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RESUMO

CASTRO, Alex Gazolla de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2019. Resposta ao estresse por etanol em Saccharomyces cerevisiae
e Spathaspora passalidarum. Orientador: Luciano Gomes Fietto.
Coorientador: Tiago Anténio de Oliveira Mendes.

Micro-organismos, como leveduras, produzem etanol a partir da
fermentacao de acucares. O estresse por etanol € um dos principais fatores
limitantes para o processo industrial, uma vez que reduz a efciéncia
fermentativa e a viabilidade celular. Nesta tese, n6s avaliamos a tolerancia
ao etanol nas leveduras Saccharomyces cerevisiae e Spathaspora
passalidarum. No primeiro estudo, foi avaliado o efeito da delecdo do gene
APJ1 na capacidade de crescimento de S. cerevisiae (linhagens BY4741 e
Y02999) sob estresse por etanol. Apjip é uma possivel chaperona
relacionada a tolerancia ao etanol, embora seus mecanismos de acgao
ainda ndo sejam muito claros. N&o foram observadas diferencas
significativas nos ensaios de crescimento, tanto em meio sélido quanto em
meio liquido, na presenca de etanol. Além disso, a adaptacao fisiol6gica a
outros estresses (acido acético, altas concentracées de glicose, pH e
temperatura) € similar entre as linhagens em estudo. Assim, embora APJ1
tenha sido up-regulada sob estresse por etanol, esse gene nao esta
intimamente associado a tolerancia ao etanol nas linhagens estudadas. No
segundo estudo, nos realizamos analises de gendmica comparativa entre
S. cerevisiae e S. passalidarum, a fim de compreender suas diferencas
quanto a tolerancia ao etanol. Analises de proteinas ortélogas revelaram
amplas divergéncias entre elementos envolvidos no controle transcricional.
Comparagbes sistematicas indicaram que S. cerevisiae possui fatores de
transcricao exclusivos, bem como copias adicionais. Além disso, muitos
alinhamentos de sequéncias entre fatores de transcricdo ortélogos
compartilharam baixa identidade. Em contraste, a reconstrugéo de vias de
sinalizacao e a andlise de proteinas responsivas ao etanol mostraram alta
conservacgao entre mecanismos de tolerancia ao etanol de S. cerevisiae e
S. passalidarum. Por fim, a analise de expressao indicou que genes
responsivos ao etanol, como TPS1, HSP30 e MSN-like, foram down-

Xi



regulados em S. passalidarum sob estresse. Juntos, esses resultados
indicam que a resposta ao estresse ndo € exclusivamente dependente de
proteinas efetoras. Mais que isso, a adaptacao efetiva é dependente de
uma complexa rede de controle de expressao génica, que é afetada por

fatores de transcricao.
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ABSTRACT

CASTRO, Alex Gazolla de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2019. Ethanol stress response in Saccharomyces cerevisiae and
Spathaspora passalidarum. Adviser: Luciano Gomes Fietto. Co-adviser:
Tiago Antonio de Oliveira Mendes.

Microorganisms, such as yeasts, produce ethanol through sugars
fermentation. The ethanol stress is a main limiting factor to industrial
process, since it reduces fermentative efficiency and cellular viability. Here,
we evaluated ethanol tolerance in yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Spathaspora passalidarum. In first study, the effect of APJ1 deletion was
evaluated in S. cerevisiae growth (strains BY4741 and Y02999) under
ethanol stress. Apj1p is a putative chaperone related to ethanol tolerance,
although its action mechanisms remains unclear. No significant differences
was observed in growth assays, in solid or liquid medium, containing
ethanol. Furthermore, physiological adaptation to other stresses (acetic
acid, high glucose concentration, pH and temperature) is similar between
strains. Thus, though APJ71 was up-regulated under ethanol stress, it was
not directly associated to ethanol tolerance in evaluated strains. In second
study, we performed genomics comparative analysis between S. cerevisiae
and S. passalidarum, to understanding its differences of ethanol tolerance.
Analyzes of protein orthologous revealed wide divergences between
transcriptional control elements. Systematic comparisons indicated that S.
cerevisiae has exclusive and additional copies of transcription factors.
Besides, many sequence alignment between transcription factors
orthologous shared low identity. In contrast, signaling pathways
reconstruction and ethanol-responsive proteins analysis showed high
conservation between ethanol tolerance mechanisms of S. cerevisiae and
S. passalidarum. Finally, gene expression analysis indicated that ethanol-
responsive genes, as TPS1, HSP30, and MSN-like, was down-regulated in
S. passalidarum under stress. Together, these results indicate that stress
response is not exclusively dependent of effectors proteins. Moreover,
effective adaptation is dependent on a complex network of gene expression
control, which is affected by transcription factors.
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INTRODUCAO GERAL

A busca por fontes de energia renovaveis para substituicdo de
combustiveis fésseis tem sido um tema amplamente discutido nas ultimas
décadas, devido a diversos fatores. A reducdo de emissdo de gases do
efeito estufa e consequente reducdo do impacto ambiental, taxa de
renovacgao de reservas de combustiveis fésseis significativamente mais lenta
que a taxa de exploracdo e controle politico das maiores reservas de
exploracao por alguns poucos paises sao alguns dos principais motivos para

o investimento em combustiveis renovaveis'=3.

Dentre as alternativas aos combustiveis fésseis, o bioetanol —
etanol produzido através de biomassa — apresenta-se com grande potencial
de utilizacdo em veiculos automotores®. A utilizagdo de fontes renovaveis
diversas para producao de combustiveis, associada a reducdo de emissao
de gases do efeito estufa, sdo as principais vantagens da incorporacédo do
bioetanol a matriz energética*®. Brasil e Estados Unidos sdo os maiores
produtores de bioetanol no mundo, dominando uma parcela superior a 80%
de toda a producdo global, tendo como base para producdo a cana-de-
acucar e o milho, respectivamente. A demanda por etanol como combustivel
tem crescido anualmente entre diversos paises, sendo os Estados Unidos os
principais fornecedores, responsavel pela produg¢éo de mais de 50% de todo

etanol combustivel no mundo®-3.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar do mundo e a
utilizacdo do etanol combustivel a partir dessa variedade agricola data do
final do século passado, com o surgimento do Programa Pré-Alcool®”.
Atualmente, a maior parte do etanol de primeira geracao (1G) € produzido a
partir do caldo obtido da cana-de-aglcar, que é submetido a processos de
descontaminacao e fermentacado. Entretanto, uma parcela consideravel de
toda energia potencial esta contida no bagaco e na palha, residuos
agroindustriais da produgdo de aclcar e etanol combustivel®''. Dessa
forma, técnicas foram desenvolvidas para o aproveitamento destes residuos
como fonte para producao etanol de segunda geracéo (2G) e bioeletricidade.
A bioeletricidade consiste na queima do bagaco e demais residuos obtidos



na cultura para a geragéo de energia em reatores'’, enquanto a producgio de
etanol 2G advém do tratamento e fermentacdo de material lignocelulésico,
principalmente bagaco'?. Estudos apontam que a utilizacdo do bagago como
fonte de produgao de etanol poderia aumentar em até 25% o rendimento do

