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RESUMO

BARROS, Géssica Cabral, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de 2018.
Efeitos da delecdo de APJ1 em leveduras fermentativas em condigOes de estresse por
etanol. Orientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientador: Tiago Antonio de Oliveira
Mendes.

O bioetanol é o principal biocombustivel utilizado mundialmente e é produzido através
da fermentacg&o de agucares por leveduras. A levedura Saccharomyces cerevisiae € a mais
utilizada no processo, mas sua incapacidade na fermentacéo de pentoses levou ao estudo
de outras espécies que fermentam pentoses eficientemente, entretanto, estas espécies
apresentam baixa tolerancia a etanol. Assim, surgiu o interesse de avaliar, em nivel de
transcriptoma, o papel do silenciamento de APJ1 em S. cerevisiae, e promover sua
delecdo em Kluyveromyces marxianus, uma vez que trabalhos recentes indicam que sua
delecdo promoveu aumento da toleréncia a etanol. Duas linhagens de S. cerevisiae,
BY4741 (wild type) e Y02999 (Aapjl), foram utilizadas para estudo do transcriptoma na
presenca de 8% (v/v) etanol. Apds um periodo de estresse de duas horas, foram
identificados 61 genes up-regulados e 41 genes down-regulados em Y02999. Além
destes, 18 genes estavam presentes apenas em Y02999 e 138 genes somente em BY4741.
Ao final, oito genes relacionados a toleréncia ao etanol e/ou envolvidos com o processo
de sumoilagdo (funcdo relacionada a Apjlp) foram selecionados para validacdo da
diferenca de expressao por gPCR, e os genes ARG3 e HSP104 se apresentaram up-
regulados e o gene OLE1 se apresentou down-regulado em Y02999 (12% v/v de etanol).
Quanto a edicdo de K. marxianus CCT7735, o sistema CRISPR-Cas9 escolhido para
adaptacéo foi o vetor pMLO04, desenvolvido para S. cerevisiae. A clonagem do RNA guia
neste vetor nao ocorreu da forma correta, entrando dois guias no sitio de digestdao. Além
disso, ndo foi possivel validar a expressdo da Cas9 nesta levedura, uma vez que 0s
diferentes primers desenhados para o experimento anelavam de forma inespecifica ao
genoma da levedura ndo transformada. As coldnias investigadas por sequenciamento que
foram transformadas com esta construgdo, ndo apresentaram edi¢do na sequéncia de
APJ1. Apesar do resultado negativo, a ferramenta CRISPR- Cas9 é promissora e cabem

mais estudos e ensaios para padronizar a edi¢do em K. marxianus CCT7735.



ABSTRACT

BARROS, Géssica Cabral, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2018. Effects
of APJ1 deletion in fermentative yeasts under ethanol stress conditions. Adviser:
Luciano Gomes Fietto. Co-adviser: Tiago Antonio de Oliveira Mendes.

Bioethanol is the most consumed biofuel worldwide and is produced during the
fermentation of sugars by yeasts. The yeast Saccharomyces cerevisiae is the most
commonly employed organism in this process, however it is incapable of fermenting
pentose, which promoted the prospection of other species that could efficiently ferment
pentose, although these species present low ethanol tolerance. Therefore, there is
increasing interest in the analysis of the role of APJ1 silencing in S. cerevisiae at
transcriptome level and in the deletion of this chaperone in Kluyveromyces marxianus,
given that recent studies indicate that this deletion resulted in the improvement of ethanol
tolerance. Two strains of S. cerevisiae, BY4741 (wild type) and Y02999 (Aapjl), were
used for the transcriptome study, in the presence of ethanol 8% (v/v). After a two hours
stress period, 61 up-regulated genes and 41 down-regulated genes were found in Y02999.
Apart from these genes, 18 were present only in Y02999 and 138 were only in BY4741.
Finally, eight genes related to ethanol tolerance and/or involved in the sumoylation
process (function related to Apjlp) were selected to differential expression validation
through gPCR. Genes ARG3 and HSP104 were up-regulated and OLE1 was down-
regulated in Y02999 (12% ethanol v/v). Regarding the K. marxianus CCT7735 edition,
the vector pMLO04, which was developed for use in S. cerevisiae, was the CRISPR-Cas9
adaptation system of choice. The cloning of the RNA guide in this vector did not proceed
as expected, since two guiding sequences were inserted in the digestion site. Furthermore,
it was not possible to evaluate Cas9 expression in this yeast, once different primers
designed for the experiment paired non-specifically with the untransformed yeast
genome. The colonies transformed with this construction were analyzed by sequencing
and did not present the edition in APJ1 sequence. Despite the negative result, CRISPR-
Cas9 is a promising tool and more studies and assays should be done in order to establish

a pattern for K. marxianus CCT7735 edition with this system.
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1. INTRODUCAO

O etanol é o principal biocombustivel utilizado no mundo, sendo produzido a
partir de fontes renovaveis de energia que substituem a utilizacdo dos combustiveis
fosseis poluentes como matéria-prima. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de
etanol, contribuindo significativamente para oferta mundial deste combustivel.

A principal matéria-prima para producéo de etanol no Brasil é a cana-de-agucar,
sendo que o processo de producdo de etanol a partir da cana pode ser de primeira geragédo
(1G) e segunda geracdo (2G). O etanol 1G é obtido diretamente da fermentagdo da
sacarose presente no caldo da cana-de-aglcar, enquanto o etanol 2G é aquele obtido da
fermentacdo de acUcares (hexoses e pentoses) presente em materiais lignoceluldsicos,
como o bagaco e a palha, permitindo um aumento na producéo de etanol por unidade de
hectare plantado.

O principal microrganismo utilizado para fermentacdo em escala industrial € a
levedura Saccharomyces cerevisiae. O motivo desta preferéncia sdo as inlmeras
vantagens que esta levedura apresenta em relacdo a outros microrganismos. Porém, esta
levedura ndo tolera temperaturas muito elevadas e é incapaz de fermentar pentoses
presentes no material lignocelulésico, o que limita a produtividade do etanol 2G.

Neste contexto, outras espécies de leveduras, que sejam capazes de contornar
essas limitacBes supracitadas, despertam o interesse. E o0 caso das espécies
Kluyveromyces marxianus, que tolera temperaturas elevadas, e Scheffersomyces stipitis e
Spathaspora passalidarum, que sdo capazes de fermentar xilose. Infelizmente, a maior
limitag&o do uso destas leveduras reside na sua eficiéncia de fermentacéo e tolerancia ao
etanol.

APJ1 é um gene que se relaciona ao processo de tolerancia ao etanol em linhagens
de S. cerevisiae, sendo que sua delecdo torna linhagens laboratoriais e industriais mais
tolerantes a altas concentracdes de etanol. Pouco se sabe sobre como a delecdo deste gene
leva ao aumento da toleréncia e por isso, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o
efeito da delecdo de APJ1 no transcriptoma de S. cerevisiae sob condicéo de estresse por
etanol por meio da ferramenta RNAseq. Além disso, buscamos a dele¢éo de APJ1 em K.
marxianus, através do sistema CRISPR-Cas9, com o objetivo de validar este sistema e

avaliar o impacto da delecdo de APJ1 em outro organismo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Producéo de etanol e leveduras

A substituicdo dos combustiveis fosseis por fontes renovaveis de energia € um tema
que tem se destacado nas Ultimas décadas em todo mundo. A queima de combustiveis
fosseis para producéo de energia libera gases (principalmente CO>) que contribuem para
o efeito estufa, além daqueles que s@o nocivos a saude humana (Junqueira et al., 2017).
As fontes renovaveis de energia emergem como alternativas sustentaveis que diminuem
0s impactos da liberacdo de gases do efeito estufa e aguecimento global (Tesfaw et al.,
2014).

O etanol é o principal biocombustivel utilizado no mundo (Kang et al., 2014), sendo
0 Brasil o segundo maior produtor mundial ficando atrds somente dos Estados Unidos
(EUA) (Figura 1). O etanol pode ser produzido a partir de vérias plantas cultivadas, como
milho, cana-de-agucar, beterraba, mandioca e trigo. Os EUA utilizam o milho como
matéria prima para producdo e o Brasil utiliza a cana-de-agUcar, e juntos representam
aproximadamente 80% da oferta mundial de etanol (Kang et al., 2014).

Segundo informagdes da empresa Raizen?, o etanol produzido no Brasil a partir da
cana apresenta um aproveitamento superior quando comparado ao etanol obtido do milho,
pois 0 balanco energético do processo, ou seja, a diferenca entre a energia gasta para
converter a planta em etanol e quantidade de energia liberada ao final do processo, € cinco
vezes maior. Outro fator que chama atengéo para o etanol obtido a partir da cana, quando
se considera a cadeia completa de producéo, é que ele apresenta reducdo acentuada da
emissdo de gases do efeito estufa, em torno de 90% de emissdo em comparacdo com a
gasolina, enquanto para o milho e a beterraba, a reducéo é 30% e 45%, respectivamente
(Amorim et al., 2011).

O Brasil apresenta condi¢bes climaticas, solos férteis e tecnologias agricolas que
favorecem o desenvolvimento da cana-de-aclcar e consequentemente a producdo de
etanol (Amorim et al., 2011), porém alguns fatores limitam o processo. Dentre eles,
destacam-se: a colheita € limitada por 6-8 meses do ano e a cana ndo pode ser estocada,
devido ao seu rapido processo de decomposicdo (Nova Cana®, Amorim et al., 2011).
Esses fatores podem ser 0 motivo do Brasil ndo ser o maior produtor mundial, tendo em
vista que os EUA néo sofrem estes problemas de colheita e estocagem, mantendo suas

destilarias ativas quase o0 ano inteiro (Amorim et al., 2011).
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Figura 1: Producéo de etanol em bilhdes de galdes no mundo Fonte: U. S. Departament of Energy,
Alternative Fuels Data Center, dados de 2015.

O etanol pode ser produzido através de dois processos: etanol de primeira geracao
(1G) e segunda geragdo (2G). O etanol 1G ¢ aquele obtido diretamente da fermentacéo
de acucares e amido extraiveis da cana de acucar e do milho, respectivamente (Junqueira
et al., 2017). O processo de producdo de etanol 1G proveniente da cana-de acucar inicia
com a moagem da planta, onde o caldo é separado do bagaco. Em seguida, o caldo é
tratado com temperatura elevada para eliminacdo de microrganismos contaminantes e
hidrolisado para liberacdo de monémeros de glicose a partir da sacarose presente no
caldo. O caldo é direcionado para dorna de fermentacdo, onde a glicose sera convertida
em etanol e CO> pela acdo de leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae. O
liquido da fermentacdo € destilado para separar e purificar o etanol. O etanol entdo é
desidratado para concentracfes acima de 99,7%, para ser utilizado como combustivel
(Lennartsson et al., 2014).

O etanol 2G ¢é obtido a partir de diferentes tipos de materiais lignocelul6sicos,
como bagaco e palha da cana-de-agucar, palha de soja, palha de arroz, dentre outros
(Castro, 2010). O bagaco da cana é o principal residuo agroindustrial brasileiro,
apresentando grande potencial para geracdo de etanol 2G, sem precisar aumentar a area
de plantio da cana-de-agucar, permitindo a producéo de etanol durante a entressafra da
cana e aproveitando integralmente a planta (Nova Cana?).

Uma Unica unidade fabril da empresa Raizen destinada a producéo de etanol 2G,

tem expectativa de producdo de 40 milhdes de litros de etanol a mais por ano no Brasil



(Raizen?). Porém, o processo de producdo ainda possui custos elevados e este custo
precisa ser reduzido para mais da metade para ser economicamente sustentavel (Souza et
al., 2011). O alto custo € explicado pelas diversas etapas adicionais, como 0 uso de
enzimas para liberacdo de monémeros de agucar livres para serem fermentados. Varios
estudos estdo sendo feitos para otimizar as etapas de producdo e para o desenvolvimento
de novas tecnologias, afim de tornar o processo vidvel economicamente (Souza et al.,
2011; Macrelli et al., 2012).

A lignocelulose presente no bagago da cana de agucar é composta principalmente
de celulose (40-60% do peso seco total), hemicelulose (20-40%) e lignina (10-25%)
(Kang et al., 2014). A celulose consiste em longas cadeias de glicose unidas por ligac6es
glicosidicas do tipo B-1,4, organizadas em microfibras. A hemicelulose é formada por
diferentes heteropolimeros incluindo hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose),
pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acidos urénicos. A lignina é formada por compostos
aromaticos, que conferem o alto nivel de compactacao e rigidez da parede celular de
plantas. Juntos estes compostos formam uma matriz rigida de protec&o da planta de dificil
degradacdo, que precisa de varios tratamentos e enzimas para hidrolise, liberando as
unidades monomeéricas dos acgucares (Kang et al., 2014).

As etapas de producdo do etanol 2G consistem no pré-tratamento, sacarificacao,
fermentacdo e destilacdo (Aditiya et al., 2016). Na etapa de pré-tratamento, ocorre a
hidrolise da hemicelulose e solubilizacéo da lignina para tornar a celulose mais acessivel
para as etapas posteriores (Aditiya et al., 2016). Por isso, essa etapa € critica para a
eficiéncia de todo o processo. Um pré-tratamento ineficiente resultara em baixos
rendimentos na producédo de etanol 2G (Lu et al., 2017). Tratamentos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e bioldgicos sdo utilizados na despolimerizacdo da estrutura da
lignocelulose (Kang et al., 2014).

Tratamentos fisicos podem ser feitos através de reducdo mecéanica, onde utilizam
a moagem para diminuir o tamanho das particulas do material lignocelul6sico e aumentar
a éarea superficial para agdo de enzimas nas etapas posteriores (Ogeda et al., 2010).
Tratamentos quimicos, com &cidos concentrados ou diluidos (&cido sulfurico ou acidos
carboxilicos), sdo utilizados para hidrolise da hemicelulose, enquanto a catalise basica
(hidréxido de sédio ou amdnia) ou uso de solventes organicos (etanol, metanol, propanol
e acetona) ajudam na solubilizacéo da lignina (Almeida et al., 2011; Sarkar et al., 2012).
Tratamentos fisico-quimicos envolvem os processos de explosdo a vapor, onde um vapor

de agua a alta pressdo é gerado em um reator e age sobre o material lignocelulésico
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durante um determinado tempo e em seguida sofre uma descompressdo brusca, levando
a separacao dos constituintes do material (Pitarelo et al., 2012). Tratamentos bioldgicos
envolvem a utilizagdo de enzimas produzidas por determinados microrganismos que séo
capazes de romper a estrutura da lignina e hemicelulose (Ogeda et al., 2010).

A eficiéncia do pré-tratamento depende de diversos fatores determinados pela
abordagem escolhida. Assim, o objetivo do pré-tratamento é obter altos rendimentos de
separagdo dos constituintes do material lignocelulésico, evitar a formagéo de inibidores
que comprometem as etapas de sacarificacdo e fermentacdo, e alcancar um processo
economicamente vidvel. Os tratamentos mais utilizados sdo exploséo a vapor e hidrolise
com acido diluido em temperaturas elevadas. A explosdo a vapor é um tratamento com
altos rendimentos de separacdo dos constituintes, baixa formacao de inibidores, porém o
custo do processo é elevado. Tratamentos com &cidos diluidos sdo preferencialmente
utilizados no lugar de &cidos concentrados porque formam menos compostos inibidores
(furfurais e hidroximetil-furfurais), apresentam alto rendimento de separagdo e sdo
economicamente viaveis (Alvira et al., 2010; Kang et al., 2014).

A sacarificacdo corresponde a uma hidrélise enzimatica para liberacdo de
mondmeros de glicose da celulose (Kang et al., 2014). Os acucares da hemicelulose
também sdo interessantes para melhor aproveitamento do material lignocelul6sico e
maiores rendimentos na producdo de etanol (Zeng et al., 2017). Por isso, durante a
sacarificacdo, um conjunto de enzimas hidrolisam a celulose e a hemicelulose e liberam
as hexoses e pentoses para serem fermentados.

As celulases formam um complexo enzimatico que agem em sinergia para
hidrolisar a celulose. Esse complexo é formado por trés classes principais de enzimas: as
endo-1,4-pB-D-glucanases séo responsaveis por iniciar a hidrolise em regides internas da
celulose, clivando as ligacdes glicosidicas e gerando extremidades livres; as exo-1,4-p-
D-glucanases agem nas extremidades, hidrolisando os oligassacarideos de glicose e
gerando dissacarideos (celobiose); as 1,4-p-D-glucosidases hidrolisam a celobiose
liberando glicose (Castro et al., 2010; Ogeda et al., 2010).

As hemicelulases sdo enzimas responsaveis por romper a estrutura complexa e
diversa da hemicelulose. Algumas das enzimas sdo: as endoxilanases, que rompem
internamente a estrutura da xilana; as exoxilanases, que liberam xilobiose apds a hidrolise
de ligacdes glicosidicas B-1,4; as B-D-xilosidases, que hidrolisam a xilobiose e liberam a
xilose. Além destas, muitas outras enzimas, como o-L-arabinofuranosidase, o-D-

glucoranosidase, acetil-xilana-esterase, endo-p-1,4-mannanase, exo-p-1,4-mannosidase e
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endo-galactanase sdo necessarias para liberar todos os agucares presentes na hemicelulose
(Shallom et al., 2003).

O processo de sacarificacdo pode ocorrer separadamente ao processo de
fermentacdo (SHF) ou pode ocorre simultaneamente a fermentacdo (SSF). O processo
SHF ocorre em reatores separados, ou seja: apds o término da sacarificagdo, os acucares
livres sdo separados das enzimas utilizadas no processo e destinados a outro reator para
serem fermentados por microrganismos especificos. A vantagem deste processo é a
otimizacdo as temperaturas da sacarificacao e fermentacdo, tendo em vista que a atividade
Otima das enzimas envolvidas na sacarificacdo € aproximadamente 50 °C e o0s
microrganismos utilizados na fermentacdo crescem na faixa de 25-37 °C (Almeida et al.,
2011; Radecka et al., 2015; Santos et al., 2009). As maiores desvantagens séo o alto custo
para utilizacdo de reatores separados e a inibicdo da atividade das enzimas da
sacarificacdo pelo acimulo de agUcares no meio (Kang et al., 2014; Ogeda et al., 2010).

O processo SSF apresenta as vantagens de diminui¢do de custos e auséncia de
inibicdes pelo produto da sacarificacdo, visto que o aglcar sera fermentado em seguida a
sua liberacdo no meio. A desvantagem do SSF é a dificuldade em se encontrar uma
temperatura para o reator que possibilite a ocorréncia eficiente tanto da sacarificacdo
quanto da fermentacdo, sabendo que as faixas sdo distintas. Apesar da desvantagem, o
rendimento e concentracdo de etanol sdo maiores no processo SSF (Ogeda et al., 2010;
Santos et al., 2009).

A fermentacdo de hexoses é feita principalmente pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, por ser um microrganismo com capacidade de crescimento em condicOes
aerobicas e anaerobicas, além de apresentar altas taxas de fermentacdo, alta tolerancia a
inibidores e etanol, quando comparada a outros microrganismos fermentadores, e
tolerancia a variagdes de pHs (Demeke et al., 2013). Além disso, diversas linhagens de
S. cerevisiae possuem o genoma sequenciado, 0 que permite a realizacdo de manipulagoes
geneéticas de forma mais eficiente, e em escala comercial tem seu sistema de producao,
estocagem e transporte bem estabelecidos (Demeke et al., 2013; Radecka et al., 2015;
Tesfaw et al., 2014). Porém, linhagens nativas de S. cerevisiae sdo incapazes de fermentar
pentoses de forma eficiente, particularmente D-xilose, agucar esse que corresponde a
aproximadamente 35% do total de acUcares presentes na biomassa lignocelulésica
(Demeke et al., 2013). Por esta limitacdo, muitos pesquisadores se dedicam em encontrar
linhagens de levedura que sejam capazes de fermentar pentoses para aumentar a producao

de etanol 2G, e dentre as ja isoladas, as espécies Pachysolen tannophilus, Scheffersomyces

6



stipitis, Scheffersomyces shehatae e Spathaspora passalidarum ganharam destaque pela
habilidade em ter rendimentos relativamente altos de etanol a partir da xilose (Harner et
al., 2015). Porém, estas linhagens ndo-convencionais apresentam uma grande limitacéo
para utilizacdo em escala industrial, a baixa tolerancia ao etanol quando comparadas a S.
cerevisiae (Harner et al., 2015).

Kluyveromyces marxianus é uma levedura bem conhecida por sua
termotolerancia, sendo capaz de crescer a 47 °C e produzir etanol em temperaturas acima
de 40 °C. Também é capaz de utilizar xilose, arabinose, celobiose e xilitol como fontes
de substrato. Essas caracteristicas a tornam uma espécie interessante para o0 processo SSF
de producéo de etanol, pois consegue fermentar diversas pentoses presentes no material
lignocelul6sico e produzir etanol em temperaturas proximas a temperatura 6tima das
enzimas da sacarificacdo (Radecka et al., 2015), o que diminui os custos de resfriamento
do processo e evita contamina¢es com outros microrganismos (Diniz et al., 2017). Outro
ponto interessante desta levedura é a baixa repressdo por glicose, ou seja, na presenca de
pentoses como fonte de carbono juntamente com glicose, ela consegue utilizar ambas as
fontes de carbono simultaneamente para producdo de etanol (Lertwattanasakul et al.,
2013).

Na tentativa de resolver as dificuldades do processo de producgéo de etanol, a
grande maioria das pesquisas existentes na area tem focado em manipulagdes genéticas
em uma Unica linhagem de levedura, para que ela possa ser eficiente na fermentacao de
hexoses e pentoses da biomassa lignocelul6sica, tolerar a presenca de inibidores, tolerar
altas concentraces de etanol, ser termotolerante (para utilizacao no processo SSF), dentre
outras caracteristicas (Liang et al., 2013).

Exemplo dessa modificacdo genética é a realizacdo de engenharia metabdlica em
S. cerevisiae para expressdo de enzimas heterélogas do metabolismo de xilose, como
xilose redutase e xilitol desidrogenase ou xilose isomerase, visando torna-la capaz de
fermentar essa pentose (Almeida et al., 2011). Senatham et al. (2016) obtiveram um
mutante de Scheffersomyces shehatae TTC79, através de mutagénese por exposicéo a luz
UV, que foi capaz de fermentar glicose tdo eficientemente quanto a linhagem wild-type e
capaz de aumentar 58,95% seu rendimento na producdo de etanol durante a fermentagéo
de xilose. Além disso, este mutante apresentou uma melhora significante na tolerancia a
inibidores presentes em hidrolisados lignocelulosicos, se tornando um potencial

microrganismo para producéo de etanol a partir de hidrolisados.



Hou et al. (2012) mostraram 0 aumento na tolerancia a presenca de inibidores pela
levedura Spathaspora passalidarum - levedura capaz de fermentar glicose e xilose
simultaneamente em condi¢cGes de anaerobiose - utilizando uma combinacdo de
mutagénese e fusdo de protoplasto para construcdo das linhagens mutantes. O mutante S.
passalidarum M7 obtido por mutagénese produziu 50% a mais de etanol comparado a
linhagem wild-type em um meio contendo xilose e 2 g/L de furfural. Através da fusdo de
protoplasto do mutante S. passalidarum M7 e uma linhagem robusta de S. cerevisiae
ATCC 96581, foi obtido um hibrido capaz de crescer em um meio contendo 75% da
fracdo liquida do pré-tratamento da palha de trigo, onde diversos inibidores estdo
presentes.

Através da metodologia de “Genome Shuffling” entre as leveduras S. stipitis CBS
6054 e S. cerevisiae ATCC 24860, Zhang et al. (2012) construiram linhagens que
apresentaram melhora na producéo de etanol, tolerancia a etanol e taxas mais rapidas de
utilizacdo de xilose. Uma linhagem obtida foi a ScF2, que durante a fermentagdo na
presenca de 50 g/L de glicose e 50 g/L de xilose foi capaz de utilizar os dois agUcares e
produzir 40 g/L de etanol, enquanto a S. cerevisiae ATCC 24860 foi capaz somente de
fermentar a glicose, com producdo de etanol de 22 g/L, e a S. stipitis CBS 6054 que,
apesar de fermentar os dois agucares, apresentou uma menor producéo de etanol (31 g/L)
em relacédo a ScF2.

