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Resumo

A producao fermentativa de etanol a partir de substratos chamados de
“primeira geragéo”, como cana-de-agucar e amido de milho, ja atingiu niveis muito
elevados de eficiéncia. As linhagens industriais utilizadas nestes processos ja séo
adaptadas ao ambiente industrial e possuem caracteristicas que dificultam o
melhoramento por engenharia genética tradicional. Duas abordagens inovadoras
foram utilizadas para buscar processos fermentativos mais eficientes: o uso de
reatores bioelétricos para alterar os produtos da fermentagcdo e um ensaio de
engenharia evolutiva para otimizar fenétipos heterélogos.

Foram feitas fermentagdes bioelétricas com Saccharomyces cerevisiae,
obtendo aumentos de produtividade de etanol, sem alterar o rendimento final, e
também mudangas nas proporgdes dos subprodutos glicerol e acetato. Uma
resposta distinta foi observada para uma linhagem industrial cultivada nas

mesmas condicoes.

Foram realizadas analises de expressao génica global de linhagens de
laboratério e industrial fermentando sob estimulo bioelétrico. Nao foram
observadas alteragGes na via fermentativa, mas houveram varia¢cdes grandes na
expressdo de genes relacionados a outros aspectos da fisiologia da levedura,
como genes para sintese de lipidios de membrana e genes desconhecidos ou com
funcdes aparentemente nao-relacionadas ao processo fermentativo. Também foi

evidente uma resposta global diferente entre as duas linhagens.

Foi estabelecido um método automatizado para ensaios de engenharia
evolutiva, que permitiu a selecdo de linhagens por crescimento em celobiose.
Utilizando apenas a variabilidade presente no genoma de uma linhagem industrial
dipléide, foi possivel obter linhagens haploides com desempenho superior a
linhagem parental. Portanto, esta estratégia pode ser viavel para se obter
fendtipos superiores utilizando linhagens distantes de S. cerevisiae.



Abstract

Fermentative ethanol production from substrates known as "first
generation”, such as sugar cane and corn starch, has reached very high levels of
efficiency. The industrial strains used in these processes are already adapted to
the industrial environment and possess characteristics that hinder further
improvement by traditional genetic engineering. Two innovative approaches were
used to seek more efficient fermentation processes: the use of bioelectric reactors
to alter fermentation products and an evolutionary engineering assay to optimize

heterologous phenotypes.

Bioelectric fermentations were carried out with Saccharomyces cerevisiae,
obtaining increases in ethanol productivity, without changing the final yield, and
also changes in the proportions of byproducts glycerol and acetate. A distinct
response was observed for an industrial strain cultivated under the same

conditions.

Global gene expression analyses were carried out for a laboratory and
industrial strain under bioelectric stimulus. No changes were observed for the
fermentative pathway, but there were large variations in expression for genes
related to other aspects of yeast physiology, such as membrane lipid synthesis and
unknown genes or genes with functions that are apparently unrelated to the
fermentation process. A difference in the global response for the two strains was
also evident.

An automated method for evolutionary engineering assays was established,
which allowed the selection of strains by growth on cellobiose. Using only the
genetic variability present within the genome of a diploid industrial strain, it was
possible to obtain haploid strains with superior growth rate when compared to the
parental strain. Therefore, this strategy may be viable for obtaining superior
phenotypes using distant strains of S. cerevisiae.

Vi



Sumario

] (0o [ [ o J0u PP 1
1. O etanol como bIOCOMBUSHIVEI .......ccoiiiiiii e 1
2. Avancos cientificos brasileiros na producao de etanol.............ccoevvevvveviiienenenen. 3

Capitulo | — Andlise de Expressao Génica Durante Estimulo Bioelétrico................ 7
0 I 0 To [ o= o T 7

[.1.1 Sistemas DIOEIEIIICOS ....ccoeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
[.1.2 Métodos de andlise da expressao génica diferencial................cccceeeeneee. 12
[.1.3 ODJELIVOS .. 14
Y oy (=T PRSI =I1V/ (= (o o (o 14
[.2.1 Construcao e uso de reatores bioelétricos........oovveeeeeeeieeeieeeeee, 14
[.2.2 Metodologia de monitoramento das fermentagfes............ccccvveeeeeeeennnnes 16
[.2.3 Construcao de linhagens com expresséao alterada do gene NQR1 ........ 17
[.2.4 Extrag0es de RNA ... 19
1.2.5 Sequenciamento de RNA ... e 20
[.2.6 Andlise dos dados de RNA-SEQ ......uueeriieiiiiiiiiiiiiieeee e 21
|.3 Resultados € DISCUSSA0.......cceuuueeiieeee et e e e e e e e e 22
[.3.1 Fermentacdes com estimulo €létriCo ........ooviieiiiiiiiiii e 22
[.3.2 Construcao de linhagens com expressao alterada do gene NQR1 ........ 28
[.3.3 Andlise dos resultados de expressao geéniCa........ccveeeeeiiiiieiieeeeeaaaeenanns 31
1.4 CoNClUSOES € PErSPeCiVAS ......uueiiiiiieeeiiieieeeee e 45

Capitulo Il — Evolucao de linhagens por selecdao de em larga escala ................... 47

0 I [0 (0T [ o= Lo R P U PP OPPPPPPR 47
[1.1.1 Engenharia Evolutiva no desenvolvimento de microrganismos industriais
........................................................................................................................ 47
[1.1.2 Selecao de linhagens por crescimento em celobiose ..........ccccccceeeeenn. 49
[1.1.3 ODJEIIVOS ... e e e 50

LY oy (=T = TSR = 1= (o o (o 51
[1.2.1 Construcéo das linhagens diplOides ... 51
[1.2.2 Desenvolvimento de método para cultivo e ensaio de crescimento ...... 52
[1.2.3 Condigbes de cultivo para SEIEGA0 ..........oovieiiiiiiiiieie e 53

11.3 Resultad0s € DiSCUSSA0......uuuuuuuuueriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieieieaeeeaeeeeneeennnnnnnnnnnnnnnnnes 53

Vii



[1.3.1 Desenvolvimento do ensaio automatizado e padronizacao das condicoes

08 CUNIVO . ..ttt e e e e e e e e e e e 53
[1.3.2 Crescimento das linhagens diplOides..........cueeeeiiiiiieiiiiiiee e 58
[1.3.3 Crescimento das linhagens haploides ... 61

[1.4 ConcluSOES € PerspeCtivas .........couiiiuiiiiiiiiiiee e 63
Y r= W0 [ o £ oAV = To o T 66
Referéncias BibliografiCas..........cooueiiiiiiiiiii e 67
AANEXOS .. ettt ettt e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e rr e e e e e e e e e aaaa 72

viii



Introducao

1. O etanol como biocombustivel

O aumento global do consumo energético e da emissdo de carbono, como
resultado da geracédo de energia a partir de fontes fésseis, tem agido como uma
forte motivacao para grupos de pesquisa de todo o mundo que investigam fontes
alternativas de energia. Para substituir os combustiveis fosseis, tais fontes
alternativas nao podem contribuir com a degradacado de ambientes naturais e com
o aumento da concentracdo de CO2 na atmosfera, além de necessariamente
serem renovaveis(Martinelli & Filoso 2008). Os biocombustiveis sdo uma opg¢ao
promissora para este proposito, por serem produzidos em pProcessos
fotossintéticos, que absorvem CO2 atmosférico e geram biomassa para ser
posteriormente convertida em um composto que pode servir como combustivel no
lugar de derivados do petréleo.

Dentre os biocombustiveis ja& desenvolvidos, o etanol ocupa uma posigcao
de destaque por ja ser produzido em grandes quantidades, principalmente pelo
Brasil e pelos Estados Unidos, e a tecnologia para utiliza-lo em veiculos esta bem
desenvolvida, na forma de motores “flex” para veiculos ou como aditivo na
gasolina. Esse composto pode ser produzido por fermentacdo de sacarose
naturalmente presente em certas plantas, de glicose produzida por hidrélise
enzimatica de amido contido em graos, além de monossacarideos resultantes da
hidrélise de celuloses e hemiceluloses da parede celular de qualquer material
vegetal(Wheals et al. 1999).

O uso desta ultima fonte de agucares, também conhecido como biomassa
lignocelulésica resulta no chamado “etanol de segunda geragao”, que € estudado
por grupos de pesquisa de todo o mundo, em busca de métodos de producao
eficientes e economicamente viaveis(Soccol et al. 2009). Como o etanol de
segunda geracao pode ser produzido a partir de qualquer tipo de material vegetal,
sera possivel aumentar a producdo mundial de etanol utilizando gramineas
plantadas em terras inadequadas para producao de alimentos e também residuos
de outras culturas. Existem dois principais desafios para que essa nova forma de
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producéo se torne viavel: a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica a hidrélise e
a busca por microorganismos capazes de fermentar o material hidrolisado de
forma eficiente. A dificuldade de hidrolise da biomassa se deve a estrutura
altamente compacta e resistente da parede celular vegetal, que atualmente requer
elevados investimentos em processos quimicos ou fisicos para tratamento, além
de grandes quantidades de enzimas hidroliticas (Himmel et al. 2007). A limitacao
no passo de fermentagdo se deve ao fato da levedura Saccharomyces cerevisiae
ser incapaz de fermentar pentoses sem modificacbes genéticas para introduzir
uma via heterdéloga e remover a repressao catabdlica por glicose (Ha et al. 2011)

Portanto, a maior parte do etanol produzido no mundo ainda €& “etanol de
primeira geracao”, proveniente da fermentacao industrial de duas fontes distintas
de agucares: glicose resultante da hidrélise enzimatica de amido contido em gréaos
como o milho nos Estados Unidos e caldo de cana-de-acucar com alto teor de
sacarose no Brasil(Wheals et al. 1999)(Robertson et al. 2008). No entanto, o
processo de producdo de etanol utilizado pelo Brasil € mais vantajoso dos pontos
de vista energético, econ6mico e ambiental. O balango energético do etanol de
cana-de-agucar, definido como a razdo entre o conteudo energético em um
determinado volume de etanol e a quantidade de energia proveniente de
combustiveis fosseis utilizada durante a sua producdo, € estimado em 8,2
enquanto o balango energético do etanol de milho é apenas 1,3 (Goldemberg
2008). O custo de producéao do etanol de milho é superior ao custo do combustivel
de cana-de-acucar, devido ao maior custo da matéria prima e a maior
complexidade do processo industrial necessario para realizar a hidrélise do amido.
No entanto, o aproveitamento de subprodutos da fermentacéo industrial de etanol
nos Estados Unidos principalmente para a alimentacdo de gado permitiu a
expansao desta industria nos ultimos dez anos. (Wheals et al. 1999) (Goldemberg
2008). Desde 2007, os Estados Unidos se tornaram o maior produtor mundial de
etanol e o crescimento desta producao se manteve em um ritmo estavel, enquanto
a producao de etanol brasileira se estagnou, como pode ser visto na figura 1(RFA
2012).

Ja no aspecto ambiental, a vantagem do etanol de cana se deve a maior
produtividade por hectare da cana e também ao fato de que a producéo de etanol
a partir do milho compete com a utilizacdo do milho como alimento ematéria-prima
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para outras industrias(Wheals et al. 1999). A producao brasileira de etanol ainda
possui uma outra vantagem: a possibilidade de co-geracdo, que é a queima do
bagaco da cana-de-acucar em caldeiras com a finalidade de gerar energia elétrica
para uso proprio das usinas e para venda de energia excedente para companhias
elétricas(Ensinas et al. 2007)
60
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Figura 1 — Comparagéao entre a produgao anual de etanol no Brasil e nos EUA (RFA 2012)

2. Avancos cientificos brasileiros na producao de etanol

O emprego do etanol como combustivel alternativo no Brasil teve inicio na
década de 1970, quando o governo criou o Programa Nacional do Alcool
(ProAlcool) para manter o fornecimento de combustiveis no mercado nacional
durante o periodo de crise de fornecimento de petrdleo. Essa medida foi possivel
gracas as condigbes geograficas e climaticas favoraveis ao plantio de cana de
acucar no Brasil, principalmente na regidao Sudeste, onde hoje se concentra a
maioria da area plantada com essa cultura(Martinelli & Filoso 2008). Desde o
inicio do ProAlcool, as atividades de diversos grupos de pesquisa permitiram a
realizagdo de avangos em todos os passos do processo de produgédo de alcool:
desenvolvimento de novas variedades de cana-de-acucar, expansao das areas de
cultivo, otimizacdo de métodos de processamento e fermentagdo nas usinas e

selecéo de linhagens de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae de alta
3



performance no ambiente industrial(M. Oliveira & Vasconcelos 2006).

Dentre os campos de pesquisa relacionados a producdo do etanol que
foram citados, as linhagens de leveduras da espécie S. cerevisiae utilizadas na
fermentacdo do caldo de cana-de-agUcar até recentemente eram muito pouco
estudadas. Silva-Filho e colaboradores(De Souza Liberal et al. 2005)
demonstraram que, em muitas usinas, as leveduras comerciais inoculadas no
inicio do periodo produtivo eram substituidas por linhagens nativas de maior
capacidade de permanéncia no ambiente das dornas de fermentacédo. No entanto,
essa substituicdo freqientemente nado era notada, pois a produtividade das
linhagens nativas, que estavam mais adaptadas as condi¢gdes encontradas, era
igual. A predominancia das linhagens nativas também apresenta um problema
para a introducado de linhagens geneticamente modificadas, ja que as leveduras
transgénicas geradas a partir de linhagens de laboratério também séo substituidas
durante o processo de fermentacdo(Cunha et al. 2006).

Um estudo de longo prazo das leveduras da coletadas em usinas de todo o
Brasil(Basso et al. 2008), resultou no isolamento de varias linhagens nativas que
possuem caracteristicas de interesse para as usinas, alta produtividade e uma
grande capacidade de permanéncia durante todo o periodo de fermentacao.
Algumas das linhagens isoladas durante o trabalho passaram a ser utilizadas
como in6culo em um grande numero de usinas e hoje sdo denominadas leveduras
industriais, como as linhagens PE-2 e CAT-1. Juntas, estas duas linhagens foram
utilizadas na producdo de 60% do etanol produzido no Brasil na safra de
2007/2008(Basso et al. 2008).

A grande capacidade produtiva e a robustez das linhagens industriais
atualmente utilizadas na producdo de etanol motivou a busca dos fatores
genéticos e fisiolégicos que sao responsaveis por essas caracteristicas
desejaveis. Nosso grupo recentemente realizou uma andlise genética de um
dipléide isolado da linhagem PE-2, denominado JAY270, e o sequenciamento do
genoma completo de um esporo, chamado de JAY291, derivado deste
dipléide(Argueso et al. 2009). Este trabalho foi a primeira analise genética de uma
levedura industrial produtora de etanol e revelou mecanismos que podem explicar
a grande capacidade de adaptacdo ao meio apresentada pela linhagem, como a
elevada heterozigose e a presenga de rearranjos nas regides distais dos
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cromossomos, que permitem a variagcdo no numero de cépias de genes
importantes para a sobrevivéncia no ambiente das dornas de fermentagéo. Por
exemplo, os genes SNO2/3 e SNZ2/3 estao envolvidos no processo de resposta a
estresse oxidativo e possuem cépias adicionais no genoma do hapléide JAY291,
em relacdo a linhagem S288c de laboratério, 0 que sugeriu que esses genes
possam ter um papel importante na capacidade de sobrevivéncia da linhagem PE-
2(Argueso et al. 2009). Essa hipotese foi corroborada por um outro trabalho que
analisou variacbes do numero de copias dos genes SNO e SNZ em linhagens
industriais, incluindo PE-2 e CAT-1 e demonstrou que o aumento de nimero de
copias destes genes torna o crescimento mais eficiente em condi¢des similares as
encontradas nas dornas de fermentagdo de usinas de etanol(B. U. Stambuk et al.
2009). Mais recentemente, foi publicado o0 genoma de uma segunda linhagem
industrial utilizada pela indastria de etanol brasileira, a linhagem CAT-1. Este
genoma apresenta caracteristicas muito similares ao da linhagem PE-2 e estas
linhagens séo filogeneticamente proximas quando comparadas a linhagens de
laboratério ou de producdo de vinho (Babrzadeh et al. 2012). No entanto, um
estudo comparativo de genomas de multiplas linhagens de S. cerevisiae mostrou
que a espécie possui uma enorme reserva de variabilidade genética, que ainda
pode ser explorada para o desenvolvimento de linhagens para processos
industriais futuros, como os de segunda geragao (Liti et al. 2009).