processo 011,

A producdo de etanol 2G a partir de residuos lignoceluldsicos
consiste de trés etapas essenciais: pré-tratamento, sacarificacdo e
fermentacao (Figura 1). O pré-tratamento é a etapa primordial para obtencao
de agucares fermentesciveis e consiste da utilizacdo de abordagens
quimicas, fisicas e/ou biolégicas para romper a estrutura cristalina da
lignocelulose a fim de recuperar as porgdes celulésica (40-50%) e
hemicelulésica (25-35%) para posteriores etapas'®'4. Considerando a
complexidade da estrutura lignocelulésica de diferentes cultivares de cana-
de-acucar, a obtencdo de um processo eficiente para todas as linhagens
agricolas é um dos principais desafios. A remogao da lignina, a porosidade e
area de superficie do bagaco obtido, a cristalinidade da celulose e o grau de
polimerizacdo com a hemicelulose afetam a eficiéncia do pré-tratamento.
Além disso, é desejavel que haja pouca degradacao dos polimeros de
acucares e pouca geracao de inibidores e compostos téxicos como acido
acético, furfural e hidroximetilfurfural'>-'7. A sacarificagdo é o processo que
promove a hidrélise das fragdes celuldsica e hemicelul6sica obtidas apés o
pré-tratamento. Tal processo faz uso de um conjunto amplo de enzimas
(celulases e hemicelulases), visto a extensao e complexidade dos polimeros
em questao'®'®. Portanto, a alta demanda e a diversidade de enzimas
necessarias tornam esta etapa onerosa®®. Por fim, a fermentacao ¢ a etapa
que utiliza microrganismos para conversdo dos mondmeros de acucar,
obtidos do caldo ou do material lignocelulésico da cana-de-agucar, em
etanol. Os organismos mais comuns na fermentacdo a etanol sdo as
leveduras e a espécie Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada na
producdo industrial?’. Entretanto, esta ndo é uma espécie naturalmente
fermentadora de pentoses, despertando o interesse na identificacdo de
organismos capazes de metabolizar tais acglucares com eficiéncia ou no

desenvolvimento de linhagens através de engenharia metabdlica??-24.
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Figura 1. Visdo geral do processo de producao de bioetanol (1G e 2G). (A) Inicialmente, a
cana-de-aglcar € transportada até as usinas, onde ela é moida e destinada a duas
diferentes linhas de producao de etanol. O caldo obtido segue o destino da produgéo de
Etanol 1G, passando por um processo de descontaminacao (que faz uso de temperatura
para eliminacdo de eventuais microrganismos), seguido da fermentagao realizada por
leveduras, que convertem os mondmeros e oligdmeros de aglcares em etanol. Ja o material
residual da moagem, segue para produ¢do do Etanol 2G, (B) no qual o complexo
lignoceluldsico é submetido a um pré-tratamento (para separagao da celulose, hemicelulose
e lignina), seguido das etapas de sacarificacdo (que faz uso de um conjunto amplo de

enzimas para promogao da hidrélise dos polimeros celulose e hemicelulose) e fermentacao.

E importante notar que a producdo do etanol — metabdlito de
interesse — é um fator limitante na etapa da fermentagdo. De modo geral, a
presenca de elevadas concentracdes de etanol no meio afeta multiplas
estruturas e processos celulares das leveduras, que podem retardar a
capacidade fermentativa e afetar a viabilidade e sobrevivéncia celular?>-2,
Dessa forma, o presente trabalho apresenta estudos de respostas ao



estresse por etanol nas leveduras S. cerevisiae e Spathaspora
passalidarum.

No primeiro capitulo, uma avaliacdo sistematica da literatura
fornece informacdes sobre diferentes mecanismos de tolerancia ao etanol
em leveduras. Os trabalhos revelam que a resposta fisiolégica ao etanol é
dependente de uma complexa rede de proteinas responsivas ao estresse?’~
30 Uma vez que o etanol desencadeia eventos de estresse oxidativo e
proteinas mal-dobradas, é necessario a ativagdo de diversos mecanismos
para a contencdo dos danos celulares causados®'32. Entre as alteragoes
celulares observadas, identifica-se fluidizacdo de membrana e
despolarizacdo do potencial elétrico, que afeta o transporte de ions e
moléculas, comprometendo o efluxo e influxo de componentes celulares
essenciais®*34. Consequentemente, hd uma drastica alteragdo do pH
intracelular, que afeta o dobramento proteico. Assim, processos que ocorrem
no citosol ou mesmo dentro de organelas sdo afetados, observando-se
maior formacgéo de espécies reativas de oxigénio, danos a estrutura do DNA
e de outras macromoléculas, formacao de agregados proteicos e alteracao
morfolégica de organelas. Somados, esses danos podem levar a morte
celular por mecanismos de apoptose®-38, Para contornar esses desafios,
leveduras mais tolerantes ao etanol — como linhagens de S. cerevisiae —
utilizam-se de mecanismos especializados. E comum observar a expressao
aumentada de proteinas de membrana H+-ATPases, que promovem o
efluxo de prétons para manutengdo do pH citosolico®, ou de chaperonas
envolvidas em diversos processos de desagregacdo e dobramento de
proteinas*®-42, Além disso, a alteracdo da composicdo da membrana é
essencial para contornar a fluidizacdo promovida pelo etanol*®, enquanto
superodxido dismutases reduzem espécies reativas de oxigénio*4. Assim, a
adaptacao fisioldégica ao estresse é dependente de uma série de respostas

que devem ser precisamente coordenadas.

No segundo capitulo, a fim de avaliar o efeito da delecao do gene
APJ1 em linhagem laboratorial de S. cerevisiae (BY4741), foram conduzidos
ensaios fisiolégicos em diversas condicbes de estresse comumente

associadas ao processo de producdo de etanol. Apjip € uma possivel

4



chaperona da familia Hsp40 envolvida em processos de contengdo de
propagacéo de prions*>. Em 2012, Swinnen e colaboradores identificaram
que a delecdao de APJT promovia aumento da tolerancia ao etanol em
diferentes linhagens de S. cerevisiae, embora os mecanismos envolvidos na
aquisicdo de tolerancia nao tenham sido discutidos*6. Resultados de
caracterizagao fisiolégica apontaram para pouco ou nenhum efeito da
delecdo de APJ1 sob o crescimento e capacidade produtiva das linhagens
em estudo. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar os papeis de
Apj1p na aquisicao de tolerancia ao etanol, avaliando seus efeitos em outras
linhagens de S. cerevisiae e em leveduras ndo-Saccharomyces.

No terceiro capitulo, analises de genbmica comparativa foram
realizadas para rastrear possiveis diferencas entre proteinas de S.
cerevisiae e S. passalidarum capazes de explicar as distintas capacidades
de tolerancia ao etanol. Spathaspora passalidarum é uma levedura eficiente
na fermentacdo de pentoses e hexoses, mesmo em condigcdes de baixa
aeracgdo. Entretanto, sua baixa tolerancia ao etanol é um fator importante a
ser contornado para sua futura utilizacdo em processos industriais 2347. As
analises de ortdlogos revelaram que os fatores de transcricdo dessas
leveduras sdo muito distintos, enquanto proteinas envolvidas na sinalizacao
e na resposta efetora ao estresse sdo amplamente conservadas. Ao avaliar
a expressdo de genes putativos de S. passalidarum envolvidos na
fermentacao e tolerancia ao etanol, como HSP104, TPS1, ADH1 e MSNZ2/4,
foi possivel notar que estes foram down-regulados ou néo tiveram expressao
alterada, indicando que os mecanismos de controle transcricional falharam
na ativagcdo da transcricdo de genes envolvidos respostas ao estresse.
Assim, é possivel notar a importancia de mecanismos globais na aquisicao
de tolerancia ao etanol. O controle transcricional € uma estratégia
importante, uma vez que promove a alteracao da expressao de centenas de
alvos de interesse, afetando diretamente processos celulares e vias
metabdlicas.
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CAPITULO I