Diversos outros trabalhos envolvendo melhoramento genético de leveduras para
producdo de etanol sdo encontrados, indicando a importancia do desenvolvimento de
linhagens capazes de aproveitar a0 maximo o material a ser fermentado e aumentar a

producdo de etanol 1G e 2G.
2.2 Tolerancia a etanol e APJ1

O rendimento da producéo de etanol durante a fermentacdo nas condi¢des industriais
depende, dentre outros fatores, da viabilidade e capacidade do microrganismo utilizado
em converter acucar em etanol (Stanley et al., 2010). Nos ultimos estagios do processo,
0 acumulo de etanol se torna toxico para as leveduras, inibindo o crescimento celular e a
viabilidade, consequentemente limitando a produtividade da fermentacdo (Snoek et al.,
2016). Diferentes linhagens de levedura apresentam diferengas em sua habilidade de
crescer na presenca do etanol, sendo que aquelas que apresentam maior tolerancia séo
mais interessantes para uso industrial (Voordeckers et al., 2015). Por estes motivos, € de
grande interesse dos pesquisadores entender os mecanismos que levam a tolerancia nos
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microrganismos mais adaptados (por exemplo, Saccharomyces cerevisiae) e desenvolver
estratégias para aumentar a tolerancia e a capacidade de proliferacdo na presenca do
etanol (Pais et al., 2013). Além disso, aplicar estas estratégias em leveduras que s&o pouco
tolerantes, mas que apresentam outras caracteristicas interessantes para o processo, € uma
abordagem que permitiria 0 desenvolvimento de novas linhagens com competéncias
especificas (Yuan et al., 2011).

A toxicidade do etanol para as células é caracterizada pela influéncia deste no
metabolismo celular e biossintese de macromoléculas, diminuicdo dos niveis de
proteinas, por afetar o dobramento e estabilidade destas, diminuicao dos niveis de RNA
mensageiro e reducdo da atividade de enzimas da via glicolitica (Stanley et al., 2010). O
etanol também altera a estrutura da mitocondria, diminuindo a respiracgao, sintese de ATP
e levando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). A presenca de ROS causam
danos na estrutura do DNA cromossomal e mitocondrial (Navarro-Tapia et al., 2017).

A membrana plasmatica € uma das principais estruturas afetadas pelo etanol,
comprometendo algumas fungdes celulares (Aguilera et al., 2006; Stanley et al., 2010).
Um dos efeitos do etanol na membrana é o aumento da fluidez, que resulta no aumento
da permeabilidade da membrana a prétons. O influxo de protons resulta em rapida
dissipacdo do gradiente eletroquimico, acidificagdo intracelular, perda da forca préton-
motiva e da atividade H™-ATPase. A perda de atividade H*-ATPase compromete diversos
transportes através da membrana que sdo dependentes do gasto de energia, como a
captacdo de glicose e aminoacidos (Aguilera et al., 2006; Alexandre et al., 2001; Navarro-
Tapiaet al., 2017).

Na tentativa de sobrevivéncia ao estresse, as leveduras desenvolvem varios tipos de
respostas e mecanismos de adaptacdo (Alexandre et al., 2001). O processo de tolerancia
é complexo, envolvendo a reprogramacdo das atividades celulares no contexto de
modulacdo da expressdo génica, sinalizacdo celular, transducdo de sinais, controle
transcricional e pos-transcricional, acimulo de moléculas protetoras e aumento das
atividades de reparo das células (Stanley et al., 2010). Alguns mecanismos estudados e
relacionados a resisténcia a presenga de etanol sdo: a alteracdo da composicdo dos
fosfolipideos da membrana para diminuir a permeabilidade ao etanol; acimulo de trealose
e ergosterol, que aumenta estabilidade de proteinas e da membrana (Teixeira et al., 2009);
inducdo de chaperonas e proteinas de choque térmico (HSPs), envolvidas no
remodelamento de proteinas desnaturadas (Stanley et al., 2010).; ativagdo da via de

resposta a proteinas ndo dobradas (UPR, unfolded protein response) ( Navarro-Tapia et
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al., 2017); up-regulacdo de genes relacionados a regeneracdo de NADH/NADPH para
manter o balango redox nas células (Navarro-Tapia et al., 2017); aumento da atividade da
superoxido dismutase mitocondrial para eliminacdo de ROS (Teixeira et al., 2009) e
necessidade da presenca de genes relacionados a montagem da H*-ATPase do vacUolo e
da membrana plasmatica, para manutencdo da homeostase do pH intracelular
(Charoenbhakdi et al., 2016).

Diversas estratégias sdo utilizadas pelos pesquisadores para encontrar linhagens mais
resistentes. Uma das estratégias € a utilizacdo da técnica “Genome Shuffling” aplicada
em larga escala, que permite combinar alelos de diferentes linhagens que séo
naturalmente tolerantes, para obter hibridos ainda mais tolerantes (Snoek et al., 2016).
Pode-se também investigar o efeito da delegcdo ou superexpressao de um Unico gene na
tolerancia ao etanol ou manipular simultaneamente multiplos genes, introduzindo
randomicamente copias com mutagdes de um fator de transcricdo que controla um amplo
namero de genes, por exemplo (Zhao et al., 2009).

Outras abordagens Uteis sdo: analise de transcriptoma e proteoma em células
submetidas ao estresse etandlico e comparar o perfil de expressao génica entre linhagens
tolerantes e ndo tolerantes, objetivando encontrar alvos para manipulagdes genéticas.
Estratégias de adaptacdes fisioldgicas, como a evolucdo dirigida em linhagens nédo
tolerantes, submetendo-as em meios com concentragcdes crescentes de etanol para
obtencdo de células mais tolerantes; e a utilizacdo de mutac6es randémicas, por exposicdo
a agentes mutagénicos, para obtencdo de linhagens mais resistentes, dentre outras
estratégias (Caspeta et al., 2015).

Swinnen et al. (2012), através de analises do genoma de linhagens laboratoriais e
industriais de S. cerevisiae envolvidas com a producdo de etanol, descobriram possiveis
genes gue estdo relacionados a tolerancia em altas concentracGes de etanol. As linhagens
utilizadas no estudo séo as linhagens VR1-5B, que é uma segregante da linhagem VR1
utilizada para fermentacdo em industrias brasileiras, e BY4741, que corresponde a
linhagem laboratorial. A segregante VR1-5B apresenta crescimento em meio contendo
até 18% de etanol, enquanto a BY4741 apresenta pouco crescimento em meio sélido com
14% de etanol. Foi feito um cruzamento entre a linhagem segregante e a linhagem
laboratorial e a partir dos segregantes obtidos foi feito um pool de segregantes que
toleravam pelo menos 16% de etanol e outro pool que tolerava 17% de etanol. Os pools
de segregantes e as linhagens parentais (VR1-5B e BY4741) foram submetidas ao

sequenciamento do genoma e, a partir da analise da presenga de polimorfismos de
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nucleotideo Unico (SNPs), encontrou-se alguns genes relacionados a tolerancia a etanol e
dentre eles o gene APJ1. Durante o trabalho foi visto que APJ1 correlaciona-se de forma
negativa ao processo de tolerdncia, sendo mais expressa em BY4741, que é a linhagem
menos tolerante. A delecdo de APJ1 na linhagem BY4741 fez com que o crescimento
aumentasse em meio solido contendo 14% de etanol, e a linhagem VR1-5B com a dele¢édo
apresentou uma pequena melhora no crescimento em todas as concentracdes de etanol
testadas.

Apjlp € uma proteina conservada entre 0s eucariotos e é caracterizada como uma
chaperona putativa da familia Hsp40p/DNAJ, apresentando um dominio J altamente
conservado. Em S. cerevisiae, desempenha um papel na degradacdo de proteinas
sumoiladas (Saccharomyces Genome Database) e tem localizagdo mitocondrial (Swinnen
etal., 2012). Alexandre et al. (2001) realizaram um estudo sobre a resposta transcricional
de S. cerevisiae S288c sob uma condicdo de estresse etandlico, onde as células foram
submetidas ao tratamento com 7% de etanol durante 30 minutos, e dentre 0s genes
induzidos durante o estresse ele encontrou APJ1(YNLO77W). Schwartz et al. (2012) viram
a participacdo de um homologo de APJ1 no metabolismo de xilose em leveduras do
género Saccharomyces que sdo naturalmente capazes de metabolizar essa pentose. Poucas
sdo as informacOes na literatura sobre APJ1 e suas funcBes bioldgicas em leveduras de
interesse para producdo de etanol. Mais estudos sdo necessarios para entender sua
correlacdo negativa ao processo de tolerancia ao etanol em S. cerevisiae e aplicabilidade

dessa delecdo em outros microrganismos pouco tolerantes.

2.3 RNAseq: uma ferramenta para analises de transcriptomas

Transcriptoma é definido como o conjunto total de transcritos presentes em uma
célula ou em uma populacdo de células, em um estagio especifico do desenvolvimento
ou condicao fisiologica (Wang et al., 2009). Possui um alto nivel de complexidade e é
constituido por vérias espécies de RNAs codificadores (RNAs mensageiros), néo-
codificadores e pequenos RNAs, que desempenham funcOes em diversos processos
bioldgicos (Kukurba et al., 2015). O estudo do transcriptoma € essencial para a
identificacdo dos elementos funcionais do genoma, entendimento da variacdo da
expressao génica em cada condicdo que a celula for submetida e observacao da ocorréncia
de splicing alternativos e modificacBes pds-transcricionais, quando existentes (Wang et
al., 2009).
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Atualmente, a ferramenta mais utilizada pelos pesquisadores para analises de
transcriptomas é o RNA sequencing (RNAseq) (Chu et al., 2012). O RNAseq é uma
técnica altamente sensivel e precisa, que se baseia na tecnologia de sequenciamento de
alta performance, Next Generation Sequencing (NGS), para revelar a identidade da
maioria das espécies de RNA presentes na célula e permitir uma analise e quantificacdo
mais detalhada da expressao génica (Chu et al., 2012; Kukurba et al., 2015). Além disso,
permite a deteccédo de outras modificagdes como a descoberta de novos transcritos, fusao
génica, variacbes em um unico nucleotideo e splicing alternativos (Wang et al., 2009).

Um experimento tipico de RNAseq comeca com o isolamento do RNA total a partir
das amostras bioldgicas que se deseja estudar, sendo que este RNA deve apresentar uma
alta qualidade (Kukurba et al., 2015). Em seguida, é feita a construcdo de uma biblioteca
de DNAs complementares (cDNAS). Primeiramente, seleciona-se os RNASs de interesse,
a partir da remoc¢do dos RNAs ribossomais ou pela captura de RNA mensageiros a partir
da cauda poli(A). Estes RNAs de interesse sao fragmentados e, pela agdo da transcriptase
reversa, sio convertidos em cDNAs. As extremidades dos cDNAs de cada amostra
bioldgica sdo ligados diferentes adaptadores (sequéncias curtas de nucleotideos
conhecidas), que permitem o sequenciamento de multiplas amostras em uma mesma
reacdo (Chu et al., 2012, Wang et al., 2009).

A principal plataforma de sequenciamento utilizada para realizacdo do NGS para
RNAseq € a lllumina HiSeq (McGettigan, 2012). Durante o sequenciamento nesta
plataforma, acontecem varios ciclos de amplificacdo dos fragmentos, gerando um grande
namero de reads. Essas reads sdo curtas, com tamanhos em torno de 250 pares de bases.
Esse tamanho varia dependendo do tipo de ligacdo dos adaptadores (uma ou duas
extremidades dos fragmentos de cDNA) e da versdo usada do HiSeq (Goodwin et al.,
2016).

Para transformar a grande quantidade de dados gerada no sequenciamento em um
transcriptoma montado e obter os dados de expressdo génica, é necessaria a utilizacdo de
diferentes ferramentas de bioinformatica e estatistica, sendo cada passo analisado por um
conjunto especifico de programas. O primeiro passo é avaliar a qualidade das reads, a fim
de identificar anormalidades durante a preparacgao da biblioteca ou sequenciamento (Verk
etal., 2013). Em seguida, € feita a montagem do transcriptoma, que pode ocorrer de duas
maneiras: quando se estuda um organismo que ja possui 0 genoma sequenciado, a
montagem ¢ feita pelo alinhamento das reads a um genoma de referéncia ou transcriptoma

de referéncia; em casos de estudos com organismos que ndo possuem genomas
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sequenciados, € feita a montagem de novo das reads em contigs para obtencdo das
sequéncias (Conesa et al., 2016, Wang et al., 2009).

Apo6s a montagem, é feita a contagem de quantas reads foram mapeadas em cada
gene, transformando os dados de alinhamento em dados quantitativos, e realiza-se uma
normalizacgdo para tornar os dados de contagem comparaveis para deteccdo de diferencas
de expressdo. O ultimo passo é a identificacdo dos genes que estdo diferentemente
expressos de forma significativa nas condi¢des testadas no experimento através da
utilizacdo de programas estatisticos (McGettigan, 2012, Verk et al., 2013). Em todos os
passos da analise, € essencial fazer um controle de qualidade dos dados para garantir a
reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados obtidos (Conesa et al., 2016).

O RNAseq ¢ aplicado para diversos estudos e os resultados obtidos oferecem um
panorama global da alteracdo do padrdo de transcri¢do em um organismo sob uma dada
condicdo. Feng et al. (2013) utilizaram essa ferramenta para estudar o metabolismo de
xilose em duas linhagens de Saccharomyces cerevisiae que foram geneticamente
desenvolvidas para utilizar essa pentose e produzir etanol. Em um estudo anterior, trés
diferentes vias da utilizacdo de xilose foram introduzidas nestas duas linhagens e
observou-se que linhagens diferentes apresentavam rendimentos de producéo de etanol
diferentes. Isso sugeriu aos pesquisadores que a producéo de etanol a partir da xilose néo
estava apenas relacionada a via pela qual a levedura utilizava o aglcar, mas dependia
também da linhagem que sofria as manipulacdes genéticas. Através do RNAseq, 0s
pesquisadores puderam comparar a resposta transcricional das linhagens de S. cerevisiae
com as diferentes vias e entender quais eram os genes envolvidos nas diversas estratégias
de regulacdo do metabolismo em cada linhagem para aumentar a utilizacdo da xilose e

identificar os genes chaves que levavam a dependéncia da linhagem que recebia as vias.

2.4 Sistema CRISPR-Cas9 e aplicacdes

O sistema CRISPR-Cas é um mecanismo natural de defesa de bactérias e arqueas
contra um DNA invasor (podendo ser material genético viral, plasmidial ou elementos
genéticos moveis), que confere imunidade adaptativa a estes organismos apds uma
primeira infeccdo (Van der Oost et al., 2014). O sistema é constituido pelo locus CRISPR,
que corresponde a repeticdes palindromicas de sequéncias curtas que sdo regularmente
espacadas por sequéncias varidveis originadas do DNA invasor-denominadas
protoespacadoras - e dos genes cas que codificam endonucleases e se localizam adjacente

ao locus CRISPR (Van der Oost et al., 2014). A imunidade adaptativa acontece em trés
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estagios: i) estagio de aquisicdo, no qual o DNA invasor entra na célula bacteriana, é
fragmentado e em seguida, seleciona-se o fragmento que possui um motivo adjacente ao
protoespacador (motivo PAM) para ser incorporado ao locus CRISPR; ii) estagio de
expressao, em que o locus CRISPR ¢é transcrito completamente, gerando um pré-crRNA
que € processado em pequenos crRNAS; e iii) estagio de interferéncia, momento em que
o crRNA processado forma um complexo com a proteina Cas, que é capaz de reconhecer
um DNA invasor por complementariedade de bases, e pela acdo da Cas esse material
invasor é degradado, impedindo a nova infecdo (Van der Oost et al.,, 2014). O
reconhecimento e especificidade do alvo por crRNA ¢é possivel devido a presenca do
motivo PAM, que discrimina sequéncias que fazem ou ndo parte do genoma da bactéria
(Mei et al 2016).
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Figura 2: Esquema da imunidade adquirida conferida pelo sistema CRISPR-Cas9 em bactérias

apos uma infecgdo viral. Fonte: Duroux-Richard et al. (2017).

O sistema CRISPR ¢ altamente diversificado e por isso é dividido em trés tipos: I, |1
e I11. Cada tipo apresenta suas caracteristicas e diferencas, sendo a proteina Cas também
diferente entre os tipos (Mei et al., 2016). No tipo I, a endonuclease é a Cas9 e além dos
constituintes descritos acima, o sistema possui um gene que codifica um trans-ativador
(tracrRNA) para facilitar o processamento do pre-crRNA. O tracrRNA possui uma regido
de complementariedade de bases ao pre-crRNA originando um duplex de RNA que
recruta a Cas9. Na presenca da Cas9, o duplex é clivado pela ribonuclease RNase IlI
formando um hibrido crRNA-tracrRNA, que permanece ligado a Cas9 (Van der Oost et

al., 2014). O reconhecimento do alvo pelo hibrido é feito por uma porcdo de 20
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nucleotideos da sequéncia protoespacadora presente no crRNA capaz de se ligar ao DNA
invasor (Sander et al., 2014). A proteina Cas9 possui um dominio de nuclease em sua
estrutura composto pelas nucleases RuvC e HNH, que fazem a quebra na fita dupla do
DNA. RuvC age na fita ndo complementar ao hibrido, enquanto HNH atua na fita
complementar (Mei et al., 2016).

Por se tratar de um sistema simples e de alta especificidade, o sistema CRISPR tipo
Il, principalmente o da bactéria Streptococcus pyogenes, foi adaptado
biotecnologicamente para se tornar uma ferramenta de edi¢do de genomas, representando
um sistema facil de desenvolver, de alta eficiéncia, com capacidade de edicdo de varios
genes do mesmo organismo e aplicado a uma variedade de tipos celulares (Ran et al.,
2013). O que o sistema sintético aplicado a biotecnologia faz é mimetizar o sistema
natural das bactérias, sendo ele constituido pela proteina Cas9 de S. pyogenes e por um
RNA guia (gRNA), que é a fusdo do crRNA e tracrRNA que existe naturalmente nas
bactérias (Tsai et al., 2016).

O crRNA sintético corresponde a uma sequéncia de 20 nucleotideos complementar
ao gene que se deseja editar e que se posiciona adjacente ao motivo PAM no DNA alvo.
Para S. pyogenes, a sequéncia PAM reconhecida pela Cas9 ¢ 5 NGG (sendo N qualquer
nucleotideo) e localiza-se na fita ndo complementar ao gRNA (Mei et al., 2016). A
sequéncia PAM é especifica e ndo pode variar, caso contrario, a Cas9 nao reconhece o
sitio de clivagem e a quebra da dupla fita do DNA alvo ndo acontece. A auséncia de PAM
no gene em que se deseja editar impede a utilizacdo do CRISPR, sendo esta uma limitacédo
do sistema (Ran et al., 2013). Outra limitacéo s&o os efeitos off-targets, ou seja, clivagens
que acontecem fora do alvo e comprometem a especificidade do sistema. Para minimizar
esse efeito, alguns cuidados devem ser tomados ao desenhar o RNA guia, como: aanalise
completa do genoma do alvo para avaliar a presenca de sequéncias similares a sequéncia
do RNA guia e o desenho de gRNAs com no maximo trés mal pareamentos com o gene
alvo, sendo que estes sdo menos tolerados na extremidade 3’ (Tsai et al., 2016; Ran et al.,
2013).
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Figura 3: Ligacdo do RNA guia ao alvo por complementariedade de bases de 20 nucleotideos

adjacente a sequéncia PAM na fita ndo complementar. Fonte: DiCarlo et al. (2013).

Apbs a clivagem pela Cas9, os sistemas de reparo das células sdo ativados para reparar
o0 dano. A quebra de fita dupla pode acionar dois sistemas de reparo diferentes: o sistema
de juncdo de extremidades ndo homdélogas (NHEJ) e o reparo direcionado por homologia
(HDR) (Tsai et al., 2015). O NHEJ é um sistema propenso a erros que promove a
introducdo de mutacgdes por inser¢es ou delecdes de nucleotideos, e isso pode alterar a
fase de leitura dos codons durante a traducéo, inserindo por exemplo, um codon de parada
prematuro. Pode também alterar o sitio de ligacdo de fatores de transcricdo quando a
hidrélise ocorre em regides promotoras (Sander et al., 2014; Ran et al., 2013). O HDR
pode ser usado para introduzir mutagfes de ponto, insercdes e delecdes através da
recombinacdo entre o gene alvo e um DNA exdgeno com a modificacdo que se deseja
inserir. Assim, para aplicar o CRISPR com o sistema HDR é necessario introduzir um
oligonucleotideo de DNA, de fita simples ou fita dupla, que contenha uma regido de
complementariedade de bases com o alvo para que haja recombinagéo (Mei et al., 2016;
Ran et al., 2013).

Conhecendo o funcionamento do sistema biotecnoldgico, vérias sdo as modificacdes
que podem ser feitas para aumentar a aplicabilidade do sistema. Um exemplo é o
desenvolvimento de uma Cas9 que possui 0os dominios de nuclease inativados por
mutacdes especificas, originando a dead Cas9 (dCas9). A dCas9 pode funcionar como
um bloqueador da transcrigdo de um gene alvo atraves do impedimento fisico causado

pelo complexo Cas9-gRNA, como também pode funcionar como um ativador da
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expressao génica pela ligacdo de um dominio de ativacdo em sua estrutura que ira induzir
a expressédo do gene de interesse (Mei et al., 2016).

O sistema CRISPR-Cas9 ja foi aplicado para editar genomas de diversos organismos,
como leveduras (DiCarlo et al., 2013), fungos filamentosos (El-Sayed et al., 2017),
plantas (Mercx et al., 2017), ratos (Chen et al., 2017) e humanos (Halim et al., 2017).

Lee et al. (2016) conseguiram mutantes auxotroficos de uma linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae JHS200 utilizando o sistema CRISPR-Cas9, e a partir desses
mutantes ele pdde introduzir vetores para expressdo heteréloga de enzimas do
metabolismo de Xilose, observando uma maior producéo de etanol a partir de hidrolisados
celulésicos. Porém, foi observado o acimulo de xilitol como subproduto da fermentacéao
de xilose, que surge devido a um desbalanco redox dentro da célula devido a néo
reoxidacdo de NADH a NAD®. Para resolver esses problemas, os pesquisadores
expressaram no mutante auxotrofico a enzima NADH oxidase, resultando em uma maior
producdo de etanol e menor producao de xilitol.

Para Kluyvermoyces marxianus existem trabalhos na literatura validando diferentes
sistemas CRISPR-Cas9 para edicdo génica nesta levedura. Juergens et al. (2018),
desenvolveram um vetor chamado pUDP002 que possui dois cassetes de expressdo
constitutiva, um para expressdo do gRNA e para expressdo da Cas9. A expressdo da Cas9
é controlada pelo promotor TEF1 oriundo de Arxula adeninivorans. O gRNA é clonado
no site de clivagem da Bsa | e a insercdo ¢é flanqueada por duas ribozimas. A expressao
do gRNA é controlada pelo promotor TDH3 e terminador CYCL1 de S. cerevisiae. Ao ser
expresso, as ribozimas séo clivadas, liberando no nicleo da levedura o gRNA maduro
com a regido de complementariedade de bases com o ADE1 (gene alvo envolvido na
biossintese de purinas) e possuindo a estrutura secundaria de RNA necessaria pelo
reconhecimento da Cas9 ao ponto de clivagem. Este sistema foi validado em duas
linhagens de K. marxianus, a linhagem haploide NBRC1777 e a linhagem diploide
CBS397, utilizando tanto o sistema de reparo por homologia quanto o NHEJ. O sucesso
da edigdo foi visto pelo aparecimento de coldnias vermelhas nas placas, indicando o
acimulo de pigmento vermelho devido a falta de adenina nas leveduras, além da
confirmac&o por sequenciamento de Sanger.