O seqglenciamento do genoma de uma levedura industrial € um avancgo
importante na compreensao desses organismos, principalmente por possibilitar a
realizacdo de andlises mais detalhadas de aspectos da fisiologia dessas
linhagens. Com uma sequéncia gendbmica completa, € possivel estudar a funcéo
de genes individuais e também realizar analises de expressdo génica de forma
global. Tais abordagens complementam as informacdes obtidas com o genoma,
na busca de estratégias para o melhoramento genético das leveduras industriais e
na elaboracdo de métodos inovadores para aumentar a eficiéncia da producao de
etanol nas usinas.

O objetivo deste trabalho foi buscar novos métodos capazes de gerar
ganhos em eficiéncia para a industria de bioetanol. Para tanto, foram utilizadas
estratégias multidisciplinares pouco exploradas por este campo até o momento,
mas com potencial para resultar em grandes beneficios a médio e longo prazos.
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As informagbes ja existentes sobre as leveduras de laboratério e industriais
serviram de base para o planejamento dos experimentos e interpretacdo dos
resultados obtidos.



Capitulo | — Analise de Expressao Génica Durante Estimulo Bioelétrico

1.1 Introducao

I.1.1 Sistemas bioelétricos

Um método descrito na literatura que pode gerar avangos na producao de
etanol por S. cerevisiae é a aplicagdo de uma corrente elétrica para estimular o
metabolismo da levedura em fermentadores modificados com eletrodos,
denominados reatores bioelétricos(Thrash & Coates 2008). Em um reator
bioelétrico, microrganismos s&o cultivados em uma camara contendo o catodo,
eletrodo que recebe a corrente elétrica, de um circuito elétrico acoplado a uma
fonte de corrente elétrica e este eletrodo transfere elétrons as células. O eletrodo
que completa o circuito elétrico normalmente se encontra em uma camara
separada do catodo por uma membrana permeavel a ions, para que possa ocorrer
o equilibrio de cargas no sistema. Os elétrons recebidos pelas células podem,
entdo, ser utilizados em reagdes do metabolismo envolvendo redugdo de
substratos.

A reacdo final da via de sintese do etanol esté incluida na categoria citada,
ja que uma molécula de acetaldeido é reduzida por dois elétrons provenientes de
uma molécula de NADH, gerando uma molécula de etanol como produto. Em uma
cultura de S. cerevisiae sem estimulo elétrico externo, em um meio de cultura com
glicose como unica fonte de carbono, os elétrons carregados por moléculas de
NADH sao provenientes somente do metabolismo da glicose pela via glicolitica.
Mais especificamente, os elétrons sdo transferidos para NAD+ na reagédo de
fosforilacdo de gliceraldeido 3-fosfato (G3P) a 1,3-bisfosfoglicerato (1,3BPG), que
pode ser convertido em acetaldeido apds uma série de outras reagdes da via
glicolitica (Figura 1). Portanto, se todos os elétrons transferidos para NAD+ na
reacao de G3P a 1,3BPG fossem utilizados na reducédo de acetaldeido a etanol,
seria atingida a eficiéncia teérica maxima da fermentacdo de glicose a etanol,
51,1g de etanol para cada 100g de glicose (2 Mols ou 92g de etanol para cada 1

Mol ou 180g de glicose). No entanto, essa situacdo ndo ocorre porque o parte do
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NADH celular é sempre direcionado a sintese de subprodutos como o glicerol, que
tem uma funcao de protecao contra stress osmaético(Ying 2006), impossibilitando a
conversdo completa de acetaldeido a etanol e gerando subprodutos indesejaveis
na producao de combustiveis, como acetato. As leveduras industriais atingem uma
eficiéncia de até 92% do valor tedrico maximo(L. C Basso et al. 2008). Os elétrons
provenientes dos eletrodos nos reatores bioelétricos seriam uma forma de
fornecer poder redutor suficiente as células para que uma maior proporcao dos
substratos presentes no meio seja direcionada para a producdo de etanol,
diminuindo também a geracao de subprodutos, ou entao induzindo a reciclagem
de NADH para NAD" e acelerando o fluxo de carbono pela via fermentativa (Figura
2). Esta previsdo é corroborada por estudos realizados com S. cerevisiae em
reatores bioelétricos, que observaram aumentos na taxa de producdo de
etanol(Nakanishi et al. 1998)'(Shin, et al. 2002) e de até 12% na concentragdo de
etanol ao final da fermentagdo(Shin, et al. 2002), quando comparados com
culturas sem a aplicacdo de correntes elétricas. Porém, ambos estes estudos
somente relatam o aumento de produtividade, sem investigar os mecanismos

moleculares que estariam envolvidos no processo.

v o)

Oxidation | Reduction

Glycerol Pyruvate
NAD+ l

Acetaldehyde
NADH

Glucose —>— G3P 1,3BPG
NADH NAD+

NADH NAD+

NAD+, NADH

Ethanol Acetate

Figura 2. A- Esquema da via de produgcdo de etanol, com os passos de produgado e
consumo de NADH. B — Representacdo das possiveis reacdes que podem ser mediadas por um

sistema bioeletroquimico, fornecendo ou removendo elétrons do metabolismo microbiano.

O estimulo do metabolismo de microrganismos por correntes elétricas é um
exemplo de aplicacdo de sistemas bioeletroquimicos, que envolvem trocas de
elétrons entre microrganismos e circuitos de eletrodos, em reacbes de Oxido-
reducao(Rabaey 2010). Esses sistemas sao objeto de interesse de grupos de

pesquisadores do mundo todo desde o inicio do século XX, quando Potter(Potter
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1911) demonstrou que culturas de S. cerevisiae e da bactéria Escherichia coli sao
capazes de gerar pequenas diferencas de potencial elétrico entre dois eletrodos
mantidos em solugbes de composi¢cdes idénticas, mas com 0S o0rganismos
inoculados somente na camara de um dos eletrodos. Vinte anos mais tarde,
Cohen (Cohen 1931) conseguiu gerar correntes elétricas mais intensas com
bactérias de cinco espécies diferentes, adicionando compostos capazes de
facilitar a transferéncia de elétrons entre células e eletrodos, como ions
ferricianeto e benzoquinona. Essas substancias sdo apenas dois exemplos de
uma classe de compostos atualmente denominados “mediadores redox”
exdgenos, que sdo moléculas pequenas e soluveis adicionadas ao meio de
cultura. Essas moléculas sdo capazes de sofrer reacdes reversiveis de Oxido-
reducao, em condi¢des de potencial elétrico permissivas a troca de elétrons tanto
com componentes celulares como com eletrodos(Rabaey 2010).

Desde o trabalho de Cohen, milhares de artigos envolvendo sistemas
bioeletroquimicos foram publicados, principalmente com o objetivo de gerar
eletricidade a partir de elétrons provenientes do metabolismo de microrganismos,
as chamadas células combustiveis microbianas(Rabaey 2010). Os trabalhos que
envolvem a aplicacdo de uma corrente elétrica para aumentar a producdo de
compostos reduzidos sdo mais escassos, mas existem indicios de que organismos
capazes de exportar elétrons para 0 meio também sao capazes de importar
elétrons do meio(Emde & Schink 1990a)'(Emde & Schink 1990b), o que sugere um
grau de reversibilidade no processo. Um grande niumero de espécies de bactérias
e fungos possui a capacidade de realizar trocas de elétrons com o meio externo e
observou-se que todos esses organismos se dividem em duas categorias em
relacdo ao mecanismo pelo qual ocorre o processo. Uma minoria das espécies de
bactérias, dos géneros Shewanella e Geobacter, é capaz de interagir fisicamente
com a superficie dos eletrodos através de proteinas de membrana ou estruturas
especializadas, processo chamado de transferéncia direta de elétrons(Schaetzle
et al. 2008). As demais bactérias e todos os fungos estudados realizam as trocas
de elétrons indiretamente por meio de mediadores redox, enddgenos ou
exogenos(Rabaey 2010). A adicdo de mediadores exdgenos possui desvantagens
significativas em relagcdo aos sistemas em que 0s organismos produzem seus
préprios mediadores. Entre essas desvantagens estdo o alto custo e a
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complexidade do processo de sintese dos compostos organicos utilizados como
mediadores e a toxicidade de algumas dessas substancias as células do
sistema(Emde & Schink 1990a)(Thrash & Coates 2008). Portanto, o emprego de
microrganismos capazes de sintetizar compostos mediadores pode resultar em
sistemas bioeletroquimicos mais eficientes e com menor custo de operagao.

Recentemente, descricoes de novos mediadores redox enddgenos vém
sendo publicadas com uma alta freqiéncia(Marsili et al. 2008) (Y.-F. Wang et al.
2008)(Y.-F. Wang et al. 2007)(T. Zhang et al. 2008) (Tian Zhang et al. 2006), até
mesmo em organismos que eram considerados inadequados para uso em
sistemas bioeletroquimicos, como E. coliRabaey 2010). Até o momento, nenhum
mediador enddgeno foi identificado em S. cerevisiae e alguns autores sugerem
que essa auséncia torna as leveduras muito pouco eficientes na realizacdo de
trocas de elétrons com o meio, o que significaria que a adicdo de mediadores
sintéticos seria necessaria para viabilizar reatores bioelétricos com esses
organismos(Gunawardena et al. 2008)(Schaetzle et al. 2008). Porém, os
resultados positivos de estimulagao elétrica deste organismo para a producao de
etanol foram obtidos em meios de cultura sem a adicdo de mediadores
exogenos(Nakanishi et al. 1998)'(Shin, et al. 2002). Além destas observagdes nao
explicadas, os mediadores endodgenos de E. coli somente foram encontrados
quando o organismo foi cultivado por periodos extensos em uma célula
combustivel microbiana, o que demonstra que condi¢cdes ambientais sdo capazes
de modular a producdo dos mediadores endogenos(Tian Zhang et al. 2006).
Portanto, S cerevisiae pode ser capaz de sintetizar algum composto que aja como
mediador em condicdes ambientais especificas, ou a transferéncia de elétrons
ocorre por algum mecanismo ainda nao descrito e que pode ser de grande
interesse do ponto de vista de pesquisa basica.

Uma outra estratégia que esta sendo explorada nas pesquisas com
sistemas bioelétricos € o desenvolvimento de organismos com modificacdes
genéticas que aumentam a eficiéncia da transferéncia de elétrons. Em E. coli, a
superexpressao do gene GIdA, que codifica para uma glicerol desidrogenase,
resulta na secrecao de compostos néo identificados que agem como mediadores
redox(Xiang et al. 2009), mas que possuem caracteristicas eletroquimicas
diferentes dos mediadores enddgenos previamente descritos em E. coli(T. Zhang
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et al. 2008). Em condi¢gdes de fermentacdo de glicose, esse gene se encontra
reprimido, o que pode explicar o fato desses mediadores nao terem sido
identificados em organismos selvagens(Xiang et al. 2009). Buscas no banco de
dados do genoma de Saccharomyces (Saccharomyces Genome Database,
www.yeastgenome.org) revelaram que S. cerevisiae nao possui um gene com
homologia significativa a GIdA de E. coli e também n&o possui uma outra enzima
com atividade de glicerol desidrogenase. Portanto, nesta espécie ndo deve ocorrer
a sintese de mediadores endbgenos pela mesma via que gera os mediadores de
E. coli.

No entanto, uma enzima de S. cerevisiae recentemente identificada por
Jiménez-Hidalgo e colaboradores(Jiménez-Hidalgo et al. 2009), denominada
NQR1, possui caracteristicas que sugerem um possivel papel na troca de elétrons
entre a célula e o meio. Essa enzima é uma NADH-coenzima Q redutase e foi
localizada na membrana plasmatica por ensaios de imunofluorescéncia e Western
blot em amostras de células subfracionadas(Jiménez-Hidalgo et al. 2009).
Portanto, é possivel que NQR1 catalise transferéncias de elétrons entre os meios
extra- e intracelular por meio de redugéo ou oxidacao de coenzima Q, que difunde
livremente na membrana plasmatica. A expressao do gene é induzida por teores
reduzidos de glicose no meio e a sua superexpressao, por meio de vetores de
expressao contendo a sequéncia codificante completa, resultou em um aumento
da respiracdo acompanhado de uma reducdo na producdo de etanol(Jiménez-
Hidalgo et al. 2009). O resultado do ensaio de superexpressao indica que, nas
condi¢cbes utilizadas, NQR1 facilitou a transferéncia de elétrons de NADH
intracelular para substratos do meio extracelular, o que induziu o inicio do
metabolismo aerdbico para suprir o déficit de NADH e levou a menor producéo de
etanol. No ambiente de um reator bioelétrico, em que existe um excesso de
compostos reduzidos pelo catodo no meio extracelular, a superexpressao de
NQR1 permitiria avaliar se esta enzima também é capaz de mediar um processo
inverso ao descrito, pois resultaria em uma maior sintese de compostos reduzidos,
como o etanol. Células portando delecbes deste gene sdo inviaveis, o que
impossibilita a utilizacdo de dele¢cdes no estudo da funcédo do gene(Yu et al. 2006).

A estratégia de modificacdo genética dos microrganismos para melhorar a
eficiéncia dos sistemas bioelétricos é promissora, mas o conhecimento sobre os
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mecanismos moleculares de transferéncia de elétrons nos microganismos ainda é
escasso. Sao necessarios estudos da expressao génica diferencial dos
organismos durante as culturas em sistemas bioelétricos, para que mais genes
envolvidos no processo possam ser identificados.

I.1.2 Métodos de analise da expressao génica diferencial

O estudo da expressdo génica diferencial pode contribuir de forma
significativa para a elucidagdo de mecanismos moleculares envolvidos em um
determinado processo, pois determina quais genes tiveram sua expressao
alterada em resposta a uma mudanca nas condicbes do experimento. As
principais técnicas utilizadas para realizar uma analise global dos padrbes de
transcricdo sdao SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)(Varela et al. 2005),
hibridacao em microarranjos de DNA(Ehrenreich 2006) e sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) em sequenciadores de segunda geracao( 't Hoen et al. 2008) (Marioni
et al. 2008b)(Torres et al. 2008). Para os trés métodos, é necessaria a extracao
de RNA das células nas diferentes condicbes estudadas e a transcricdo reversa
deste RNA para gerar moléculas de DNA complementares (cDNA) a cada espécie
de RNA presente na amostra.

A técnica de SAGE utiliza fragmentos de cDNA ligados in tandem em
plasmideos bacterianos, para que possam ser amplificados e isolados para
posterior seqlenciamento. Ap6s o seqienciamento, sdo necessarias analises
computacionais para identificar os genes correspondentes a cada fragmento
sequienciado e quantificar a expressdo de cada gene com base no numero de
vezes que a sua sequéncia foi encontrada na amostra(Varela et al. 2005). A maior
desvantagem deste método € a necessidade de um passo de clonagem dos
fragmentos de cDNA em vetores para transformacéao de bactérias, processo que
consome muito tempo.

Os microarranjos de DNA sao laminas contendo cépias de todos os genes
de um organismo, depositados de forma ordenada, e que sédo hibridadas com o
cDNA de cada condicdao de interesse(Ehrenreich 2006). Para realizar a
comparagcdo entre duas condigdes de cultura, as amostras de cDNA sé&o

previamente marcadas com fluoréforos distintos para cada condicdo e as
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intensidades de fluorescéncia dos dois fluoréforos permitem a quantificacao
relativa da expressdo de cada gene, ja que a fluorescéncia é proporcional a
quantidade de cDNA marcado hibridado com a lamina. Esta técnica é simples e
pode ser realizada em pouco tempo, mas depende da disponibilidade dos arranjos
de DNA especificos para o organismo estudado. Existem microarranjos
comercializados para linhagens de levedura de laboratério, mas para as linhagens
industriais de producao de etanol seria necessaria a produgéo de novos arranjos a
partir do genoma sequenciado.

O método de RNA-Seq evita alguns dos problemas das outras duas
técnicas, pois utiliza fragmentos de cDNA de fita dupla, que séo ligados a
adaptadores, amplificados in vitro e submetidos ao seqguenciamento em
equipamentos de segunda geracdo, como lllumina HiSeq2000(Marioni et al.
2008a). Como na técnica de SAGE, os resultados obtidos devem passar por
alinhamentos com sequéncias gendémicas para identificar os fragmentos e a
quantificacdo da expresséao € feita pelo numero de cdpias sequienciadas de cada
gene. A principal vantagem deste método € que milhdes de fragmentos séo
simultaneamente sequenciados, possibilitando a deteccdo de transcritos
fracamente expressos. O elevado custo dos equipamentos e reagentes para a
realizacdo de RNA-Seq eram uma desvantagem significativa quando a técnica foi
desenvolvida, mas o rapido desenvolvimento e a intensa competicdo entre as
empresas responsaveis estdo tornando essa técnica cada vez mais acessivel.