MECANISMOS DE AQUISICAO DE TOLERANCIA AO
ESTRESSE POR ETANOL EM Saccharomyces

cerevisiae
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Mecanismos de aquisicao de tolerancia ao estresse por etanol em

Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

Saccharomyces cerevisiae € 0 organismo mais utilizado na producdo de
etanol. Entretanto, elevadas concentracoes de etanol — como as observadas
na fermentacdo em condicdes de alto teor de agucar — comprometem
estruturas e processos celulares, afetando a eficiéncia fermentativa. A
compreensao dos mecanismos de tolerancia ao etanol é uma tarefa
complexa, uma vez que os danos causados por esse metabdlito afetam
diferentes mecanismos fisiol6gicos, como fluidez de membrana, manutencao
de pH intracelular e do balanco redox, biossintese de proteinas, estabilidade
de polimeros, integridade de DNA gendmico, entre outros. Com o advento
de tecnologias highthroughput, pesquisadores tém identificado novos
mecanismos, correlacionando-os as respostas adaptativas ao estresse. A
expressao diferencial de genes, a reestruturacdo de membranas, a ativacao
de vias de sinalizacdo especificas e a modificacdo pos-traducional de
proteinas constituem mecanismos necessarios para contornar os danos
causados pelo etanol. Nessa revisao, n6s focamos na identificacao desses
mecanismos para aquisi¢do de tolerancia ao etanol por meio do controle e
reparo dos danos causados. Essas abordagens contribuem para a
compreensao profunda desses processos € selecdo de alvos para
engenharia genética de leveduras.

Palavras-chave: Tolerancia ao etanol; Fermentagéo; Leveduras.
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INTRODUCAO

Nos dultimos anos, intensificou-se a busca por combustiveis
alternativos ao petréleo, a fim de identificar fontes renovaveis de energia e
minimizar os impactos ambientais observados pela emissdao de gases do
efeito estufa’. Nesse cenario, o bioetanol se apresenta como uma alternativa
promissora e as diferentes estratégias de sua producdo tém sido
extensivamente estudadas?. Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais
utilizada industrialmente nos processos fermentativos®4. Apesar de sua
utilizagdo em dornas de fermentagéo ha décadas, S. cerevisiae é sensivel a
altas concentracées de etanol (superiores a 20% v/v), mesmo por curtos
intervalos de tempo®. O acUmulo de etanol no meio compromete o
crescimento celular e a viabilidade, transporte de metabdlitos, fluidez da
membrana, integridade do genoma e de proteinas, e fluxo de prétons
intermembranas, limitando produtividade e rendimento da fermentagéo® '

(Figura 1).

A resposta ao estresse causado pelo etanol é€ um fator
extremamente importante para a obtencdo de um processo consistente e
vidvel. A compreensdo da resposta ao estresse e desenvolvimento de
tolerancia depende de multiplos fatores e necessita de estudos integrativos,
como transcriptoma, proteoma, metaboloma, interactoma e outros'>'4,
Diferentes trabalhos tém demonstrado uma gama diversificada de respostas
celulares ao estresse, incluindo regulacdo transcricional, producdo de
proteinas de resposta ao estresse (Heat shock proteins, Hsp), relocalizacao
celular de proteinas, producdo de metabdlitos especificos, alteragdo da
composicao de membrana, ativacdo de canais de transporte de ions,
ativacdo de vias de redobramento proteico e diversas outras respostas’’-1%-
18 Interessantemente, diferentes estresses celulares, como temperatura,
etanol ou concentracado de sais, desencadeiam eventos celulares diferentes
e complexos, mas que culminam em respostas finais similares, como a
expressdao de genes especificos ou a adaptacdo do metabolismo
mitocondrial, incrementando a producdo de ATP através de mudancas

protedmicas necessarias para manutengio do balango energético'9-20.
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Figura 1. Diferentes estruturas e processos celulares afetados pela presenga de etanol em
meio celular. 1) A principal estrutura afetada pelo etanol é a membrana celular. O etanol
intercala entre os acidos graxos constituintes da membrana e promove sua fluidizagao,
permitindo a passagem de ions e algumas pequenas moléculas, perturbando a homeostase
celular. Destaca-se neste contexto o influxo de prétons, que promove acidificagdo do citosol
e dissipa o potencial elétrico intermembrana. 2) A dissipacdo do potencial elétrico
intermembranas e do gradiente eletroquimico de prétons afeta a capacidade do transporte
de ions e moléculas, visto que alguns transportadores séo voltagem-dependente ou utilizam
a forca préton-motora para realizarem cotransporte. Além disso, a prépria desestruturacao
da membrana pode comprometer o funcionamento adequado dos transportadores
associados a tal estrutura. 3) O etanol, somado aos efeitos danosos ja observados, afeta o
dobramento de proteinas residentes do citosol, bem como o dobramento de proteinas
recém-sintetizadas ainda localizadas no reticulo endoplasmatico. O acumulo de proteinas
mal-dobradas pode levar & formagéo de agregados proteicos, induzindo a formag¢édo de ROS
(espécies reativas de oxigénio) e a ativagdo de vias de apoptose. 4) O etanol promove a
distorcdo das cristas mitocondriais, além de promover a fluidizagdo de suas membranas,
dissipando o gradiente eletroquimico de prétons. Tais fatos acarretam na menor eficiéncia
da producdo de ATP, essencial para manutencdo da viabilidade celular em situagdes de
estresse, e na maior formagcdo de ROS, possivelmente relacionado a maior ativagdo da
cadeia transportadora de elétrons, afetada pela estrutura danificada das membranas. 5) As
espécies reativas de oxigénio (e.g. peroxido de hidrogénio, superoxidos ou radical hidroxila)
afetam diversas estruturas e macromoléculas, como proteinas (3), lipideos e membranas (1
e 4), além de DNA (6). Em larga escala, tais danos podem culminar na ativagdo de vias de

apoptose.
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O remodelamento e a composicao da membrana celular contribuem

para a aquisicao da tolerancia ao etanol

A primeira estrutura afetada e que contribui amplamente para a
protecao dos organismos frente ao estresse por etanol € a membrana celular
das leveduras®'?2. A crescente presenca de etanol no meio de cultura é
capaz de alterar a estrutura da membrana, afetando sua integridade, a
atividade de proteinas e o fluxo de ions e metabdlitos celulares. Tais
consequéncias levam a despolarizacdo e consequente alteracdao do
gradiente eletroquimico intermembranas, comprometendo a eficiéncia
fermentativa® e a captagao de ions e nutrientes, como Mg?* e aminoacidos?®?.
Para contornar tais deficiéncias, linhagens de S. cerevisiae promovem a
expressdo de genes envolvidos na estabilizacdo e manutengdo da
membrana celular e proteinas de membrana, a fim de manter a integridade

dessa estrutura®2324,

Henderson e colaboradores® realizaram um amplo estudo de
lipidémica, utilizando 22 linhagens de S. cerevisiae, a fim de compreender a
correlacdo entre a composicao de lipideos da membrana e a producao de
etanol e crescimento celular maximo. As andlises foram realizadas com
células submetidas a fermentacdo e coletadas periodicamente, e analises
estatisticas apontaram para uma clara correlagdo entre a composicao da
membrana e a concentracao final de etanol produzido. De forma geral, foi
observado que linhagens que apresentavam maior conteldo de
fosfatidilinositol eram incapazes de fermentar todo acucar utilizado, tornando
a fermentacao pouco eficiente e incompleta; em contrapartida, as linhagens
que apresentavam maiores niveis de fosfatidilcolina apresentaram maiores
concentracdes de etanol e densidade celular. Entretanto, Furukawa e
colaboradores?® verificaram que a suplementagdo do meio de cultura com
inositol promoveu aumento da viabilidade celular e diminuiu a

permeabilidade da membrana ao etanol em S. cerevisiae.

