (v/v) de etanol) o mutante e o progenitor apresentaram o0 mesmo fitness
e em doses letais (de 10% a 18% (v/v) o mutante Anthl - que tinha acumulo de

trealose - apresentou um fitness maior. Os autores concluem que os efeitos da



54

trealose na protecdo contra o etanol é de natureza dependente da concentracdo do
inibidor no meio em que a trealose protege as proteinas citosolicas contra os danos
do etanol e que a protecdo do carboidrato de reserva em relacdo a estabilidade da
membrana é de menor importancia na influéncia do fithess e crescimento em doses
subletais. Este diagnostico parece estar de acordo com nossos resultados, mas a
confirmacdo necessita de maior investigacdo em relacdo ao nivel de trealose
acumulada no mutante cyr44’4T + Aathl e/ou no mutante Aathl (que nédo foi
construido para este estudo), uma vez que o mutante Anthl ndo apresentou

vantagem competitiva em relagéo ao ancestral em nenhum dos ensaios realizados.

5. CONCLUSAO

Experimentos de evolucdo adaptativa tém sido a abordagem mais utilizada em
estudos que buscam compreender quais 0s mecanismos moleculares e genéticos
envolvidos na adaptagdo dos microorganismos a diferentes meios e recursos. Esta
abordagem permite a crioperservacdo de amostras ao longo das geracodes,
possibilitando uma posterior comparacao entre ancestrais e evoluidos que podem
indicar em que momento durante a evolugdo uma mudanca particular foi primordial

para o desenvolvimento do fenétipo selecionado.

No caso dos estudos a respeito da tolerancia a estresses, dois modelos podem ser
utilizados: exposicdo a estresse agudo ou crbnico, que geram mecanismos
adaptativos e respostas fisiologicas diferentes nas células. Em nosso estudo
utilizamos a estratégia de expor as células a estresse agudo submetendo-as a ciclos
de choque com concentracfes letais (>20% (v/v) de etanol, porém com ciclos de
recuperacdo sem o inibidor - permitindo a selecdo de uma tolerancia constitutiva -
além de uma pré-adaptacdo (anterior ao choque) das células em concentracdes
subletais com o objetivo de diminuir a fase de laténcia durante o crescimento em dose

letal.

A via Ras/cAMP/PKA é de fundamental importancia na coordenacao de diversos
processos fisiolégicos e metabdlicos na célula e é sua atividade que regula as

respostas a diversos estresses. Quando sua atividade € diminuida ou inibida, fatores
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de transcricdo (Msn2 e Msn4) sao transferidos para o nucleo onde agem regulando a
expressao de diversos genes em resposta as perturbacfes causadas pelo estresse.
Uma das respostas fisiologicas mais comumente relatadas é o acumulo de trealose,
um carboidrato de estoque que funciona como protetor de proteinas citosélicas e dos

componentes da membrana celular.

Neste trabalho, a mutacdo cyr4474T + Aathl foi a que conferiu maior fitness em
relacdo ao ancestral tanto em meio com concentragdes letais, quanto em concentrais
subletais, um fendtipo Unico em nossos experimentos. A hipotese levantada a
respeito do efeito destas mutacdes, de acordo com a literatura, é de que a adenilato
ciclase (Cyrlp) tem sua atividade reduzida, gerando uma inibicdo da producédo de
cAMP e consequentemente da via CAMP/PKA, o que estimula uma maior tolerancia a
estresse. A mutacéo cyr4*74T merece destaque pois nos ensaios de competicdo em
choques de etanol, os trés mutantes que a carregavam em seu genétipo obtiveram
um fitness em relacdo ao progenitor tdo alto quanto das populacdes evoluidas no
mesmo ensaio (figuras 17 e 13, respectivamente). A delecédo do gene ATH1, por sua
vez, pode estar ligado a um acumulo de trealose que confere maior protecdo e
resisténcia em ambos tipos de estresse, sendo que sua importancia é fundamental na
protecdo de proteinas citosolicas contra as pertubracdes causadas por concentracdes

letais de etanol.

Esta dupla mutacdo (cyr4*’4T + Aathl) aparece ainda nas duas populagdes
evoluidas (P1 e P2) que melhor se sairam nas competicdes em choques de etanol, o
que corrobora a hip6tese de sua importancia no aumento de tolerancia ao etanol. No
entanto, seria interessante para o melhor entendimento da contribuicéo da delecéo do
gene ATH1 a sua reconstituicdo isolada no background do parental para que o0s
ensaios de competicdo e outros adicionais, como a taxa de acumulo de trealose apés

doses letais ou subletais de etanol fossem feitos.

Estudos indicam que é de grande dificuldade otimizar o crescimento e as respostas
de tolerancia a estresse independentemente, uma vez que um processo afeta ao outro
de forma inversa. Neste sentido, a diminui¢cdo da taxa de crescimento para compensar
a taxa de sobrevida devido a reprogramacéo da expressao génica em condi¢cOes de

estresse € uma solucdo trivial geralmente documentada nestes estudos (YANG e
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TAVAZOIE, 2020). Deste modo, as mutacdes que possivelmente contribuem para
uma maior tolerancia em estresse agudo e crénico (como a mutagdo cyr4474T+ Aathl
e populacdes evoluidas), podem gerar um trade-off entre crescimento e tolerancia a
estresse, 0 que reflete a dificuldade de crescimento em meio sem inibidor.. Outros
estudos sdo necessarios para elucidar a associacao das rotas envolvidas no processo
de tolerancia a partir dos alelos mutados que apareceram no curso do experimento,
sendo importante aplicar outras avaliacbes fenotipicas, como quantificacdo de
expressao génica e fermentacfes com os mutantes e linhagens construidos, podendo

gerar um conhecimento de aplicacdo pratica na industria no bioetanol.
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