O CRISPR-Cas9 é uma ferramenta de edicdo poderosa que tem se destacado pela
eficiéncia de edicdo e pela simplicidade do sistema. Porém, para Kluyveromyces
marxianus ainda falta na literatura uma maior aplicabilidade do sistema para estudos de

aumento da toleréncia ao etanol e aumento da eficiéncia desta levedura na fermentagédo
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de pentoses. Para a linhagem K. marxianus CCT7735 que foi estudada no presente

trabalho, ndo h& nenhuma publicacdo aplicando o sistema.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da delecéo de APJ1 no transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae sob
condig&o de estresse por etanol e validar o sistema CRISPR- Cas9 para silenciamento de

APJ1 em Kluyveromyces marxianus.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar o transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae BY4741 e Saccharomyces
cerevisiae Y02999 (Aapjl) em condigdo de estresse por etanol através da metodologia
de RNAseq, buscando genes diferencialmente expressos;

e Confirmar os dados de expressao para 0s genes de interesse através de qPCR,;

e Desenhar o RNA guia (JRNA) para edicdo APJ1 de K. marxianus CCT7735 Aura3 e
clonar no vetor de expressao pMLO04;

e Validar a expressao de Cas9 em S. cerevisiae AH109 e em K. marxianus CCT7735
Aura3;

e Confirmar a edicdo de APJ1 em K. marxianus CCT7735 Aura3.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismos e condigdes de cultivo

As leveduras utilizadas neste trabalho foram as linhagens de S. cerevisiae BY4741
e S. cerevisiae Y02999, cedidas pelos professores leso de Miranda Castro e Rogelio
Lopes Brand&o, do Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal
de Ouro Preto, obtidas da colecdo da EUROSCARF; a linhagem de K. marxianus
CCT7735 Aura3, cedida pelo professor Wendel Batista da Silveira, do Laboratorio de
Fisiologia de Microrganismos da Universidade Federal de Vicosa; a linhagem de S.
cerevisiae AH109 (MATa, Trpl-901, leu2-3, 112, wura3-52, his3-200, gal4,
LYS2:GAL1UAS-GALITATAHIS3, MEL1, GAL2UAS-GALTATA::MELUAS-
MELL1TATA-lacZ) pertencente ao Laboratério de Biotecnologia Molecular (LBM) da
Universidade Federal de Vigosa.

As culturas de leveduras foram mantidas em meio YPD [1 % (m/v) de extrato de
levedura, 2 % (m/v) de peptona, 2 % (m/v) de glicose] acrescido de glicerol 30 % (v/v) a
-80 °C e em meio YPD solido [adi¢do de 1,5 % agar (m/v)] a 4 °C, quando utilizadas com
frequéncia durante a realizacdo dos experimentos. Somente para a S. cerevisiae AH109,
0 meio YPD foi acrescido com 0,003 % de adenina (YPDA).

As bactérias utilizadas foram as linhagens de Escherichia coli DH5a, pertencente
ao LBM e a E. coli GM2163 (dam- e dcm-), cedida pela professora Suely Lopes Gomes
do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo. As culturas foram mantidas em
meio Luria-Bertani (LB) acrescido de glicerol 30 % (v/v) a -80 °C e em meio LB sélido
[adicdo de 1,5 % agar (m/v)] a 4 °C, quando utilizadas com frequéncia durante a

realizacdo dos experimentos.

4.2 Tolerancia a etanol das linhagens S. cerevisiae BY4741 e Y02999

A avaliagdo da tolerdncia ao etanol foi feita em meio so6lido e em leitor de
microplaca. Para a avaliacdo em meio solido, foram preparadas placas contendo meio
YPD (2 % de glicose + 1,5 % de agar) acrescido de 0 %, 12 %, 16 % e 18 % de etanol
(v/v) ultrapuro (Sigma). Pré-indculos das linhagens S. cerevisiae BY4741 e Y02999
foram cultivados em meio YPD (2 % de glicose) por dois dias a 30 °C sob agitacdo. Apos
esse tempo, os pré-inoculos foram diluidos em meio YPD (D.O.s00 ~ 0,5) € a partir desta
diluicdo foram feitas mais trés dilui¢Ges sucessivas: 10 x, 100 x e 1000 x. Cinco pL destas

diluicbes foram pipetados em triplicata técnica nas placas contendo as diferentes
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concentracdes de etanol para as duas linhagens. As placas foram incubadas em estufa a
30 °C e foi feito um acompanhamento visual do crescimento das col6nias por 11 dias.
No ensaio em leitor de microplaca foi feita uma curva de crescimento das duas
linhagens em meio YPD (2 % de glicose) acrescidos de 0 %, 12 %, 14 %, 16 % e 18 %
de etanol (v/v) ultrapuro (Sigma). Pré- indculos de S. cerevisiae BY4741 e Y02999 foram
preparados em YPD (2 % de glicose) e cultivados por 16 horas a 30 °C sob agitacdo. Em
seguida, estes pré- inoculos foram diluidos (D.O.s00 ~ 0,15) em um volume final de 200
puL de meio YPD, ja acrescidos das diferentes concentracdes de etanol. O ensaio foi
realizado em sete replicatas técnicas para cada concentracdo de etanol. A microplaca foi
incubada no leitor por 60 horas a 30 °C, com agitacdo periodica (10 minutos) seguido de

mensuracao da densidade ética, permitindo a obtencdo de cinéticas de crescimento.

4.3 Estratégia experimental- RNAseq
4.3.1 Extracdo de RNA total de S. cerevisiae Y02999 e BY4741 e analise da qualidade

Primeiramente, as linhagens de S. cerevisiae Y02999 e BY4741 foram crescidas por
16 horas em meio YPD (2 % glicose) a 30 °C sob agitacdo, em duplicata bioldgica, para
obtencdo de densidade celular. Em seguida, foi feito um novo inéculo (D.O.00 ~ 1,0) em
meio YPD (2 % glicose) adicionando 8 % de etanol (v/v) ultrapuro (Sigma). As células
ficaram sob estresse por etanol durante 2 horas a 30 °C sob agitacdo. Apds esse tempo, 3
mL de células foram coletadas por centrifugacdo (5000 x g, 5 minutos) e lavadas com
agua ultrapura.

A extracdo de RNA foi conduzida pelo método hot phenol descrito por Collart et al.
(2001), com modificagdes. O pellet foi ressuspendido em 500 pL de tampédo AE (acetato
de s6dio 50 mM e EDTA 10 mM, pH 5,2) e 50 pL de SDS 10 %. Adicionou-se 550 pL
de fenol acido (pH 3,0) e esta mistura foi incubada a 65 °C em banho seco por 60 minutos,
com agitacdo em vortex a cada 10 minutos. Ao final, as amostras foram colocadas a 4 °C
por 5 minutos, seguido de -20 °C por 20 minutos. Centrifugou-se as amostras (12000 x g,
5 minutos, 4 °C) e a parte aquosa da separacao de fases foi transferida para um novo tubo,
onde foi adicionado 1 volume (V) de fenol:cloroférmio na proporcdo 1:1, misturado por
inversao e centrifugado (12000 x g, 5 minutos, 4 °C). A fase superior foi transferida para
um novo tubo, onde foi adicionado 1 V de cloroférmio, aguardado 5 minutos,
centrifugado (12000 x g, 5 minutos, 4 °C) e a fase superior transferida novamente. Esta

etapa foi repetida mais uma vez e a fase superior transferida para um novo tubo, onde foi
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adicionado 0,1 V de acetato de sodio 3 M, pH 5,3 e 2,5 V de etanol absoluto gelado. A
precipitacdo ocorreu por 16 horas a -20 °C e centrifugou-se (12000 x g, 5 minutos, 4 °C)
para obtencdo do pellet, que foi lavado uma vez com 500 uL de etanol 80 % e novamente
centrifugado (12000 x g, 5 minutos, 4 °C). Por fim, o pellet foi solubilizado em 30 pL de
agua ultrapura.

A qualidade do RNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1,5 % corado com
brometo de etideo 0,1 pg/mL e submetido a corrida eletroforética em tampdo TAE 1 X
(Tris Acetato EDTA). A quantificacdo do RNA extraido foi feita por espectrofluorometria
utilizando o aparelho Qubit 3.0 (Invitrogen), opcdo RNA Broad Range, seguindo as
instrugdes do fabricante. Cinco g de RNA foram tratados com uma unidade de DNase
I, Amplification Grade (Invitrogen), para eliminacdo de possiveis contaminagdes com
DNA e quantificado novamente no Qubit. Uma segunda andlise da qualidade dos RNAs
tratados foi realizada utilizando o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer, seguindo o guia
Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick Start Guide.

4.3.2 Construcdo, validacdo e sequenciamento das bibliotecas

A construcdo das bibliotecas de DNA complementar dupla fita (cDNAdS) a partir do
RNA total tratado foi feita utilizando o guia Illumina Truseq strand total RNA sample
preparation Guide (Low sample protocol), partindo de 1 pg de RNA total. As etapas
realizadas pelo guia da lllumina para construcdo das bibliotecas estdo esquematizadas no

fluxograma 1.
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Adicdo de uma adenina (3”) do cDNAds

v

Ligacado de adaptadores (5' e 37)

v

PCR para amplificacdao dos fragmentos

Fluxograma 1: Etapas para a construgdo de bibliotecas de cDNAdS.

Para validacdo das bibliotecas, foi feita uma analise quantitativa e qualitativa dos
cDNAUdSs. A gquantificacao das bibliotecas foi realizada através de gqPCR, com primers que
se anelam em uma regido consenso dos adaptadores, seguindo o Kapa Library
Quantification Kit (Illumina Platforms) e utilizando o aparelho Step One (Applied
Biosystems). Foi construida uma curva-padrdo utilizando os seis padroes de
concentragdes conhecidas do Kit (20, 2, 0,2, 0,02, 0,002 e 0,0002 pM), relacionando o
threshold cycle (Ct) médio da duplicata técnica com o logio da concentragdo dos padrdes.
Para as bibliotecas foram feitas diluicdes seriadas de 5.000 x, 50.000 x e 500.000 x e a
partir dos valores de Ct médio da duplicata técnica de cada diluicéo foi possivel calcular
a concentracdo de cada biblioteca pela curva-padréo, acertando este valor de acordo com

0 ajuste da concentracdo estabelecido no kit. Para andlise do tamanho meédio dos
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fragmentos da biblioteca, foi usado o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer seguindo o guia
Agilent High Sensitivity DNA Kit Quick Start Guide.

As bibliotecas validadas foram diluidas sucessivamente para concentragdes de 50
nM, 20 nM e 2 nM em Tris-HCI 10 mM acrescido de 0,1% de Tween 20. Um pool de
bibliotecas de 100 pL foi feito colocando 2 pL de cada uma das quatro bibliotecas de
levedura a 2 nM. Este pool foi desnaturado e diluido para a concentracdo de 13 pM de
acordo com o protocolo Denature and Dilute Libraries Guide for Hiseq and GAlIx
Systems e injetado no sequenciador Hiseq 2500 do Ndcleo de Analise de Biomoléculas
da UFV, seguindo os protocolos de preparacdo do aparelho Truseq Rapid SBS Kit (200
cycles) e Hiseq 2500 System User Guide (Chapter 4 Perform a Rapid Run), selecionando
0 tipo de corrida paired-end.

4.3.3 Tratamento dos dados e analises de bioinformatica

Apds o sequenciamento, os dados brutos foram tratados e analisados por programas
de bioinformaética. Para avaliar a qualidade das reads geradas no sequenciamento foi
usado o programa FastQC (versdo 0.11.5, Andrews, 2010). Este programa indica varios
parametros das reads sequenciadas, como a quantidade total de sequéncias, o
comprimento das sequéncias, a % GC das sequéncias, pontuacdo de qualidade de todas
as bases, pontuacédo de qualidade das sequéncias, o conteudo de adaptadores, o contetdo
N (qualquer nucleotideo) entre as bases, dentre outros. A eliminacdo das sequéncias
baseado na anélise da qualidade foi feita através do programa Trimmomatic, segundo
Bolger et al. (2014), eliminando as sequéncias com valor de Phred < 15. Também foram
eliminadas as 10 bases do comeco e do final de cada read, assim como as reads com
comprimento abaixo de 25 pares de bases. Ap6s a trimagem, foi feita uma outra analise
no FastQC para ver se as sequéncias de baixa qualidade tinham sido eliminadas
corretamente.

A montagem do transcriptoma foi feita pelo alinhamento das reads ao genoma de
referéncia (Saccharomyces cerevisiae S288c¢). Foi utilizado o programa Bowtie2 (versdo
2.2.8, Langmead et al., 2012), para indexar o genoma de referéncia e o programa TopHat
(versdo 2.1.1, Trapnell, 2009), para fazer 0 mapeamento ao genoma indexado. A
montagem dos transcritos e a contagem das reads mapeadas foi feita utilizando o
programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010), sendo o resultado expresso em fragmentos por
kilobase de transcrito por milh&o de fragmentos mapeados (FPKM). O FPKM é um valor

normalizado da contagem das reads mapeadas que considera o tamanho do transcrito. O
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calculo de Fold Change (FC) foi feito dividindo o valor de FPKM dos genes da linhagem
S. cerevisiae Y02999 pelo FPKM da linhagem S. cerevisiae BY4741. Para linearizagio
dos valores de diferenca de expresséo foi calculado o log2 FC.

4.3.4 Validacédo da expressédo de alguns genes por qPCR

Quatro genes (ARG3, BTN2, COS12 e GMC2) que apresentaram diferencas no
valor de FPKM entre as duas linhagens na anélise pelo RNAseq e quatro genes (OLE1,
HSP104, UBC9 e SIZ1) que na literatura apresentam alguma relacdo ao processo de
tolerancia ao etanol, tiveram sua expressao analisada por gPCR. A extracdo de RNA total
em triplicata bioldgica, analise da qualidade e quantificacdo foram feitas de acordo com
o item 4.3.1. Além da extracdo de RNA total com o estresse por etanol de 8 % (v/v),
foram feitas duas concentracfes a mais para este experimento: 0 % (v/v) e 12 % (v/v) de
etanol. Para a condicdo 0 %, foi feito um indculo de (D.O.s00 ~ 0,8) a partir do pré-inéculo
crescido por 16 horas e este inoculo foi incubado a 30°C sob agitacdo por 2 horas. Para o
estresse com 12 % de etanol, a estratégia experimental foi igual a condicdo 8 % descrita
no item 4.3.1. Apds a extragdo, 1pg de RNA total foi tratado com uma unidade de DNase
I (Sigma) seguindo as recomendacdes do fabricante. Foi feito uma PCR com primer do
gene IPP1 (95 °C por 5 min; 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30
s; 72 °C por 5 min) para confirmar o funcionamento da enzima na eliminacédo de qualquer
DNA contaminante nos RNAs.

A sequéncia da regido codificadora dos oito genes diferencialmente expressos e
de mais dois genes de expressdo constitutiva em condicdes de estresse por etanol, ACT1
(Syahidah et al., 2013) e RBS1 (Ma et al., 2010), foram obtidas no banco de dados
Saccharomyces cerevisiae Genome Database. O desenho dos primers foi realizado na
plataforma online GenScript Real-Time PCR (TagMan) Primer Design. Para garantir a
especificidade dos primers no gene alvo, foi feita uma andlise de alinhamento no genoma
completo de Saccharomyces cerevisiae S288c utilizando o programa e-PCR. Foi feito
uma PCR com todos os 10 primers (ciclo descrito neste item) para confirmar o
pareamento destes no genoma de S. cerevisiae BY4741 e Y02999 a 60°C, temperatura na

qual o experimento de gPCR foi conduzido.
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Tabela 1: Oligonucleotideos especificos para os genes envolvidos na analise de qPCR.

Genes S. Primer F (5°-3”) Primer R (5°-3°)
cerevisiae
ARG3 AGGCCTCCACCAATGCCAAT TGGATCAGCCACAGAGACAAGT
BTN2 CGAAAGAACCACTAACCAAAGAAGACC CCTTCAATCTGGCTTCCTTCTCTTTC
COSlZ CGTTACTGCTCTTATGTTTGAAGTGCT ACACGTTCCCAGTCTTCAGTGT
GMC2 CCGCCGAATGGCAAATCAACA GTTGTTTGGACATCATCCCATCTTGAC
OLEl ACTGGCACCAACATTTGAACTGG AACACCACCGACAGCGTAGT
HSP104 CTGAGCAGGCTCGTCAAGGT CGGTCTTACCGATACCTGGCT
UBC9 ACGTGTATCCAAGTGGCACAATATG CCATGCAGGCTCTTGAGCAG
S|Zl TCAAGAGTAAGCCGGGCACA CTTGTATTCCTTCGTGGTGAAGGC
ACTl TGGATTCCGGTGATGGTGTT TCAAAATGGCGTGAGGTAGAGA
RBS]_ GGTGCGATTCCGAAACGTAGTG CAGTATCCCTAGATGACGGCGAA
|pp1 TACTTCCCAGGTCTGTTGAGG AACAGAACCGGAGATGAAG
Ale CATGCAAAGGGCAAGGTATT CGCAATCTGCACAAGTTTGA

A sintese de cDNA foi realizada com o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) utilizando 1pug de RNA total, seguindo as
especificacbes do fabricante. Para confirmar a sintese do cDNA foi feita uma PCR com
os primers do gene IPP1 (ciclo descrito no item 4.3.4). Também foi feita uma PCR com
os primers do gene APJ1 (ciclo descrito no item 4.3.4) para confirmar a delegcdo deste
gene nos cDNASs da linhagem S. cerevisiae Y02999 e mostrar a presenca nos cONAs da
linhagem S. cerevisiae BY4741.

Os ensaios de gPCR foram realizados utilizando o Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) na concentracdo final 1 x (seguindo o manual do
fabricante) e conduzidos no aparelho Step One (Applied Biosystems). Para todos os 10
genes foi construida uma curva-padrdo relacionando o Ct médio da duplicata técnica com
0 logio da concentragdo de cDNA, a partir de um pool de cDNAs de S. cerevisiae BY4741
e Y02999 diluido para as concentragdes de 50, 10, 2, 0,4, 0,08, 0,016 e 0,0032 ng/uL, e
utilizando uma concentracao final de 1,0 uM de primer F e primer R. A montagem das
placas de expressao foi feita para 0s 10 genes em triplicata bioldgica dos cDNAs das duas
linhagens nas trés concentragdes de etanol, diluindo 10 vezes os cDNAs que estavam a
50 ng/uL e mantendo concentragdo final de 1,0 uM para os primers. Incluiu-se uma

duplicata técnica no experimento.
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A quantificacdo da expressdo génica foi realizada usando o método de
quantificacdo absoluta por curva-padrdo, tendo os genes ACT1 e RBS1 como
normalizadores dos dados. Primeiramente, foi feita a média dos valores de Cts da
duplicata técnica e pela substituicdo destes valores nas curvas-padrdes construidas para
cada gene, foi encontrado a quantidade de mRNA em ng/uL para cada um dos 10 genes
nas trés concentragdes de etanol e em triplicata bioldgica. Os dados foram normalizados
dividindo as concentragcdes dos oito genes pelas concentragdes dos dois genes de
expressao constitutiva (ACT1 e RBS1) e em seguida, foi feita a média dos valores
encontrados nas divisdes. As analises estatisticas foram conduzidas no GraphPad Prism
5 utilizando Anova e o pos teste de comparacdo multipla Bonferroni para comparacao das

médias encontradas para cada concentracdo de etanol nas duas linhagens.

4.4 Estratégia experimental- sistema CRISPR-Cas9

4.4.1 Desenho do gRNA e construcdo do vetor pML104-gRNA

Primeiramente, buscou-se a sequéncia de APJ1 de K. marxianus DMKU3-1042
no NCBI. Através de um programa desenvolvido in house pelo professor Dr. Tiago
Antonio de Oliveira Mendes, foi desenhado um gRNA de 20 nucleotideos vizinho a uma
sequéncia 5° NGG (sendo N qualquer nucleotideo) do gene APJ1. Dentre as
possibilidades de gRNA geradas pelo programa, foi escolhido aquele que ao realizar o
BLAST ndo anelava em nenhuma outra regido do genoma de K. marxianus e era préximo
ao ATG inicial de traducéo de Apjlp.

Para aplicacdo do sistema CRISPR-Cas9 em K. marxianus foi escolhido o vetor
pML104 desenvolvido por Laughery et al. (2015), figura 4. Este vetor tem a expressdo
da endonuclease Cas9 controlada pelo promotor constitutivo pTDH3 de S. cerevisiae,
possui um cassete para expressdao do gRNA controlado pelo promotor pSNR52 de S.
cerevisiae, bem como marca de selecdo para transformacdo em bactérias (AmpR) e em
leveduras que possuem mutacao auxotréfica no gene URAS.

A clonagem do gRNA dentro do cassete de expressdo acontece por meio de duas
enzimas de restricdo, Bcl I e Swa I. Ao clivar o vetor, essas enzimas geram,
respectivamente, uma extremidade coesiva e uma extremidade cega. Sendo assim, para
completar o desenho do oligonucleotideo escolhido como gRNA (oligo 1) adicionaram-
se uma extensao na extremidade 5’ complementar a quebra gerada pela Bcl | (sequéncia

em vermelho no oligol mostrado na tabela 2) e 13 nucleotideos na extremidade 3’
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(Laughery et al., 2015) correspondente a parte do gRNA necessaria para a atividade de
Cas9 (sequéncia em verde no oligol mostrado na tabela 2). Por fim, desenhou-se um
segundo oligonucleotideo (oligo 2) complementar ao primeiro, deixando somente a

extensdo 5’ livre.

pML104
11,247 bp

SUP4-terminatol
(5345) BelI* Swal (5331)

Figura 4: Vetor pML104. Fonte: Laughery et al. (2015).

Para clonagem do gRNA, primeiramente uma col6nia de Escherichia coli DH5a
contendo o vetor pML104 foi crescida por 16 horas, a 37 °C sob agitacdo em meio LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina. Em seguida foi feita a extracdo do vetor utilizando o
Easy Plasmid MiniPrep Kit (Trans), seguindo as recomenda¢fes do fabricante. Quatro
pg de vetor foi digerido simultaneamente com as enzimas Swa | (Thermo Scientific) e
Ksp22 | (SibEnzyme). A reacdo de digestdo consistiu de 4 pg do vetor, 2 unidades da
enzima Swa |, 4 unidades da enzima Ksp22 I, 2 uL de tampédo Orange 10 x (Thermo
Scientific) e &gua para completar o volume de 20 pL. A reagdo aconteceu por uma hora a
30 °C e ainativacgdo das enzimas ocorreu por 20 minutos a 65 °C, ambas no termociclador.
A analise da digestéo foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, sendo que a banda
correspondente ao plasmideo linear foi excisada e purificada utilizando o kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as recomendaces do fabricante.

O oligo 1 e o oligo 2 desenhados como gRNA foram fosforilados na extremidade
5’ pela T4 Polinucleotideo Kinase (T4 PNK, Thermo Scientific) seguindo as indicagoes
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do fabricante. A reacdo consistiu de 2 pL de oligo (1 ou 2) a 100 uM, 2 pL de tampédo A
10 x, 2 pL de dATP a 10mM, 1 pL (10 unidades) de T4 PNK e 13 pL de &gua ultrapura.
A reacdo foi incubada a 37 °C por 20 minutos e a enzima inativada pelo calor a 75 °C por
10 minutos, ambas no termociclador.

A hibridizacao dos oligos fosforilados foi feita sequindo Laughery et al. (2015),
com modificagOes. 1 pL de cada oligo a 10 M foram colocados em 1 pL do tampé&o da
T4 ligase 10 x (Promega) mais 3,7 pL de agua ultrapura. A hibridizacdo ocorreu no
termociclador, onde inicialmente as amostras ficaram incubadas a 95 °C por 6 minutos e
depois houve um decréscimo de 1 °C/ minuto por 70 vezes até a temperatura de 25 °C.