Além destes acidos graxos, outras moléculas interferem
diretamente na estrutura da membrana celular, contribuindo para o aumento

da tolerancia a etanol. Vanegas e equipe®® identificaram através de estudos
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de microscopia (fluorescéncia e forca atdmica) em modelos de biomembrana
de leveduras, que membranas com maior concentracdo de acidos graxos
insaturados e ergosterol apresentavam maior resisténcia a desestruturacao
em condicdes de estresse por etanol, enquanto o oposto era observado em
membranas com maior composicao de acidos graxos saturados. O mesmo
foi observado por Wang e equipe®” ao comparar o perfil de lipideos de
membrana de trés diferentes linhagens de S. cerevisiae expostas a
concentracdes elevadas de etanol, no qual a linhagem mais tolerante
apresentava aumento superior a 100% nas concentracdes de ergosterol em
comparacdo a linhagem parental, maior conteddo de acidos graxos
insaturados e maior expressdao do gene OLE1, responsavel por expressar
uma enzima (acido graxo insaturase) essencial para biossintese de acidos
graxos monoinsaturados, como o acido oleico. Dong, Yi e Li?® avaliaram a
composicao da membrana de S. cerevisiae (S288c) em diferentes estagios
celulares, bem como a integridade e diametro da célula. Ao decorrer da
fermentacdo, foi observada uma constante redugcdao do didmetro e
integridade de membrana em resposta ao aumento da concentracado de
etanol. Além disso, células em fase exponencial e estacionaria apresentaram
maiores concentracoes de acido oleico (18:1) e ergosterol e baixa
concentracdo de acido hexadecandico (16:0), em oposicdo a fase lag.
Quanto a expressao diferencial, os genes ACC1 (acetil-CoA carboxilase) e
HFA1 (acetil-CoA carboxilase mitocondrial), responsaveis pela biossintese
de novo de acidos graxos de cadeia longa, sdo mais expressos nas fases
exponencial e estacionaria, em comparacao a fase lag; OLE71 tem maior
expressdo na fase exponencial. Archana e colaboradores®® e Arroyo-Lépez e
colaboradores® realizaram um estudo comparando a composigéo de acidos
graxos de membrana entre leveduras nao-Saccharomyces e linhagens de S.
cerevisiae. Interessantemente, as linhagens mais tolerantes apresentaram
maior concentragdo de acidos graxos monoinsaturados, principalmente
acido oleico, quando expostas a etanol, enquanto linhagens néo-

Saccharomyces apresentavam menor concentragdo destes.

A correlacdo entre processos de remodelagem da membrana e

tolerancia ao etanol nao séo tao previsiveis. O balango entre acidos graxos
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saturados e insaturados, bem como de esterdis diversos, parece ser crucial
para a estruturacdo de membranas, que sejam capazes de manter a fluidez
necessaria para o trafego de lipideos, proteinas e outras moléculas, mas que
mantenham rigidez necessaria para impedir o fluxo passivo de etanol e
outras moléculas através da membrana. Assim, a fluidez da membrana pode
ser majoritariamente controlada por dois mecanismos: i) acumulo de acidos
graxos monoinsaturados; e ii) acumulo de esterdis. O acumulo de acidos
graxos monoinsaturados sugere um aumento da fluidez e permeabilidade da
membrana; entretanto, os “espacos” vazios entre as cadeias carbdnicas
hidrofébicas desses lipideos podem funcionar como “arcaboucos” para o
etanol, reduzindo sua concentragdo intracelular®'®2, Curiosamente, a
presenca de acidos graxos di-insaturados € maior em linhagens de
leveduras menos tolerantes®3, possivelmente por causar um excesso de
fluidez na membrana. J& o aumento da concentracdo de ergosterol na
membrana promove maior rigidez34, balanceando o efeito da insercio de
acidos graxos insaturados na estrutura. Apesar disso, diferentes estudos
indicam que sua concentracdo pode ndo variar € que genes envolvidos em
sua biossintese sdo down-regulados durante o estresse3%-3536_ Entretanto, a
delecdo desses genes afeta o crescimento de S. cerevisiae na presencga de

etanol®, o que aponta para sua importancia na composigdo de membranas.

O fluxo de ions é essencial para manutencao do gradiente

eletroquimico intermembrana e para o transporte de metabdlitos

A fluidizacdo da membrana permite, inicialmente, o fluxo passivo
de prétons do meio extracelular para o citosol de leveduras submetidas ao
estresse por etanol®’. Tal fato implica em acidificagdo do meio intracelular,
despolarizacao intermembrana e consequente desbalanco do fluxo de ions e
metabdlitos, o que compromete a viabilidade e crescimento celular, bem
como a eficiéncia do processo de fermentagao®384°, Proteinas de membrana
sdo afetadas por esse processo de fluidizacao e despolarizacao, tendo suas
capacidades de transporte de ions drasticamente afetada*'. Muito disso
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ocorre devido o influxo de prétons para o citosol, que desfaz o gradiente
eletroquimico utilizado como forgca préton-motriz para transporte de diversas

moléculas3’42.

Uma das formas de controlar esse processo de acidificacdo e
reestabelecer o potencial eletroquimico de membrana € a expressao das H+*-
ATPases de membrana Pmailp e Pma2p, proteinas mais abundantes na
membrana de S. cerevisiae*?. Estas sdo responsaveis por promover a
exportacdo de prétons, de forma dependente de ATP3’. Fernandes e Sa-
Correia’ observaram maior expressdo dos genes de PMAT1 e PMA2 (3-5
vezes) em células crescendo em etanol, como resposta para minimizar a
acidificacao do meio. Além disso, € importante observar que a atividade de
H*-ATPases de membrana de S. cerevisiae sao dependentes da
composicdo lipidica, principalmente ergosterol e acido oleico®. A maior
concentracdo desses componentes promove maior atividade da bomba de
prétons, consequentemente reduzindo a acidificacdo do citosol e
aumentando a tolerdncia ao etanol. Possivelmente, a membrana de
linhagens mais tolerantes ao estresse é mais estavel e permite a
manutencdo do dobramento de proteinas transmembrana (como Pmaip),
sendo o acumulo de ergosterol essencial para garantir esse aumento de

rigidez.

A superexpressdao de PMAT1 em S. cerevisiae aumentou a
tolerancia a etanol e outros estresses*?; fisiologicamente, essas células
foram capazes de exportar prétons com maior eficiéncia, apresentaram
menor permeabilidade de membrana e menor producdo de peroxido de
hidrogénio, responsavel por causar amplos danos celulares. Curiosamente,
a superexpressao de PMA1 promoveu a ativagcdo de genes regulados por
elementos STRE por meio da ativacao (fosforilacdo) de Hog1p, componente
chave na via HOG. Resultado similar foi observado previamente para a
expressdo transiente de PMA71 em S. cerevisiag**. Ambos os trabalhos
indicam que a ativacao de Hog1p é dependente da via de sinalizagao Sin1p
— Ypdi1p — Ssk1p — Ssk2p/Ssk22p — Pbs2p, uma cascata de MAPKs que
promovem a fosforilacdo de Hog1p*®. Sini1p, proteina osmorreguladora

transmembrana, inibe a ativagdo dessa via. Dessa forma, a superexpressao
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de PMAT1 pode causar dois efeitos: i) sobrecarga do trafego vesicular,
reduzindo a inser¢cdo de Sin1p na membrana; e ii) formacao de “ilhas” de
Pmalp, que podem afetar a organizacdo de membrana, afetando a
estruturacdo de SIn1p e sua capacidade de autofosforilacdo. Assim, a
superexpressdao de PMA1 contorna o estresse por etanol tanto pela
desacidificacdo do citosol quanto pela ativacdo de fatores de transcricao

controlados por Hog1p, como Msn2p e Msn4p?6.