Até o momento, os estudos de expressdo génica em leveduras foram
focados principalmente no perfil de expressdo durante a producdo industrial de
alimentos e bebidas, como péo(Tanaka et al. 2006) (Tanaka et al., 2006),
vinho(Varela et al. 2005) e cerveja(Olesen et al. 2002) (Olesen et al., 2002). Mais
recentemente, foi feita uma analise de expressao durante a producao de etanol a
partir de amido hidrolisado(Li et al. 2010). Entretanto, ainda n&o existe um estudo
publicado que analise diferencas de expressdo génica em leveduras cultivadas
sob estimulo de correntes elétricas e este tipo de trabalho também é escasso para
outros organismos cultivados em sistemas bioelétricos. Uma analise recente, por
microarranjos, da expressdo génica de E. coli cultivada em uma célula
combustivel microbiana revelou aumentos na expressao de genes relacionados a
cadeia respiratoria e ao transporte de compostos pela membrana(Qiao et al.
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2009), o que pode indicar um papel importante para as proteinas codificadas por
esses genes no processo de transferéncia de elétrons. Portanto, mais estudos de
expressdo diferencial s&o necessarios para uma maior elucidagdo dos

mecanismos que atuam nas células cultivadas em sistemas bioelétricos.

1.1.3 Objetivos

O objetivo desta etapa do trabalho foi buscar mecanismos moleculares de
Saccharomyces cerevisiae responsaveis pelo aumento na produgéo de etanol sob
estimulo por correntes elétricas e vias possiveis para otimizagdo do método

Os objetivos especificos deste capitulo foram:

1. Reproduzir os resultados de estimulo do metabolismo em linhagens de
laboratério de S. cerevisiae por correntes elétricas, gerando aumentos de
concentracao final de etanol.

2. Avaliar se o cultivo de linhagens de leveduras industriais em condi¢cbes
de estimulo por corrente elétrica é capaz de gerar um aumento na producéo de
etanol.

3. Gerar linhagens com alteracdes de expressao para o gene NQR1.

4. Analisar a expresséo génica das leveduras de laboratorio e industriais em
condigdes de cultura com estimulo elétrico, para identificar genes que atuam no

processo.

|.2 Materiais e Métodos

1.2.1 Construcao e uso de reatores bioelétricos

As fermentagbes com estimulo por corrente elétrica foram feitas em um
reator construido com base nos experimentos de Nakanishi e colaboradores
(Nakanishi et al. 1998). O reator é constituido de um frasco Erlenmeyer com dois
eletrodos inseridos diretamente dentro do meio de cultura, sem separacao entre o

catodo e o anodo do circuito (Figura 3). Nesta configuracdo, podem ocorrer tanto
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reacdes de reducdo (doacao de elétrons) como oxidagao (remocgao de elétrons). O
desenho original utilizava eletrodos de platina, mas por questbes de custo e
disponibilidade, foram construidos eletrodos de ago inox 304. Durante os
experimentos, foi possivel verificar uma notavel oxidacao dos eletrodos durante as
fermentacdes. Portanto, os eletrodos eram polidos para expor uma superficie lisa
e nao-oxidada antes de cada experimento, evitando assim efeitos de isolamento
elétrico causados pela oxidagdo do material.

Figura 3. A — Representagao esquematica do reator bioelétrico montado para a realizacao
dos experimentos. Ambos 0s eletros estdo imersos no meio de cultura e a corrente é fornecida por
uma fonte de corrente externa. B — Sistema montado e colocado dentro do shaker onde as culturas

eram incubadas com agitagéo constante a 170rpm e 30°C.

A corrente elétrica foi aplicada nas fermentagdes por meio de uma fonte de
voltagem DC (Minipa, Brasil) (Figura 3). A voltagem aplicada e a corrente que
passa pelo sistema foram monitoradas periodicamente ao longo das fermentagcdes
por meio de um multimetro. Todos os experimentos de fermentacdo com estimulo
elétrico foram feitos com um controle sem corrente elétrica com 0 mesmo lote de
meio de cultura, inoculado com a mesma quantidade de células e incubado nas
mesmas condigdes. Com esses controles, € possivel determinar o efeito da
corrente elétrica de forma direta, removendo a variagdo que normalmente ocorre
entre experimentos devido a variagbes no meio de cultura, temperatura de

incubacéao, agitacao e quantidade de células inoculadas.

O meio de cultura utilizado para todas as culturas foi YEPD (1% de extrato
de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose). Para os experimentos de
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fermentacdo, a concentracao de glicose utilizada foi 10% ou 18%, mantendo os
demais componentes inalterados. Para iniciar as fermentagdes, foi inicialmente
feito um pré-inéculo em 5mL de YEPD, utilizando uma unica colénia isolada de
uma cultura em meio YEPD com &gar, que foi mantido a 30°C com 170rpm de
agitacdo em uma incubadora Multitron (Infors HT, Suica). Apds o crescimento do
pré-inéculo, todo o meio de cultura foi transferido para um frasco contendo 100mL
de YEPD e a mesma incubagéo foi feita. Esta cultura foi utilizada como indculo
das fermentacdes, fazendo as diluicbes apropriadas para que a densidade éptica
inicial seja préxima de 0,5, com base em medidas de absorbancia a 600nm.

1.2.2 Metodologia de monitoramento das fermentacoes
A quantificacao de substratos, etanol e subprodutos de fermentacgao foi feita

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). As amostras retiradas das
fermentacdes foram centrifugadas para remocao de células, diluidas com agua
Milli-Q (Millipore, EUA) para que figuem dentro das concentragbes aceitaveis para
deteccéo e filtradas em membranas de 0,45um. Para cada composto que se
deseja monitorar, foi feita uma curva padrdao com diluicbes conhecidas da
substancia e entdo as amostras de fermentacdo podiam ser precisamente
quantificadas. Foi padronizado um método na coluna Aminex HPX-87H (BioRad,
EUA), no cromatografo Alliance 2795HT (Waters, EUA) com monitoramento por
indice de refragdo por um detector Waters 2414. A fase movel utilizada foi acido
sulfarico 2mM a um fluxo de 0,6mL/min e os compostos monitorados séo glicose,
glicerol, acido acético e etanol. O primeiro € o substrato para fermentacao utilizado
no meio de cultura e glicerol e acido acético sdo subprodutos da fermentacao.

O método estabelecido se mostrou bastante reprodutivel, de alta
sensibilidade, e capaz de quantificar compostos em concentragcdes até 50g/L.
Portanto, foi considerado adequado para realizar 0 monitoramento dos produtos e
do consumo de substrato para todas as fermentacdes do trabalho. Todos os
resultados de fermentacdes apresentadosforam obtidos por meio desta
metodologia.
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Além das analises por HPLC, foi monitorado o crescimento celular durante
todas as fermentacdes, por meio de espectrofotometria. As amostras coletadas
sao medidas em um espectrofotometro Ultrospec2000 (Pharmacia, Suécia), no
comprimento de onda de 600nm. Quando as medidas eram superiores ao limite de
deteccdo do aparelho (1 unidade de absorbancia), foram feitas diluicbes das
amostras e do meio de cultura utilizado como branco, para que as medicoes

continuassem precisas.

1.2.3 Construcao de linhagens com expressao alterada do gene NQR1

Para alterar a expressdao do gene NQR1, foram feitas construgbes de
vetores contendo promotores enddégenos de S. cerevisiae ligados ao gene de
resisténcia a geneticina, KanMX4, para substituicdo do promotor endégeno deste
gene. Primeiro, foram escolhidos trés promotores com valores de expressao
inferiores ao do gene NQR1 e dois promotores que sdo mais fortemente
expressos (Tabela 1). Os dados de expressao sao derivados de RNA-Seq de uma
fermentacdo em escala industrial com a linhagem JAY-270 (Osmar Vaz de
Carvalho Netto, dados nao publicados). As regides consideradas parte do
promotor contemplam toda a sequéncia upstream do sitio de inicio de traducao do
respectivo gene, até o inicio da sequéncia codificante do gene adjacente no
genoma da linhagem JAY270.

Tabela 1 — Valores de expressédo do gene NQR1 e dos promotores escolhido em uma fermentagéo

industrial com a linhagem JAY270

Gene Expressao (RPKM %
desvio padrao)

NQR1 52422

BET5 1442

YPD1 2143

SDT1 36+3

PFY1 730116

TEF1 617012297
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As construcdes foram feitas amplificando os promotores do DNA genémico
de JAY270 por PCR com a enzima GoTaq Flexi (Promega, EUA) e as seguintes
condicdes de reacao: 7,5pmol de cada primer, 0,25mM dNTPs, 3,5mM MgCly, 2ul
de tampao Go Taq Flexi Buffer 5x, 30ng de DNA genémico e 0,1uL de enzima Go
Taq Flexi para uma reacao de 10uL. Os parametros da reacao foram os seguintes:
2 minutos a 95°C para desnaturacao inicial do DNA; 35 ciclos de 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 50°C e 1 minuto a 72°C; 5 minutos de extensao final a 72°C.
Os primers desenhados para essa amplificacdo contém sitios para as enzimas de
restricio EcoRIl e Sacll em suas extremidades 5, para que os fragmentos
amplificados possam ser ligados ao vetor pFA6-KanMX4. Apds o PCR, as reacoes
foram corridas em gel de agarose 1% para verificacdo da amplificacdo dos
fragmentos e uma nova reacdo feita com volume total de 50uL. Estas reagdes
foram, entdo, purificadas utilizando o kit PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

O plasmideo pFA6-KanMX4 e os promotores amplificados foram digeridos
com as endonucleases de restricdo EcoRIl e Sacll com as seguintes condigdes:
2uL de tampao NEB4, 0,5 uL de enzima EcoRlI, 1,5 pL de enzima Sacll, 1 pg de
DNA plasmidial ou 100ng de DNA amplificado dos promotores em um volume final
de 20uL, incubando por 5 horas a 37°C. A digestdao completa do vetor foi checada
correndo digestdes feitas com cada enzima separadamente em gel de agarose e
os produtos digeridos foram purificados com o kit PureLink PCR Purification kit.
Entdo, cada promotor foi ligado ao vetor linearizado utilizando a enzima T4 DNA
Ligase (Promega, EUA) nas seguintes condicdes: 1 puL de tampéao Ligase Buffer,
0,3 uL de enzima T4 Ligase, 20ng de DNA no total (promotor:vetor na razdo molar
3:1) em um volume total de 10 pL e incubando a 25°C por uma hora. As ligacoes
foram transformadas por eletroporacdo em E. coli DH10B e os plasmideos
resultantes extraidos por mini-prep com lise alcalina(Ausubel et al. 1998). Ao final
deste processo, um vetor para cada promotor escolhido havia sido construido

Para a transformacdo das leveduras, foi amplificado de cada vetor um
fragmento contendo o promotor de interesse na extremidade 3’ e o gene marcador

KanMX4 na extremidade 5. Os primers utilizados para esta reacdo de PCR
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possuiam em suas extremidades 5 caudas de 45pb com homologia a regido
imediatamente upstream e downstream do sitio de iniciacao da traducao do gene
NQR1. Dessa forma, os produtos gerados poderiam ser utilizados para
transformacdo de leveduras por recombinacdo homdéloga, inserindo o novo
promotor e o marcador de resisténcia a geneticina entre a sequéncia codificante
do gene e seu promotor original, deixando o gene sob o controle transcricional do
novo promotor. A transformagéao foi feita pelo método de acetato de litio(Ausubel
et al. 1998). Ap6s as transformagdes, os clones positivos foram confirmados
amplificando a regido inserida em cada linhagem, por PCR. Os promotores foram
sequenciados usando o kit Big Dye Terminator (Life Technologies, EUA) no
sequenciador ABI 3500 (Life Technologies, EUA), de acordo com as instru¢des do

fabricante.

A esporulacao de linhagens dipldides foi feita segundo protolo de Ausubel e
colaboradores(Ausubel et al. 1998). As tétrades resultantes foram digeridas em
tampéo de micromanipulacao (Sorbitol 1M, Tris-HCI 10mM ph 7,5, EDTA 10mM,
NAH2PO4 10mM, contendo 20uL de solugdo 1Tmg/mL da enzima Lyticase (Sigma-
Aldrich, EUA) em tampéo fosfato 10mM pH 7,5 e 4pL de B-mercaptoetanol) por
uma hora a 30°C. Ap6s a digestdo, a disseccao foi feita utilizando um
micromanipulador, em meio YEPD, e as placas foram incubadas a 30°C para

crescimento dos esporos isolados e observagao dos resultados

1.2.4 Extracoes de RNA

Todas as extragbes de RNA foram feitos com material coletado durante as
fermentagdes. O meio de cultura foi imediatamente centrifugado a 8000g por 5
minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e as células congeladas em nitrogénio
liquido, antes de serem armazenadas a -80°C até o momento da extracdo. Antes
de iniciar a extracdo, o material foi descongelado lentamente em banho de gelo,
lavado com H.O DEPC e centrifugado novamente a 8000g por 5 minutos a 4°C.
As extragbes foram feitas de acordo com o protocolo de fenol &acido
quente(Ausubel et al. 1998).
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As células lavadas foram ressuspendidas em 400uL de tampao TES (Tris-
HCI 10mM pH 7,5, EDTA 10mM, 0,5%SDS) e foram adicionados 400uL de fenol
acido, vortexando vigorosamente cada tudo por 10 segundos. O material foi
incubado a 65°C por uma hora, vortexando todos os tubos a cada 10 minutos.
ApGs essa incubacgao, os tubos foram transferidos para banho de gelo por 5
minutos e centrifugados a 13000g por 5 minutos a 4°C. A fase aquosa resultante
foi transferida para um novo tudo, ao qual foram adicionados 400uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), misturando o conteudo dos tubos por vortex e
repetindo o passo de centrifugacédo. A nova fase aquosa foi transferida para tubos
contendo 40ul de acetato de soédio 3M pH5,2 e 1mL de etanol 100% gelado, os
tubos foram incubados a -20°C por 15-30 minutos para precipitacdo do RNA e
centrifugados a 13000g por 15 minutos a 4°C. O pellet resultante foi lavado com
etanol 70% gelado e centrifugado novamente por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram mantidos abertos, invertidos sobre papel toalha, para
que o etanol remanescente evaporasse. Entdo, o material foi ressuspendido em
H.O, quantificado por espectrofotometria no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific, EUA) e sua qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose

desnaturante.

Para a eletroforese em gel desnaturante, foi preparado um gel com 1,5%
(w/v) de agarose contendo 0,5% de formaldeido (v/v) em tampdo MOPS (MOPS-
NaOH ph 7,0 20mM, Acetato de sédio 10mM, EDTA 1mM). Aproximadamente 1ug
de cada amostra de RNA foi diluida em tampao de carregamento ( 2,5ul de MOPS
10x, 4,5ul de formaldeido, 12,5ul de formamida, 1ul de xilenocianol 0,25% (w/v),
8ul de H20O DEPC e 1ul de brometo de etidio 10mg/ml), incubada a 65°C por 10
minutos, 4°C por 2 minutos e aplicada no gel. O tampao de corrida utilizado foi
MOPS, a voltagem aplicada foi de 4v/cm, por aproximadamente 90 minutos.

1.2.5 Seqlienciamento de RNA

A purificacdo do RNA mensageiro e a preparagdo das bibliotecas para
sequenciamento foram feitas com o kit TruSeq RNA Sample Preparation (lllumina,
EUA), no centro de sequenciamento de alto desempenho da University of North

Carolina (EUA), pelo aluno Javier Correa Alvarez (processo fapesp n°) sob
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supervisao do Prof. Piotr Mieczkowski. As amostras foram marcadas com tags de
forma que seis amostras diferentes foram sequenciadas em cada calha de uma
corrida no sequenciador HiSeg2000 (lllumina, EUA), gerando sequéncias de 50
pares de base. Amostras provenientes de um mesmo ponto de uma fermentacéo,
controles e tratadas, foram sempre sequenciadas em uma mesma calha para
reduzir a variabilidade que ocorre entre corridas distintas de sequenciamento.
ApoGs o sequenciamento, os dados foram tratados e enviados ao Brasil na forma
de sequéncias FASTQ, contendo os reads e seus respectivos valores de
qualidade.