Para reacdo de ligacdo do vetor linear ao hibrido, uma unidade de T4 ligase
(Promega) e aproximadamente 100 ng de vetor linear purificado foram adicionados a
reacao de hibridizacdo. A reacdo de ligacao foi incubada a 37 °C por uma hora seguido
de overnight a 4 °C. Apds, 4 uL da reacao de ligacdo foi utilizado para transformacéo de
E.coli DH5a pela metodologia de choque térmico descrita por Sambrook et al. (1989) e
a selecdo dos transformantes foi feita em meio LB sdlido contendo 100 pg/mL de
ampicilina. O vetor clonado com o guia foi chamado de pML104-gRNA.

Algumas coldnias transformantes foram selecionadas para o PCR de col6nia (95
°C por 10 min; 35 ciclos de 95 °C por 1 min, temperatura de anelamento dos primers (Ta)
por 40 se 72 °C por 1 min; 72 °C por 7 min) com primers do vetor que anelam na regido
promotora e terminadora do cassete de expressdo do gRNA (primers seqF e T3R, Ta =
46 °C). Foi feita a extracdo dos plasmideos das colénias positivas para o PCR de coldnia,
utilizando o Easy Plasmid MiniPrep Kit (Trans). Um novo PCR combinando o primer
T3R com o oligo 2 (Ta =51 °C) foi realizado na tentativa de confirmar o inserto.

Através de PCR com os primers T3R e seqF foi amplificado a regido de expressdo
do gRNA de algumas col6nias, os fragmentos foram purificados utilizando o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e preparados para sequenciamento Sanger
na Myleus, seguindo as instrucGes da empresa.
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Tabela 2: Oligo 1 e 2 que formam o gRNA e primers especificos para identificacdo de

possiveis vetores clonados

Primers Sequéncia 5’- 3’
Oligo 1 GATCTACGAAACTTTACGATATTCGTTTTAGAGCTAG
Oligo 2 CTAGCTCTAAAACGAATATCGTAAAGTTTCGTA
seqF CATGCTTATAACTAATTACATGAC
T3R GCAATTAACCCTCACTAAAGG

4.4.2 Transformacéo de K. marxianus CCT7735 Aura3 e S. cerevisiae AH109

A transformagéo de K. marxianus CCT7735 Aura3 foi feita segundo Belo (2013),
com modificacOes. Primeiramente, foi feito um pré- indculo de K. marxianus CCT7735
Aura3 em meio YPD crescido a 30 °C por 16 horas em agitacdo. Em seguida, foi feito
um novo indculo em 25 mL de meio YPD (D.O.e00 ~ 0,2). Este indculo foi crescido a
30°C sob agitacdo até atingir D.O.s00 igual a 1. Centrifugou-se essa cultura a 4500 x g por
3 minutos e o pellet foi lavado uma vez com agua ultrapura estéril. O pellet limpo foi
ressuspendido em 1,2 mL de Polietilenoglicol (PEG) 50 %, 300 uL de acetato de litio 1M
e 15 pL de Ditiotreitol (DTT) 1M e centrifugado a 2500 x g por 2 minutos, descartando
0 sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 400 uL de PEG 50 % e 100 uL de acetato
de litio 1M. Apos, 200 pL dessa mistura foi transferido para um novo tubo onde foram
adicionados 7 puL de DNA fita simples (ssDNA) de esperma de salmdo a 10 mg/mL
(previamente fervido) e 10 pg de pML104-gRNA. O choque térmico nas leveduras foi
conduzido em banho-maria a 47 °C por 13 minutos. Apds esse tempo, as células foram
centrifugadas (2500 x g por 2 minutos) e o pellet lavado uma vez com agua ultrapura
estéril. O pellet foi ressuspendido em 900 pL de meio YPD (2% de glicose) e deixado em
recuperac¢do por uma hora a 30 °C sob agitagdo lenta. 200 pL de células foram plaqueadas
em meio minimo para leveduras sem adicdo de uracila (SD — URA). As placas foram
incubadas a 30°C por um periodo de 2-3 dias até o aparecimento das colénias.

Para a transformacdo de S. cerevisiae AH109, foi utilizado o protocolo de Gietz et al.
(2007), com modificagdes. Uma coldnia da levedura foi crescida a 30 °C por 16 horas
sob agitacdo em meio YPDA. Um indculo de 25 mL foi feito a partir do pré-inoculo em
meio YPDA, iniciando em D.O.e00 ~ 0,2 e crescido a 30 °C em agitacao ate atingir D.O.s00
~ 0,6. As células entdo foram coletadas por centrifugacdo (3.000 x g por 10 minutos) e

lavadas uma vez com agua ultrapura estéril. Ao pellet foram adicionados 2,5 mL de PEG
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50%, 400 L de acetato de litio 1 M, 300 puL de ssDNA de esperma de salmao a 10 mg/mL
(previamente fervido) e 10 pg de pML104. Essa mistura foi mantida em banho-maria a
42 °C por 50 minutos, sendo homogeneizada a cada 10 minutos. Apés este tempo, o pellet
foi coletado por centrifugacdo (3.000 x g por 5 minutos) e lavado duas vezes com agua
ultrapura estéril para remocdo do PEG contaminante. Por fim, as células foram
ressuspendidas, plaqueadas em meio SD — URA e incubadas a 30 °C por trés dias para o

aparecimento das colonias transformantes.

4.4.3 Validacédo da expressdo de Cas9 em K. marxianus CCT7735 Aura3 e S. cerevisiae
AH109

Para validacéo da expresséo de Cas9 foi feita a extracdo de RNA de K. marxianus
CCT7735 Aura3 e de S. cerevisiae AH109 transformadas com o vetor pML104. Como
controle do experimento, também foi extraido RNA das duas linhagens néo
transformadas. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata bioldgica.

As extracdes foram conduzidas pelo método hot phenol descrito por Collart et al.
(2001), com modificacdes (protocolo detalhado no item 4.3.1). Os RNAs foram
quantificados no Qubit, opcdo RNA Broad Range, seguindo as instrucdes do fabricante.
Dois pug de RNA foram tratados com uma unidade de DNase I, (Sigma) e a eliminacao
dos DNAs contaminantes foi confirmada por PCR (95 °C por 5 min; 30 ciclos de 95 °C
por 1 min, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s; 72 °C por 5 min) utilizando primers do gene
actina (ACT1) tanto para K. marxianus quanto para S. cerevisiae.

A sintese de cDNA foi realizada com o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) utilizando os 2 pg de RNA tratados, seguindo as
especifica¢bes do fabricante. Para confirmar a sintese dos cDNAs foi feita uma PCR com
os primers do gene ACT1 (ciclo descrito acima).

Para validacéo da expressao de Cas9, foi desenhado dois pares de primers para o
gene expresso no vetor utilizando a plataforma online GenScript Real-Time PCR
(TagMan) Primer Design. Para garantir a especificidade dos primers no gene alvo, foi
feita uma analise de alinhamento no genoma completo de S. cerevisae S288c e K.
marxianus DMKU3-1042 utilizando o programa e-PCR. O anelamento dos primers a 60
°C no vetor foi confirmado por PCR (ciclo descrito acima) e todos os dois pares foram
testados no genoma das duas leveduras para ver possiveis pareamentos inespecificos. O

protocolo de extracdo de DNA gendmico esta descrito no item 4.4.4.
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O experimento de expressdo foi conduzido por PCR convencional, objetivando
observar somente presenca ou auséncia de expressdo. Assim, foi feita uma PCR (ciclo
descrito acima) com todos os cDNAs sintetizados das duas leveduras tanto transformadas
como ndo transformadas e o resultado foi visto em gel de agarose 2 % submetido a corrida

eletroforética.

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para confirmar a sintese de cDNA e a expressédo
de Cas9

Genes Primer F (5°-3) Primer R (5°-3)
ACT]_ S Cerevisiae TGGATTCCGGTGATGGTGTT TCAAAATGGCGTGAGGTAGAGA
ACT]_ K. marxianus ACGTTGTTCCAATCTACGCC CTTGTTCGAAGTCCAAAGCG
Casg par 1 TGGCTGGTTCACCCGCTATT TTCATCCGCTCCCTGCTGTT
Cas9 par 2 TGGTGGGAACCGCCCTAATC GGCCTTTCCGATCTCCTGCT

4.4.4 Busca por transformantes positivos Aapjl

Ap0ds a transformacdo de K. marxianus CCT7735 Aura3 com o pML104-gRNA, foi
feita uma selecdo aleatdria de coldnias transformantes, na tentativa de identificar colénias
positivas para o funcionamento do sistema CRISPR-Cas9, ou seja, colonias que sofreram
alteracdo na sequéncia de nucleotideos de APJ1.

As col6nias selecionadas foram inoculadas em meio seletivo SD - URA e crescidas
por 16 horas sob agitacdo, para extracdo de DNA gendmico. As células foram coletadas
por centrifugacdo (8000 rpm por 10 minutos) e lavadas uma vez com agua ultrapura
estéril. O pellet foi ressuspendido em 400 pL de tampdo de extracdo [2% Triton 100 x
(V/v), 1 % SDS (m/v), 0,1 M NaCl (m/v), 0,1 M Tris pH 8,0 (m/v) e 0,001 M EDTA pH
8,0 (m/v)] e transferido para tubos de 1,5 mL. Foram adicionados 0,3 g de beads de vidro
(Sigma, 425-600 um) a cada tubo e essa mistura foi agitada por 2 minutos no vortex para
lisar as células. Para eliminacdo das beads foi feita uma centrifugacdo (12.000 x g por 10
minutos) e o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. O DNA foi
precipitado com 0,1 V de acetato de potassio (5 M) e 2 V de etanol absoluto gelado. A
precipitacdo ocorreu a temperatura ambiente por 2 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados (12.000 x g por 5 minutos) e o pellets lavados com 500 pL de etanol 70 %.
Apds seco a temperatura ambiente, o pellet foi ressuspendido em agua ultrapura.

Os DNAs gendmicos foram usados em uma PCR (95 °C por 5 min; 35 ciclos de 95

°C por 1 min, 50 °C por 40 s e 72 °C por 1 min; 72 °C por 5 min) em que parte do gene
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alvo, onde possivelmente ocorreu a edicao, foi amplificado. Para isso foi desenhado um
par de primer que flanqueia a regido onde a edicéo é esperada. A figura 5 é referente a
sequéncia de nucleotideos de APJ1 e mostra os pontos de anelamento dos primers F e R

no gene.

5" AACAGAATTACGAGAGTAAAAGAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGCAGGTGAGC
GCGGATGCCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCATCCAGACAAAA
ACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAGTTAAGTCATGCGTATGAAATATTAAGTGATGA
AAGTAAGAGGGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTGGATGAGACTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAG
CAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGCGTTTGCCCACACAGCAGGGGACCTTTTTGCGCAGTTTTTTGGCG
GCCGTCCGGGCTCTGCTTCTGGGGCGGGCGCTAACGGTTCTGGCGGGAACAGCTTCTTCCAATCGTTTTC
TCCAGACTTTTCTAGTTATGACATGGATGGGAGCCAGGAGATGGCTTCTGGCCCAGGCATTCACCACAAC
TTGAAGTGTACGTTGTACGACTTGTACCACGGGAAGCGTGCCAAGTTAGCACTAAATAGAACTAGGTTGT
GGAAAAATGCCAAGGTTACGGTGGTAAAAAGACATCGCAATGTAAAGGTTGTCAGGGTACGGGTATGTAC
ACTACAACCAAAAGAATGGGGCCCATGGTTCAAACATGGCAAACCACATGCAAAGATTGTGGAGGTTCTG
GTAAGTTCATTAGAAGTAAGGACGCATGTGAAGAATGTTCTGGAAACGGGTTCGTCAAGGAACGGAAGAT
ATTTGATGTTGAGATACAGCCTGGTATGACTGATGGTAAAGAGATCGTGTTACCGGGTGAGGCTGATGAA
GTTATAAATACAGAATATGGTAAGGAACGCGTACACCCAGGTGATGTCATCATCACCATCGAGCTCACTA
GGAGAGATGAACACAACATGAAATATAAGTACATGGTACATGGACATGATCTCATCCTAGACAACTTTGA
GGTCGACTTAAAGACAAGTCTTTGTGGTGGTACCATCGTCATTGAGGACCATCCCAGCGGTAAGCCATTC
AAGATTGATGTGCTTGCAGGTGAGCTCTTGAAACCCGGCTGTATTAAGTGCGTGGAAAACAAAGGTATGC
CTGTCGATCAGTATGGCAAGTTCGGAAACTTGTACATCAGATTCCAGGTTAAATTCCCAGAGCAGCTAAA
AAACGAAACCATTGAAAAGTTATCGCAAGCTCTTGTGGAAGATGAGAACATAATAAAGCAACCGCCAAAT
GATGACAAGAACGGCGGGATTGATCCTTCACAGGTCATGGAAGAACAAGTGCTCAGTAGCTTTACTGCTG
ATGATTTACAGTCGAAGTTTAGAGAAGCAAAGAAAAACCCTTCAAATAAGAGGAAACGGGGAGAACATGG
TGCATACAATAAAAATGGCACGCAATTCGATAGCAGTTATGATCCATCAGATTCCTGCCAGGTGAATTGA
AATGAAAAGTTGTAACATATATAGAAAGAAAGAAAATCAAAAATCCACTTTCAATTTCC 37

Figura 5: Sequéncia de nucleotideos de APJ1 K. marxianus DMKU3-1042. As trincas ATG e
TGA em vermelho representam os c6dons de inicio e final da tradugdo, respectivamente. O TGG
em verde corresponde a sequéncia 5°-NGG escolhida para guiar a edicdo do gene. Os dois
conjuntos de sequéncias sublinhados correspondem aos primers F e R desenhados para
amplificacdo de parte do alvo e confirmagdo da edicdo pelo sistema CRISPR/Cas9. O gRNA se
ligard por complementariedade de bases a fita 3’-5” em uma posic¢ao vizinha ao NGG presente na
fita oposta e a clivagem promovida pela Cas9 possivelmente ocorrera na regido entre 0 ATG
inicial ¢ 0 NGG na fita 5°-3°.

O fragmento correspondente ao tamanho do amplicon esperado foi excisado do gel
de agarose 1 % e purificado utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). O fragmento devidamente preparado foi enviado para sequenciamento de

Sanger na empresa Myleus.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio de toleréncia ao etanol comparando S. cerevisiae Y02999 e BY4741

Apo6s 11 dias de incubacdo, o ensaio de toleréncia ao etanol em meio sdlido
mostrou que as linhagens S. cerevisiae Y02999 e BY 4741 cresceram de forma semelhante
em meio com 0 % e 12 % (v/v) de etanol, porém em 16 % (v/v) a linhagem Y 02999
cresceu melhor que a linhagem BY 4741 em todas as dilui¢des plaqueadas. Em 18 % (v/v),
a BY4741 ndo cresceu em nenhuma diluicdo enquanto Y02999 apresentou ligeiro
crescimento nas duas primeiras diluigdes (D.O. 00 0,5€ 0,05). Os resultados deste ensaio

sdo mostrados na figura 6.

S. cerevisiae BY4741

0 % etanol (v/v) 12 % etanol (v/v) 16 % etanol (v/v) 18 % etanol (v/v

S. cerevisiae Y02999
0 % etanol (v/v) 12 % etanol (v/v 16 % etanol (v/v) 18 % etanol (v/v)

Figura 6: Ensaio de tolerancia ao etanol em meio sélido. Crescimento de S. cerevisiae BY4741 e
Y02999 em meio YPD com diferentes concentracGes de etanol [0 %, 12 %, 16 % e 18 % (V/V)]
apos 11 dias de incubacdo a 30 °C. O ensaio foi realizado em triplicata técnica para cada diluicdo
plaqueada (D.O. 600 0,5, 0,05. 0,005 e 0,0005), sendo que cada diluicdo esta em um quadrante da
placa. Os nimeros 1-4 escritos no centro da placa representam os quadrantes, sendo que a menor
diluicdo se encontra no quadrante 1 e a maior se encontra no quadrante 4. As diluicGes

intermediarias seguem a ordem numérica, 0,05 no quadrante 2 e 0,005 no quadrante 3.
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Para a curva de crescimento feita em microplaca na presenca das diferentes
concentragOes de etanol, foi possivel observar que em 0 % de etanol (v/v) as duas
linhagens cresceram de forma similar na fase exponencial e atingiram a fase estacionéria
no mesmo tempo de incubacdo. Na presenca de 12 % de etanol (v/v), a linhagem Y 02999
se destacou conseguindo crescer até D.O.s00 proxima de 1,2, enquanto a BY4741 atingiu
D.O.600 proxima de 0,4, sendo que ambas comegaram o crescimento com a D.O.e00 UM
pouco inferior a 0,2 (dados mostrados na figura 7). Para as concentragdes de 14 %, 16 %
e 18 % (v/v) ambas as linhagens ndo cresceram durante todo o periodo de incubacéo,
iniciando o crescimento com D.O.s00 um pouco inferior a 0,2 e permanecendo com esta

D.0O.600 @0 final de 60 horas (dados ndo mostrados na figura 7).

BY4741 0% etanol BY4741 12% etanol
— Y 02999 0% etanol - = =Y02999 12% etanol

1,600

1,400
12004 4/ __--
1,000
0,800

0,600

D.0. (600 nm)

0,400

0,200

0,000 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

TEMPO (horas)

Figura 7: Curva de crescimento em microplaca na presenca de etanol. Crescimento de S.
cerevisiae BY4741 e Y02999 em meio YPD com diferentes concentragdes de etanol [0 %, 12 %,
14 %, 16 % e 18 % (v/v)] ap6s 60 horas de incubacdo a 30 °C. O ensaio foi realizado em sete
replicatas técnicas para cada concentracdo de etanol e foi feita a média dos valores de D.O. 600

para plotagem do grafico.
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5.2 RNAseq

5.2.1 Andlise da qualidade dos RNAs extraidos

A primeira etapa do experimento de RNAseq é a extracdo de RNA e este deve ser
de boa qualidade para garantir o sucesso do sequenciamento. A figura 8 mostra a
qualidade do RNA extraido para as linhagens de S. cerevisiae BY4741 e Y02999 na
presenca de 8% de etanol (v/v), tanto em gel de agarose quanto na analise pelo
Bioanalyzer.

No gel € possivel ver a integridade das bandas dos RNAs das subunidades 28 S e
18 S do ribossomo (rRNAs), além do 5 S e pequenos RNAs (SRNAS) na parte inferior do
gel. O DNA contaminante que aparece no gel foi removido através do tratamento com
DNase I. No Bioanalyzer é possivel inferir a qualidade através da intensidade dos picos
correspondentes aos rRNAs 28 S e 18 S, quanto maior o pico melhor a qualidade. Um
acumulo de picos entre 25 e 500 nucleotideos [nt] pode significar degradacdo de rRNAs.
Na figura 8 é possivel ver que somente para os RNAs de S. cerevisiae BY4741 replicata
1 (BY4741 1) houve um acimulo mais pronunciado, diminuindo a intensidade dos picos

referentes aos rRNAs 28 S e 18 S, porém este acimulo ndo comprometeu a utilizacdo

desta replicata.
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Figura 8: Analise da qualidade dos RNAs. A. Gel de agarose: 1- RNAs S. cerevisiae BY4741_1,;
2- RNAs S. cerevisiae BY4741_2; 3- RNAs S. cerevisiae Y02999 1; 4- RNAs S. cerevisiae
Y02999 2. B. Bioanalyzer: 1- RNAs S. cerevisiae BY4741_1; 2- RNAs S. cerevisiae BY4741_2;
3- RNAs S. cerevisiae Y02999 1; 4- RNAs S. cerevisiae Y02999 2.
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5.2.2 Andlise das bibliotecas construidas

A quantificagdo das bibliotecas em gPCR foi satisfatoria para a quantidade de
amostras necessarias para a inje¢do no sequenciador. A duplicata de S. cerevisiae BY4741
apresentou as concentragdes de 59,41 nM e 140,93 nM, respectivamente e a duplicata de
S. cerevisiae Y02999 apresentou 255,49 nM e 341,56 nM, respectivamente. O tamanho
médio dos fragmentos obtidos foi calculado pelo Bioanalyzer. A figura 9 corresponde a
um grafico de distribuigdo destes fragmentos de acordo com o tamanho em pares de bases
(pb). De acordo com a analise, o tamanho médio para as bibliotecas de BY4741 foram
368 pb e 387 pb, respectivamente, e para as bibliotecas de Y02999 foram 332 pb e 330

pb, respectivamente.
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Figura 9: Analise do tamanho médio das bibliotecas em pb. 1- cDNAs ds S. cerevisiae BY4741 _1;
2- cDNAs ds S. cerevisiae BY4741 2; 3- cDNAs ds S. cerevisiae Y02999 1; 4- cDNAs ds S.
cerevisiae Y02999 2.

5.2.3 Andlises de bioinformatica

A analise de qualidade pelo programa FastQC indicou que a maior parte das reads
paired-end (forward e reverse) geradas no sequenciamento estavam de alta qualidade,

como mostrado na figura 10.
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A BY4741_1 R1 BY4741_1 _R2

Quality scores across all bases (Sanger / lumina 1.9 encodingy

Quality scores across all baces (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

12345678% 14-15 22-23 20-31 39 46-47 54-55 B2-63 70-71 78-79 B6-B7 94-95

123456789 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 B86-B7 94-95
Fosition in read (op)

Position in read (oR)

B BY4741 2 R1 BY4741 2 R2

Quality scores across all bases GSanger / llumina 1.9 encoding) Qualty scores across all pases (anger / lumina 1.9 encoding)

123456789 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 86-87 94-25
Position In read (op)

123456789 14-15 2223 3031 3835 46-47 5455 6283 7071 7879 B86-87 9495
Position In read (op)

C Y02999 1 R1 Y02999 1 R2

Qualiy scores across ail hases anger ¢ liumina 1.9 encoding) Quality scores across all bases anger / llumina 1.9 encoding)

122456788 14-15 22-23 3031 2833 46-47 54-35 6263 70-71 7873 86-87 94-35 1224567889 1415 22-22 320-21 3839 46-47 5455 62-63 7071 7879 86-87 94-85
Position in read op) Position in read (op)
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L2345678%9 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 86-87 94-85
Pesition In read (om)

Posltion in read (op)

Figura 10: Pontuacdo de qualidade dos dados brutos obtidos no sequenciamento feita pelo
FastQC. Como interpretagdo, temos que as reads contidas na faixa verde estéo de alta qualidade,
a faixa laranja representa as reads de qualidade intermediaria e a faixa vermelha as reads de baixa
gualidade. A. Reads forward (R1) e reverse (R2) da biblioteca BY4741 1; B. Biblioteca
BY4741 2; C. Biblioteca Y02999 1; D. Biblioteca Y02999 2.

O Trimmomatic eliminou as sequéncias de baixa qualidade e como resultado do
programa foram gerados quatro arquivos correspondentes as reads forward e reverse
pareadas e ndo pareadas. Somente as reads pareadas foram utilizadas para fazer o
alinhamento ao genoma de referéncia no programa TopHat e por isso foi feita uma nova
analise de qualidade no FastQC somente com estas reads. A figura 11 ilustra o resultado

obtido na segunda analise de qualidade.