A acidificagao intracelular relacionada as altas concentragdes de
etanol interfere diretamente na estrutura vacuolar*’, dando origem a um
unico e grande vacuolo que tende a se tornar acido, gracas ao influxo de
prétons do citosol para a organela. Auesukaree e equipe® fizeram um
screening de 4828 mutantes de S. cerevisiae, a fim de identificar genes
potencialmente relacionados a diferentes tipos de estresse. Ao final do
estudo, eles identificaram que dezesseis genes relacionados a funcdes
vacuolares sao essenciais para tolerancia a etanol; destes, a metade
compreendia genes codificadores de H*-ATPases de vacuolo (V-ATPases)
ou estavam envolvidos na funcao de bombeamento de prétons, indicando a
importancia da desacidificagdo do citosol para sobrevivéncia celular. Na
presenca de etanol, a expressdao de PMA2 (H*-ATPase vacuolar) é
aumentada e o vacuolo torna-se uma importante organela para manutencao
do pH citosolico. Esses trabalhos evidenciam o essencial papel das H*-
ATPases, uma vez que 0 gradiente eletroquimico da membrana de
leveduras € desfeito na auséncia de mecanismos de efluxo de prétons,
desestruturando todo o sistema de transporte celular. Mais que isso, a
crescente acidificagdo do citosol afetaria o dobramento proteico e o equilibrio
quimico de diversas reacgdes intracelulares, comprometendo a homeostase

celular.

Além do controle do trafego de proétons intermembranas, diversos
estudos mostram a importéancia do fluxo celular de outros ions. O transporte
de Ca?* foi identificado como mecanismo de suporte a tolerancia a diferentes
estimulos intra- e extracelulares, como estresse alcalino*®4® e mau-
dobramento proteico no reticulo endoplasmatico®®®. Courchesne e

colaboradores®' hipotetizaram que o influxo de Ca?* para o citosol deveria
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contribuir para o processo de tolerancia a etanol em S. cerevisiae, de forma
similar ao observado em outros tipos de estresse. Os resultados apontam
para o influxo de célcio aumentado em maiores concentragdes de etanol,
sendo o efeito potencializado quando na presenca de osmoprotetores, como
prolina. Além disso, a presenca de um canal voltagem-dependente (Cch1p)
€ essencial para o transporte em condi¢do de estresse, uma vez que sua
delecédo promoveu uma reducao de mais de 90% na mobilizagdo de calcio,
comparado a linhagem parental. A perturbagédo da estrutura da membrana é
o fator que ativa o canal Cch1p, levando ao influxo de célcio que promove a
ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular, como fusdo de vacuolos,
organizacio de citoesqueleto, eventos de mitose e outros®2. A presencga de
célcio no reticulo endoplasmatico garante a retencao de proteinas bem como
o dobramento e processamento adequado de proteinas em sintese®s,
enquanto a deplecao deste cation promove a ativacdo da via de resposta a
proteinas ndo dobradas (UPR, unfolded protein response)®*, que determina
0 sucesso ou ndo da sobrevivéncia celular. Além disso, a deplecao de calcio
promove aumento na formagcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
retarda o crescimento celular e afeta a capacidade fermentativa®. O célcio é
um segundo mensageiro essencial na resposta a diversos estimulos
ambientais, incluindo o etanol®®, e por isso o controle preciso de seu fluxo

celular é determinante para a viabilidade de leveduras.

Outro ion essencial a homeostase celular de leveduras € o
magnésio (Mg?*), cofator para diversas enzimas e biomoléculas, envolvido
em diferentes vias metabdlicas e na manutencdo da estabilidade de
biopolimeros, como cromossomos e membrana®-5’. O estudo conduzido por
Barros de Souza e equipe® buscou compreender o efeito bioquimico em S.
cerevisiae da suplementacdo de meio de fermentacdo com magnésio.
Inicialmente, foi observado aumento no rendimento e tolerancia ao etanol.
Esse efeito é possivelmente explicado pela expressao de um conjunto de
genes (Environmental Stress Response, ESR) que sdao comumente
reprimidos na presenca de glicose (Glucose Catabolite Repression, GCR).
Possivelmente, a presenca intracelular de magnésio € essencial para

manutencdo da integridade da membrana celular e da estruturacdo de
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complexos proteicos, capazes de ativar vias de sinalizagdo que respondem
ao estresse por etanol. A deficiéncia desse ion pode reduzir a tolerancia de
S. cerevisiae, afetando crescimento celular durante o acumulo de etanol no
meio. A suplementacdo com Mg?* é capaz de restaurar o crescimento da
levedura, estendendo a fase exponencial de crescimento e aumentando o

rendimento da fermentagédo®®.

O controle da concentracdo intracelular de ions e outros
componentes inorganicos proporciona um mecanismo simples e eficiente
para aumentar a tolerdncia a etanol em leveduras. Estudos fisiologicos
devem ser conduzidos para avaliar o efeito da suplementagdo desses ions
em meios de fermentacao frente a diversos estresses, como 0s causados
pela presenca de etanol e inibidores da fermentacdo ou por temperaturas
elevadas. Uma vez que o etanol permeabiliza a membrana e afeta o
transporte i6nico, tentar compensar esse efeito por meio da alteracao do
microambiente celular é uma alternativa. Lam e colaboradores mostraram
que a simples suplementacdo do meio de cultura com K* é capaz de
aumentar a tolerancia ao etanol, possivelmente por mecanismos fisico-
quimicos de manutencdo do gradiente eletroquimico intermembrana, que
impedem o efluxo passivo de potassio®. Ao considerar que na presencga de
etanol, prétons sdo passivamente transportados para o citosol, alterar o pH
do meio externo para um valor mais basico pode reduzir esse influxo de H*

ao afetar o equilibrio quimico.

A atividade de chaperonas e vias de resposta a proteinas mal-dobradas
é essencial para contornar os danos causados pelo etanol

A Dbiossintese adequada de proteinas €& essencial para
manutencao da viabilidade celular. O reticulo endoplasmatico desempenha
papel fundamental na sintese e dobramento de proteinas em leveduras,
incluindo aquelas que serdao secretadas e/ou localizadas na membrana,
como bombas de protons®. A crescente concentragdo de etanol promove o
mau-dobramento de diversas proteinas citosélicas, além de promover

estresse no reticulo endoplasmatico, impedindo o enovelamento adequado
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das proteinas recém-sintetizadas''-'®. Esse efeito pode ser ocasionado i)
pela alteracdo do pH citosélico, que afeta diretamente a estrutura de
residuos de aminoacidos; ii) pela alteracdo da estruturagdo do reticulo
endoplasmatico, devido ao aumento da fluidez da membrana dessa
organela; e iii) pela alteracao da polaridade do citosol, devido a presenca do
etanol e outros ions. Consequentemente, a via UPR, conservada entre os
mais diversos eucariotos, é ativada a fim de reestabelecer a homeostase
proteica, restaurando a capacidade de dobramento proteico e secreg¢do do

reticulo endoplasmatico por meio do controle da expresséo génicab’-3.