1.2.6 Analise dos dados de RNA-Seq

Toda a analise dos dados de RNA-Seq foi feita utilizando os servidores do
Laboratério de Genémica e Expressao. As sequéncias utilizadas como referéncia
foram o genoma(Goffeau et al. 1995) e os genes da linhagem S288c
(www.yeastgenome.org), além do genoma e da predicdo dos genes para a
linhagem industrial JAY270(Argueso et al. 2009). Para os alinhamentos, foi
utilizado o software Bowtie(Langmead et al. 2009), com os parametros descritos
na sec¢do Resultados. A determinacédo do valor de corte para expressao foi feita
utilizando o software OriginPro8 (OriginLab, EUA). A andlise estatistica da
expressao diferencial dos genes em cada par de bibliotecas foi feita utilizando os
pacotes BaySeq(Hardcastle & Kelly 2010) e DESeq (Anders & Huber 2010).
Todos os valores de expressao serao apresentados na forma de RPKM (reads por
kilobase de modelo de éxon por milhao de reads alinhados) ou na forma de fold
change, que € a fator pelo qual o valor de expressao de um gene difere da sua
condicao controle. A analise de enriquecimento de categorias GOSIim foi realizada
utiizando o pacote BINGO do software de andlise e visualizagdo de dados
Cytoscape.

21



|.3 Resultados e Discussao

1.3.1 Fermentag¢6es com estimulo elétrico

Os experimentos de fermentacao foram inicialmente feitos com um isolado
haploide da linhagem de laboratorio de S. cerevisiae S288c, denominada FY23.
Essa linhagem possui um desempenho fermentativo pobre se comparado com as
linhagens industriais utilizadas nas usinas de etanol do Brasil, mas foi escolhida
por ser geneticamente e fisiologicamente mais bem caracterizada do que as
linhagens industriais. Esse fator facilita a andlise dos dados de expressao génica
que serao gerados de leveduras sob estimulo elétrico, ja que seu genoma esta
muito bem anotado, reunindo todas as informagdes conhecidas sobre cada gene
no Saccharomyces Genome Database (www.yeastgenome.org)

A tabela 2 contém os resultados dos testes iniciais de fermentagdo com a
linhagem S288c no reator bioelétrico. Foram feitos experimentos com voltagem
igual a 1,5V, mas estes ndo apresentaram diferengas em relagdo aos controles,
entdo nao foram incluidos na tabela. Na condicdo de voltagem de 6,0V, os
eletrodos apresentaram sinais de corrosdo, entdao decidiu-se realizar os
experimentos seguintes sempre utilizando 4,5V. Nas demais condi¢des, foi
possivel observar aumentos de produtividade de etanol entre 3% e 6% e
aumentos similares na taxa de consumo de glicose quando era aplicada a corrente
elétrica. Por outro lado, o rendimento de etanol ndo foi afetado, nunca
apresentando uma variacdo maior que 1% entre o controle e a condigao
experimental, sendo que em alguns casos o controle teve um rendimento final
ligeiramente maior que a cultura estimulada por corrente elétrica. Outra alteracao
que foi observada nas condigbes de estimulo elétrica foi na razdo entre as
concentragdes finais de acido acético e glicerol. Em todas as condigdes de
estimulo elétrico, essa razao foi bastante superior em relacdo ao controle, o que
indica que a corrente elétrica estd exercendo uma grande influéncia sobre o
metabolismo desses metabdlitos diretamente relacionados ao estado redox da
célula. Um efeito que foi observado por Nakanishi et al. (1998) e néo foi observado
nestes experimentos € um aumento na taxa de crescimento celular quando a
corrente é aplicada. Em todos os experimentos, o crescimento foi acompanhado
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pela absorbancia a 600nm das amostras e ndo houveram diferengas entre as

condi¢gdes experimentais e controles.

Tabela 2 — Resumo dos resultados dos experimentos de fermenta¢do com estimulo elétrico, com a
linhagem S288c

Condigbes do Rendimento de etanol (g/g Produtividade de Taxa de consumo Razao 4cido acético /
experimento substrato consumido) etanol (g/Lh) de glicose (g/Lh) glicerol (g/g)
Controle 0,47 1,38 2,94 0,45
10% glicose, 3V Experimental 0,46 1,45 3,13 0,61
Razao controle
/ experimental 0,99 1,05 1,06 1,37
Controle 0,45 1,78 3,91 0,32
10% glicose, 4,5V  Experimental 0,45 1,89 410 0,50
Razao controle
/ experimental 1,00 1,06 1,05 1,54
Controle 0,47 1,95 4,19 0,30
10% glicose, 6V Experimental 0,47 2,01 4,35 0,52
Razao controle
/ experimental 0,99 1,03 1,04 1,69
Controle 0,47 1,83 3,85 0,15
18% glicose, 6V Experimental 0,48 1,91 4,07 0,30

Razao controle
/ experimental 1,01 1,05 1,06 2,02

Para realizar a andlise de expressdo génica em larga escala, foram
realizadas fermentagcées em volumes maiores de meio de cultura, para permitir a
coleta periédica de células, que teriam seu RNA total extraido. Nesses
experimentos, também foi incluida a linhagem industrial dipléide JAY270, para
determinar se esta responderia da mesma forma ao estimulo bioelétrico e
comparar as alteragbes de expressdo génica nas duas linhagens. Neste
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experimento (Figura 4), a linhagem JAY270 manteve a massa celular elevada no
final da fermentacdo com estimulo bioelétrico, enquanto na condicdo controle
houve uma queda da massa celular observada por absorbancia a 600nm,
diferentemente do que ocorre com a linhagem de laboratério. O aumento da
produtividade de etanol para esta linhagem foi menor do que o observado para
S288c, mas ainda pode ser observado. Na linhagem industrial, ndo houve o efeito
claro sobre a concentragao final dos subprodutos como ocorreu na linhagem de
laboratorio.
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Figura 4 — Resultados das fermentagdes que foram utilizadas para analise de expressao génica, a
esquerda esta a fermentagdo com a linhagem de laboratério S288c e a direita & a fermentagao
com a linhagem industrial JAY270. A — Consumo de glicose e produgao de etanol. B — Producao
de glicerol. C — Produgéo de acido acético. D — Crescimento celular. Nesta figura, o controle

sempre estd em preto e a condicdo com estimulo bioelétrico, em vermelho.

Seis pontos de cada uma dessas fermentacdes foram escolhidos e o RNA
extraido foi submetido para sequenciamento de RNA na University of North
Carolina (EUA). Para a linhagem S288c, as coletas foram nos tempos Oh, 4h,
18,5h, 27,5h, 42,5h e 48,5h. Ja para a linhagem JAY270 as coletas foram feitas
apoés 0h, 5h, 10,5h, 21,25h, 27h e 31h de fermentacdo. Um total de quatro /anes
do sequenciador lllumina HiSeq2000 foram utilizados para a andlise de expressao,

contendo bibliotecas em multiplex de 6 amostras para cada lane utilizado.

Para garantir que os resultados observados eram decorrentes de algum
efeito direto das correntes elétricas sobre o metabolismo das leveduras, foram
realizados experimentos para determinar se as alteracbes observadas poderiam
ser indiretamente causadas. O primeiro fator testado foi a temperatura, ja que a
passagem de corrente elétrica pelo meio de cultura gera calor, assim como ocorre
em qualquer meio condutor. Para isso, foi feito um experimento sem corrente
elétrica e sob duas condicoes diferentes de temperatura (30°C e 32°C), mantendo
as demais condi¢des iguais (Figura 5). Esse experimento demonstrou que o efeito
da corrente elétrica ndo pode ser resultado do aquecimento do meio de cultura, ja
que a cultura a 32°C teve um desempenho muito inferior a fermentagdo nas
condigdes normais. As leveduras utilizadas tiveram seu crescimento afetado
negativamente pela fermentagdo em temperatura mais alta que o habitual,
provavelmente por estarem adaptadas ha muitas geragdes ao cultivo nas

condicdes relativamente amenas de laboratério.
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Figura 5 — Fermentagdo sob duas temperaturas distintas, sem estimulo elétrico. O meio inicial
continha 180g/L de glicose. A — Crescimento celular, representado por medidas de absorbancia a

600nm. B — Quantificagéo de glicose e etanol. C — Quantificagéo de &cido acético e glicerol

O segundo fator testado foi a capacidade da prépria corrente elétrica de
realizar reagcoes de oxidacado e redugcdo na superficie dos eletrodos, de forma
completamente independente de células. Se essas reagdes abidticas fossem as
responsaveis pelo efeito observado nas fermentagdes, a incubagédo de um meio de
cultura sem células com corrente elétrica deveria resultar em perda de glicose e
glicerol e produgéo de etanol ou &cido acético. Para isso, foi utilizado o meio de
cultura do experimento do efeito da temperatura, ja que havia glicose
remanescente e todos os produtos estavam presentes em concentragdes
detectaveis. O meio foi centrifugado para remocdo da massa celular e
autoclavado para garantir a sua esterilidade, depois foi incubado nas condigdes de
fermentacao, incluindo a corrente elétrica (6,0V) em um dos frascos. Amostras
foram tomadas periodicamente durante dois dias e ndo houveram mudancas

detectaveis nas concentra¢des dos quatro metabdlitos quantificados (Figura 6).
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corrente elétrica. B — Frasco experimental, com voltagem de 6,0V.

Um outro fator que poderia afetar os resultados é a presencga de O, no meio
de cultura nos experimentos com corrente aplicada, ja que era possivel observar
evolucao de gases a partir dos eletrodos quando corrente era aplicada. No
controle, apés o crescimento celular, a concentracdo de O dissolvida &€ muito
préxima de zero. No entanto, em um experimento realizado em fermentadores,
nao foi possivel observar diferencas entre um controle em condigdes anaerdbicas
e uma fermentacdo com uma taxa de aeragdo baixa, simulando o que era
observado nos eletrodos do sistema bioelétrico. Portanto, todos esses
experimentos juntos permitem concluir que os resultados observados nas
fermentagbes provém de uma interagdo entre a corrente elétrica e as leveduras,
ndo podendo ser explicada por alteracées de temperatura, ou reagdes quimicas
simples ocorrendo na superficie dos eletrodos, ou uma influéncia de gas oxigénio

liberado na superficie dos eletrodos.

1.3.2 Construcao de linhagens com expressao alterada do gene NQR1

Foram transformadas as linhagens haploides S288c de laboratério e
JAY270 industrial com as cinco construgdes para alterar a expressdao do gene
NQR1. Linhagens haploides foram utilizadas para evitar a influéncia do promotor
original que continuaria regulando o gene NQR1 no cromossomo homalogo, ja que
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a transformacdo resulta na insercdo da construcdo em apenas um loco do
genoma. As transformacdes com os dois promotores de expressao mais alta nao
apresentaram problemas. No entanto, dos promotores para reducao de expressao,
somente a construgcao com o promotor YPD1 resultou em clones positivos. Essas
trés construcdes que foram obtidas com sucesso foram amplificadas do genoma
por PCR e sequenciadas para confirmar a integridade das sequéncias inseridas.
Somente os promotores PFY1 e TEF1 tiveram suas sequéncias completamente
confirmadas, enquanto o promotor YPD1 inserido possuia uma insercdo de uma
sequéncia indesejada na regidao imediatamente adjacente a sequéncia codificante

de NQR1, possivelmente anulando a fun¢do deste novo promotor.

As tentativas de transformacgao com as construcoes dos promotores BETS5 e
SDT1 resultavam em zero coldnias ou falsos positivos que ndo continham insertos
substituindo o promotor do gene NQR1. Como NQR1 é um gene essencial para a
espécie S. cerevisiae, uma possivel explicacdo para essa dificuldade de
transformacao seria que os promotores escolhidos ndo eram capazes de produzir
uma quantidade suficiente de transcritos do gene NQR1 para a manutencdo da
célula e todas as células que eram transformadas se tornavam inviaveis. Para
confirmar esta hipo6tese, todas as construcées foram transformadas na linhagem
JAY270, que é diploide e pode ser esporulada para confirmar o fenétipo letal dos
haploides resultantes. Desta vez, todas as transformagdes resultaram em col6nias
que continham os insertos desejados, entdo todos os transformantes diploides
foram esporulados. Apds a disseccdo das tétrades resultantes, todos os
transformantes que tiveram as construgcbes com os promotores BET5 e SDT1
inseridos em seus genomas tiveram no maximo dois esporos viaveis por tétrade
(Figura 7). J& os dipldéides que foram transformados as constru¢des YPD1, PFY1 e
TEF1 tiveram tétrades com quatro esporos viaveis, como seria esperado quando a
expressdo do gene NQR1 ndo estd completamente. Portanto, pode-se concluir
que os promotores construidos para reduzir a expressdao do gene NQR1
resultaram em uma redugédo na transcricdo desse gene forte demais para que a
célula se mantenha viavel. A insercdo indesejada observada na construcdo do
promotor YPD1 provavelmente contém algum elemento que permitiu a
manutencdo da expressdo normal deste gene, o que levou ao isolamento de

colénias na transformacao dos haploides.
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Figura 7. Tétrades dissecadas das linhagens transformadas com as construcdes para alteracao de
expressao do gene NQR1. A — Linhagem transformada com promotor TEF1, mais forte que o
promotor NQR1, com quatro esporos viaveis por tétrade. B — Linhagem transformada com

promotor BET5, mais fraco que o promotor NQR1, com apenas dois esporos viaveis por tétrade.

Como Jiménez-Hidalgo e colaboradores(Jiménez-Hidalgo et al. 2009)
relataram uma reducdo na produgdo de etanol quando o gene NQR1 era
superexpresso, em condicoes de fermentacdo normal, foram feitos testes
fermentativos com as linhagens transformadas com os promotores PFY1 e TEF1.
Foi utilizado meio YEPD contendo 10% de glicose e as amostras coletadas foram
quantificadas por HPLC como para as fermentacdes bioelétricas. No entanto, ndo
foi possivel observar alteragdes na producao de etanol, no consumo de glicose ou
nas concentracbes dos subprodutos glicerol e acetato em nenhum dos
experimentos realizados. Uma possivel explicagdo para este conflito com os
resultados de Jiménez-Hidalgo e colaboradores(Jiménez-Hidalgo et al. 2009) é o
fato de que os experimentos relatados nesse trabalho terem sido feitos com meios
contendo baixas concentracdes de glicose, no maximo 2%, que foi rapidamente
consumida e induziu o inicio do consumo de etanol pela via respiratéria. Ja nos
experimentos aqui descritos, a alta concentragdo de glicose provavelmente
manteve a respiragao reprimida durante todo o periodo observado, impedindo o
inicio da respiracdo. As linhagens industriais portando a construcdo para
superexpressao do gene NQR1 foram a base para o depédsito de uma patente de
conceito no INPI (ver Anexo).
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1.3.3 Analise dos resultados de expressao génica

Foram geradas 24 bibliotecas distintas, sendo 6 para cada combinacéo de
condigdo experimental e linhagem. Os numeros de reads obtidos estdo na tabela
3. Os dados de sequenciamento gerados foram analisados por meio de
alinhamentos dos reads contra bancos de dados de Saccharomyces cerevisiae
S288c e JAY270, utilizando o software Bowtie 0.12.7(Langmead et al. 2009). A
primeira analise realizada foi um teste de diferentes parametros de alinhamento
com um subconjunto dos dados para determinar quais seriam 0s parametros
utilizados para o alinhamento e andlise do conjunto completo de dados. Foi
utilizada uma unica biblioteca de JAY270 para este teste, fazendo os alinhamentos
contra as bibliotecas de genes anotados de S288c ou os genes preditos para a
linhagem JAY270 para determinar se os mesmos parametros poderiam ser

utilizados em ambos os experimentos.

Tabela 3 — NUmero de reads obtidos para as bibliotecas de cada experimento

Reads por biblioteca
1 2 3 4 5 6
S$288c Bioelétrico 1686451 7866033 16339980 7761251 2626581 21757267
$288c Controle 1912141 27172108 22676499 6013965 2567970 24733351
JAY270 Bioelétrico 6518886 4161652 24644539 8066989 6993427 6172086
JAY270 Controle 6879686 1330388 26834224 8982177 6130422 5152552

Alteracdes foram feitas no nuimero de mismatches permitidos em cada
alinhamento e também na presenca ou auséncia de reads com alinhamentos
satisfatérios em mais de uma posicao na referéncia nos dados finais. Os dados
desta analise preliminar estdo na Tabela 4. Permitindo apenas um mismatch, a
porcentagem de reads com alinhamentos Unicos foi proxima de 65%, aumentando
para cerca de 70% com dois mismatches e sendo pouco alterada quando o limite
foi aumentado para trés mismatches. Portanto, escolheu-se continuar as analises
permitindo 2 mismatches entre os 50pb de cada sequéncia, para garantir um bom
numero de reads alinhados e tentar minimizar o nimero de alinhamentos errébneos
que poderiam aparecer para valores maiores. Todos os alinhamentos ambiguos
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foram desconsiderados. Os alinhamentos foram, entdo, feitos para todas as
bibliotecas para verificar se 0 padrao seria mantido e os resultados, que foram

considerados satisfatorios, estao na Tabela 5.