A BY4741 1 1P BY4741 1 2P
S A Ti”|||”s|i"ig|ii|“”%w
"L i ﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂHﬁﬂHH@ 0wl 1011 mﬂmw-u T

0
O 123456789 1415 22-23 30-31 3839 46-47 5435 62-63 70-71 78-79 86-87 94-35

Fochion in read (op) Pesition In react (oR)
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Quality scores across all hases (Sanger / llsmina 1.9 encodingy

B BY4741 2 1P

Quality scoras across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567889 1a-15 22-23 30-31 36-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 86-87 94-35 123456789 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 B86-87 94-95
Position in read (op) Pesition in read (o)

Y02999 1 2P

Quality scores acrass all bases Sanger / lumina 1.9 encoding)

C Y02999 1 1P

Qualiy scares across all bases (5anger / llumina 1.9 encoding)

5435 6263 7071 7873 B5-87 94-35

122456780 1415 2223 2021 2830 4647 5455 6263 7071 7870 8687 9495 1234567805 1415 2223 3031 3833 4647
Pozition In reac (op)

Position in read (@R

Y02999 2 2P

Qualiny sceres acrass all bases Sanger / llumina 1.9 encoding)

D Y02999 2 1P

‘Quality scores acrass all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

54-35 6263 7071 7879 86-87 94-35

123456789 14-15 22-23 30-31 2839 45-47

122456789 1415 2222 3021 2829 4647 5455 6262 7071 7879 9687 9405
Position in read (@@ Posltion in read (bp)

Figura 11: Pontuacdo de qualidade feita pelo FastQC das reads pareadas obtidas no Trimmomatic.
A. Reads forward pareada (1P) e reverse pareada (2P) da biblioteca BY4741_1; B. Biblioteca

BY4741_2; C. Biblioteca Y02999 1; D. Biblioteca Y02999 2.

A tabela 4 mostra algumas caracteristicas das reads geradas no sequenciamento e

indica o0 nimero de reads pareadas restantes apos o corte de qualidade.
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Tabela 4: Caracteristicas das reads geradas no sequenciamento.

S. cerevisiae N° total de reads Tamanho médio % GC N° total de reads pareadas
sequenciadas da read (pb) apos corte de qualidade
(milhdes) (milhdes)
BY4741 1 10.807.267 100 44 9.801.152
BY4741 2 10.614.994 100 44 10.337.367
Y02999 1 5.191.535 100 44 5.101.666
Y02999 2 7.824.432 100 44 7.551.733

A cobertura (C) do sequenciamento é um importante parametro a ser calculado
pois ela se refere a média do numero de reads que alinharam ao genoma de referéncia.
Quanto maior este valor, significa que mais reads cobriram uma mesma base e o resultado
do sequenciamento se torna mais confidvel. O célculo é feito utilizando o tamanho do
genoma do organismo sequenciado (G) - que neste caso € 12 Mb, o tamanho médio das
reads geradas no sequenciamento (T) e 0 numero de reads que alinharam no genoma de
referéncia (N), onde estas variaveis se relacionam de acordo com a equagdo C=Nx T/
G. Neste trabalho, o nimero de reads considerado corresponde ao nimero de reads
pareadas que restaram apds o trimagem de qualidade (valores descritos na Gltima coluna
da tabela 4). Pela analise do alinhamento feito pelo TopHat foi observado que a
porcentagem de reads pareadas que foram mapeadas foi maior que 95 % e por isso 0
namero real de reads que alinharam é muito préximo ao nimero de reads pareadas que
foram utilizadas pelo programa. Outro fator que deve ser considerado é o tipo paired-end
do sequenciamento, implicando na multiplicacdo do tamanho da read por 2, ja que cada
uma delas foram lidas 100 pb no sentido forward e 100 pb no sentido reverse. A formula
utilizada entdo foi: C=NxTx 2/G.

Tabela 5: Cobertura aproximada calculada para as amostras sequenciadas

S. cerevisiae Cobertura aproximada
BY4741 1 163 x
BY4741 2 173 x
Y02999 1 85 X
Y02999 2 126 x

A contagem das reads mapeadas no genoma de referéncia foi feita pelo Cufflinks.

Ao analisar o resultado do alinhamento, foi visto que uma amostra da duplicata Y02999
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apresentava contagem de reads para o gene APJ1. Para verificar se as reads mapeadas
para 0 gene APJ1 nesta amostra estava distribuida em toda a extensdo do gene foi feita
uma anélise utilizando o programa Tablet (Milne et al., 2010) e pelo resultado do
programa conseguimos visualizar reads que cobriam todo o gene. Como a expresséo de
APJ1 em Y02999 foi bloqueada pela insercdo de um gene de resisténcia a geneticina
dentro da regiéo codificadora de APJ1, conseguimos concluir pelo resultado do programa
que 0 gene APJ1 estava presente nesta amostra e por isso esta replicata teve que ser
eliminada da analise. A partir deste acontecimento, o calculo de FC foi feito dividindo os
valores de FPKM de cada gene da unicata Y02999 pela média dos valores de FPKM da
duplicata de BY4741.

Como resultado, foram encontrados muitos genes com diferentes valores de log2
FC. A partir deles foi feito um filtro para selecionar aqueles que seriam apresentados e o
valor escolhido foi log2 FC maior ou igual que 1,5 e menor ou igual que -1,5, ou seja,
genes que estdo pelo menos trés vezes mais ou menos presentes em Y02999 em relagéo
a BY4741 na condigdo de estresse por etanol submetida. Em ndmeros, foram encontrados
61 genes com valores de log2 FC >= que 1,5 (considerados genes up-regulados) e 41
genes com valor de log2 FC <= que -1,5 (genes down-regulados), totalizando 102 genes
diferencialmente expressos entre as linhagens. Além destes, 18 genes apresentaram
valores de FPKM somente para a S. cerevisiae Y02999 e 138 genes estavam presentes
somente na linhagem S. cerevisiae BY4741. As tabelas com a descricdo de cada um destes

genes se encontram no Anexo A.

Figura 12: Diagrama de Venn ilustrando o resultado do sequenciamento. Foram encontrados 18
genes com valores de FPKM somente na linhagem Y02999, 138 genes ausentes em Y02999 e
presentes em BY4741 e 102 genes diferencialmente expressos entre as linhagens, considerando
log2 FC>=15e<=-15.
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Devido a eliminacdo de uma amostra de Y02999 ndo foi possivel comparar
estatisticamente os valores de FPKM obtidos para as duas linhagens. Sem a analise
estatistica o0s resultados do sequenciamento ndo sdo tdo confiaveis e torna-se
indispensavel a validacdo dos resultados por outra metodologia.

Quatro genes encontrados no RNAseq foram escolhidos para validacdo da
expressdo por gPCR. Destes, dois genes (ARG3 e BTN2) que se encontravam up-
regulados em Y 02999 na presenca do estresse de 8 % de etanol (v/v) e dois genes (GMC2
e COS12) que nao apresentaram FPKM em Y02999. Outros quatro genes (OLE1,
HSP104, UBC9 e SIZ1) foram incluidos na anélise pelo gPCR. OLE1 e HSP104 foram
escolhidos por serem genes descritos na literatura que exercem papéis importantes em
linhagens de S. cerevisiae mais tolerantes ao etanol. UBC9 e SIZ1 foram escolhidos por
serem componentes da maquinaria de sumoilacdo das células. Como APJ1 esta
relacionada a degradacao de proteinas sumoiladas, surgiu o interesse em avaliar se existia
um controle em nivel transcricional da maquinaria de sumoilacéo na presenca do etanol
nas duas linhagens (BY4741 e Y02999). Apesar da escolha destes 4 Gltimos genes
descritos serem baseadas somente na literatura, buscamos o valor de log2 FC que eles

apresentaram na andalise pelo RNAseq. Estes valores estdo mostrados na tabela 6.

Tabela 6: Valores de Fold Change (FC) e log2 FC encontrados para os genes escolhidos

para a analise no gPCR.

Gene FC log2 FC
ARG3 3,0324 1,6005
BTN2 2,9377 1,5547
OLE1 1,4960 0,5811
HSP104 1,4130 0,4988
UBC9 1,3547 0,4380
S1Z1 1,2441 0,3151

5.2.4 Analise dos genes escolhidos por g°PCR

O experimento de qPCR foi feito com RNAs extraidos em triplicata biologica das
duas linhagens em trés concentracdes de etanol, 0 %, 8 % e 12 % (v/v). Os geis
apresentados abaixo representam a confirmacao da sintese de todos os cDNAs utilizados

no experimento por PCR convencional e ainda mostram a delecdo de APJ1 em S.
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cerevisiae Y02999 e a presenca em BY4741. A delecdo do gene em Y02999 foi
confirmada por PCR convencional antes do ensaio em gPCR devido ao problema
encontrado para uma amostra de Y02999 utilizada no RNAseq. O par de primer
desenhado para APJ1 de S. cerevisiae anela em uma regido dentro de APJ1 onde o gene
de geneticina foi inserido durante a construgéo desta linhagem pela Euroscarf. Assim, ndo
pode existir produto de PCR para estes primers quando a reaco é realizada utilizando os
cDNAs provenientes dos mRNAs extraidos dos cultivos de Y02999 como template. A
inexisténcia deste produto de PCR significa que as amostras de Y02999 utilizadas no

experimento sdo realmente silenciadas para APJ1, como pode ser visto na figura 13.

M 1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 1314 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Figura 13: Gel de agarose para visualizacdo da sintese de cDNA e confirmacao da presenca de
APJ1 nos RNAs extraidos de S. cerevisiae BY4741 e auséncia de APJ1 nos RNAs de S. cerevisiae
Y02999 por PCR, ambas cultivadas na presencga de 0 %, 8 % e 12 % de etanol (v/v). M: 1 Kb
DNA Ladder (CELLCO); 1-9: Primer IPP1 confirmando a sintese de cDNA para S. cerevisiae
Y02999 nas trés concentracdes de etanol e em triplicata bioldgica; 11-18: Primer APJ1
confirmando a auséncia deste gene em todos os cDNAs de S. cerevisiae Y02999; 19-26: Primer
IPP1 confirmando a sintese de cDNA para S. cerevisiae BY4741 nas trés concentracdes de etanol

e em triplicata bioldgica para as concentragdes 0 % e 8 % etanol (v/v) e duplicata bioldgica para
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a concentragdo 12 % etanol (v/v). 27-34: Primer APJ1 confirmando a presencga deste gene em
todos os cDNAs de S. cerevisiae BY4741;

Em 8 % de etanol (v/v) (concentragéo utilizada no RNAseq), apesar de todos 0s
genes avaliados ndo terem apresentado diferencas de expressdo significativas entre as
linhagens (BY4741 e Y02999), é possivel ver uma tendéncia de up-regulacdo em Y02999
para o gene BTN2 (figura 14-D), o que vai de acordo com o resultado encontrado para
este gene no RNAseq. Para os genes COS12 (figura 14-G) e GMC2 (figura 14-H) é
possivel observar uma tendéncia de down-regulacdo em Y02999. Este resultado também
pode ser relacionado com o resultado obtido no RNAseq, onde estes genes se
encontravam ausentes nesta linhagem. Na presenca do estresse de 12 % de etanol (v/v),
foi possivel observar diferencas de expressao significativas entre as linhagens para o0s
genes ARG3, OLEL e HSP104, onde ARG3 (figura 14-A) e HSP104 (figura 14-B) estdo
up-regulados em Y02999 e OLE1l (figura 14-C) se mostrou down-regulado nesta
linhagem. O gene BTN2 (figura 14-D) apesar de n&do ter apresentado diferencga
significativa de expresséo entre as linhagens em 12 % de etanol (v/v), manteve a tendéncia
de up-regulacdo em Y02999 como observado em 8 % de etanol (v/v). O gene COS12
(figura 14-G) manteve a tendéncia de down-regulacdo em Y02999 na presenca 12 % de
etanol (v/v). J& o gene GMC?2 (figura 14-H), apresentou uma tendéncia de up-regulacao
em Y 02999 na presenca de 12 % de etanol (v/v), diferentemente do observado em 8 % de
etanol (v/v). Os genes UBC9 (figura 14-E) e SlIZ1(figura 14-F) ndo apresentaram
nenhuma alteracdo de expressdo entre as linhagens na presenca das diferentes
concentracgdes de etanol.

B S cerevisiae BY4741
B S. cerevisiae Y02999

A ARG3 B HSP104

mRNA ARG3/mRNA endogenos

I
1
mRNA HSP104/mRNA endogenos

oL

1 j IJ_.-I
0% 8% 12% 0- T T
0% 8% 12%

0,
% etanol % etanol
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Figura 14: Andlise de expressdo em gPCR dos genes ARG3, BTN2, COS12, GMC2, OLE1,
HSP104, UBC9 e SIZ1 para as linhagens S. cerevisiae BY4741 e Y02999 cultivadas nas trés
concentracgdes de etanol: 0 %, 8 % e 12% (v/v). A. ARG3; B. HSP104; C. OLE1; D. BTN2; E.
UBC9; F. SIZ1; G. COS12; H. GMC2. O asterisco (*) se refere aos valores das médias que séo

diferentes estatisticamente pelo teste de Bonferroni. (*) p-valor < 0,05 e (**) p-valor <0,01.

46



5.3 CRISPR-Cas9

5.3.1 Clonagem do gRNA no pML104

Das colbnias enviadas para sequenciamento, somente uma apresentava 0 gRNA,
mas ele ndo foi inserido corretamente no vetor. A enzima Ksp22 | ndo digeriu o vetor,
somente a Swa |. Sendo assim, o0 gRNA foi clonado somente no sitio de digestdo da Swa
I, entrando em duas cdpias, como mostrado no resultado do sequenciamento de Sanger

apresentada na figura 15.

5" CTTGGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGACAATCTTTGA
AAAGATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGAAACTTGATGTTTTCTTTCGAGT
ATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAACTCTAGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGC
TAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCACACCCTACAATGTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAAC
GCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGTTTCGGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAA
A GAATCGATGCATTTCTAGCTCTAAAACGAATATCGTAAAGTTTCGTA
AAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACT
TGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGGTGCTTTTTGTTTTTAGTCAGCG 3

Legenda:

: Sitio de clivagem da Ksp22 |
ATTTAAAT: Sitio de clivagem Swa |
: Oligo 1 (copial)

CTAGCTCTAAAACGAATATCGTAAAGTTTCGTA: Oligo 2 (copia 2)
Figura 15: Clonagem de duas c6pias do gRNA no sitio de clivagem da Swa | no vetor pML104.

Ao investigar o0 motivo do ndo funcionamento da Ksp22 I, descobriu-se que esta
enzima nao digere DNAs metilados, e como a E. coli DH5a apresenta este sistema de
metilacdo, foi necessario a busca por uma outra linhagem de bactéria que apresentasse
este sistema bloqueado para replicar o vetor e em seguida conduzir a digestdo. Conseguiu-
se a linhagem de E. coli GM2163 e novas tentativas de digestdo e clonagem foram
realizadas como descrito no item 4.4.1, mas todas sem sucesso. Apesar das duas enzimas
utilizadas na digestdo estarem aparentemente funcionais (figura 16), todas as col6nias
transformantes investigadas se apresentavam na PCR com os primers T3R e seqF da

mesma forma que a PCR do vetor vazio (sem gRNA), como mostrado na figura 17.
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Figura 16: Gel de agarose 0,8 % mostrando o resultado da digestdo de pML104 extraido da E.
coli GM2163. M: 1 kb DNA Ladder Plus (Fermentas); 1: pML104 ndo digerido; 2: pML104
digerido Swa I; 3: pML104 digerido Ksp22 I; 4: pML104 digerido simultaneamente com as duas

enzimas.

i

75

Figura 17: Gel de agarose 1 % ilustrando o resultado da PCR com primers T3R e seqF de 8
coldnias transformantes obtidas da transforma¢ao de DHSo com a reagdo de ligagdo entre o
hibrido (oligo 1 e oligo 2) e o vetor pML104 (ndo metilado) linearizado apés a digestdo com as
enzimas Ksp22 | e Swa I. M: 1 kb DNA Ladder (CELLCO); 1: PCR pML104 vazio; 2: PCR
pPML104 2 copias de gRNA; 3-10: PCR das 8 coldnias investigadas para a presenca do gRNA.

Com isso, decidiu-se transformar a K. marxianus CCT7735 Aura3 com a
construcdo pML104-2guias. Apesar do vetor estar com duas copias do gRNA, o sentido
da clonagem no vetor esta correto e possivelmente este gRNA pode guiar a edi¢do do

alvo.
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5.3.2 Validacéo da expressdo de Cas9

Apos a extracdo de RNA das leveduras S. cerevisiae AH109 e K. marxianus
CCT735 Aura3 transformadas com o vetor pML104 e ndo transformadas, foi feito o
tratamento dos RNAs com DNase | e a eficacia do tratamento foi confirmada por PCR.

O resultado do tratamento estd mostrado no gel de agarose correspondente a figura 18.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 18: Gel de agarose 2% mostrando o resultado do tratamento dos RNAs de S. cerevisiae
AH109 e K. marxianus CCT7735 Aura3 com DNase I. M: 1 kb Ladder (CELLCO); 1: Controle
negativo (C-) K. marxianus - primers gene ACT1 e agua ao invés de template; 2-3: Controle
positivo (C+), DNA genémico K. marxianus como template; 4-9: RNAs K. marxianus; 10: C- S.
cerevisiae - primers gene ACT1 e 4gua ao invés de template, 11-12: C+, DNA gendémico S.

cerevisiae, 13-18: RNAs S. cerevisiae.

Em seguida, foi feita a sintese de cDNA para todas as linhagens e condigdes do
experimento. A confirmac&o da sintese foi feita por PCR e o resultado esta mostrado no

gel abaixo (figura 19).

Figura 19: Gel de agarose 2% mostrando a sintese de cDNAs a partir dos RNAs extraidos de S.
cerevisiae AH109 e K. marxianus CCT7735 Aura3. M: 1 kb Ladder (CELLCO); 1: C-; 2: C+; 3-
8: PCR com primers gene ACT1 S. cerevisiae usando os cDNAs como template; 9: C-; 10: C+;

11-16: PCR com primers gene ACT1 K. marxianus usando 0os cDNAs como template.

49



Confirmado a qualidade dos cDNAs, foi entdo conduzido o experimento de
validacdo da expressdo de Cas9 em S. cerevisiae, microrganismo para qual o vetor
pML104 foi desenvolvido, e confirmag&o da sua possivel expressdo em K. marxianus. Os
controles do experimento foram as duas leveduras ndo transformadas com o vetor.
Primeiramente foi desenhado o par de primer 1 (sequéncia no item 4.4.3) e estes foram
testados no genoma das leveduras. Foi observado para S. cerevisiae que eles anelavam no
genoma e gerava um amplicon do mesmo tamanho que o amplicon esperado para
amplificacdo dentro da Cas9. Para K. marxianus este primer anelava somente no genoma
da levedura transformada, o que era esperado devido a extracdo de vetor juntamente com
0 genoma da levedura (Figura 20-A).

Ao realizar o PCR com os cDNAs, observou-se bandas para todas as amostras,
tanto das leveduras transformadas quanto ndo transformadas, além de uma contaminacéo
no controle negativo (Figura 20-B).

O resultado obtido ndo é confiavel devido a contaminag&o do controle negativo e
mesmo fazendo novas dilui¢fes do estoque destes primers, o resultado permaneceu e ndo

foi possivel concluir sobre a expressao da Cas9 nas duas leveduras.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 20: A. Gel de agarose 2 % mostrando o resultado do PCR com o par de primer 1 para
Cas9 usando o genoma das leveduras como template. M: 1 kb Ladder (CELLCO); 1: C+
(pML104); 2: K. marxianus ndo transformada; 3: K. marxianus transformada; 4: S. cerevisiae ndo
transformada; 5: S. cerevisiae transformada. B. Gel de agarose 2% mostrando o resultado do PCR
com o par de primer 1 usando os cDNAs das duas leveduras como template. M: 1 kb Ladder
(CELLCO); 1: C-; 2 C+; 3-5: S. cerevisiae ndo transformada; 6-8: S. cerevisiae transformada; 9-

11: K. marxianus ndo transformada; 12-14: K. marxianus transformada.

Foi desenhado um novo par de primer (par2, sequéncia no item 4.4.3). Este foi
testado nos cDNAs das duas leveduras e 0 mesmo resultado visto anteriormente se
reproduziu, sendo que agora o controle negativo ndo apresentou amplificacdo (Figura 21-
B). Ao testar estes primers no genoma das leveduras, novamente foi observado que eles
anelavam no genoma das leveduras ndo transformadas e o amplicon era do mesmo
tamanho esperado para a amplificagdo destes no gene da Cas9 contido no vetor (Figura
21-A).

51



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pb

500
400

300
200

75

Figura 21: A. Gel de agarose 2 % mostrando o resultado do PCR com o par de primer 2 para
Cas9 usando o genoma das leveduras como template. M: 1 kb Ladder (CELLCO); 1: K. marxianus
ndo transformada; 2: K. marxianus transformada; 3: S. cerevisiae ndo transformada; 4: S.
cerevisiae transformada. B. Gel de agarose 2% mostrando o resultado do PCR com o par de
primer 2 usando os cDNAs das duas leveduras como template. M: 1 kb Ladder (CELLCO); 1: C-
; 2 C+ (pML104); 3-5: K. marxianus ndo transformada; 6-8: K. marxianus transformada; 9-11: S.

cerevisiae ndo transformada; 12-14: S. cerevisiae transformada.

Nas analises de bioinformatica, tanto o par 1 como o par 2 estavam desenhados
corretamente e ndo anelavam em pontos tdo proximos no genoma das leveduras em
questdo. Considerando que se trata de amplicons muito pequenos (120 e 160 pares de
bases, respectivamente), as chances destes anelamentos inespecificos acontecerem eram
muito pequenas.

Os resultados do experimento ndo foram conclusivos, porém sabendo que 0s
primers anelam corretamente no pML104 (como mostrado nos controles positivos das
figuras 20 e 21) e sabendo da ocorréncia das amplificacdes inespecificas no genoma das
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leveduras, esperava-se que o resultado da PCR com os primers da Cas9 resultasse em
bandas mais acentuadas para os cDNAs das leveduras transformadas caso a Cas9
estivesse sendo expressa (j que a DNA polimerase teria mais molde para amplificar) e

bandas mais fracas caso a Cas9 ndo estivesse sendo expressa.

5.3.3 Busca por transformantes positivos Aapjl

Apds a transformacao de K. marxianus CCT7735 Aura com pML104-2guias, as
colénias escolhidas para realizacdo do sequenciamento de parte de APJ1 foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial para confirmacéo da construcdo presente na
levedura. Foi feito um PCR com os primers T3R e seqF e o resultado estd mostrado na

figura 22.

Figura 22: Gel de agarose 1% ilustrando o PCR com primers T3R e segF das trés col6nias de K.
marxianus transformadas com pML104-2 guias que tiveram parte de APJ1 sequenciada. M: 1 kb
Ladder Plus (Promega); 1: pML104-2guias; 2-4: vetores extraidos das 3 coldnias transformantes;
5: pML104 vazio.