Em leveduras, a ativacdo da via UPR classica tem inicio com o
reconhecimento do estresse através da proteina reticular transmembrana
Ire1p (cinase e ribonuclease); ao se ligar a proteinas com dobramentos
errdbneos, Irelp se dimeriza através de mecanismos de trans-
autofosforilagao®4%. Quando ativada, Irelp cliva o pré-mRNA de HACT
(fator de transcricao), cuja forma ativa é translocada para o nudcleo e ativa
um amplo conjunto de genes (UPR genes), incluindo chaperonas, enzimas
de biossintese de lipideos e transporte de vesiculas''®®. Miyagawa e
colegas®' observaram que elevadas concentragées de etanol (16% Vv/v)
implicavam em ativacdo constante de Irelp seguido de altos niveis
sustentados de HAC1 processado, levando a ativagdo da via UPR. Embora
a via tente reestabelecer a homeostase celular®!, a sua ativagdo constante
pode acarretar em apoptose®”. Como observado por Chawla e
colaboradores®, a atenuagéo da via UPR é essencial para a sobrevivéncia e

crescimento celular.

Curiosamente, ndo s6 a via UPR-classica é ativada durante o
estresse por etanol'', mas uma resposta independente da ligacdo de Ire1p a
proteinas mal-dobradas também é observada. Navarro-Tapia e colegas'®
inspecionaram a ativacdo da via UPR em concentragdes de etanol de 8%
(v/v) e verificaram que ndo havia mau-dobramento proteico intracelular. Além
disso, observaram uma reducao das dimensdes de reticulo endoplasmatico,
contrario ao observado a condicbes de estresse que ativam a via UPR
classica®®. Os resultados apontam para ativagdo da via UPR devido a
reestruturacdo da membrana (deplecdo de inositol) do reticulo
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endoplasméatico e de outras organelas, de forma similar ao observado em
estudos anteriores® 70, Assim, se ndo havia acumulo de proteinas com
dobramento erréneo, possivelmente a via UPR estava sendo ativada pela
deplecio de inositol na membrana do reticulo®. Entretanto, a concentragao
de inositol na membrana e a expressdo dos genes de biossintese de
fosfatidilinositol ndo foram afetadas'®. Dessa forma, o etanol ativa a via UPR
por mecanismos ainda desconhecidos. Possivelmente, alteracoes
promovidas na estrutura da membrana do reticulo e/ou no potencial
eletrostatico intermembranas pode levar a oligomerizagdo de Irelp e

desencadear os eventos da sinalizagao®'.

Uma forma de contornar o mau-dobramento proteico promovido
pelo etanol envolve a utilizagdo de chaperonas moleculares, que previnem a
formagcdo de agregados proteicos bem como assistem o dobramento de
diversas outras proteinas, contribuindo para a homeostase e viabilidade
celular frente a diferentes tipos de estresse’’. Um conjunto destas
chaperonas é expresso em condicdes no qual ha demanda por rapida
adaptacdo celular ao estresse, sendo inicialmente identificadas como
elementos de resposta ao estresse por temperatura, dando origem ao termo
Heat Shock Proteins (HSPs)”2. Diversos estudos mostram que as HSPs tém
papel essencial na sobrevivéncia celular de leveduras quando expostas a
altas concentragdes de etanol e que essa é uma das principais ferramentas
celulares na aquisicao de tolerancia ao etanol. A expressao de HSPs é uma
resposta comum em diferentes linhagens de levedura, como observado nos

trabalhos de Alexandre et al.”3, Piper et al.’+"®, Lv et al.”6 e Sakurai e Ota’”.

Navarro-Tapia e colaboradores'! avaliaram a expressao global de
genes em duas linhagens de S. cerevisiae, crescidas em 10% de etanol
(v/v). Nos estagios iniciais de crescimento, ambas as linhagens
apresentaram maior expressao (em comparacado a auséncia de etanol) de
diferentes genes de HSPs, como HSP12, HSP26 e HSP42. A
superexpressdao de HSP12 esta correlacionada a protecdo da membrana
celular, impedindo a dessecacao da levedura’®, de forma similar a trealose’®.
Sakurai e Ota’’, a fim de avaliar a influéncia de diferentes chaperonas em

aspectos celulares, como crescimento e tolerancia a estresses,
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desenvolveram linhagens mutantes de S. cerevisiae com alteragbes na
regido promotora (heat shock elements) de dois genes nucleares (isoformas
de Hsp90), bem como de cinco genes mitocondriais (HSP10, HSP6O,
HSP78, MDJ1 e SSCT1), impedindo a ligacdo do fator de transcricao HSF
(heat shock transcription factor) comumente associado a respostas a
diferentes estresses. De forma geral, todas as linhagens mutantes
apresentaram crescimento celular mais lento e reduzido, acumulo de
estresse proteico (através de agregados) e perda da viabilidade celular na
presenga de etanol 8% (v/v).

Piper e colaboradores’ mostraram que a crescente concentragio
de etanol implicava na maior expressdao do gene HSP30 em S. cerevisiae,
que codifica uma chaperona integral da membrana plasmatica. Hsp30p € um
regulador negativo de Pmalp, reduzindo a atividade dessa bomba de
prétons’475, Assim, gracas a essa chaperona, o efluxo celular de prétons é
reduzido, e apesar desse efeito ser aparentemente contraditério contra o
estresse, o controle do consumo de ATP é essencial para garantia da
viabilidade de outros processos celulares. E essencial notar que ha consumo
de energia na biossintese de macromoléculas, no redobramento e
desagregacao de proteinas por outras chaperonas, na reestruturacdo da

membrana e mesmo em vias de sinalizacao.

Outras chaperonas moleculares, como Hsp104p, Hsp26p e
Hsp42p sao essenciais no processo de ligagdo a proteinas nao-dobradas ou
mal-dobradas®-®?, impedindo formagcdo de agregados e consequente
ativacdo de vias de apoptose®384. Diferentes estudos ja observaram a maior
expressdao de HSP104, disagregase essencial para manutencdo da
homeostase celular®®, em altas concentragoes de etanol®8688 Sanchez e
colaboradores® mostraram o papel de Hsp104p para tolerancia frente a
diversos estresses, como temperatura, etanol e arsenito. Inicialmente, foi
verificada a presenca de Hsp104p apenas em condicées de estresse por
etanol, enquanto na auséncia deste ndao havia expressao proteica. Além
disso, a presenca de Hsp104p permitia uma ligeira sobrevivéncia celular
frente a elevadas concentragbes de etanol (20% v/v), enquanto linhagens
deletadas nao suportavam tais concentragdes.
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O acumulo de metabdlitos e a manutencao da estrutura mitocondrial
sao essenciais para garantia da viabilidade celular na presenca do
etanol

A mitocdndria, estrutura essencial para manutencao da viabilidade
celular®®, é amplamente afetada em condigdes de estresse por etanol, no
qual é observada a distorcdo da estrutura da membrana e cristas
mitocondriais*’. Essa distorcdo ocorre devido a perda de seletividade da
membrana, permitindo o fluxo de diferentes moléculas; por consequéncia, o
sistema de transporte de elétrons € amplamente afetado, implicando em
reducdo da produgdo de ATP e aumento na formagdo de ROS%-2 A
presenca de ROS promove danos a diversas macromoléculas, como DNA,
proteinas e lipideos%°* que, em larga escala, culminam em eventos de
apoptose®49. Para minimizar os impactos causados por ROS, metabdlitos
celulares como glutationa® e alguns aminoacidos®-*° desempenham papel

na captura e redugao destas moléculas, mantendo a homeostase celular.