Tabela 4. Testes de alinhamento realizados para determinar os parametros mais adequados para a
analise dos dados de RNA-Seq.

S$288c genes

1 mismatch 2 mismatches 3 mismatches
Reads ndo-alinhados 26.4% 18.0% 15.6%
Alinhamentos ambiguos 9.4% 13.3% 16.6%
Alinhamentos Unicos 64.1% 68.7% 67.9%

JAY270

genes

1 mismatch 2 mismatches 3 mismatches
Reads ndo-alinhados 24.2% 17.4% 15.6%
Alinhamentos ambiguos 11.2% 14.8% 17.8%
Alinhamentos Unicos 64.6% 67.8% 66.6%

Tabela 5 — Proporgao de alinhamentos Unicos obtidos para todas as bibliotecas.

Média de alinhamentos Unicos por

biblioteca
$288c controle 70.3%
$288c bioelétrico 68.0%
JAY270 controle 70.3%
JAY270 bioelétrico 69.8%

A mesma biblioteca usada para os testes anteriores foi alinhada mais
quatro vezes, utilizando os parametros escolhidos acima, usando como referéncia
0s genes de S288c, os genes de JAY270, o genoma de S288c e o genoma de
JAY270 (Tabela 6). O objetivo destes alinhamentos foi determinar se as diferencgas
existentes entre os genomas das duas linhagens sao suficientes para levar a uma
perda grande de informagédo quando reads da fermentagdo com uma linhagem séo
alinhados com uma referéncia da outra linhagem. Como esperado, os

alinhamentos contra os genomas tiveram um aumento grande na porcentagem de
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reads alinhados, provavelmente devido ao alinhamento de reads de RNA
ribossomal e outros tipos de RNA nao codificante que aparecem no
sequenciamento, mesmo apds a purificagdo pelas caudas poli-A. No entanto,
esses reads foram ignorados e somente aqueles que alinham com sequéncias
génicas foram considerados para as andlises de expressao, pois 0 objetivo era
identificar alteragdes em genes.

Tabela 6. Estatisticas dos alinhamentos realizados utilizando os reads de uma Unica amostra,
comparando com 0s genomas inteiros ou somente os genes, das linhagens S288c e JAY270.

Genes S288c Genes JAY270
Reads 1330388 (100.0%) 1330388 (100.0%)
Reads nao alinhados 239719 (18.0%) 232115 (17.4%)
Reads alinhados 1090669 (82.0%) 1098273 (82.5%)
Genoma 5288c Genoma JAY270
Reads 1330388 (100.0%) 1330388 (100.0%)
Reads n3o alinhados 92705 (7.0%) 80294 (6.0%)
Reads alinhados 1237683 (93.0%) 1250094 (94.0%)

Como a diferenga de reads alinhados usando os genes de S288c e JAY270
como referéncia foi de apenas 0,6%, escolheu-se usar os genes de S288c como
referéncia para todos os dados de sequenciamento. Isso foi feito para facilitar a
analise dos dados, ja que os genes de S288c estdo detalhadamente anotados no
Saccharomyces Genome Database (www.yeastgenome.org) € 0s genes de
JAY270 ainda nao estdo completamente anotados na versdo atual do genoma
dessa linhagem. Com estes resultados, a referéncia escolhida para o alinhamento
de todas as bibliotecas foi o conjunto de todas as ORFs preditas do genoma de
S288c, que inclui os genes caracterizados e também genes hipotéticos que ainda
nao possuem produtos estudados e descritos (http://www.yeastgenome.org) .

Antes de iniciar a andlise de expressao diferencial, foi estabelecido um valor
de RPKM para ser utilizado como corte entre 0s genes considerados expressos e
0s nao-expressos. Este passo foi necessario porque as leveduras realizam uma
transcricdo basal de todo o genoma, incluindo regiées que nao codificam proteinas
e nao tem fungdes claramente conhecidas (Xu et al. 2009; Neil et al. 2009).

Portanto, o conjunto contagem de alinhamentos foi separado em dois grupos:
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reads que alinharam em genes anotados e reads que alinharam em ORFs
preditas. Os RPKMs para cada gene dentro das bibliotecas foram plotados em
histogramas e sobrepostos a um histograma destes mesmo valores para as ORFs
preditas (Figura 8). Para todas as bibliotecas, observou-se que a distribuicao de
RPKMs para os genes anotados se aproximava bastante de uma curva log-
normal, exceto na longa cauda para os valores mais baixos. Esta cauda coincide
com a distribuicdo aparentemente aleatéria observada para os RPKMs das ORFs
preditas, portanto foi assumido que ela corresponde aqueles genes que néo estao
sendo ativamente transcritos, mas que foram detectados em meio a transcricao de
fundo. Para se obter o valor de RPKM para corte, foi feito um fit log-normal do o
histograma dos genes anotados e o ponto no eixo x onde este fit passou a ter
frequéncias superiores aquelas observadas para as ORFs preditas foi considerado
o valor para corte. Para considerar que um gene esta sendo expresso em todas as

andlises subsequentes, seu valor de RPKM deve ser maior ou igual a 5,8.
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Figura 8 — Distribuicao de RPKM para genes anotados e ORFs preditas. A linha azul representa

um fit log-normal da distribuicdo dos genes anotados.

Aplicando este critério de corte aos valores de RPKM obtidos para cada
gene em cada biblioteca, € possivel determinar 0 numero de genes que tiveram
alguma expressao detectavel em cada ponto dos experimentos (Figura 9). Nos

experimentos feitos com a linhagem S228c, de laboratério, 0 numero de genes
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Numero de genes expressos

Numero de genes expressos

expressos nao sofreu grandes alteracbes ao longo da fermentacado, ficando
sempre por volta de 5000 genes, de um total de aproximadamente 6000 no
genoma(Goffeau et al. 1995). Ja na linhagem JAY270 industrial, pode ser
observada uma queda drastica no numero de genes expressos a partir da quarta
biblitoteca, tanto no experimento controle como na condicdo de estimulo
bioelétrico. Esta diferengca indica uma forte repressdao dos genes na linhagem
industrial ap6s o consumo total da glicose presente no meio de fermentacgao,
enquanto a linhagem de laboratério parece manter uma regulacdo global mais
relaxada do transcriptoma.
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Figura 9 — Numero de genes expressos ao longo de cada experimento. A linha tracejada indica

a concentracao de glicose remanescente em cada ponto coletado e a linha sélida indica o niumero

de genes com niveis detectaveis de expressao nas mesmas bibliotecas

Além de apresentar uma repressao global apés o final da fermentacgéo, a
linhagem industrial respondeu ao estimulo bioelétrico aumentado o grau desta
repressao (Figura 9). A cultura feita com corrente atingiu pouco mais de 3000
genes expressos, enquanto a condigdo controle permaneceu acima de 4000
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genes. Como o estimulo bioelétrico aumenta a taxa de consumo de substrato,
essa diferenca pode ser explicada pela diferenca de tempo para o final da
fermentacdo, mas ela se manteve até o ultimo ponto que representa quase 10
horas apds o ponto 4. Portanto, o estimulo bioelétrico parece ter uma influéncia
sobre a expressao génica em adicao a repressao correlacionada com o final da

fermentacao.

Foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) utilizando o
conjunto de dados contendo todas as bibliotecas, para tentar observar mudancas
em larga escala no transcriptoma das leveduras durante os experimentos (Figura
10). Essa andlise reduziu toda a informacdo contida nas bibliotecas em dois eixos
que capturam a maior proporcdo da variancia existente nos dados. E clara a
separacao entre os transcriptoma das duas linhagens no segundo componente,
ndo havendo sobreposicdo nenhuma entre os pontos que representam cada
linhagem. Isto indica que as duas linhagens possuem programas transcricionais
bastante distintos para responder as mesmas condicées de cultura, 0 que pode

ser importante nas diferencas fenotipicas que existem entre ambas.
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Figura 10 — Analise de componentes principais para todas as bibliotecas sequenciadas neste
trabalho. As bibliotecas da linhagem de laboratério estdo em azul e as bibliotecas da linhagem

industrial, em verde.
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Como nao foi possivel observar separacoes claras entre as amostras de
cada linhagem individual na analise conjunta, esta foi refeita sobre dois conjuntos
de dados distintos, um para cada linhagem (Figura 11). Assim, foi possivel obter
uma separacao maior entre os pontos que representam cada biblioteca, pois as
diferencas grandes entre linhagens n&o estavam mais presentes. Para a linhagem
de laboratério, nao foi possivel observar diferencas claras entre os pontos
representando o controle e a condicdo de estimulo bioelétrico. Ja na linhagem
industrial, os trés ultimos da condicdo bioelétrica se encontraram bastante
separados de seus correspondentes no controle. Esta diferenca reflete a
repressdo diferencial anteriormente observada (Figura 9), o que reforca a
influéncia aparente do estimulo bioelétrico sobre o programa transcricional desta

linhagem.
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Figura 11 — Andlise de componentes principais separando as bibliotecas de acordo com a
linhagem. Os pontos em preto sdo das bibliotecas controle e, em vermelho, as bibliotecas com

estimulo bioelétrico. Os nimeros representam cada ponto das respectivas fermentagdes
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Os pacotes baySeq(Hardcastle & Kelly 2010) e DESeq (Anders & Huber
2010) foram utilizados para a analise estatistica das diferencas de expressao entre
cada par de amostras controle e tratada. Como ndo foram feitas réplicas das
amostras, os softwares utilizam a dispersdo existente entre as amostras sendo
comparadas para estimar a dispersao nos valores de expressdo para todos os
genes. Este método subestima o numero de genes diferencialmente expressos,
portanto ndo pode ser considerado como uma evidéncia completamente confiavel
de expressao diferencial, mas apenas indicios para caminhos futuros de
investigagdo. Para ambos os pacotes, foi utilizado o valor de p < 0,05 como critério
de corte para os genes diferencialmente expressos, com correcdo Benjamini-
Hochberg para mudltiplos testes no pacote DESeq. Os dois métodos foram
aplicados em todas as bibliotecas e os resultados obtidos, comparados. Na figura
12, o resultado de ambos os métodos para uma unica biblioteca sera usado para
comparacdo. O numero de genes considerados diferencialmente expressos pelo
pacote Bayseq foi muito maior e, quando os dois conjuntos foram comparados,
todos os genes da lista gerada pelo programa DESeq estavam contidos na lista do
outro pacote. Como este resultado se repetiu para todas as outras bibliotecas,
considerou-se que a estimativa gerada pelo Bayseq estava superestimada e
somente os resultados gerados pelo pacote DESeq foram utilizados para as
analises subsequentes. O numero de genes considerados diferencialmente

expressos por este critério esta listado para cada biblioteca na tabela 7.
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Figura 12 — Comparagédo entre os nimeros de genes considerados diferencialmente expressos
para uma unica biblioteca, utilizando os pacotes BaySeq e DESeq.

Tabela 7 — Numero de genes considerados diferencialmente expressos em cada ponto dos
experimentos, utilizando os critérios de corte do DESeq e por fold-change.

5288C JAY270
Fold Fold
Tempo (h) DESeq change Tempo (h) DESeq change
0 0 0 0 26 2
4 17 0 5 5 0
18.5 84 1 10.5 110 2
27.5 7 0 21.25 28 10
42.5 0 6 27 0 19
48.5 0 1 31 0 20

A lista de genes diferencialmente expressos foi utilizada para um estudo
funcional destes genes, através de uma analise de enriquecimento de classes do
Gene Ontology utilizando o plugin BINGO para o software Cytoscape (Maere et al.
2005). Os genes foram separados em conjuntos de genes reprimidos ou induzidos
para cada linhagem e as classes funcionais que se encontraram enriquecidas
(p<0,05) em cada categoria estdao na Tabela 8. Para ambas as linhagens as
classes foram bastante parecidas, estando em sua maioria concentradas em

funcdes metabdlicas ou relacionadas a interface da célula com o ambiente (parede
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e membrana celular). A presenca de alteracées de expressdo em genes dessas
duas grandes categorias reforcam as evidéncias das fermentacées de que o
estimulo bioelétrico esta realmente provocando uma resposta das células, ja que o
efeito da corrente elétrica deve necessariamente ocorrer na superficie da célula e
afeta o seu metabolismo fermentativo. Este resultado também reflete as
observagdes de Qiao e colaboradores (2009), que mostraram alteragées de
expressao em genes que codificam oxidoredutases da cadeia respiratéria e

proteinas de membrana em E. coli cultivada em sistemas bioelétrico.

Tabela 8 — Categorias funcionais consideradas enriquecidas pela analise de GOSIlim utilizando o

pacote BINGO, separadas por genes que mostraram superexpressao ou subexpressao.

S288c JAY270
Induzidos Reprimidos Induzidos Reprimidos
Parede celular Parede celular Atividade de Parede celular
oxidoredutase
Atividade de Atividade de Geragéao de Atividade de
oxidoredutase oxidoredutase precursores e energia oxidoredutase
Regiao extracelular Geragao de Membranas Membranas

precursores e energia

Membranas Transportadores Reticulo
endoplasmatico
Regido extracelular Metabolismo de
lipideos
Metabolismo de
lipideos
Como o numero de genes que tiveram sua expressdo considerada
diferencial pela anadlise feita pelo algoritmo DESeq, com probabilidade maior que
95%, foi relativamente pequeno devido as limitagdes do método utilizado para
estimar a dispersdo sem réplicas bioldgicas, uma busca manual foi feita nas
bibliotecas para procurar outros genes com padrbes de expressao e funcdes
interessantes. Para esta Ultima analise, foram escolhidos apenas 0s genes que

tiveram um fator de repressdo maior do que 100 (fold change < -100) ou um fator
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de inducdo maior do que 20 (fold change > 20) e que mantiveram o mesmo
padrdao por pelo menos dois pontos dentro de um experimento (Tabela 7). Um
critério diferente utilizado para filtrar os genes reprimidos e induzidos devido a
abundancia maior de genes reprimidos nas bibliotecas com estimulo bioelétrico,
principalmente para a linhagem JAY270. As informagbes funcionais sobre os
genes foram obtidas do Saccharomyces Genome Database

(www.yeastgenome.org).

No experimento com a linhagem JAY270, dois genes adjacentes do
cromossomo XV tiveram uma indugé@o de mais de 100 vezes nos pontos finais da
fermentacao (tabela 9), YNR064C e YNRO63W. Ambos sao genes ndo essenciais
e pouco caracterizados, o primeiro codifica uma epdxido hidrolase que pode estar
envolvida em detoxificagcdo de compostos do meio e 0 segundo tem homologia
com fatores de transcricdo zinc-cluster de fungos. Como os Unicos dados sobre
esses genes que existem nos bancos de dados sédo provenientes de estudos em
larga escala, ambos sdo candidatos interessantes para terem uma analise mais
aprofundada no futuro, dado que tiveram aumentos de expressao de até 1000

vezes na fermentacéo bioelétrica em relagdo ao controle.

Dentre os demais genes que foram fortemente induzidos pela fermentacéo
bioelétrica em JAY270 (tabela 9), estd um transportador de Na‘/fosfato, um
transportador de sulfito, uma proteina necessaria para sobrevivéncia em altas
temperaturas e uma série de proteinas putativas ndo-caracterizadas. As proteinas
putativas, potencialmente, sdo as mais interessantes desta lista, ja que o genoma
de S. cerevisiae € um dos mais bem caracterizados entre todos os organismos e
genes ainda sem fungdo descrita podem ser responsaveis por processos
bioldgicos atualmente desconhecidos. Como neste experimento, o numero de
genes que foi induzido é pequeno, a presenca de uma propor¢ao grande de genes
putativos nesta categoria sugere que uma estudos futuros sobre estes genes pode
resultar em um melhor entendimento dos processos envolvidos no estimulo
bioelétrico e também elucidar a fungao destas proteinas desconhecidas.

41



Tabela 9. Genes selecionados do experimento com a linhagem JAY270. Valores de fold change

inferiores a 2 foram omitidos.