Foram enviadas 4 coldnias para o sequenciamento Sanger, as trés apresentadas no
gel acima e mais um transformante ndo mostrado. O resultado do sequenciamento esta
apresentado na figura 23. Nenhuma das 4 coldnias apresentaram alteracdo na sequéncia

de nucleotideos na regido esperada, entre 0 ATG inicial e 0 TGG.
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Coldnia referéncia- K. marxianus Aura

ATTCCCGAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGCGCGGAT
GCCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCATCCAGA
CAAAAACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAATTAAGTCATGCGTATG
AAATATTAAGTGATGAAAGTAAGAGAGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTGGATGAG
ACTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAGCAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGCGCTTGC
TCACACAGCAGGGGACCTTTTTGCGCAGTTTTTGGCGGCCGTCCGGGTCTGTTGTGCGA

Colobnia 1: K. marxianus Aura + pML104-2guias

ATTCCGAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGCGCGGATG
CCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCATCCAGAC
AAAAACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAATTAAGTCATGCGTATGA
AATATTAAGTGATGAAAGTAAGAGAGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTGGATGAGA
CTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAGCAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGCGCTTGCT
CACACAGCAGGGGACCTTTTTGCGCAGTTTTTGGCGGCCGTCCGGTCGTTAG

Colbnia 2: K. marxianus Aura + pML104-2guias

ATCCAGAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGCGCGGATG
CCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCATCCAGAC
AAAAACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAATTAAGTCATGCGTATGA
AATATTAAGTGATGAAAGTAAGAGAGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTGGATGAGA
CTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAGCAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGCGCTTGCT
CACACAGCAGGGGACCTTTTTGCGCAGTTTTTGGCGGCCGTCCGAGTCTGCTATGGGCG

Colbénia 3: K. marxianus Aura + pML104-2guias

ATGGGGGATCCAAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGCG
CGGATGCCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCAT
CCAGACAAAAACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAATTAAGTCATGC
GTATGAAATATTAAGTGATGAAAGTAAGAGAGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTGG
ATGAGACTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAGCAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGCG
CTTGCTCACACAGCAGGGGACCTTTITTGCGCAGTTTTTGGCGGCCGTCCCGGGGTCTGC
TTTG

Colonia 4: K. marxianus Aura + pML104-2guias

ATGGGGGATACAGAAGTATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGC
GCGGATGCCACTGATCAGGAGATCAAAAAAGCGTACAGGAAAAAGGCGTTGCGGCACCA
TCCAGACAAAAACAACCATAGCCCAGAGTCTATAAAGTTATTCCAGGAATTAAGTCATG
CGTATGAAATATTAAGTGATGAAAGTAAGAGAGAGTTGTACGATCAGTATGGGACTGTG
GATGAGACTGAAATCAATGAGATGATGTCTAAGCAAAGAGGTGCAGCTAGCAATGCGGC
GCTTGCTCACACAGCAGGGGACCTTTTTGCGCAGTTTTTGGCGGCCGTCCGGGGTCTGC
TAG

Figura 23: Resultado sequenciamento de Sanger de parte do gene APJ1 de K. marxianus. A
alteracdo de nucleotideos (insercGes ou delecdes) era esperada seria na regido entre 0 ATG inicial

e 0 TGG. Comparando as 4 colénias com a sequéncia referéncia, nenhuma alteracao foi vista.
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6. DISCUSSAO

6.1 Influéncia da delecdo de APJ1 no transcriptoma de S. cerevisiae sob estresse por
etanol

A hipdtese deste trabalho comecou a ser elaborada a partir de uma publicacdo de
Swinnen et al. (2012), que mostrou o impacto da delecdo de APJ1 na tolerancia a altas
concentracdes de etanol, na linhagem laboratorial S. cerevisiae BY4741 e em um
segregante de uma linhagem industrial, chamada VR1- 5B. Em meio sélido contendo YP
e etanol como Unica fonte de carbono, BY4741 Aapjl cresceu melhor que a linhagem néo
deletada na presenca de 14 % (v/v) de etanol. A VR1- 5B Aapjl apresentou melhor
crescimento em 16 % (v/v) de etanol comparada a linhagem nédo deletada.

A definicéo de tolerancia é muito varidvel e no trabalho de Swinnen et al. (2012)
acredita-se que a tolerdncia a altas concentragdes de etanol sé é relevante no final da
fermentacao, quando o nivel de aclcar do meio estd muito baixo, por iSso 0s experimentos
foram conduzidos contendo etanol como Unica fonte de carbono.

Este experimento foi repetido neste trabalho, comparando o crescimento da
linhagem BY4741 e a linhagem Y02999 (Aapjl) em diferentes concentragdes de etanol.
Porém, o ensaio foi conduzido em meio YPD, tendo a glicose como principal fonte de
carbono e adicionando as diferentes concentracdes de etanol, assim como foi realizado
nos trabalhos de Kasavi et al. (2016) e Li et al. (2017). O acréscimo de agucar foi feito
uma vez que, em uma dorna de fermentacdo, a concentracdo de agUcares é proxima de
zero quando o processo esta chegando ao final. O resultado obtido foi similar e Y02999
cresceu melhor que a BY4741 em 16 e 18 % de etanol (v/v) mesmo na presenca da
glicose. O artigo mostra o impacto da delecdo somente em 14 % (v/v) e neste trabalho foi
possivel ver que a Y02999 consegue crescer melhor em concentragdes ainda maiores.

Além de meio sélido, foi feita uma curva de crescimento em microplaca com meio
YPD e diferentes concentracdes de etanol e novamente foi possivel validar o impacto da
delecdo pelo melhor crescimento de Y02999 em 12 % de etanol (v/v) em relacdo a
BY4741. Neste experimento foi observado que quando se trata de crescimento em meio
liquido o comportamento das linhagens sdo diferentes, uma vez que ambas ndo cresceram
em 14 %, 16 % e 18 % (v/v). A explicacgdo para esta diferenga de crescimento entre meios,
é que o meio liquido favorece o contato com o etanol aumentando o dano causado por

este agente as leveduras.
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O impacto da delecdo de APJ1 em Y02999 foi comprovado em meio YPD solido
e liquido na presenca de diferentes concentrac@es de etanol. Porém, pouco se sabe como
a delecéo deste gene promove o aumento da tolerancia. Sendo assim, este trabalho propos
uma analise comparativa do transcriptoma da linhagem deletada e ndo deletada para este
gene na presenca do etanol, para entender se a delecdo implica na alteracdo do perfil de
transcricdo da célula sem APJ1 e quem sé&o esses genes diferencialmente expressos que
contribuem para 0 aumento da tolerdncia. A analise do transcriptoma de BY4741 e
Y 02999 foi conduzida apds as células sofrerem o estresse de 8 % de etanol (v/v) por 2
horas.

Como resultado do RNAseq foram encontrados 102 genes diferencialmente
expressos entre as linhagens, considerando log2 FC >=1,5 ou <= -1,5, ou seja, genes que
estavam trés vezes mais ou menos presentes em Y02999 em relacdo a cepa parental
BY4741 na condicdo de estresse com 8 % de etanol (v/v). Além destes, foram encontrados
18 genes presentes somente em Y02999 e 138 genes presentes somente em BY4741. No
Anexo A deste trabalho esté a tabela descrevendo todos estes genes.

= Genes up-regulados em Y02999

Entre os genes mais expressos, estdo genes de funcgdes desconhecidas, genes
envolvidos na meiose, esporulacgdo, biossintese de parede celular, dentre outros processos
bioldgicos. Trés genes up-regulados chamaram a atencdo por serem genes
correlacionados a tolerancia ao etanol, segundo informacdes da literatura: VAR1, ARG3 e
BTN2 (Litvinchuk et al., 2013; Cheng et al., 2013; Espinazo-Romeu et al., 2008).

VAR1 é uma proteina presente na subunidade menor dos ribossomos mitocondriais
que se apresentou 3,2749 vezes mais expresso em Y02999. Um trabalho de Litvinchuk et
al. (2013) mostrou que essa proteina se liga ao DNA mitocondrial ap6s uma condicéo de
estresse e pode promover quebras no DNA ou interferir na replicacdo. Mesmo na auséncia
de DNA mitocondrial a levedura consegue crescer e um possivel beneficio da perda é a
diminuicdo da producdo de ROS durante a condicdo de estresse. ROS s&o compostos
toxicos que causam danos severos em diversos componentes celulares, resultando na
oxidacdo de proteinas, peroxidacdo de lipideos e oxidacdo do DNA tanto mitocondrial
como cromossomal (Auesukaree, 2017). Outros genes responsivos a estresse oxidativo
como SOD1, SOD2, YAP1, SKN7, GSH1, GSH2, TRX1 e TRR1 (Auesukaree, 2017),
estavam presentes nas duas linhagens, mas ndo se apresentaram diferencialmente

expressos. AIM11 é um gene que quando deletado leva ao aumento da perda de DNA
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mitocondrial em leveduras (Hess et al., 2009). Neste trabalho, ele estava 3,654 vezes mais
presente na linhagem menos tolerante, BY4741, ou seja, era um gene down-regulado em
Y02999. Sabendo que tanto VAR1 como AIM11 estdo envolvidos na perda de DNA
mitocondrial, hipotetiza-se que a menor expressdo de AIM11 em Y02999 esteja
contribuindo para a perda de DNA mitocondrial e contribuindo com a atividade de VAR1.
N&o foi possivel validar a expressdo de VAR1 por qPCR, pois como se trata de um gene
mitocondrial sua sequéncia é rica em adenina (A) e timina (T) e o primer que foi
desenhado para validacdo ndo funcionou na condicdo que o experimento foi conduzido.
Novos primers estdo sendo sintetizados para realizacdo do experimento.

ARG3 estava 3,0324 vezes mais expresso em Y02999 e corresponde a ornitina
carbamoiltransferase, enzima que catalisa a biossintese de citrulina a partir da ornitina,
sendo a citrulina um precursor para biossintese de arginina. Cheng et al. (2016)
mostraram o efeito protetivo da arginina contra o estresse por etanol em linhagens de S.
cerevisiae que superexpressavam ARG4, gene que codifica a arginina succinato liase,
enzima que catalisa a Ultima etapa da biossintese de arginina. A superexpressdo resultava
em um grande acumulo de arginina no interior das células quando submetidas ao estresse
de 8 % e 10 % (v/v) de etanol. Este acimulo acarretava em danos menores a parede celular
e membrana plasmatica pois mantinha a integridade das estruturas, além de promover a
estabilizacdo da morfologia e funcdo das organelas devido a diminuicdo da geragéo de
ROS. No ensaio pelo qPCR, foi observado a maior expressao de ARG3 em 12 % de etanol
(v/v), indicando que um maior acumulo de arginina dentro de Y02999 pode esta
contribuindo para a maior tolerancia observada nesta linhagem nesta concentragdo de
etanol.

O gene BTN2 apresentou FC igual a 2,9377 e caracteriza-se por ser uma proteina
de interacdo V-SNARE envolvida no trafico intracelular de proteinas, que quando
deletada causa erros de localizacdo de diversas proteinas (Espinazo-Romeu et al., 2008).
Kim et al. (2005) demonstraram a interacdo de Btn2p com a proteina Rhblp, responsavel
por regular a atividade da proteina de membrana Canlp, que é uma permease de arginina
e lisina, ou seja, estd envolvida na homeostase destes aminoacidos no interior da célula.
A delecdo de BTN2 leva a alteragdo na captacdo destes aminoacidos.

Espinazo-Romeu et al. (2008) mostraram que a delecdo de BTN2 diminui a
tolerancia a etanol em linhagens industriais submetidas ao estresse em meio YPD
acrescido de 15 % de etanol (v/v). Yamauchi et al. (2016) mostraram que os MRNAs de

BTN2 séo eficientemente traduzidos em condicdes de estresse severo por etanol (9 % e

57



10 %) e que os niveis da proteina Btn2p diminuem apds a eliminacdo do etanol.
Compilando as informaces obtidas de BTN2, hipotetiza-se que na presencga do estresse
por etanol este gene estd mais expresso para ajudar a manter captacdo de aminoacidos
que exercem efeitos protetores. Como Y02999 ¢é uma linhagem mais tolerante,
possivelmente a maior presenca de BTN2 possa estar contribuindo com esta caracteristica.
Pelo experimento de gPCR a diferenca de expressdo entre as duas linhagens nao
significativamente diferente, porém houve um perfil de maior expressdo em Y02999 nas
condicdes de 8 % e 12 % de etanol (v/v) validando o que foi observado no RNAseq e

reforcando a hipotese acima.
= Genes down-regulados em Y02999

Entre os genes down-regulados descritos no Anexo A os que foram escolhidos
para estudos seguintes séo ULI1, PEX17 e COX23.

ULI1 é um gene induzido pela resposta de proteinas mal-dobradas (UPR) do
reticulo endoplasmatico (Metzger et al., 2009). Navarro-Tapia et al. (2017) demostraram
a inducdo das vias de reposta UPRs durante o estresse de 8 % de etanol (v/v) em S.
cerevisiae BY4743 e ainda mostraram o impacto da tolerancia ao etanol em linhagens
deletadas para genes envolvidos na resposta UPR: IRE1, HAC1 e GCN4. Quando estes
trés genes foram deletados, S. cerevisiae se mostrou significativamente menos tolerante
em 8 % e 10 % de etanol (v/v) comparada com a linhagem parental. Analisando a
expressédo dos genes IRE1, HAC1 e GCN4 no presente trabalho, foi observado que eles
ndo se apresentaram diferencialmente expressos comparando BY4741 e Y02999. Este
resultado sugere que nem todos os genes envolvidos na via UPR tem sua expressao
alterada na delecdo de APJ1, mas isto ndo significa que a down-regulacdo observada para
ULI1 ndo esteja contribuindo para a maior tolerancia ao etanol vista em Y02999.

O gene PEX17 também é um gene down-regulado em Y02999, estando
aproximadamente 4 vezes mais expresso em BY4741. Este gene codifica uma peroxina
que faz parte do complexo de importagdo de proteinas componentes da matriz do
peroxissomo (Brown et al., 2003). Yoshikawa et al. (2009) relataram a importancia dos
genes envolvidos no transporte de proteinas peroxissomais em relacdo ao processo de
tolerancia em S. cerevisiae BY4742 quando submetida ao estresse de 8 % de etanol (v/v).
Linhagens deletadas dos genes PEX8, PEX14, PEX15, PEX17, PEX19 e PEX22 se
mostraram sensiveis a presenca do etanol. Uma das func¢Bes do peroxissomo €é a defesa

contra o estresse oxidativo causado pela geracdo de ROS (Brown et al, 2003), e sabe-se
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que o estresse por etanol leva a um estresse oxidativo. Analisando a expressao dos outros
genes responsaveis pela biogénese do peroxissomo descritos acima, ndo foi encontrado
nenhum que estivesse diferencialmente expresso entre as linhagens, somente PEX17.
Apesar do peroxissomo aparentemente apresentar um papel importante contra o estresse
oxidativo, isto ndo quer de dizer que a down-regulacéo de PEX17 ndo esteja contribuindo
para 0 aumento da tolerancia de Y02999, tendo em vista que a tolerancia é um processo
complexo.

COX23 é um gene que também aparece down-regulado em Y02999, estando cerca
5,5 vezes mais expresso em BY4741. Este gene codifica para uma proteina soltvel
localizada no espaco intermembrana da mitocondria que é responsavel pela homeostase
de cobre na mitocondria, além de ser essencial para expressdao da citocromo ¢ oxidase
(complexo IV da cadeia de transporte de elétrons) (Barros et al., 2004). Yoshikawa et al.
(2008) mostraram que a delecdo de genes envolvidos na biossintese da mitocondria,
ubiquinona e citocromo ¢ oxidase aumenta a sensibilidade de S. cerevisiae ao etanol por
causar deficiéncias na respiracao aerdbica. Ao avaliar a expressdo de alguns outros genes
que codificam proteinas que compdem o complexo 1V, foi visto que a maioria ndo se
encontra down-regulado em Y02999 como COX23, assim ndo é possivel afirmar que o
complexo IV ndo estd funcional nesta linhagem. Hipotetiza-se que a baixa expresséo
desse gene possa ser 0 inicio de uma resposta de Y02999 ao estresse oxidativo causado
pela geracdo de ROS na exposicdo ao etanol. Sabendo que genes relacionados a perda de
DNA mitocondrial se encontram up-regulados, talvez seja o processo de perda de DNA
mitocondrial o responsavel pela diminui¢do das atividades da mitocéndria e desregulagédo
de genes que codificam proteinas componentes dos complexos da cadeia de transporte de

elétrons.
= Genes ausentes em Y02999

Entre os genes ausentes em Y02999 na analise pelo RNAseq, os genes HESL,
COS12 e GMC2 se destacaram por estarem relacionados ao processo de tolerancia e
aparentemente nao possuirem ligacdo a maior tolerancia de Y02999.

HES1 é um gene envolvido na biossintese de ergosterol (Jiang et al., 1994). Em
condicGes de estresse por etanol ja foi relatado a importancia da presenca deste lipideo
para aumentar a rigidez da membrana plasmatica e diminuir a fluidez causada por altas
concentracgdes de etanol (Ding et al., 2009). Qiu et al. (2017), ao fazer mutacdes aleatorias

na subunidade Rpb7 da RNA polimerase Il, conseguiu identificar um mutante de S.
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cerevisiae BY4742 mais tolerante ao etanol comparado a linhagem controle, em meio
YPD solido acrescido de 10 % de etanol (v/v). Ao analisar os genes diferencialmente
expressos no mutante por DNA microarray e qPCR, os genes HES1, ERG4, ERG20 e
UPC2 envolvidos na sintese de ergosterol se encontravam up-regulados. Em uma anélise
de RNAseq feita por Li et al. (2017), submetendo a linhagem S. cerevisiae Sc131 ao
estresse com 10 % de etanol (v/v) em meio YPD por 4 horas, foi visto que 0s genes ERG2,
ERG3 e ERG24, estavam up-regulados. No presente trabalho, todos os genes descritos
envolvidos na sintese de ergosterol estavam expressos tanto na linhagem BY4741 e
Y02999, mas ndo apresentaram diferencas de expressao e HES1 ndo se encontrava
presente em Y02999. A partir destas observagdes podemos pensar que os genes avaliados
néo sdo genes que explicam a maior tolerancia ao etanol observada em Y02999.

GMC2 é um gene especifico de meiose envolvido na formacdo do complexo
sinaptonémico, responsavel por aproximar os cromossomos homologos para ocorréncia
do crossing-over. A formag&o deste complexo é mediada pela proteina Zip1p, que forma
filamentos transversais responsaveis por juntar os cromossomos. Gmc2p aparentemente
estd envolvida com a sumoilacdo de Ecm11p, que é outra proteina relacionada a formacéo
do complexo. Juntas, Gmc2p-Ecm1lp, facilitam a montagem de Ziplp, sendo que a
sumoilagdo de Ecm11p é crucial para acdo de Ziplp (Humphryes et al., 2013).

Kasavi et al. (2016) demonstraram que a delecdo do gene PMT7- que codifica
para uma provavel O-manosiltransferase possivelmente envolvida na manutencdo da
rigidez e estrutura da parede celular - em S. cerevisiae BY4743 leva ao aumento da
tolerancia ao etanol. Um estudo do transcriptoma desta linhagem deletada submetida a
um estresse de 8 % de etanol (v/v) por duas horas, demostrou que GMC2 se encontrava
up-regulada. Na analise pelo RNAseq deste trabalho foi observado a auséncia de GMC2
em Y02999 enquanto ECM11 se encontrava 3,6798 vezes mais expressa nesta mesma
linhagem e PMT7 se encontrava um pouco menos presente (log2 FC = -0,441). No
experimento de qPCR em 8 % de etanol (v/v) para validacdo da auséncia de expresséo
deste gene em Y02999, foi observado um comportamento de menor expressdo em
Y02999. Em 12 % de etanol (v/v) foi visto o comportamento contrario. Pode-se pensar
que em 8 % de etanol (v/v) a down-regulacdo esteja respondendo a maior tolerancia de
Y 02999 e com 0 aumento da concentracdo de etanol, a célula desenvolve novas maneiras
de se adaptar a nova condicao de estresse e a up-regulacdo de GMC2 em Y02999 passa a

ser uma forma de resposta da célula.
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O gene COS12 que codifica para uma proteina endossomal envolvida no turnover
de proteinas de membrana ndo teve a expressao detectada em Y02999. Alper et al. (2006)
mostraram que a dupla mutacdo para SPT15 (que codifica uma proteina de ligagdo ao
TATA box e é componente do fator de transcricdo basal TFIID) e COS12 em S. cerevisiae
BY4741 implicou na diminuicdo do crescimento quando cultivadas na presenca de 5 %
de etanol (v/v) e 6 % de glicose (m/v), indicando a sensibilidade do duplo mutante ao
etanol. No experimento de gPCR deste trabalho ndo foi possivel ver diferenca de
expressao significativa entre as linhagens, porém foi visto um comportamento de down-
regulacao em Y02999 nas concentracdes de 8 % e 12 % de etanol (v/v). Mesmo que Alper
et al. (2006) tenha mostrado o impacto negativo da delecdo de COS12 no processo de
tolerancia, ndo seria surpresa se a down-regulacdo neste trabalho sugerisse a maior
tolerancia observada em Y02999, tendo em vista que o processo de tolerancia é muito

complexo.

= Genes presentes somente em Y02999

Dentre 0s 18 genes expressos somente em Y02999, encontram-se onze genes de
funcBes ainda desconhecidas, trés retrotransposons, dois pequenos RNAs nucleares, um
gene envolvido na esporulacdo, responsavel pela formacdo da membrana do esporo
(PFS1) e COS2, que codifica para uma proteina endossomal envolvida no turnover de
proteinas de membrana plasmatica. Pouca informacdo p6de ser inferida do papel destes
genes no efeito da delecdo de APJ1 na condicdo de estresse por etanol. Estudos
posteriores dos genes desconhecidos sdo necessarios para uma correta correlacdo entre o
impacto da delecdo na expressao destes genes e a tolerdncia ao etanol, além de uma futura

validacao por outra metodologia.

= Genes avaliados no gPCR que foram escolhidos com base na literatura

Dois genes foram escolhidos para serem avaliados pelo gPCR com base nos papéis
descritos para eles na literatura em condicGes de estresse por etanol em S. cerevisiae. Eles
sdo OLE1 e HSP104.

O gene OLE1 codifica uma A°® dessaturase necessaria para a mono-insaturagio de
acidos graxos saturados, como acido palmitico e acido estearico (Stukey et al., 1990).
Uma resposta classica ao estresse por etanol em S. cerevisiae é a alteragdo da composigdo
dos lipideos da membrana plasmatica para contornar a o aumento da fluidez causado pelo

etanol e estabilizar a membrana (Stanley et al., 2010). Essa alteragdo correspondente ao
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aumento de &cidos graxos insaturados e ergosterol. As concentracfes de acido
palmitoléico e o &cido oléico sdo maiores em linhagens mais tolerantes ao etanol e a
insaturacdo de ambos os lipideos foi gerada pela atividade da dessaturase codificado pelo
gene OLEL (Archana et al., 2015). You et al. (2003) e Nasution et al. (2016) mostraram
que a superexpressdo de OLE1 em linhagens de S. cerevisiae laboratoriais aumentou a
tolerdncia das mesmas quando submetidas ao estresse de 5 % de etanol (v/v). Na anélise
de qPCR deste trabalho, em 8 % de etanol (v/v) o gene OLE1 ndo estava diferencialmente
expresso entre as linhagens, indicando que nessa concentracdo de etanol a delecdo de
APJ1 ndo altera a expressdo deste gene. Na condicdo de 12 % de etanol (v/v), foi
observado a down-regulacdo de OLE1 em Y02999, significando que a diminuicdo da
expressédo deste gene possa estar contribuindo para a maior tolerancia de Y02999 nesta
concentracdo de etanol. Apesar da literatura mostrar a importancia da presenca de OLE1
no aumento da tolerancia, isto nao significa que sua menor expressao em Y02999 nao
esteja contribuindo positivamente para a tolerancia.

O gene HSP104 é uma desagregase da classe das chaperonas Hsp100p que possui
um dominio AAA+ ATPase conservado. Coopera com a atividades das Hsp70p e Hsp40p
no desdobramento e reativacdo de proteinas agregadas (Yokom et al., 2016). A associacdo
com as pequenas Hsps facilita a acdo das Hspl04p no reparo e redobramento das
proteinas (Lytras et al., 2017). Est4 chaperona ja foi descrita como up-regulada em
condicdes de estresse por etanol (Ding et al., 2009; Stanley et al., 2010). O gene HSP104
teve sua expressdo avalidada pelo gPCR e foi visto que em 12 % de etanol (v/v) ele se
encontra up-regulado em Y02999, podendo sugerir que a maior tolerancia desta linhagem
nesta concentracdo de etanol esta relacionada com a maior resposta as proteinas mal
dobradas que surgem no estresse. Apjlp € uma putativa chaperona da familia das Hsp40p
contendo um dominio DNA J conservado. Este grupo de chaperonas € responsavel por
regular a atividade ATPase das Hsp70p (Fan et al., 2003). Hsp70p compreende
chaperonas envolvidas na prevengdo da agregacdo proteica, dobramento correto das
proteinas e solubilizacdo e redobramento de proteinas agregadas, sendo que todas estas
fungdes sdo guiadas pela ligacdo e hidrolise de ATP (Vogel et al., 2006). O mecanismo
pela qual a delecdo de uma chaperona (Apjlp) leva ao aumento da tolerancia ao etanol
em leveduras ainda ndo é conhecido, mas a up-regulacao de HSP104 sugere que a delecédo
estimula a producéo de outras Hsps.