Gostimskaya e Grant% verificaram o papel da glutationa na
manutencao do potencial redox mitocondrial, cuja forma reduzida é essencial
para redugdo de radicais®. Comparando duas linhagens de S. cerevisiae
(WT e Aglrimiocondriat, glutationa redutase), foi possivel verificar que a
linhagem mutante era incapaz de manter o potencial redutor mitocondrial,
apresentando maior grau de oxidagdo. Quando ambas as linhagens foram
submetidas a estresse por peréxido de hidrogénio, a linhagem mutante foi
mais sensivel e apresentou menor viabilidade celular — de forma similar a
linhagens que n&o apresentavam nenhuma glutationa redutase. Pérez-
Gallardo e colaboradores® avaliaram a formagédo de ROS em linhagens de
S. cerevisiae submetidas a altas concentracdes de etanol e verificaram que
todas apresentavam maiores concentragbes de ROS mitocondrial e
citosolico, menores razdes de GSH/GSSG (glutationa reduzida/glutationa
oxidada) e integridade comprometida do citocromo ¢ — ativador de vias de
apoptose’®. Linhagens mutantes para os genes ISC, envolvidos na
biogénese de complexos Fe-S comuns entre complexos da cadeia
transportadora de elétrons'®', apresentavam tais danos mais proeminentes,

possivelmente relacionados as falhas no sistema de transporte de
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elétrons'®?, implicando em menor viabilidade celular e menor acimulo de

etanol ao longo do processo fermentativo.

Além destes mecanismos, a utilizacdo de enzimas compreende
uma alternativa ao controle da formacao de ROS. Superéxidos dismutases
(SODs) sao essenciais para processos iniciais de detoxificagdo celular,
promovendo a reducdo de superoxidos®+193. A delecdo de SOD2, uma
superoxido dismutase mitocondrial, implica em drastica reducdao na
tolerancia a etanol, diferentemente da delecao de SOD1 (citosdlica), que néo
apresenta efeito significativo em comparacao a linhagem background'®*, de
forma similar ao observado nos estudos de silenciamento de GLR1, cujo
silenciamento da glutationa redutase citosélica ndo implicou em diminuicao
da tolerancia%. Interessantemente, as espécies reativas de oxigénio
formadas atuam controlando também fatores de transcricdo. Zyrina e
colaboradores'®® verificaram que o silenciamento de SODZ2 impedia a
formagéao de peroxido de hidrogénio em S. cerevisiae; como consequéncia, o
fator de transcricdo Yap1 néo era translocado para o nucleo, acarretando na
reducao da expressao dos genes GSH1 e TRXZ2 (tiorredoxina citoplasmética)
e na reducao da tolerancia a altas concentracdes de etanol. Juntos, esses
trabalhos confirmam que a manutencdo da estrutura mitocondrial e seu
potencial redutor sdo essenciais para a garantia da viabilidade celular e
tolerancia ao etanol. Isso ocorre por uma série de motivos: i) a fluidizacao
das membranas mitocondriais acarreta na dissipacdo do gradiente
eletroquimico; ii) com isso, o0 sistema de transporte de elétrons fica mais
propenso a permitir “escapes”, levando os elétrons livres a formacao de
radicais, como superoxidos; iii) além disso, o extravasamento de citocromo ¢
da mitocondria € o gatilho para diversos eventos de apoptose; e iv) o
genoma mitocondrial tem sua integridade também comprometida, afetando a
expressdao de moléculas redutoras, como glutationa, e enzimas de

detoxificagdo de superdxidos, como SOD2.

O acumulo de metabdlitos no citosol &€ também um fator
importante para manutencao da integridade celular. A producao e acumulo
de trealose constitui uma estratégia interessante para aquisicdo de
tolerancia a diversos estresses'®. Sabe-se que a trealose — chaperona
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quimica — é capaz de estabilizar proteinas e membranas, contribuindo para
manutencdo da homeostase celular e capacidade de crescimento frente ao
estresse’®”. O acumulo desse carboidrato no citosol de leveduras é
correlacionado com fenétipos de maior tolerancia ao etanol'®1%°, Wang e
colaboradores verificaram que o acumulo de trealose € muito importante
para a fermentagcdo VHG (very high gravity, contendo alto teor de acucar),
garantindo a integridade da membrana e a eficacia da resposta
antioxidante'®. A partir disso, estudos superexpressando genes da
biossintese de trealose surgiram como alternativa para aumento da
tolerancia ao etanol de linhagens de leveduras. A superexpressao de TPST1
promoveu aumento da biossintese e acumulo de trealose em S. cerevisiae,
resultando em maior eficiéncia fermentativa e tolerancia ao etanol''%1",
Moon e colaboradores''? verificaram que a expressdo do gene trealose-6-
fosfato sintase da bactéria Streptomyces albus promoveu maior acumulo de
trealose e consequente aumento da tolerdncia a etanol e capacidade
fermentativa, indicando que mesmo a expressdo heter6loga de genes
envolvidos na producao de trealose geram efeito positivo sobre a resposta
fisiolégica ao estresse.

Nao apenas carboidratos estdo envolvidos com a tolerancia ao
etanol, mas o acumulo de aminoacidos também contribui para a resposta ao
estresse. Kasavi e colaboradores''® desenvolveram uma rede de interagoes,
baseada em bancos de dados de interacao proteina-proteina e na ontologia
de genes, a fim de identificar proteinas possivelmente envolvidas no
processo de tolerancia a etanol. Apos refinamento da rede e curadoria
manual, duas proteinas com fungdes bioldgicas desconhecidas (associadas
a clusters com proteinas envolvidas em respostas a estresse ao etanol)
foram identificadas e estudadas (genes YDR307W e YHL042W).
Interessantemente, suas dele¢des implicaram em aumento de tolerancia a
etanol e promoveram up-regulacdo de genes envolvidos na biossintese de
aminoacidos e na biogénese de ribossomos, normalmente down-regulados
em condicbes de estresse'®¥. Lewis e colaboradores®” confirmaram,
através de ensaios de microarranjo, em um estudo com trés diferentes

linhagens de Saccharomyces cerevisiae (S288c, M22 e YPS613), que o
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estresse causado por etanol promove repressao significativa (superior a trés
vezes) de genes envolvidos na biossintese de proteinas e na biogénese de
ribossomos, mostrando a importancia do metabolismo de nitrogénio na
tolerancia a etanol. Tal resultado é consistente a observacdes feitas por
Hirasawa e equipe''4, que identificaram que o aumento na expresséo de
genes relacionados a sintese de triptofano garantia maior tolerancia a etanol.
Além disso, resultados posteriores indicaram que a suplementagédo do meio
de cultura com triptofano em paralelo a superexpressdo de permeases
especificas promoviam o mesmo efeito de tolerdncia a estresse,
confirmando a importancia deste aminoacido para o processo — embora seu
papel ndo esteja claro. Possivelmente, a necessidade de triptofano na
biossintese de novo de NAD(P)''® pode ser a chave pra explicar o aumento
da tolerancia a etanol, visto que a presenca de NADPH é essencial para

manutengdo do balango redox celular'®.