Fold Change
Nome
sistematico Sindnimos 10,5h  21,25h 27h 31h Descrigao
YNRO64C 4448 1213.8 807.9 Epdxido hidrolase
YNRO63W 233.9 358.5 311.7 Proteina zinc-cluster putative
Proteina envolvida com sobrevivéncia
YGR236C SPG1 26.6 50.6 em altas temperaturas
YBR296C PHO89 233.9 69.0 49.3 Cotransportador Na+/Pi
YMR195W ICY1 14.0 336 12.1 Funcgdo desconhecida
YHLO21C 3.7 29.7 20.1 Funcdo desconhecida
Proteina quinase envolvida na regulagao
YNLO20C ARK1 8.5 22.4 13.8 do citoesqueleto de actina
YELO69C HXT13 -234.4 -454.3 -482.2 Transportador de hexose
YNRO72W HXT17 -126.7 -141.1 -199.0 Transportador de hexose
Proteina que interage com DNA, reprime genes da
YOR279C RFM1 -6.6 -401.5 -193.3 esporulacdo
YOR237W HES1 -306.5 -32.0 -138.1 -177.3 Biossintese de ergosterol
YBRO97W VPS15 -5.8 -138.7 -174.7 Proteina quinase envolvida no transporte por vacutolos
YLLO12W YEH1 -220.3 -221.3 -139.0 Ester hidrolase envolvida no metabolismo de esteréis
YJL147C -127.3 -117.0 Proteina mitocondrial de fun¢do desconhecida
YPLO29W SUV3 -300.9 -108.4 RNA helicase
YDLO36C PUS9 -13.3 -45.2 -101.0 Pseudouridina sintase
YNRO44W AGA1l -48.3 -163.8 -98.8 Subunidade de a-aglutinina
YBRO72C-A -17.4 -120.8 -33.3 Funcdo desconhecida
YKL187C -165.7 -112.7 -50.8 Funcdo desconhecida
YOLO97W-A -109.3 -86.2 Funcgdo desconhecida
YLRO56W ERG3 -164.5 -83.2 -40.7 C-5 esterol desaturase, biossintese de ergosterol
Proteina de membrana envolvida no metabolismo de
YOL101C IZH4 -33.4  -133.2 -9.9 esterdis
YMRO15C ERG5 -130.5 -80.4 -42.4 (C-22 sterol desaturase, biossintese de ergosterol
YPL272C -60.8 -118.3 -48.0 -46.5 Funcdo desconhecida
YJR150C DAN1 -1270.4 -117.5 -25.7 -25.6 Manoproteina da parede celular
YORO0SW TIR4 -124.8 -29.8 -23.2 -26.8 Manoproteina da parede celular

Entre os genes reprimidos, a familia de transportadores de hexoses (HXT)

apresentou dois membros com repressdes maiores que este valor no final da
fermentacdo, HXT16 (YJR158W) e HXT17 (YNRO72W) (tabela 9). No entanto,
estes genes apresentam no minimo 90% de identidade de sequéncia entre si, 0

que impossibilita o alinhamento correto de muitos dos reads correspondentes ao

RNAmM de cada gene e torna os valores de expressdao pouco confidveis. S6 é

possivel concluir que pelo estes dois genes desta familia estdo sendo fortemente

reprimidos no final da fermentagcdo com estimulo bioelétrico, mas outros genes
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com sequéncias muito similares podem ter escapado da deteccdo por causa de
reads com alinhamentos ambiguos. Como a glicose se esgota mais rapidamente
na fermentacdo com estimulo bioelétrico, essa repressao pode estar relacionada a

mudancas no metabolismo para iniciar o consumo de etanol pela via respiratéria.

A situacao oposta é observada para os genes YJR150C e YORO0O09W, que
pertencem a familia Srp1p/Tip1p de manoproteinas ricas em serina e alanina da
parede celular. Esses genes também estdo entre os genes com valores altos de
repressao, mas nao apresentam similaridade de sequéncia entre si. Portanto, os
reads correspondentes ao RNAm de cada gene ndo podem alinhar nos demais
genes da familia, o que torna o valor de expressao individual de cada gene mais

confiavel.

Um outro grupo de genes que teve uma grande reducao na expressao na
condicdo tratada esta relacionado ao metabolismo de lipidios, como ergosterol
(YLLO12W, YOR237W, YLR056W, YOL101C e YMRO15C na tabela 9). Este € um
resultado inesperado, ja que o conteudo de ergosterol na membrana plasmatica é
importante para a resisténcia da S. cerevisiae a altas concentragbes de etanol no
meio externo (Aguilera et al. 2006). Portanto, se a sintese de lipidios de
membrana estd sofrendo uma repressao, esperaria-se uma menor resisténcia das
células a etanol quando elas estdo na condigdo de estimulo bioelétrico, mas a
concentracao final de etanol produzida na fermentacdo é a mesma que no
controle. Uma possivel explicacdo é que o teor de etanol alcangado nos
experimentos aqui descritos nao foi suficiente para causar danos as células e, por
isso, uma reducao no teor de ergosterol na membrana nao gerou consequéncias

deletérias para as células.

Fazendo a mesma analise de genes induzidos e reprimidos nas bibliotecas
do experimento com a linhagem de laboratério S288c a magnitude das alteragdes
de expressdo observadas é menor do que para as bibliotecas da linhagem
JAY270, mas ainda é possivel destacar trés genes que se encaixaram nos
critérios utilizados para a analise anterior (tabela 10)

Neste experimento, o gene que teve o maior fator de inducao foi YBR072C-
A, que codifica uma proteina hipotética de funcdo desconhecida. No entanto, o
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mesmo gene esta entre aqueles que foram reprimidos na condi¢do bioelétrica da
linhagem JAY270, logo esse pode ser um gene que é diferencialmente regulado
nas duas linhagens quando as leveduras sao submetidas ao estimulo bioelétrico.
Esse padrao de regulacao oposto nas duas linhagens sugere que este gene pode
ser importante para gerar as respostas fenotipicas ligeiramente diferentes entre as
duas linhagens. Portanto, gene € um candidato para investigagbes futuras sobre
as diferencas entre as repostas das duas linhagens ao estimulo bioelétrico.

Também houve um gene que apresentou variagdes similares de expressao
nas duas linhagens, indicando respostas em comum ao estimulo, o gene
YJR150C que codifica uma manoproteina da parede celular da familia
Srpi1p/Tip1p. Este gene teve sua transcricdo reprimida nos pontos finais das
fermentacdes bioelétricas da linhagem JAY270 e também foi reprimido fortemente
no terceiro ponto da fermentacao bioelétrica da linhagem S288c.

Uma outra diferenga marcante entre as respostas das duas linhagens é o
fato de que os genes da familia HXT, de transportadores de hexose, nao tiveram
alteracoes significativas de expressao na linhagem S288c. Como a repressao
dessa familia foi muito forte ao final da fermentagdo com estimulo bioelétrico pela
linhagem JAY270, esta pode representar uma importante diferenca na resposta
das duas linhagens ao estimulo bioelétrico.

Tabela 10. Genes selecionados do experimento com a linhagem S288c. Valores de fold change
inferiores a 2 foram omitidos.

Fold change
Nome
sistematico Sin6nimos Oh 4h 18,5h 27,5h  42,5h 48,5h Descricdo
YBRO72C-A 46.7 28.0 Funcdo desconhecida
YPR157W TDA6 2.0 24.8 7.1 Func¢do desconhecida
YJR150C DAN1 -142.1 -6.9 Manoproteina da parede celular

Também foi feita uma busca nas bibliotecas por genes selecionados a priori
por seu papel no metabolismo fermentativo, tanto na via de sintese de etanol
quanto nas vias que levam aos subprodutos acetato e glicerol. Todos os genes
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que codificam enzimas da via glicolitica foram analisados e nenhum apresentou
variagdes consistentes na sua expressao. Os genes envolvidos na producao de
etanol e dos subprodutos acetato e glicerol também foram buscados e nao
apresentaram mudancas de expressao de acordo com os critérios utilizados nesta

andlise.

Finalmente, foram buscados outros genes que podem afetar o balanco
redox das células, como o que codifica NADH-desidrogenase citocromo b5-
dependente de membrana plasmatica Ngrip. Em S288c, ndo houve alteragdes na
expressao do gene NQR1 ou de CYB5, que codifica um citocromo b5 (tabela 11).
Ja em JAY270, ambos os genes tiveram repressdes significativas ao final da
fermentacdo, o que poderia indicar que a atividade da enzima NQR1 nao é mais
necessaria para as células apdés o consumo completo da glicose sob o estimulo
bioelétrico.

Tabela 11. Alteragbes na expressao dos genes NQR1 e CYB5. Valores de fold change inferiores a
2 foram omitidos.

$288c Fold Change JAY270
Gene Sinbnimo  Oh 4h 18,5h 27,5h 42,5h 48,5h Oh 5h 10,5h 21,25h 27h 31h
YNL111C CYB5 -34.8 -25.4 -12.9
YML125C  NQR1 -7.4 -209 -10.1

Os reads que nao alinharam nos genes de S288c, para determinar se
algum dos gene exclusivos da linhagem JAY270(Argueso et al. 2009) teve sua
expressao alterada. No entanto, nenhum destes genes apresentou mudancas em
sua expressao consideradas significativas pelo pacote DESeq ou que atendam

aos critérios utilizados na analise anterior.

1.4 Conclusoes e Perspectivas

O sistema bioelétrico construido foi capaz de gerar respostas em ambas as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste trabalho, mas néo foi
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observada nenhuma alteracdo no rendimento final de etanol, que é o produto
desejado. Ao contrario do que foi observado por Nakanishi e colaboradores
(1998), somente os subprodutos glicerol e &cido acético tiveram a sua
concentragao final alterada na cultura com a linhagem de laboratério. Na linhagem
industrial, foi observada uma manutencdo da densidade celular por longos
periodos, mas os subprodutos ndo foram afetados. A capacidade de manipular o
balango dos subprodutos e o crescimento celular sdo de grande interesse para
aplicacgoes industriais.

Na analise de expressado génica, ficaram evidentes grandes diferencas na
resposta global das duas linhagens ao estimulo bioelétrico. A linhagem de
laboratério respondeu com alteracfes de expressdo em poucos genes e em
magnitude menor. Ja a linhagem industrial apresentou uma repressdo de uma
grande porgcao de seus genes e um padrao global de transcricdo diferente quando
submetida ao reator bioelétrico. Essas diferencas na escala global para a
linhagem industrial também foram observadas para genes individuais, que
chegaram a apresentar fatores de repressdo ou indugdo de trés ordens de
magnitude.

Entre os genes com diferencas de expressdo, estavam enriquecidas
classes funcionais diretamente relacionadas ao desempenho fermentativo das
leveduras, além de genes desconhecidos ou pouco caracterizados. Estudos
futuros sobre estes genes podem levar a um maior conhecimento sobre o estimulo
bioelétrico e também a possiveis linhagens capazes de responder de forma mais
eficiente a esta condi¢ao de cultura.

No entanto, todos os resultados de expresséo génica deste trabalho foram
obtidos com conjuntos de dados sem réplicas biolégicas, que nao foram feitas por
dificuldades experimentais. Estudos futuros serdo necessarios para confirmar o
papel dos genes identificados durante o processo, utilizando sistemas bioelétricos
mais refinados que permitam isolar os efeitos de oxidacdo e reducdo que
aconteciam simultaneamente no sistema construido durante este trabalho. A
influéncia dos genes também podera ser avaliada utilizando ensaios em larga

escala baseados no método desenvolvido no capitulo Il deste trabalho.
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Capitulo Il - Evolucao de linhagens por selecao de em larga escala

II.1 Introducao

I.1.1 Engenharia Evolutiva no desenvolvimento de microrganismos
industriais
Os feno6tipos desejados para linhagens de microrganismos industriais, como

tolerancia a condi¢cdes adversas, alta produtividade e rendimento otimizado do
produto final, frequentemente sdo determinados por interacdes entre multiplos
genes. Portanto, para se obter um fenétipo superior utilizando desenho racional, é
necessario conhecimento prévio sobre a contribuicdo de cada gene para a
caracteristica de interesse. Muito esforco ja foi dedicado para possibilitar este tipo
de melhoramento de microrganismos, especialmente para a levedura S.
cerevisiae, desde sequenciamento de genoma (Goffeau et al. 1995), passando por
analise funcional de genes(Velculescu et al. 1997; Giaever et al. 2002), até
analises de Biologia de Sistemas que buscam entender a forma como os genes de
um genoma interagem entre si (Papp et al. 2004; Tong et al. 2004; Costanzo et al.
2010). Porém, ainda nao é possivel prever com precisao os efeitos fenotipicos da
mutacao de um gene ou da expressao de um gene heterélogo.

Uma forma de evitar o pré-requisito de conhecimento profundo sobre o
sistema de interesse é uma estratégia conhecida como engenharia evolutiva, que
consiste em cultivar o microrganismo sob condi¢cées que favoregam o crescimento
de linhagens que possuam o fenétipo desejado (Sauer 2001). Este processo é
analogo a selecao natural, porque leva a predominancia de genétipos superiores a
partir de um pool inicial contendo variabilidade genética. Os desafios para a
implementagc&o de uma estratégia de engenharia evolutiva sdo o desenvolvimento
de ensaios que apliguem a pressao seletiva no sentido de maximizar o fenétipo de
interesse e a obtencdo de populagbes com variabilidade herdavel para este

mesmo fendtipo.

O principio mais utilizado nas estratégias de selecdo para engenharia
evolutiva é o crescimento diferencial das linhagens sob as condi¢coes
estabelecidas para o ensaio. Se o tamanho da populacdo €é mantido

aproximadamente constante durante o experimento, as linhagens com capacidade
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de crescimento superior na condicao de interesse terdo sua proporcdo aumentada
na populagao total e as linhagens inferiores serdo gradualmente eliminadas. As
condi¢cbes de crescimento utilizadas podem ser meios de cultura contendo uma
unica fonte de carbono, para otimizar o crescimento do microrganismo utilizando
apenas o substrato desejado. Outra condicdo que pode ser utilizada como critério
para selecdo é a presenca de uma substancia téxica ou inibitéria, em uma
concentragdo que seja suficiente para diminuir a taxa de crescimento de uma
linhagem selvagem (Sauer 2001). Este processo é comumente utilizado pois néo
requer passos adicionais para avaliagdo do fenotipo ap6s cada ensaio. Apds o
tempo, ou numero de ciclos de crescimento, desejado a populagéo resultante ja
pode ser submetida a avaliagdo das linhagens obtidas ou uma rodada seguinte do

experimento de evolugéo.

Também é possivel realizar a selecao de linhagens dentro da populacédo
através de ensaios in vitro para medir o fenétipo de interesse. Para S. cerevisiae,
pode-se medir a producado de etanol de linhagens isoladas de uma populacao
através de ensaios colorimétricos in vitro(Seo et al. 2009). Durante um processo
de selecdo somente por crescimento diferencial, é possivel que um mutante
isolado tenha uma excelente capacidade de crescimento mas que produza etanol
de forma pouco eficiente. Se o objetivo final do experimento de Engenharia
Evolutiva € obter linhagens de levedura capazes de consumir um substrato néao-
usual, como um acgucar derivado da hidrélise da biomassa vegetal, € importante
garantir que as linhagens selecionadas ainda sejam capazes de produzir etanol.
No entanto, o custo e o tempo necessarios para a realizacdo desses ensaios em
micro-placas sdo maiores em comparacdo com 0s experimentos de crescimento
diferencial, 0 que os torna inviaveis para aplicagdo em um processo longo ou com

numero muito grande de amostras.

O segundo fator que deve ser avaliado no planejamento de um experimento
de Engenharia Evolutiva é a fonte de variabilidade genética herdavel que sera
selecionada durante o ensaio. A partir de uma populacéo inicial homogénea, duas
estratégias principais sdo geralmente empregadas: inducdo de mutacdes por
métodos fisicos ou quimicos e longos ciclos de crescimento para acumulo de

mutacOes espontaneas(Sauer 2001). As mutacdes induzidas por radiacdo ou
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agentes mutagénicos sdo capazes de gerar uma grande variabilidade genética em
espacos curtos de tempo, mas as condigdes de tratamento devem ser
previamente estabelecidas para evitar a criagao de linhagens inferiores portadoras
de multiplas mutacdes simultdneas e medidas de seguranca sao necessarias para
evitar exposicao acidental dos pesquisadores ao tratamento. As mutagdes
espontaneas sao obtidas, em taxas relativamente baixas, apds muitas geracdes
de cultura, o que limita a utilizacdo deste método a organismos com curtos ciclos
de vida como a bactéria E. coli e a levedura S. cerevisiae. Como as mutacdes
benéficas sao raras em relacdo as mutacdes deletérias e neutras (Ohta & Gillespie
1996), um grande numero de mutantes deve ser descartado pela metodologia de
selecdo para que linhagens superiores sejam isoladas.