Outros dois genes escolhidos para o gPCR foram UBC9 e SI1Z1. Estes genes sao

componentes da via de sumoilagdo, (modificacdo pds-traducional semelhante a
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ubiquitinacdo), sendo Ubc9p a enzima de conjugacdo E2, que contém um residuo de
cisteina onde o sumo é ligado, e Sizlp correspondente a ligases E3, que estimula a
transferéncia do SUMO a proteina que receberd a modificacao (Enserink, 2015).
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Figura 24: Sumoilacdo de proteinas alvo. Na etapa 1, ocorre a maturagdo do SUMO, onde
proteases especificas (SENPs) expdem um motivo glicina-glicina. Na etapa 2, 0 SUMO maduro
é ligado a um residuo de cisteina na enzima E1 (heterodimero SAE1-SAE?2). Nas etapas 3 € 4, 0
SUMO é transferido para um residuo de cisteina da enzima de conjugacéo E2 (Ubc9). Esta enzima
catalisa a conjugacédo do SUMO a um residuo de lisina da proteina alvo, de forma independente

ou juntamente com as E3 ligases. Fonte: Everett et al. (2013).

O interesse nestes genes veio do envolvimento de APJ1 na degradacdo de
proteinas sumoiladas (Sahi et al., 2013). Zhou et al. (2004) relataram que na presenca de
10 % de etanol (v/v) e 1 mM de H2O> ocorre um grande aumento de proteinas com esta
modificacdo. Dentre as proteinas sumoiladas descritas por Zhou et al. (2004), estavam as
préprias proteinas do complexo de sumoilag¢do (indicando auto-sumoilacdo), proteinas
envolvidas em repostas de danos ao DNA, algumas Hsps, Sodlp responsavel pela
eliminacdo de ROS, dentre outras.

A ideia da investigacdo destes genes foi entender transcricionalmente, como 0s
genes componentes da maquinaria de sumoilagdo se comportariam na auséncia de APJ1.
Esperava-se que eles se apresentassem down-regulados em Y02999, tendo em vista que
Apjlp ndo estaria presente na célula para degradar as proteinas com o0 sumo e assim nédo

seria necessaria uma maior transcricdo dos genes da maquinaria para repor as proteinas
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sumoiladas dentro da célula. Estas proteinas sumoiladas presentes no estresse por etanol
aparentemente contribuem positivamente a tolerancia das leveduras. A expresséo de
UBC9 e SIZ1 foi avalidada por gPCR e ndo foi obtido diferengas significativas de
expressao entre BY4741 e Y02999 nas condicdes de 8 % e 12 % de etanol. Com estes
resultados, é possivel concluir que a expressdo dos genes da maquinaria de sumoilacao
ndo é controlada em nivel transcricional e possivelmente existe um controle traducional
ou pds-traducional responsavel por manter a homeostase de proteinas sumoiladas no

interior da célula na presenca do estresse e auséncia de Apjlp.
6.2 CRISPR-Cas9 utilizando o vetor pML104 em K. marxianus CCT7735

Kluyveromyces marxianus é uma levedura que apresenta caracteristicas
favoraveis para aplicagdes industriais, como fermentacéo a altas temperaturas (> 40 °C),
rapido crescimento, capacidade de utilizacao de diversas fontes de carbono para producao
de etanol e fraca repressao por glicose, ou seja, ndo é necessario o esgotamento da glicose
para que outras fontes de carbono sejam fermentadas. Sua capacidade de tolerar altas
temperaturas e crescer em diversos substratos a torna interessante para o processo de
sacarificacdo e fermentacao simultaneos, o que diminuiria os custos de resfriamento e 0s
riscos de contaminacao do processo de producdo de etanol. Porém, esta levedura possui
algumas limitagdes, como o0 aumento da respiracdo na presenca de pentoses, o0 que resulta
em uma baixa producdo de etanol. Também apresenta baixa tolerdncia a altas
concentracdes de etanol, o que limita sua utilizacdo industrial para producdo deste
biocombustivel (Gao et al., 2015; Lertwattanasakul et al., 2013; Lertwattanasakul et al.,
2015; Diniz et al., 2017). Costa et al. (2014), mostraram que a K. marxianus CCT7735
(linhagem utilizada neste trabalho), é capaz de crescer em meio YPD com apenas 6 % de
etanol (v/v) quando incubada a 30 °C, nenhum crescimento foi observado em 8 % e 10 %
de etanol (v/v). Mostraram também que 0 aumento da temperatura diminui ainda mais a
tolerancia, a 45 °C esta linhagem cresceu somente em 2 % de etanol (v/v), nédo
apresentando nenhum crescimento em 4 %, 6 %, 8 % e 10 % (v/v).

Como a delecdo de APJ1 mostrou um fenétipo de aumento de tolerdncia em S.
cerevisiae, surgiu a ideia da utilizagéo do sistema CRISPR-Cas9 para silenciamento deste
gene em K. marxianus CCT7735, na tentativa de promover o aumento da tolerancia ao
etanol. O sistema escolhido foi o vetor pML104, que expressa tanto a Cas9 como o gRNA.
O funcionamento deste vetor foi validado por Laughery et al. (2015) em S. cerevisiae,

mostrando que quando a levedura era transformada com o pML104 clonado com o0 gRNA
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a porcentagem de transformantes mutantes para o gene de interesse foi 23 % (de 13
colbnias investigadas, 3 apresentavam a mutacdo). Essa porcentagem aumentou para 97
% (de 36 coldnias investigadas) quando juntamente com o vetor, foi transformado um
hibrido de oligos de 90 nucleotideos que recombina homologamente dentro do gene alvo.
Estes oligos apresentavam uma mutag¢do na sequéncia 5°-NGG e ao ser inserido por
recombinacéo, alterava o quadro de leitura dos cddons e a proteina final codificada pelo
gene perdia funcionalidade.

A edicéo pelo sistema CRISPR-Cas9 pode ocorrer pelos dois sistemas de reparo
de quebra de dupla fita, a juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ) e o reparo por
recombinacdo homologa (RH). K. marxianus, diferentemente de S. cerevisiae, possui 0
mecanismo NHEJ muito ativo e usa pouco o RH. Sendo assim, a taxa de edi¢cdo com um
DNA doador é baixa pois ele ndo integra eficientemente no gene alvo, fazendo
integracOes aleatorias no genoma (Juergens et al., 2018; Nambu-Nishida et al., 2017).
Por isso neste trabalho n&o foi desenhado um DNA doador e a edi¢éo deveria ocorrer pelo
reparo NHEJ.

A clonagem do gRNA ndo ocorreu da forma correta, inserindo duas cépias do
gRNA ao invés de uma unica copia. A figura 25 ilustra a clonagem esperada dentro do
pML104 e a clonagem com os dois guias obtida. Apesar disso, 0 gRNA 2 indicado na
figura 25-B permaneceu na orientacdo correta e ao ser transcrito vai gerar um gRNA que
possivelmente pode guiar a clivagem pela Cas9. Além disso, ao gRNA 2 sera adicionado
corretamente a extensdo do gRNA presente no pML104. Ao ser transcrita, essa extensdo
gera uma estrutura de RNA secundaria necessaria para o reconhecimento do ponto de
clivagem pela Cas9.

5] | I | 3.
3. | | I | | 5°..
pML104 gRNA pML104
... | I E
3 | I I E
pML104 gRNA 1 gRNA 2 pML104

Figura 25: A. Clonagem esperada de somente um gRNA dentro do pML104. B. Clonagem obtida
com dois gRNAs (1 e 2) dentro do vetor.
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O experimento para verificar a expressao de Cas9 em S. cerevisiae e K. marxianus
foi inconclusivo, ja que os dois primers desenhados para o experimento anelavam de
forma inespecifica no genoma das leveduras ndo transformadas. Esperava-se, mesmo com
a inespecificidade, que nas leveduras transformadas a banda observada no gel fosse mais
forte, indicando que além da banda inespecifica haveria a presenca de cDNA de Cas9.
Este perfil ndo foi observado, levando a pensar que a Cas9 ndo estaria sendo expressa em
nenhuma das duas leveduras.

Uma questdo levantada para utilizacdo do vetor em K. marxianus era se 0S
promotores que controlam a expressao do gRNA e Cas9 iriam ser reconhecidos pela
maquinaria de transcricdo da célula. O promotor para 0 gRNA € o pSNR52 de S.
cerevisiae, que é um promotor reconhecido pela RNA polimerase Ill, e para Cas9 é o
pTDH3 de S. cerevisiae que é um promotor forte reconhecido pela RNA polimearse I,
(Juergens et al., 2018). Porém, Juergens et al. (2018), mostraram a utilizacdo do pTDH3
de S. cerevisiae para expressdao do gRNA em K. marxianus NBRC1777 e K. marxianus
CBS397 e a edigdo funcionou nas duas linhagens. Lobs et al. (2017) utilizaram o
promotor pSNR52 de S. cerevisiae para expressar 0 gRNA em K. marxianus 6556 e
também tiveram sucesso na edicao, apesar de Juergens et al. (2018) ter relatado que este
promotor talvez ndo possa ser utilizado por todas as espécies de leveduras. Estes trabalhos
nos levaram a concluir que que a Cas9 possivelmente esta sendo expressa pela maquinaria
de transcricdo, porém ela pode nédo estar sendo traduzida de forma eficiente ou necessita
de uma otimizacdo dos codons para aumentar a eficiéncia de edicdo em K. marxianus,
como feito por Lobs et al. (2017). Outra questdo era se Cas9 poderia ser toxica para célula.
Stovicek et al. (2017), relataram trabalhos em que a presenca de Cas9 causava limitagdes
no crescimento em leveduras quando a expressdo era controlada por promotores fortes.
Porém, este ndo foi o problema deste trabalho, pois muitos transformantes cresceram na
placa com meio seletivo e quando inoculados em meio seletivo liquido cresciam bem em
16 horas.

O sequenciamento de Sanger de 4 colbnias selecionadas aleatoriamente, mostrou
que ndo houve nenhuma alteracéo de nucleotideo na regido de corte pela Cas9. A figura
26-A mostra 0 ponto de corte da Cas9 esperado por Laughery et al. (2015). Foi nesta
mesma regido que a alteracdo de bases foi investigada no presente trabalho, figura 26-B,
tendo em vista que o gRNA foi desenhado para um 5’ TGG que se encontrava no comego

da sequéncia de APJ1, préximo ao ATG inicial. A escolha deste gRNA foi estratégica,
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pois quando a alteracdo ocorre no inicio da regido codificadora maiores séo as chances

de truncar a proteina e fazer com que ela perca suas func¢des bioldgicas.

A
Corte cas9
TRP1 ORF Jl
gDNA: 5’ ATGTCTGTTATTAATTTCACAGGTAGTTCTGGTCCATTGGTGAAAGTTTGCGGCTTGC. . 3"
Sequéncia gRNA PAM
B
Corte cas9
APJ1 ORF Jl

gDNA: 5’ ATGGTGAAAGATACGAAACTTTACGATATTCTGGAGGTGAGCGCGGATGCCACTG. . 3’

T

SequénciagRNA  PAM

Figura 26: A. Esquema do 5’ NGG (sequéncia PAM) escolhido para guiar a clivagem da Cas9 no
gene TRP1 de S. cerevisiae. O gRNA corresponde a Sequéncia gRNA indicada na figurae o ATG
sublinhado corresponde ao ATG de inicio da traducdo, Fonte: Modificado de Laughery et al.
(2015). B. Esquema do 5° NGG escolhido para guiar a clivagem em APJ1 de K. marxianus
CCT7735.

O namero de coldnias investigadas por sequenciamento foi pouco tendo em vista
que a placa resultante da transformacao estava toda preenchida com col6nias. Sabendo
que a porcentagem de colbnias editadas encontrada por Laughery et al. (2015) foi baixa
quando a edicdo ocorreu pelo reparo NHEJ, talvez seja interessante fazer futuramente
uma amostragem maior de colbnias para investigagdo e comprovacdo do nao
funcionamento do sistema. Novas tentativas de digestdo e clonagem também devem ser
realizadas para clonar somente um guia no vetor e aumentar as chances do RNA guia
anelar corretamente em seu alvo.

Outras alternativas de sistemas para edi¢cdo também sdo possiveis. Varias
estratégias de construcdo de vetores tém sido feitas para aplicar o sistema CRISPR-Cas9
nas mais diversas espécies de leveduras, como por exemplo, K. marxianus, K. lactis,
Ogataea polymprpha, Candida glabrata e Yarrowia lipolytica (Enkler et al., 2016;
Juergens et al., 2018; Schwartz et al., 2015). No caso de K. marxianus, o bloqueio de

genes envolvidos no sistema de reparo NHEJ tem funcionado como estimulador do reparo
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por recombinacdo, como mostrado por Nambu-Nishida et al. (2017). Neste trabalho, os
genes NEJ1 e DNL4, envolvidos no mecanismo de reparo NHEJ, foram inativados por
mutacao pontual e 0 mutante para cada gene foi transformado com um oligo que possuia
50 pares de bases de homologia com o gene alvo e recombinava no ponto de clivagem da
Cas9. Foi visto para a linhagem wild-type uma taxa de 28 % de integracao dentro do alvo,
sendo que para o mutante NEJ1 esta taxa foi de 84 % e para o mutante DNL4 a taxa foi

de 92 %, indicando o aumento da eficiéncia do reparo por homologia.
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7. CONCLUSAO

Pela analise comparativa do transcriptoma de S. cerevisiae BY4741 e Y02999 e
avaliacdo de alguns genes candidatos por qPCR, foi possivel concluir que a dele¢éo de
APJ1 altera a expresséo de genes na presenca do estresse de 12 % de etanol (v/v), como
HSP104, ARG3 e OLEL. Estes genes diferencialmente expressos estdo relacionados a
maior tolerancia observada em Y02999. Também foi possivel concluir, que a transcricao
de genes componentes da maquinaria de sumoilacdo das células (UBC9 e S1Z1) ndo é
alterada na presenca do etanol, significando que o controle da sumoilag&o na presenga do
etanol ndo é transcricional. Como perspectiva para este trabalho, tem-se a validacdo da
expressao por gPCR de outros genes diferencialmente expressos entre as linhagens na

analise do transcriptoma.

Para a edigdo de APJ1 em K. marxianus CCT7735 utilizando o vetor pML104,
ndo foi possivel concluir a efetividade do sistema pois poucas coldnias foram
investigadas. Como perspectiva, fica a investigacdo de um ndmero maior de
transformantes. Também pode ser feito o bloqueio de genes envolvidos no reparo NHEJ
afim de estimular a recombinacdo homdloga e aumentar as chances de sucesso da edicao.
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ANEXO A
Tabela A.1- Genes expressos somente em S. cerevisiae Y02999

Nome do FPKM FPKM Funcao*
gene Y02999 1 BY4741 média
SnR75 5087,18 0 C/D box snoRNA (small nucleolar RNA); guia a 2°-O-metilagdo do rRNA presente na subunidade maior na posicéo
G2288.
RDT1 317457 0 Fase aberta de leitura curta. Talvez seja um novo gene codificador de proteina que originou a partir de uma sequéncia

nao codificadora.

snR38 1560,86 0 C/D box snoRNA guia a 2’-O-metilacdo do rRNA presente na subunidade maior na posi¢cdo G2815.
YJLO77W-B 1025,05 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YLR264C-A 292,561 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YCRO95W-A 39,567 0 Proteina putativa de funcéo desconhecida.
YDRO098C-A 15,9288 0 Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol, traduzido como TYA ou poliproteina TYA-TYB. Gag é uma
proteina nucleocapsidica que € o componente estrutural dos VLPs (virus-like particles), similar ao Gag retroviral.
YJR128W 15,2962 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YMRO001C-A 9,04735 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YGLO015C 8,33528 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YLR111W 4,02176 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YHLO037C 2,90839 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YHLO41W 2,85952 0 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YCLO75W 2,11026 0 Pseudogene: codifica fragmento da proteina TY Pol.
PFS1 1,07872 0 Proteina de esporulacéo requerida para formacgao da membrana plasmatica do esporo.
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COS2
YMLO45W

YDR210W-A

0,727951
51955

0,0003299

Proteina endossomal envolvida no turnover de proteinas de membrana plasmatica.

Retrotransposon de TYA Gag e genes TYB Pol, transcrito e traduzido como uma unidade, poliproteina é processada
para fazer a proteina do nucleocapsideo (Gag), transcriptase reversa, protease e integrasse. Similar aos genes
retrovirais.

Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol, traduzido como TYA ou poliproteina TYA-TYB. Gag € uma

proteina do nucleocapsideo que é um constituinte estrutural dos VLPs (virus-like particles).
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Tabela A.2- Genes expressos somente em S. cerevisiae BY4741

Nome do FPKM FPKM Funcéo
gene Y02999 1 BY4741 média
FMP49 0 0,00363739 Proteina mitocondrial de funcdo desconhecida.
VPS63 0 0,00707415 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
PWR1 0 0,0146235 ncRNA intergénico regulatorio; um dos dois ncRNAs que fazem papel central na regulagdo da transcricdo da proteina
Flollp.
YRF1-1 0 0,02412925 Helicase codificada pelos Y’elementos da regido subtelomérica. Altamente expressa em mutantes sem o componente da
telomerase Tlclp, potencialmente fosforilada pela Cdc28p.
YER138C 0 0,02929675 Retrotransposon de TYA Gag e genes TYB Pol.
YLLO67C 0 0,03657545 Elemento putativo Y’, helicase ATP dependente.
COS3 0 310565 Proteina endossomal envolvida no turnover de proteinas de membrana plasmatica.
YMLO40W 0 34035 Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol, traduzido como TYA ou poliproteina TYA-TYB.
YHL049C 0 978965 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YRF1-2 0 9880975 Helicase codificada pelos Y’elementos da regido subtelomérica. Altamente expressa em mutantes sem o componente da
telomerase Tlclp, potencialmente fosforilada pela Cdc28p.
YAR010C 0 0,2435455 Retrotrasnposon do gene TYA Gag, cotranscrito com TYB Pol.
YPR137C-A 0 0,2950715 Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol, traduzido como TYA ou poliproteina TYA-TYB.
YFLO15C 0 0,3999825 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YLLO66C 0 0,412928 Putativo elemento Y’ helicase dependente de ATP. Nao é um gene essencial.
SPS4 0 0,415535 Proteina cuja expressao é induzida durante a esporulacdo, entretanto ndo é requerida para esporulagdo. Expressao

heter6loga em E. coli induz resposta SOS que indica dano em DNA.
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YFLO12W
LDS1
YGL118C
FDH2
MF(ALPHA)L
YFLO66C
YPROG4W
YGL138C
RUF22
YDR210W-C
YER189W
FDH1
GAT4
PAU11
PAU13
PAU20

YPR202W
SNO4

PAU3

OO O O O O O O O O O o o o o o o

o

0,471936
0,4730575
0,4883875

0,50794
0,510915
0,516994

0,52495

0,5775495
0,623555
0,624475
0,6655
0,6728375

0,67609

0,68701

0,68701

0,68701

0,703285
0,707245

0,718065

Proteina putativa de funcéo desconhecida, transcrita durante esporulagéo.
Proteina envolvida ha montagem da parede de esporos, tem similaridade com Lds2p e Rrt8p.
Proteina putativa de funcéo desconhecida. Ndo é um gene essencial.
Formato desidrogenase dependente de NAD (+). Talvez proteja as células de formato exdgeno.
Mating feromonio de fator-alfa, feitor por células alfa. Envolvido nos mecanismos que levam ao acasalamento.
Proteina do tipo helicase codificada dentro de elementos teloméricos Y’.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
RNA de funcdo desconhecida.
Gene TYA Gag retrotransposon co-transcrito com TYB Pol. Traduzido como poliproteina TYA ou TYA-TYB.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Formato desidrogenase dependente de NAD (+). Talvez proteja as células de formato exdgeno.
Proteina que contém motivos zinc finger da familia GATA, envolvida na montagem da parede do esporo.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida. Expresséo é induzida apds choque por etanol.
Proteina putativa de funcéo desconhecida. Expressdo induzida por baixas temperaturas, em condi¢des anaerodbicas e
durante a fermentag&o alcodlica.

Proteina putativa de funcdo desconhecida.

Possivel chaperona e cisteina protease. Requerida para a reprogramac&o transcricional durante a mudanga diauxica e
para sobrevivéncia em fase estacionéria.

Membro da familia multigénica seripauperina. Codificado principalmente na regido subtelomérica. Ativo durante a

fermentacdo alcodlica, regulado por anaerobiose, negativamente regulado pelo oxigénio, reprimido pelo grupo heme.
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YELO75C
YLR255C
GMC2

YCR025C
YBLO44W
YER085C
YDR102C
YDRO010C
YELOO9C-A
YLR157C-B

YAR068W
IRC13
YPL261C
YDR114C

YGRO25W
YNL143C
YCR022C
YOR376W

o O o o

o O o o

0,72052
0,721935
0,7265575

0,72895
0,744505
0,8106095
0,81846
0,81846
0,856875
0,8772725

0,896466
0,92319
0,963965
1,00828

1,00828
1,009575
1,03164
1,067445

Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina envolvida no crossing over meidtico. Componente do Complexo Sinaptonemal junto com Ecm11p. Promove a
sumoilacdo de Ecm11p.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Genes retrotransposon TYA Gag e TYA Pol. Transcrito/traduzido com uma unidade. Poliproteina processada para gerar
uma proteina tipo nucleocapsideo (Gag), Transcriptase reversa (RT), Protease (PR) e integrasse (IN). Similar a genes
retrovirais.

Proteina de funcéo desconhecida induzida em células com deficiéncia respiratoria.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de funcdo desconhecida. A delecdo do gene leva a diminuicéo do crescimento em pHs elevados e
elevadas concentragdes de calcio.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.
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YJLOO7C
SPO19

YALOG64W
YOR343C
YHLO05C
IPL1
YCROO1W
YHR125W
SAE3
YDR261C-C
YLRO12C
YOLO085C
HED1
YDR157W
YBR292C
YGR273C
YLR462W
PAU10

COS12
YLR296W

O O O O O O O O O o o o o o o o

o

1,0881
1,1288935

1,16736
1,18106
1,182365
1,18425
1,257445
1,26301
1,26546
1,30381
1,39992
1,54843
1,631035
1,702055
1,879815
2,044755
2,073975
2,081195

2,104435
2,10758

Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Prosporo proteina especifica de meiose, requerida para produzir a forca de flexdo necessaria para a montagem
apropriada do prosporo durante a esporulacéo.
Proteina de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Aurora quinase do complexo cromossomal passageiro. Ajuda a manter o cromossomo condensado durante a anafase.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina especifica de meiose envolvida na recombinacdo meidtica.
Retrotransposon TYA Gag gene cotranscrito com TYB Pol.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina especifica da meiose, requerida para a normal morfogénese do complexo sinaptonemal.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida similar as helicases.
Proteina de fungdo desconhecida; membro da familia multigénica seripauperina, codificada principalmente em regies
subtelomérica.
Proteina endossomal envolvida no turnover de proteinas da membrana plasmatica, membro da subfamilia DUP380.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.
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YILO54W 0 2,215435 Nao essencial proteina de fungdo incerta. Talvez tenha uma acdo como regulador negativo da transcrigdo de genes

envolvidos no crescimento de peseudohifas.

YHR139C-A 0 2,21872 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YMRO30W-A 0 2,218825 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
ECM23 0 2,23836 Nao essencial proteina de fungdo incerta. Talvez tenha uma acdo como regulador negativo da transcrigédo de genes

envolvidos no crescimento de peseudohifas.