I1.1.2 Selecao de linhagens por crescimento em celobiose

O sistema escolhido para selecao neste trabalho foi uma via de Neurospora
crassa para metabolismo de celobiose e celodextrinas mais longas, que sao os
oligbmeros de glicose unidos por ligagdes B 1-4 que formam as cadeias de
celulose(Ha et al. 2011; Galazka et al. 2010). A via consiste de um transportador
de celodextrinas situado na membrana plasmatica e uma [3-glicosidase intracelular
que cliva as ligagbes B 1-4, liberando glicose para ser usada no metabolismo
fermentativo da levedura. As linhagens de levedura expressando os genes desta
via foram construidas pela aluna de Iniciagdo Cientifica Marina Gabriel Pessoa,
utilizando os hapléides derivados da linhagem industrial dipléide JAY270. Como as
leveduras selvagens da espécie S. cerevisiae nao sao capazes de metabolizar
celodextrinas, a capacidade de crescimento em celobiose pode ser utilizada como

critério de selecao para a evolugao das linhagens transformadas.

Uma outra vantagem do sistema escolhido para o desenvolvimento do
ensaio é a elevada grau de polimorfismo presente entre cromossomos homélogos
da linhagem JAY270, cerca de 2.6 polimorfismos de unico nucleotideo (SNP) a
cada 1000 pares de base (Argueso et al. 2009). Como esta linhagem foi isolada de
processos industriais de produgédo de etanol, ela ja foi selecionada por ter um
desempenho fermentativo excelente sob as condigdes adversas encontradas nas
usinas (Basso et al. 2008). Portanto, os polimorfismos presentes em seu genoma
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devem ser em sua maioria neutros, fracamente deletérios ou favoraveis. Qualquer
mutacdo fortemente deletéria que surge em um ambiente industrial seria
rapidamente eliminada da populagédo. Inversamente, uma nova mutagdo que
favorece claramente a predominancia da linhagem portadora na populacdo da
dorna de fermentagédo seria eventualmente fixada em uma populagao, ja que os
processos industriais brasileiros trabalham com reciclo de células e as células
mortas sao substituidas por multiplicagdo dentro da propria populagéo(Basso et al.
2008).

As mutagdées que ndo sdo eliminadas ou fixadas porque tem efeitos
pequenos ou nulos na aptiddo das células nos processos industriais atuais se
tornam polimorfismos na populagdo. No entanto, quando linhagens séao
submetidas a condicbes de crescimento distintas tais polimorfismos podem
apresentar efeitos de magnitudes diferentes, tornando-se visiveis para a selegcéo

natural ou em laboratoério.

Para verificar a viabilidade deste conceito, o crescimento em celobiose das
linhagens transformadas foi acompanhado em uma plataforma automatica para
ensaios em larga escala. Como o tempo necessario para o0 crescimento das
linhagens em celobiose até a saturacédo é aproximadamente uma semana (Marina
Pessoa, comunicacao pessoal) e o custo da celobiose € elevado, nao é possivel
realizar estes ensaios utilizando métodos tradicionais de cultivo em shakers. O
sistema automatico permite uma reducédo de escala de cultura, um aumento no
namero de culturas que sao simultaneamente acompanhadas e também a

realizacao de medidas peridédicas sem intervencao humana.

11.1.3 Objetivos

Nessa etapa do trabalho, o objetivo foi avaliar a viabilidade de ensaios de
engenharia evolutiva em linhagens industriais de S. cerevisiae utilizando apenas a
variabilidade genética ja existente nessas linhagens.

Os objetivos especificos deste capitulo foram:

1. Desenvolver e validar o ensaio de crescimento em larga, utilizando

celobiose como Unica fonte de carbono.
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2. Comparar a capacidade de crescimento de dipléides e seus derivados

haploides portando os genes da via de metabolismo de celobiose

1.2 Materiais e métodos

I1.2.1 Construcao das linhagens diploides

Foram construidos trés cassetes integrativos distintos contendo os genes
NCUO00801 (B-glicosidase intracelular) e NCUO00130 (transportador de
celodextrinas) de Neurospora crassa (Galazka et al. 2010), além do gene URAS
como marcador para selecao de transformantes. Os cassetes foram denominados
de acordo com os genes presentes em cada um (Tabela 12). As linhagens
utilizadas foram mutantes pontuais para o gene URAS3, derivadas dos esporos
JAY289 e JAY292 da linhagem JAY270 e os cassetes foram inseridos no loco
URAS do cromossomo V destas linhagens, reestabelecendo uma copia funcional

do gene apds a transformagao (Marina Pessoa, comunicagéo pessoal).

Tabela 12. Nomenclatura utilizada para os cassetes integrativos.

Cassete Genes

C B-glicosidase e transportador
B B-glicosidase

T Transportador

Ambas as linhagens foram transformadas com os trés cassetes, gerando
seis linhagens portando apenas um ou os dois genes da via de metabolismo de
celobiose. Esses haploides transformados foram, entdo, cruzados para obtenc¢ao
de linhagens dipléides com numero de cdpias variavel para cada gene, de acordo
com a tabela 13. Os cruzamentos foram realizados ressuspendendo uma colénia
de cada linhagem em 100uL de meio YEPD e misturando 15uL de cada
suspensao de células em um novo tubo. Apds uma hora de incubacgao a 30°C, 5uL
desta mistura foram plagueados em meio YEPD sélido e as placas foram mantidas
a 30°C por um dia para obtencéo de col6nias isoladas (Zeidler 2010).
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Tabela 13. Cruzamentos realizados e linhagens dipléides obtidas

Cruzamento  Dipléide  Numero de cépias Numero de copias

do transportador da B-glicosidase

289C x292C CC
289C X 292T CT
289C X 292B CB
289T X 292C TC
289T X292B TB
289B X 292C BC
289B X 292T BT

_ = = N = NN
—_ N = = N = DN

O sucesso de cada cruzamento foi confirmado por meio de PCR para os
genes que determinam os tipos sexuais Mat a e Mat a, sendo que uma linhagem
dipléide deve possuir um loco MAT portanto cada um dos alelos distintos. A
presenca do numero esperado de copias para cada linhagem dipléide também foi
confirmada por PCR, esporulando as linhagens e observando o nimero de bandas

obtido para cada haploide (Marina Pessoa, comunicagao pessoal).

11.2.2 Desenvolvimento de método para cultivo e ensaio de crescimento

Todos os ensaios foram desenvolvidos na plataforma de pipetagem automatica
Microlab STARIet (Hamilton Robotics, EUA). Este sistema conta com 8 pipetas
independentes, capazes de realizar transferéncias de liquidos em volumes entre
1-1000uL entre microplacas e recipientes especificamente desenhados para o
sistema. As microplacas utilizadas foram SpectraPlate 96 (Perkin-Elmer, EUA)
para volumes até 250uL e Nunc DeepWell-2mL (ThermoFisher Scientific, EUA)

para volumes maiores, até 2mL.

Além da plataforma de pipetagem, o sistema conta com uma incubadora
Cytomat 2 C-LIN (ThermoFisher Scientific, EUA) e um espectrofotdbmetro para
microplacas SpectraMax Plus384 (Molecular Devices, EUA). A incubadora foi
mantida a 30°C durante todas as etapas de cultivo dos ensaios e o
espectrofotdmetro foi utilizado para acompanhar o crescimento das culturas nas
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microplacas pela absorbancia em 600nm, como descrito na segéo 1.2.2 para as

culturas feitas em escala de bancada.

O controle de todo o sistema é feito por meio do software Venus Two
(Hamilton Robotics), que permite a programacdo de todos os passos de
pipetagem e movimentacao de placas. As condi¢gbes da incubadora e a coleta de
dados pelo espectrofotbmetro também sao integrados por este software.

11.2.3 Condicoes de cultivo para selecao

Para os ensaios na plataforma de pipetagem, foram utilizadas as mesmas
composicbes basicas de meio de cultura para leveduras selvagens, mas
substituindo glicose por celobiose na mesma concentracdo quando necessario.
Além dos meios YEPD (glicose 2%) e YEPC (celobiose 2%), que sao meios
complexos, foi utilizado um meio de cultura definido. Este meio, chamado de YNB
(Yeast Nitrogen Base), contém todos o0s compostos necessarios para o
crescimento de leveduras, mas nao contém uma fonte de carbono. Sua
composigao € 1,7 g/L de YNB (without aminoacids and ammonium sulfate, Difco,
EUA), 5¢g/L de sulfato de aménio (Sigma-Aldrich), 0,7g/L de Yeast Synthetic
DropOut Medium Supplement (Sigma), 0,001% uracila, 0,002% histidina, 0,006%
leucina, 0,002% triptofano. Glicose (YNBD) ou celobiose (YNBC) foram
adicionadas na concentragcao de 2% (w/v). Este meio definido foi utilizado
exclusivamente apds a padronizacao, pois os meios complexos contendo extrato
de levedura possuem tragcos de fontes de carbono, que interferem nos resultados
quando se avalia a capacidade de crescimento em uma nova fonte de carbono
como a celobiose. Quando necessério, foi adicionado 25ppm de Antifoam 204
(Sigma-Aldrich) aos meios de cultura, para prevenir a formagéo de bolhas.

1.3 Resultados e Discussao

11.3.1 Desenvolvimento do ensaio automatizado e padronizacao das
condicoes de cultivo
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A primeira etapa para a realizacdo dos experimentos de evolugcao foi a
padronizacdo das condicdes de cultivo e coleta de dados a serem utilizados pela
plataforma STARIlet. Como a celobiose é um reagente de custo elevado, um dos
objetivos principais era reduzir a escala de cultura para maximizar os resultados
obtidos com as quantidades limitadas deste acucar disponiveis para o0s
experimentos. Portanto, tentou-se fazer todo o experimento em um volume total de
250uL nos pogos de microplacas de fundo chato SpectraPlate Nunc, fazendo a
incubacgao estéatica a 30°C na incubadora acoplada a plataforma. Todos os testes
iniciais foram feitos com leveduras selvagens e utilizando meios de cultura

contendo glicose.

As leveduras permanecem em suspensao no meio de cultivo por pouco
tempo nestas condigbes, estando completamente sedimentadas no fundo dos
pocos depois de uma hora de incubagéo. Isto tornou necessario o uso das pipetas
do sistema para ressuspender as culturas por ciclos repetidos de aspiracdo com
alto fluxo. Por sua vez, esta solucdo levou ao surgimento de bolhas de gas no
meio de cultura, provavelmente geradas por CO; liberado pelo metabolismo das
leveduras.

A presenca de bolhas dentro dos pocgos de cultura é indesejavel, pois as
bolhas interferem no caminho O6ptico utilizado pelo espectrofotbmetro para a
medicao de crescimento celular, alterando drasticamente os valores medidos.
Para evitar este novo problema, todos os meios de cultura utilizados nos demais
experimentos em larga escala foram suplementados com 25ppm de Antifoam 204
(Sigma-Aldrich), um reagente que previne a formagdo de bolhas em solugdes
aquosas, nao interfere negativamente no crescimento de microorganismos e é

compativel com todos os meios de cultura utilizados durante este trabalho.

Uma vez estabelecidas as condigbes para a cultura e ressuspensao celular,
o proximo passo foi verificar a capacidade do espectrofotdmetro SpectraMax
Plus384 para o monitoramento de crescimento. Como as medidas de crescimento
por absorbancia a 600nm ja descritas neste trabalho foram todas feitas em
cubetas com caminho 6éptico fixo de 10mm, as medidas obtidas nos pocos das
microplacas contendo um volume fixo de 250uL de meio de cultura foram sempre

comparadas com valores obtidos pelo método anterior. A partir de uma cultura de
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leveduras saturada, foi preparada uma curva-padrdao por meio de diluicdes
seriadas na propor¢do um volume de cultura para um volume de agua. As
mesmas diluicbes foram medidas no espectrofotbmetro de cubetas e no
espectrofotdmetro de placas (Figura 13). O espectrofotémetro de cubetas utilizado
no laboratério é capaz de realizar medidas confiaveis até um valor de absorbéancia
igual a 1, entao as diluicbes que tiveram medidas superiores a este valor foram
diluidas mais uma vez em agua MilliQ e medidas novamente com uma solucao-
branco apropriada. Através deste experimento, foi possivel determinar que as
medidas realizadas pelo espectrofotémetro de placas somente eram confiaveis em
uma faixa de valores entre 0,03 e 0,4. Pogos da placa com valores de absorbéancia
acima do limite maximo teriam que ser diluidos em agua e submetidos a uma nova

medida, de forma analoga ao que foi feito para medidas em cubeta.
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Figura 13 — Curva-padrao dos valores de absorbancia obtidos em espectrofotdmetros de cubetas e
placas. Foi feito um fit linear e o valor de R? obtido esta listado na figura. Os pontos da diluicao
situados fora da zona de comportamento linear foram omitidos.

Utilizando as condicbes estabelecidas nos experimentos anteriores, foi feita
uma curva de crescimento utilizando a linhagem JAY270 crescida em triplicata, em
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trés pocos distintos de uma microplaca, com meio YEPD (Figura 14). Até
aproximadamente 4 horas de ensaio, os dados obtidos foram consistentes com o
comportamente esperado para uma curva de crescimento para levedura. Porém, a
partir deste ponto, o valor de absorbancia maximo do espectrofotdmetro foi
atingido e as medidas subsequentes foram feitas com diluicbes de 10 vezes da
cultura ressuspendida em agua. Os valores apresentados na figura 14 ja estao
multiplicados pelo fator de correcdo necessario pela diluigdo. A partir deste ponto,
as medidas para os trés pocos foram muito menores, mas voltaram a subir nos
tempos subsequentes. A ressuspensdao das células dentro dos pocos ja nao
estava sendo eficaz, pois o volume total de cultura ja estava menor que o inicial e
insuficiente para que a aspiragdo ocorra corretamente. Como nenhum volume foi
retirado intencionalmente das culturas até este ponto do experimento, essa perda
de volume provavelmente se deve a evaporacao e a retencdo de liquido nas
paredes das ponteiras utilizadas para os passos de agitacdo. Também é possivel
notar na figura 14 que a disperséo entre os valores medidos para as triplicatas se
tornou maior apds o periodo de 4 horas, reforgando a falta de confiabilidade deste
protocolo para a realizacao de culturas por periodos mais longos. Apo6s 7 horas, o
experimento foi interrompido por auséncia de liquido suficiente para aspiragdao no

poco, que causou um erro no software da plataforma de pipetagem.
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Figura 14 — Cultura da linhagem JAY270 selvagem em YEPD, realizada em microplaca. As trés

curvas representam os dados dos trés pocos distintos que foram feitos em triplicata.

Como estes problemas com as medidas se manifestaram em uma cultura
curta com glicose, a cultura em volume de 250uL em microplacas seria
completamente inviavel para os experimentos com celobiose como unica fonte de
carbono, ja que o crescimento utilizando este agucar € muito mais lento do que o
observado com glicose(Galazka et al. 2010). Portanto, o método de cultivo foi
alterado para utilizar placas deep-well com um volume total de meio de cultura de
1mL. Estas placas ndo sao compativeis com o espectrofotdmetro, entdo todas as
medicoes desde o inicio do protocolo sdo realizadas por meio de diluigdes,
transferindo 25uL de cada suspensao de células para uma microplaca apropriada
contendo 225uL de agua nos respectivos pogos. Com esta mudanca, foi possivel
obter curvas de crescimento satisfatorias para culturas de até uma semana de
duracao. Todos os resultados subsequentes para este capitulo foram obtidos com
este novo método e com as culturas dispostas aleatoriamente nos pocos da placa,

para evitar efeitos de evaporacgao diferencial sobre os dados.
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11.3.2 Crescimento das linhagens diploides

O primeiro experimento realizado apdés a padronizagdo de todos os
parametros dos ensaios foi o crescimento simultdneo de todas as linhagens
dipl6ides obtidas por cruzamento, em triplicata em meio YNBC. Com este ensaio,
esperava-se determinar se um dos dois genes da via era limitante para o
desempenho da célula em meio com celobiose, j& que cada linhagem porta
nameros de coépias diferentes para cada gene e, consequentemente, as
concentragdes das respectivas proteinas também serdo diferentes. Os resultados
obtidos (figura 15) sugerem que o nivel de expressdo do transportador de
celodextrinas seja limitante para a performance da via, ja que as linhagens CC e
CT possuem duas copias desse gene e cresceram mais rapido do que a linhagem
CB, que possui apenas uma. Para facilitar as comparagdes entre as capacidades
de crescimento de linhagens distintas, a taxa maxima de crescimento (MUmax) foi
estimada para cada curva, utilizando um pacote para MATLAB (Mathworks, EUA)
desenvolvido no laboratério (André Prause, Tese de Doutorado em andamento).
Somente as linhagens que chegaram até a fase estacionaria de crescimento apds
cerca de 150 horas de experimento puderam ter este parametro calculado,
enquanto o crescimento das demais linhagens nao foi suficiente para se obter uma

estimativa confiavel da sua taxa maxima de crescimento (tabela 14).
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Figura 15 — Curvas de crescimento obtidas para as linhagens dipldides em meio YNB contendo
celobiose como Unica fonte de carbono. A nomenclatura das linhagens segue o padrao da tabela

13 e os pontos plotados representam a média das triplicatas.

Tabela 14 — Valores de pnsy obtidos com base nos dados da figura 15, para o crescimento das
linhagens dipl6ides em celobiose. As linhagens sem um valor de Hmax apresentaram um
crescimento insuficiente para o calculo deste pardmetro. Valores representam a média * erro

padrao de 3 culturas separadas

Linhagem Mmax

CC 0.062 +0.002
CT 0.060 = 0.001
CB 0.045 +0.002
BC -
BT -
TC 0.042 + 0.001
B -

A presenca de uma segunda cépia do gene que codifica o transportador de
celodextrinas aparentemente é capaz de tornar o metabolismo de celobiose mais
eficiente. No entanto, a linhagem CB possui apenas uma coépia deste gene e
cresce a uma taxa muito préxima da linhagem TC, que possui duas copias. Uma
outra contradicdo que decorre da visao simplista de numero de cépias é o fato da
linhagem TC possuir o mesmo numero de copias dos genes heterélogos que a
linhagem CT e haver uma diferenca evidente entre as taxas de crescimento

dessas duas linhagens, tanto por observacdao direta da curva como por
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comparacao dos valores relativos de pmax. Esta diferenga fenotipica entre duas
linhagens portando exatamente as mesmas construgées, mas inseridas nos
cromossomos homologos opostos dos dipléides, aponta para alguma diferenca
genética existente entre as linhagens haploides parentais JAY289 e JAY292.
Portanto as condi¢cdes necessarias para se obter um dipléide com a maior taxa de
crescimento observada neste experimento foram: presenca de duas cépias do
gene que codifica o transportador de celobiose e a presenca do cassete C no
hapléide parental JAY289.

Uma hipdtese possivel para explicar este padrdo genotipico seria a
presenga de algum alelo no cromossomo V da linhagem JAY289 que age em cis
sobre os genes do cassete heterdlogo C (contendo ambos os genes da via),
aumentando a capacidade de crescimento das células portadoras em celobiose. A
hipbtese inversa, de que ha um alelo na linhagem JAY292 influenciando
negativamente o fendtipo, seria equivalente e igualmente parcimoniosa, mas a
primeira forma sera usada para esta discussao. A facilidade de manipulacao do
ciclo de vida de S. cerevisiae, alternando fases dipléides e haploides por meio de
técnicas relativamente simples, possibilita um teste eficiente para esta hipdtese

utilizando o mesmo sistema de cultivo em larga escala ja desenvolvido.

Uma colénia da linhagem CC, portando cépias de ambos os genes de N.
crassa, foi esporulada e tétrades contendo quatro esporos hapléides irmaos foram
isoladas e dissecadas. Se a hipotese de que um Unico gene em cis € o
responsavel pelas diferencas de crescimento for verdadeira, esses quatros
esporos irmaos deverdo apresentar duas classes fenotipicas distintas, na
propor¢ao de 1:1 prevista pelas Leis de Mendel: uma de crescimento rapido e
outra de crescimento lento (figura 16). Como as linhagens haploides contidas em
uma tétrade sdo o equivalente dos gametas para um organismo com ciclo de vida
predominantemente dipléide, ndo é necessario gerar uma populacao de dipléides
para se obter a proporcao fenotipica. Os quatros esporos de uma tétrade
representam o resultado de uma Unica meiose e devem respeitar a proporcao
prevista de 1:1. Caso esta proporcdo nao seja observada, pode-se concluir que
existe pelo menos mais um gene polimérfico entre as linhagens JAY289 e JAY292
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que é capaz de afetar a taxa de crescimento das linhagens portadoras em

celobiose.
Hapléide A
(crescimento rapido)
Dipléide CC
(crescimento ,  Hapléide B
rapido) ‘ (crescimento lento)
289 -
292 Hapléide C
—> .
(crescimento lento)
> e 2Pl0deD
(crescimento rapido)
Figura 16 - Segregacao prevista para o fendétipo de crescimento rapido, caso este seja

determinado por um Unico gene. Cada barra colorida representa um haplétipo herdado da
respectiva linhagem parental e o asterisco vermelho representa um alelo hipotético da linhagem

JAY289, que confere o fenétipo de crescimento rapido nas linhagens portadoras.

11.3.3 Crescimento das linhagens haploides

Foram feitas curvas de crescimento com as linhagens hapléides de duas
tétrades distintas derivadas da linhagem dipléide CC. As linhagens parentais 289C
e 292C também foram incluidas nos experimentos, pois as suas taxas de
crescimento em celobiose ainda ndo haviam sido caracterizadas e os resultados
obtidos com estas também poderiam servir para corroborar a hipétese sobre a
heranca do fendtipo. Os resultados obtidos para as linhagens haploides estao na
tabela 15. A primeira tétrade dissecada deu origem as linhagens CCA, CCB, CCC
e CCD; a segunda tétrade gerou as linhagens CCE, CCF, CCG e CCH. As oito
linhagens hapldides isoladas mantiveram a capacidade de crescimento em meio
YNBC solido, formando colbénias, o que indica que nao houve perda dos genes
heterdlogo durante as meioses.
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Tabela 15 — Valores de pnsx Obtidos com base nos dados de crescimento das linhagens hapléides
em celobiose. Nomenclatura utilizada para as linhagens de acordo com o texto. Auséncia de um
valor indica que o crescimento nao foi suficiente para o calculo do parametro. Valores representam

a média * erro padrdo de 3 culturas separadas

Linhagem Mmax Linhagem Mmax

289C 0.101 £0.001 289C 0.087 + 0.007
292C - 292C -

CCA 0.088 + 0.006 CCE 0.045 £ 0.001
CCB 0.119 £ 0.005 CCF 0.069 +0.003
CCC 0.089 +0.003 CCG 0.067 £ 0.001
CCD - CCH -

Como previsto pela hipotese sobre a heranga do fendtipo de crescimento
rapido, a linhagem parental 289C cresceu a uma taxa muito maior que o outro
parental 292C, sugerindo que ha uma influéncia favoravel em cis dos alelos da
linhagem 289C sobre a a eficiéncia no consumo da celobiose. No entanto, a
segregacao do fendétipo entre os esporos de cada tétrade nao seguiu a proporcéo
esperada de 1:1. Dentre os esporos da primeira tétrade, a linhagem CCD teve
crescimento lento como o parental 292C, as linhagens CCA e CCC tiveram
crescimento intermediario entre os parentais e a linhagem CCB teve uma taxa
maxima de crescimento quase 18% maior que o parental 289C. Na segunda
tétrade, o resultado foi novamente diferente: um hapldide teve crescimento igual a
linhagem 292C e os outros trés apresentaram taxas de crescimento

intermediarias, mas ndo idénticas, entre os dois parentais.

Por ser possivel observar diferengas entre os valores de pumax Obtidos para a
linhagem 289C nos dois ensaios (0.101 e 0.087), as culturas foram repetidas para
verificar se o padrao de segregacao nao seria alterado. Os valores obtidos foram,
novamente, diferentes mas o padrdo observado ao se comparar as linhagens
parentais com 0s esporos permaneceu 0 mesmo. As diferencas observadas entre
os valores de pmax da mesma linhagem em ensaios diferentes podem ser

causadas por diferengas nas condi¢des iniciais de cada ensaio. Como todas as
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culturas dentro de um ensaio sao realizadas simultaneamente, os resultados

dentro de um ensaio sao consistentes e podem ser comparados entre si.

Em ambas as tétrades analisadas, ndo foi possivel observar uma
segregacao 1:1 do fendtipo de crescimento em celobiose, como seria previsto em
um regime de heranca Mendeliana simples. Portanto, esta hip6tese inicial deve
ser descartada em favor de um modelo mais complexo para a determinacao deste
fenétipo. Provavelmente existe mais de um polimorfismo entre os hapldides
parentais 289C e 292C que influencia a via heterbloga de metabolismo de
celobiose. Os resultados também indicam que ha variagcao genética favoravel para
o crescimento em celobiose na linhagem parental 292C, pois um dos haplbides
obtidos (linhagem CCC) ap6s a esporulacao do dipléide CC apresentou uma taxa
de crescimento superior aquela da linhagem 289C. Logo, dentre toda a
variabilidade genética presente dentro do genoma da linhagem dipléide JAY270
(Argueso et al. 2009), existem alelos aparentemente neutros mas que apresentam
um fendtipo favoravel ou deletério quando submetidos a um regime de selecao
diferente das fermentacdes industriais de onde a linhagem foi isolada (Basso et al.
2008).

Il.4 Conclusoées e Perspectivas

O método final desenvolvido para ensaios automatizados de crescimento de
leveduras se mostrou bastante robusto e confiavel, permitindo a realizacao de
experimentos longos e com monitoramento constante do crescimento. Embora
nao tenha sido possivel realizar os ensaios na escala de microplacas, a solucao
encontrada representa um equilibrio entre o consumo de meio de cultura e a

precisdo das medidas obtidas.

As diferencas entre as taxas de crescimento das linhagens dipléides
apontam para uma influéncia do numero de coOpias do gene que codifica o
transportador de celodextrinas sobre a atividade final da via de metabolismo de
celobiose. No entanto, um outro fator igualmente importante também foi

identificado, que é o contexto genético no qual a via heterdloga foi inserida. O
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cassete completo, contendo os dois genes da via, resultou em linhagens dipldides

superiores quando foi inserido na linhagem JAY289.

Apbs a esporulagdo da melhor linhagem dipléide, CC, o fendtipo de
crescimento em celobiose ndo se segregou entre os esporos como foi previsto
pela hipétese Mendeliana simples. Portanto, ha mais de um polimorfismo entre as
linhagens haploides parentais influenciando a eficiéncia da via heterdloga de
metabolismo de celobiose. Além deste fato, foi obtida uma linhagem com uma taxa
maxima de crescimento cerca de 18% maior do que a linhagem parental 289C, o
que indica que a linhagem de desempenho inferior 292C também pode contribuir

com alelos favoraveis.

Apenas um ciclo de cruzamento e esporulacdo, utilizando uma Unica
linhagem industrial de levedura, foi capaz de gerar uma linhagem com fenétipo
superior aos encontrados entre os hapldides transformados. Logo, a variabilidade
genética existente dentro do genoma da propria linhagem dipléide industrial
JAY270(Argueso et al. 2009) é suficiente para gerar novos fenétipos herdaveis
para serem filtrados por métodos de selecdo. Esta linhagem é apenas uma entre
varias linhagens industriais de S. cerevisiae comumente utilizadas nas usinas de
etanol brasileiras (Basso et al. 2008) e representa apenas uma pequena parcela
de todos os polimorfismos que existem entre as linhagens desta espécie (Liti et al.
2009).

Realizando experimentos similares, mas com uma gama maior de linhagens
parentais, seria possivel acessar um espaco de sequéncia mais amplo, o que
aumenta a probabilidade de se encontrar combinagdes genétipos que resultem em
fenotipos otimizados. Utilizando os métodos desenvolvidos, cada ciclo de
cruzamento e selegcéo de linhagens pode ser realizado em aproximadamente duas
semanas. Este é um periodo de tempo extremamente curto, se comparado a
experimentos de evolugcdo em laboratério para obtencdo de novos fenétipos a
partir de populacdes clonais que podem durar de meses até décadas para a
obtencdo do mutante desejado(Blount et al. 2008; Wisselink et al. 2009)sse
(Blount et al. 2008).
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Porém, o método desenvolvido possui limitagbes que ndo podem ser
ignoradas se o objetivo for a obtengdo de uma linhagem otimizada para producao
de etanol a partir de material lignocelulésico, por exemplo. A Unica presséo
seletiva exercida pelo ensaio é no sentido de encontrar as linhagens com maiores
capacidades de crescimento utilizando a fonte de carbono escolhida. A via de
metabolismo de celobiose pode ter um custo energético para as células que
impossibilite a linhagem de fermentar este acgucar, realizando metabolismo
respiratério para manter o crescimento celular (Aeling et al. 2012). Para prevenir o
isolamento de uma linhagem incapaz de realizar fermentacao ao final do processo
de evolugdo, deve ser também incorporado ao método um ensaio para medir 0
etanol produzido por essas linhagens durante as culturas. Este ensaio pode ser
feito em larga escala utilizando um método simples e rapido(Seo et al. 2009).

O sistema de selecdo desenvolvido representa uma ferramenta
potencialmente muito 0til no desenvolvimento de novas linhagens para
fermentacdes industriais de etanol. Através dele, é possivel obter linhagens
otimizadas para fendtipos de interesse, aproveitando a variabilidade genética
naturalmente existente na espécie S. cerevisiae para reduzir o tempo e esforco
amostral que seriam necessarios para atingir objetivos similares utilizando os

métodos tradicionais.
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Lista de Abreviacoes

DEPC: Dietilpirocarbonato
dNTPs: Desoxinucleotideos trifosfatados
EDTA: Acido etilenodiaminatetraacético

JAY270: Linhagem industrial de S. cerevisiae, teve seu genoma sequenciado por

Argueso e colaboradores(Argueso et al. 2009)

MOPS: Acido 3-(N-Morfolino)propanosulfénico

TRIS: Tris(hidroximetil)Jaminometano

RNA-Seq: Sequenciamento em larga escala de RNA mensageiro
RNAmM: RNA mensageiro

PCR: Reacao em cadeia da polimerase

ORF: Open Reading Frame — sequéncia de DNA que pode codificar para uma

proteina

S288c: Linhagem de laboratério de S. cerevisiae, primeira linhagem a ter seu

genoma sequenciado (Goffeau et al. 1995).

SNP: Polimorfismo de nucleotideo Unico

YNB: Yeast Nitrogen Base

YEPD: Meio de cultura contendo extrato de levedura, peptona e glicose
YEPC: Meio de cultura contendo extrato de levedura, peptona e celobiose
YNBD: Meio de cultura definido contendo glicose como unica fonte de carbono

YNBC: Meio de cultura definido contendo celobiose como Unica fonte de carbono
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Capitulo de livro publicado em co-autoria com demais membros do laboratério
durante o Mestrado.
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BIOTECNOLOGIA
EM LEVEDURAS

CMmar Vg de Carvalho Nera!
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Leandrea Vietra do Sintos!
larcel Falsaretla Carazaalle!
Midia Maria Vieira Nampaio’
Pedro Aupusto Galvio Tizet

wnalo Amarante Grimaries Pereira

1. INTRODUCAO

O rermo “levedura” se refere 2 especies e Fifigos ite apresentam uma forma
de erescimento unicelular. Aproximadamente 1501 ¢s preics se enguadram nese
ritério, pertencendo aos mas diversos grupos de fungos. Algumas delas podem,
inclusive, apresentar dimorbfiamo fdots caagion de vidal, assuminde duranee o
crescimenta um estagio uncelular que se altera pars micelial sob certas condicoes

ambientals.

Em geral. as leveduras san representadas por celulas que se reproduzem
por brotamentar | Figura 1) ou pela fnfmacio de uma parede celular, seguida
de hssio em duas oflulas. Diversas leveduras podem formar hifas ou pseudo-
hifas fcadeias de brotos clongados) duranee pare de seu ccle de vida, As
diferentes especies podem crescer isoladamente ou agruparem-se em A e aripet
tipos de comunidades. como Hoces, colénias ¢ biohimes. Essas comunidades
i enconeradas em ambientes naturals, clinicos ou industoais. Muitas espécics
o encontradas em comunidades formadas por maltiplas especies denominadas

microbiomas, que incluem aurros fungos ¢ baceérias (HOMNIGBERG, 2011).

As leveduras sio notavelmente conhecidas por possuirem prande aplicacio
cwmo modelos hioldgicos. A espécie Saccharomycer cerevisiae & UM OTEIMAMO
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