YFL064C 0 2,440855 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YKL102C 0 2,46969 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
HES1 0 2,476655 Proteina envolvida na regulacdo da biossintese de ergosterol.
YMR082C 0 2,54756 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YLR112W 0 2,701275 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
AHT1 0 2,705325 Proteina putativa de funcdo desconhecida. Supressor multicopia de defeitos de transporte de glicose, provavelmente
devido a presenca de elemento regulatério Hxt4p.
CSm4 0 2,73138 Proteina requerida para segregacdo acurada dos cromossomos durante a meiose.
YER084W 0 2,7664 Proteina de fungdo desconhecida.
YORO008C-A 0 2,826385 Proteina putativa de funcéo desconhecida; inclui um dominio potencial de transmembrana. Deleg&o resulta em telémero
levemente aumentados.
YPL0O8OC 0 2,883105 Proteina putativa de fungdo desconhecida.
YKR0O73C 0 2,99982 Proteina putativa de fungdo desconhecida.
VEL1 0 3,094555 Proteina de fungdo desconhecida. Fortemente induzida em condicGes de deplecéo de zinco e tem expressao aumentada
em mutantes com NAP1 deletado.
YHR130C 0 3,273295 Proteina putativa de funcéo desconhecida, conservada em linhagens de S. cerevisiae. Ndo é um gene essencial.
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API2
YDL022C-A
YDR246W-A

YGL235W

JIP3
YLR236C
YDL177C
YPL278C
YMR254C

YERO39C-A
YALOG3C-A
YORO072W
YBLO39W-A
YLRO53C
PAUS

YCR0O41W

LSO1

o O o o

OO O O O O O O o o o o

3,354885
3,363595
3,398975
3,56509

3,684745
3,846595
4,14946
4,231745
4,307325
5,00125
5,08117
5,138775
5,33065
5,709495
5,831985

5,914795

5,9923

Proteina putativa de funcdo desconhecida, conservada em linhagens de S. cerevisiae.
Proteina de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.

Proteina putativa de funcdo desconhecida, potencial substrato de Cdc28p. Mutantes nulos apresentam aumento de
resisténcia aos agentes antifingicos gliotoxina, cicloheximida e H2O..
Proteina putativa de funcéo desconhecida, conservada entre linhagens de S. cerevisiae.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Membro da familia multigénica das seripauperinas. Codificado principalmente em regifes subteloméricas, ativa durante
fermentacdo alcodlica, regulado por anaerobiose, negativamente regulado por oxigénio, reprimida por heme.
Proteina de fungdo desconhecida. Sua superexpressdo suprime as perdas de alta frequéncia de mini-cromossomos,
provavelmente por aumentar a taxa de segrega¢do adequada de cromossomos.

Proteina com papel potencial na resposta a privagdo de ferro. Transcri¢do aumenta durante privacao de ferro e durante

tratamento com cobre.
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PAU17

YFLOG7W
YBR0O32W
YIR020C
YGR240C-A
YFLO41W-A
YCRO50C
LOT6

YOLO97W-A
YBR200W-A
YOL159C-A
YPR195C
YORO11IW-A
YBRO72C-A
YHR175W-A
YORO034C-A
YOR105W
YBR230W-A
YOR161C-C

OO O O O O O O o o o o

6,26609

6,476675
6,71019
7,21603

7,287115

8,3932
8,85901
9,228555

9,2613
10,2944
11,52025
12,038475
12,173205
12,28395
13,11325
13,1395
14,32743
14,49495
14,68235

Proteina de funcdo desconhecida, membro da familia multigénica das seripauperinas. Codificado principalmente em
regibes subteloméricas. Ndo é um gene essencial.
Proteina de funcdo desconhecida; down-regulada em baixas concentracdes de calcio.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de fungdo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina ndo-essencial de fun¢do desconhecida.

FMN-dependente NAD(P)H: quinona redutase, desempenha papel em morte celular do tipo apoptose. Provavelmente
envolvida em desintoxicacdo de quinonas. Expresséo elevada em baixas temperaturas. Em condic@es redutoras,
sequestra o fator de transcrigdo Cin5p no citoplasma em complexo com o proteassomo.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina de fungdo desconhecida, superexpressao afeta o trafico de proteinas endociticas.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina de fungdo desconhecida.

Proteina putativa de fungdo desconhecida.

Proteina de fungdo desconhecida.
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YHR007C-A
APJ1
YDRO034C-A
MHF2
YKLO65W-A
PAI3
YJLO47C-A
YOR376W-A
YBL101W-C
RDN5-1

SNR56

YOR302W
snR24

O O O O O O o o o o

o

17,97648
18,7887
21,17265
22,0377
22,34615
27,98305
46,0196
49,15125
124,328
140,9415

656,56

1977,635
9155,245

Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Chaperona com papel na degradacdo de proteinas sumoiladas. Membro da familia do tipo DnalJ.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Componente do complexo heterotetrdmico MHF envolvido no dobramento de histonas.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Inibidor da proteinase citoplasmatica A (Pep4p).

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

RNA ribossomal 5S, componente da subunidade ribossomal 60S. Transcri¢do é mediada pela Pollll e ativada por
TFIHIA e TFIIE. Talvez tem um papel na fidelidade da traducéo.
C/D box snoRNA (small nucleolar RNA). Guia a 2"- O —metilacdo presente na subunidade menor rRNA na posicdo
G1428.
Peptideo atenuador de arginina. Regula a tradu¢cdo do mRNA Cpalp.
C/D box snoRNA (small nucleolar RNA). Guia a metilacdo da subunidade maior rRNA nas posicdes C1437, C1449 e

C1450.
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Tabela A.3- Genes expressos em S. cerevisiae BY4741 e Y02999

Nome do FPKM FPKM FC (Y02999 1/ log2 FC Funcao
gene Y02999 1 BY4741 BY4741 média)
média

Genes up-regulados
IME4 6,37416 0,00138841 4590,9947 12,1646 MRNA metiltransferase N6-adenosina, requerida para entrada em meiose,
media a metilagdo de N6-adenosina nos reguladores de meiose IMEL,
IME2 e IME4 durante a inducdo da esporulagéo.

NAG1 2,615 0,0026627 982,0877 9,9397 Proteina envolvida na biogénese da parede celular de leveduras.
YBL101W-A 0,82883 0,051502 16,0932 4,0084 Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol.
YDR278C 8,05195 0,904005 8,9070 3,1549 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
JJJ3 11,7777 1,486505 7,9231 2,9861 Proteina de fun¢do desconhecida. Contém um dominio DnaJ e um
dominio CSL dedo de zinco. Envolvida na biossintese de diftamida.
PRM6 10,8021 1,48295 7,2842 2,8648 Transportador de potassio que medeia o influxo de K+. Ativa o sistema

de influxo de Ca?* durante resposta ao feromonio de conjugacéo.

Expressdo up-regulada em resposta ao fator alfa.

YNLO42W-B 14,0921 1,96339 17,1774 2,8435 Proteina putativa de funcdo desconhecida.
YORO032W-A 27,6781 4,134905 6,6938 2,7428 Proteina de fungdo desconhecida.
NAT4 2,21251 0,3712485 5,9596 2,5752 N-alfa-acetil-transferase, envolvida na acetilacao dos residuos N-
terminais das histonas H4 e H2A.
RPM1 67,7422 11,82268 5,7299 2,5185 RNA componente da RNase P mitocondrial.
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YGRO50C
YIR018C-A
Q0255
YGL149W
YLR307C-A
YDL241W
YCLOO1W-B
YMR175W-A
YNL162W-A
AIRL

YFR032C-B
SRL4

YHLOO9W-A

JLP2

YJL218W
FYV12

tS(UGA)Q2

20,8207
109,082
9,20298
9,75855
7,03012
9,68886
7,56692
18,3028
11,4996
8,11985

6,52371
2,18157

1,32135

10,3981

5,56308
2,51943

2206,63

3,97983
21,27865
1,85715
1,97131
1,42208
1,965675
1,564275
3,82087
2,500615
1,766405

1,42208
0,4801

0,29556865

2,39324

1,3034985
0,59957

538,015

5,2316
5,1264
4,9554
4,9503
4,9435
4,9290
4,8373
4,7902
4,5987
4,5968

4,5874
4,5440

4,4705

4,3448

4,2678
4,2021

4,1014

2,3872
2,3579
2,3090
2,3075
2,3055
2,3013
2,2742
2,2601
2,2012
2,2006

2,1977
2,1840

2,1604

2,1193

2,0935
2,0711

2,0361

Proteina de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina do tipo maturase.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina zinc knuckle. Envolvida no processamento e degradacéo de
RNA nuclear, por ser componente do complexo TRAMP.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina de funcdo desconhecida, envolvida na regulagédo da producao de
dNTP.

Retrotransposon TYA Gag co-transcrito com TYB Pol, transcrito como
TYA ou poliproteina TYA-TYB.

Proteina de fungdo desconhecida, contem sequéncia que se assemelha a
um dominio J.

Putativa acetiltransferase.

Proteina de fungdo desconhecida, requerida para sobrevivéncia quando ha
exposicdo a toxina K1.

Serina mitocondrial tRNA (tRNA-Ser).
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ABM1

SLD2

YML133C
PAU12

ECM11

YKRO41W
TOMS

CWC15

5,70218

4,03791

0,126668
5,79436

0,828157

2,69828
388,855

10,4811

1,42775

1,013957

0,031874
1,519975

0,225053

0,734992
106,7796

2,88553

3,9938

3,9823

3,9740
3,8121

3,6798

3,6712
3,6417

3,6323

1,9978

1,9936

1,9906
1,9306

1,8796

1,8762
1,8646

1,8609

Proteina de funcdo desconhecida, requerida para organizacdo adequada
dos microtubulos.

Proteina de anelamento e ligacdo a origem de replicacdo. Requerida para
inicio da replicacdo de DNA. Fosforilada na fase S por ciclinas
dependentes de quinases (cdks). Envolvida na formacao do complexo
Dpb11. Componente do complexo de pré-carregamento. Se liga ao
complexo Mcm2-7 para prevenir interagdo inapropriada com o complexo
GINS durante a fase G1.

Putativo Y’ elemento helicase ATP-dependente.

Proteina de funcéo desconhecida, membro da familia multigénica das
seripauperinas, codificado principalmente em regides subteloméricas.
Proteina meiose-especifica, componente do complexo sinaptonemal junto
com Gmc2p, requerida para formacdo eficiente do crossover e para o
carregamento eficiente da proteina Zip1p. E sumoilada de uma maneira
dependente de Gmc2p e a sumoilagdo é essencial para sua fungdo na
meiose.

Proteina de fungdo desconhecida.

Componente do complexo TOM (translocase da membrana exterior),
responsavel pelo reconhecimento e importag&o inicial de todas as
proteinas direcionadas para as mitocondrias.

Proteina ndo-essencial envolvida no splicing de pré-mRNA.
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OST4

MF(ALPHA)2
YIL086C
YKRO32W
YBR144C
YDL114W

YMR244W

SPG3

SRT1

DCV1
VAR1

342,741

13,3
9,38674
4,03209
4,54979
2,51544

4,90174

33,6503

3,92705

4,84052
15,5223

94,5205

3,72408
2,64168
1,14092
1,3044

0,727027

1,435585

9,87989

1,1552365

1,43251
4,73972

3,6261

3,5714
3,5533
3,5341
3,4880
3,4599

3,4145

3,4059

3,3993

3,3790
3,2749

1,8584

1,8365
1,8292
1,8213
1,8024
1,7907

1,7717

1,7681

1,7653

1,7566
1,7115

Subunidade do complexo oligossacariltransferase do Iimen do reticulo
endoplasmatico. Este complexo catalisa a glicosilacdo de proteinas
ligadas a asparagina. Proteina de membrana Tipo | requerida para
incorporacdo de Ost3p ou Ost6p dentro do complexo OST.
Feroménio de conjugacado do fator alfa, feito pelas células alfa.
Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Desidrogenase/redutase putativa de cadeia curta, ndo é um gene
essencial.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina requerida para sobrevivéncia a altas temperaturas durante a fase
estacionaria. Nao é necessaria para o crescimento em fontes de carbono
ndo-fermentéveis.

Forma o complexo diidrodolicol difosfato sintase (DDS) com Nus1p.
Envolvida na biossintese de dolicois de cadeias longas. Transcri¢éo é
induzida na fase estacionaria.

Proteina de fungdo desconhecida.

Proteina ribossomal mitocondrial da subunidade menor. Talvez
desempenha um papel na perda de DNA mitocondrial em condicGes de

estresse.
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IMP3

SPR28

YFLO19C

SPS1

YAP6

21,9204

1,10426

14,9058

7,31678

10,5959

6,702895

0,345612

4,673795

2,37395

3,45489

3,2703

3,1951

3,1892

3,0821

3,0669

1,7094

1,6759

1,6732

1,6239

1,6168

Componente do SSU processomo, necessario para o processamento do
pré-18S rRNA. Interage com Mpp10p e medeia a interacdo de Imldp e
Mpp10p com U3 snoRNA.

Proteina especifica de esporulacdo, homologa da familia de genes
CDC3/10/11/12. Expressa em altos niveis durante a divisdo meidtica e na
formac&o de ascosporos.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Putativa serina/treonina quinase. Necessaria para o eficiente
empacotamento de esporos, desenvolvimento da membrana do prosporo e
localizagdo de enzimas envolvidas na sintese da parede do esporo. E
requerida para a fosforilacdo e turnover de Sspl. Expressa no final da
meiose.

Fator de transcri¢do bZIP (basic leucine zipper). Interage fisicamente
com complexo Tupl-Cyc8 e recruta Tupl para seus alvos. Analises
computacionais sugerem um papel na regulagdo da expressédo de genes
envolvidos no metabolismo de carboidratos. Ativador transcricional
envolvida na regulacdo de genes expressos em resposta a mudancas
ambientais e necessidades metabdlicas. Regula genes envolvidos na
biogénese de ribossomos, sintese de proteinas, metabolismo e transporte
de carboidratos. Sua superexpressdo confere resisténcia ao

metilmetanosulfato e mitomicina e aumenta a tolerancia a sédio e litio.
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RME3

ARG3

ECM12

YBRO56W-A
BTN2

YGL262W
YELOO8W

YDR344C
YJRO29W
RPA12

5,47882

8,5785

13,7358

140,202
27,3663

4,43407
7,32617

7,57317
0,272068
25,0025

1,79465056

2,82892

4,576415

47,7114
9,3157

1,50987
2,517295

2,635315
0,0952335
8,774555

3,0529

3,0324

3,0014

2,9385
2,9377

2,9367
2,9103

2,8737
2,8569
2,8494

1,6102

1,6005

1,5857

1,5551
1,5547

1,5542
1,5412

1,5229
1,5144
1,5107

Transcrito anti-senso que reprime o gene ZIP2 meiose-especifico.
Expresso em condicBes que induzem a esporulacao.
Ornitina carbamoiltransferase. Catalisa a biossintese de citrulina,
percursor da arginina.

Proteina putativa de funcéo desconhecida, talvez contribua para a
biossintese da parede celular.

Proteina de fungdo desconhecida.

Proteina de ligacdo v-SNARE. Modula a captagdo de arginina. Tem
possivel papel na mediagdo da homeostase de pH entre o vactolo e a
membrana plasmatica. Expresso preferencialmente em casos de severo
estresse etanolico.

Proteina putativa de funcdo desconhecida, ndo € um gene essencial.
Proteina putativa de funcdo desconhecida, conservada entre linhagens de
S. cerevisiae. Ndo é um gene essencial. Envolvido em metabolismo.
Proteina putativa de funcéo desconhecida.
Retrotransposon TYA Gag e TYB Pol.

Subunidade A12.2 da RNA polimerase I, contém dois dominios de
ligagdo a zinco e um dominio N terminal responséavel pela ancoragem do
complexo da RNA pol I. Interage fisicamente com o ativador
transcricional Msn4 para regular a transcrigdo de AYR1, um gene

envolvido no metabolismo de lipideo.
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ULI1

HXT12

ATP23

RPR2

YBR013C
SMA1

TSC3

HSKS3

3,76877

4,14379

1,83809

2,17328

3,15705
1,23014

26,3928

12,4022

10,90125

12,2318

5,453485

6,468585

9,434395
3,708405

79,6507

37,6351

0,3457

0,3388

0,3370

0,3360

0,3346
0,3317

0,3314

0,3295

Genes down-regulados

-1,5323

-1,5616

-1,5690

-1,5736

-1,5794
-1,5920

-1,5935

-1,6015

Proteina de funcdo desconhecida, induzida pela resposta de proteinas ndo
dobradas do reticulo endoplasmatico (UPR).
Possivel pseudogene. Codifica uma proteina ndo funcional membro da
familia de transportadores de hexoses.

Putativa metaloprotease da membrana interna da mitocdndria. Necessaria
para o processamento de Atp6 e tem um papel na montagem do setor FO
do complexo F1F0 ATP sintase.

Subunidade da RNase P nuclear. RNase P cliva o precursor de tRNA para
gerar a extremidade 5’ madura e facilita o turnover de RNAS nucleares.
A abundancia da proteina aumenta em resposta a estresses durante a
replicacdo do DNA.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina de fungéo desconhecida envolvida da montagem da membrana
do prosporo durante a esporulacdo. Interage com Spol4p.
Proteina que estimula a atividade da serina palmitoiltransferase.
Envolvida na biossintese de esfingolipidios.

Subunidade do complexo daml. Auxilia na segrega¢do do cromossomo

durante a mitose.
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UNG1

YBR138C

YLR122C
ECO1

NNF1

SPO13

TOS4

2,75279

1,34256

3,07547
0,779842

2,23396

0,914738

2,40606

8,390135

4,165225

9,94832
2,54244

7,495445

3,120895

8,240785

0,3281

0,3223

0,3091
0,3067

0,2980

0,2931

0,2920

-1,6078

-1,6334

-1,6936
-1,7050

-1,7464

-1,7705

-1,7761

Uracil-DNA glicosilase. Requerida para reparar a presenca de uracila no
DNA formada pela desaminagdo espontanea da citosina. Nao é necesséria
para correcdo de mal pareamentos.

Proteina citoplasmatica de funcdo desconhecida. Potencialmente
fosforilada por Cdc28p. Substrato para Cdhlp.

Proteina putativa de funcdo desconhecida.
Acetiltranferase. Requerida para estabilizacdo da coesdo das cromatides
irmé&s. Acetila Mps3p para regular a organizagdo nuclear, modifica Smc3
na forquilha de replicagdo e modifica Mcd1p em resposta a quebras de
dupla fita no DNA. A distribui¢do no ndcleo aumenta em condicoes de
estresse na replicacdo do DNA.

Componente essencial do complexo MIND no cinetécoro. Requerido
para segregacao do cromossomo.

Regulador da meiose. Envolvido na manutencéo da coeséo entre as
cromatides irmas durante a meiose |, assim como promove a ligacao dos
cinetdcoros no fuso durante a meiose | e meiose Il.

Putativo fator de transcri¢cdo. Envolvido na homeostase da expresséo,
equilibrando a taxa de sintese de mMRNA com as mudancas de dosagem
génica durante a fase S. Envolvido nas respostas de checkpoints da
replicacdo do DNA. A distribui¢do no nucleo aumenta em condi¢des de

estresse na replicacdo do DNA.
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IMG2

YJL225C

SOH1

YDR261C-D

YHR214W

RRT1

AIM11

MET28

FMP32

PEX17

IRC18

3,97778

0,101313

8,28401

1,41573

1,266

5,06274

4,71281

2,88152

2,53707

1,49601

1,19881

13,7123

0,350723

28,7967

5,028625

4,57516

18,4091

17,2207

10,68345

9,478425

6,12422

5,003045

0,2901

0,2889

0,2877

0,2815

0,2767

0,2750

0,2737

0,2697

0,2677

0,2443

0,2396

-1,7854

-1,7915

-1,7975

-1,8286

-1,8535

-1,8624

-1,8695

-1,8905

-1,9015

-2,0334

-2,0612

Proteina ribossomal mitocondrial, presente na subunidade maior do
ribossomo.

Putativo Y' elemento helicase ATP-dependente.
Subunidade do complexo mediador da RNA polimearse Il. Associa com
o0 core da polimerase para formar a holoenzima. Envolvida na
manutencao do telémero.

Retrotransposon TYA Gag e TYB Pol genes.

Proteina putativa de funcdo desconhecida. Predita para ser uma proteina
modificada de glicosilfosfatidilinositol.

Proteina putativa de funcéo desconhecida.

Proteina de fungdo desconhecida. Mutantes nulos deste gene apresentam
aumento na perda do genoma mitocondrial.
Ativador transcricional bZIP no complexo Cbfl-Met4-Met28. Participa
da regulacéo do metabolismo de enxofre.

Fator de montagem putativo para citocromo ¢ oxidase.
Peroxina de membrana do complexo importador peroxissomal. Este
complexo facilita a importacdo de proteinas necessarias para biogénese
do peroxissomo.

Proteina envolvida na montagem da parede externa do esporo. Expresséo
é induzida em células com problemas de respiracéo e em culturas de

quimiostato com carbono limitante.
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MIM2

SEN34

YNLO92W

BUD31

CSE4

SMX2

COX23

DIG2

BNS1

4,73166

1,74305

1,11611

2,12319

2,05082

8,3274

3,71209

1,4007

2,3262

20,896265

7,842045

5,38586

10,478505

10,12238

44,0516

20,4747

8,330375

13,916745

0,2264

0,2223

0,2072

0,2026

0,2026

0,1890

0,1813

0,1681

0,1672

-2,1428

-2,1696

-2,2707

-2,3031

-2,3033

-2,4033

-2,4635

-2,5722

-2,5808

Proteina mitocondrial necessaria para importacao de proteinas da
membrana externa. Importagdo de proteinas com multiplos segmentos
alfa-hélices transmembrana, incluindo Ugolp, Tom20p e Fzolp.
Subunidade da endonuclease tRNA splicing que foram o complexo Sen
responsavel por clivar o MRNA CBP1 na superficie da mitocéndria.
Proteina metiltransferase dependente de S-adenosilmetionina.
Capacidade de autometilacéo.

Componente do subcomplexo SF3b da U2 snRNP. Aumenta a eficiéncia
do primeiro e segundo passo do splicing. Facilita a passagem do inicio
da fase G1/S mas ndo € necessaria para G2/M ou saida da mitose.
Proteina centromérica similar a histona H3. Necesséria para funcdo
apropriada do cinetdcoro. Ubiquitinacdo da extremidade N-terminal
regula a protedlise para a fiel segregacdo dos cromossomos. Niveis
regulados pela E3 ubiquitina ligase Pshlp.

Proteina do core Sm, parte do complexo heterohepatamerico que é parte
dos snRNPs spliceossomal (U1, U2, U4 e U5).

Proteina que mantem a homeostase de cobre na mitocondria. Proteina do
espaco mitocondrial intermembrana. Essencial para expressao de
citocromo oxidase.

Inibidor responsivo a MAP-quinase do fator de transcrigcdo Stel2p.
Envolvido na regulagdo de genes especificos do acasalamento.

Proteina de fungdo desconhecida.
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DIT2 0,498234 3,630495 0,1372 -2,8653 N-formiltirosina oxidase; enzima microssomal envolvida na producéo de
N,N- bisformil ditirosina requerida para maturagéo da parede do esporo.
BBP1 0,507508 4,70257 0,1079 -3,2119 Proteina requerida para duplicacdo do centrossomo (spindle pole body).
Forma um complexo com a proteina de envelope nuclear Msp2p e com
Spc29p e Karlp. Necessaria para funcdo mitotica de Cdc5p.
YDR316W-B 1,18023 10,999332 0,1073 -3,2203 Retrotransposon TYA Gag e TYB Pol genes.
POA1 1,58848 15,33835 0,1036 -3,2714 Fosfatase altamente especifica para ADP-ribose-1-fosfatase. Talvez tenha
um papel na regulagéo do splicing de tRNA.
YBRO12W-A 0,49493 11,33169 0,0437 -4,5170 Retrotransposon TYA Gag gene co-transcrito com TYB Pol.
VAM10 0,0044788 0,3435225 0,0130 -6,2611 Proteina envolvida na morfogénese do vacuolo.

*Func0es retiradas do Saccharomyces Genome Database
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