O mesmo efeito protetivo frente ao estresse pode ser observado
com outros aminoacidos. O acumulo de prolina contribui para maior
tolerancia a etanol, mesmo em altos niveis de estresse por um periodo
prolongado (48 horas, 18% etanol v/v)%. Entretanto, o excesso de prolina
pode ser tdxico para as leveduras, implicando em morte ou retardo no
crescimento celular’®. Takagi e colaboradores'!” verificaram que o efeito da
prolina sobre 0 aumento da viabilidade celular de S. cerevisiae, sob condicao
de estresse, esta correlacionado aos niveis de espécies reativas de
oxigénio. Células submetidas a altas concentracdes de etanol (5 horas, 14%
v/v) apresentam maior formagdo de ROS®, diminuindo a viabilidade celular
e a taxa de sobrevivéncia. Linhagens acumuladoras de prolina apresentaram
maior taxa de sobrevivéncia e menores concentragcbes de ROS quando
expostas as mesmas condicoes de estresse — tal caracteristica foi
observada independente da origem da prolina (endégena ou exdgena).
Estudos prévios indicaram que a prolina (livre ou envolvida em ligacédo
peptidica) é capaz de reagir com diferentes ROS, formando moléculas
estaveis e minimizando os danos causados pelo estresse oxidativo!'8119,
Liang, Dickman e Becker'?® observaram em linhagens de S. cerevisiae
knockout para os genes de biossintese de prolina (PRO1, PRO2 e PROS3),
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que a deficiéncia deste aminoacido aumentava os niveis intracelulares de
ROS, aumentava a razdo NADP+/NADPH e inibia a ativagdo da via UPR,
embora a correlagdo entre estas respostas e o nivel de prolina ndo tenha

sido claramente estabelecida.

O aminoacido arginina desempenha papel similar na tolerancia ao
estresse por etanol. Estudos recentes em S. cerevisiae®®'?! indicaram que o
acumulo de arginina intracelular (através do fornecimento de aminoacido no
meio, ou da superexpressao de genes envolvidos na biossintese) culminava
em um aumento na tolerdncia a etanol, enquanto a diminuicdo da
concentragdo de arginina tornava a linhagem mais sensivel ao estresse.
Dois diferentes mecanismos, ainda ndo muito claros, foram observados para
explicar essa resposta: a arginina é capaz de reduzir os danos causados a
membrana celular e parede celular pelo etanol, consequentemente
diminuindo o dano as estruturas de organelas intracelulares®; e o actimulo
deste amino4cido diminui os niveis intracelulares de ROS quando ha
estresse oxidativo causado pelo etanol®'?'. H& uma clara correlagao
identificada entre as vias de biossintese de arginina e prolina, uma vez que a
arginina é produzida através da prolina, em uma série de reacdes que possuli
uma N-acetiltransferase como enzima intermediéria do processo. Nishimura
e colaboradores'' verificaram que tal enzima, codificada pelo gene MPR1,
esta envolvida na biossintese de arginina e que esta via confere tolerancia
ao estresse por etanol através de um mecanismo antioxidativo ainda nao

esclarecido, capaz de promover reducéo dos niveis de ROS intracelulares.

Ohta e colaboradores'® utilizaram 14 linhagens de S. cerevisiae e
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, fizeram a quantificacdo de 36 diferentes compostos apds a
exposicdo das células a 5% (v/v) de etanol. Tal abordagem permitiu a
identificacdo de diversos compostos que garantiram maior tolerancia a
etanol (e.g., trealose, valina e prolina, além de intermediarios na producao
de ATP). Uma vez que valina foi um dos metabdlitos identificados mais
intimamente relacionados a tolerdncia a etanol, os pesquisadores
promoveram a delecao dos genes LEU4 e LEU9 para promover o acumulo

de valina, impedindo sua conversdo a leucina, observando aumento na
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tolerancia a etanol. Estudos anteriores® indicaram que a deficiéncia na
captacdo de leucina em linhagens auxotréficas tornava as células
hipersensiveis ao etanol. Li e colegas'® investigaram o papel de diferentes
metabolitos em S. cerevisiae sob estresse por etanol (0-15% v/v).
Confirmando resultados ja observados, houve um aumento caracteristico em
acidos graxos monoinsaturados de cadeia longa. Além disso, alguns
aminodcidos (lisina, tirosina, leucina e prolina) apresentaram-se em maior
quantidade em elevadas concentragbes de etanol, reiterando o papel
importante frente ao estresse. Por fim, intermediarios da via glicolitica foram
identificados em menores quantidades, o que pode ser interpretado como
fator limitante para o crescimento celular em elevadas concentragbes de
etanol, bem como pode correlacionar-se a menor eficiéncia fermentativa e

de captagao de glicose sob estresse.

E importante ressaltar que, sob elevadas concentracdes de
etanol, a levedura possivelmente promove um shutdown do metabolismo
fermentativo, tentando conter os danos causados pelo estresse bem como
impedir que este se intensifique. Assim, o aumento da tolerancia ao etanol
em leveduras a partir de metabdlitos € uma interessante estratégia para a
industria. A suplementacdo de meios de fermentacdo com aminoacidos é
uma estratégia simples e pode promover maior eficiéncia do processo. Em
paralelo, os estudos apresentados confirmam o papel dos diferentes ions e
metabdlitos em outras condi¢cdes de estresse, como elevadas temperaturas.
Assim, o enriquecimento dos meios fermentativos pode causar um amplo
efeito fisioldégico frente aos diversos desafios ambientais. Mais que isso,
determinar a composicao ideal do meio de fermentacao, suplementado com
ions, aminoacidos e vitaminas, pode tornar viavel a utilizacao industrial de

leveduras naturalmente menos tolerantes a estresses.
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A estrutura de fatores de transcriciao e a expressao diferencial de
genes sao importantes para resposta ao estresse

O controle transcricional € uma forma importante de adaptagéao
rapida e especifica a diferentes estimulos ambientais. Diferentes grupos de
pesquisa tém identificado o papel essencial da expressédo génica diferencial
na tolerancia a estresses, incluindo ao etanol. Andlises de transcriptoma
permitem uma visdo mais completa de como diferentes linhagens de
levedura toleram altos niveis de etanol, oferecendo aos pesquisadores a
possibilidade de abordagens futuras mais especificas.

Dinh e colaboradores' utilizaram duas linhagens de S.
cerevisiae em um estudo utilizando a técnica de microarranjo de DNA. As
células, expostas a 10% de etanol (v/v) apresentaram perfis de expressao
amplamente diferentes quando comparadas entre si nas condicbes de
estresse e quando comparadas ao controle (auséncia de etanol). Observou-
se, dessa forma, que genes up-regulados em ambas as linhagens eram
essenciais para sobrevivéncia celular e crescimento (e.g., homeostase de
prétons, metabolismo de arginina e sintese de ATP na mitocéndria); além
disso, genes (36 no total) relacionados a proteinas ribossomais foram
especificamente up-regulados apenas na linhagem mais tolerante, indicando
o importante papel da biossintese de proteinas para a tolerancia ao etanol
durante longos periodos de exposicdo ao estresse. Ma e Liu®®, a partir de
estudos anteriores utilizando a técnica de microarranjo, selecionaram 175
genes envolvidos na tolerancia e producado de etanol para quantificacdo
através de gPCR. As quantificagdes da expressdo foram realizadas em
diferentes tempos (0, 1, 6, 24 e 48 h) ap6s a adicao de etanol ao meio de
cultura das duas linhagens em estudo. Diferentes genes de HSPs foram
mais expressos na linhagem mais tolerante em todos os intervalos de tempo
em analise, enquanto na linhagem menos tolerante, a expressao destes foi
reprimida ap6s o periodo de 6 horas. Além disso, genes envolvidos na
biossintese de triptofano, prolina e acidos graxos de membrana, bem como
fatores de transcrigdo, apresentaram maior expressdo na linhagem mais
tolerante quando estressada, enquanto tais genes foram reprimidos na outra

linhagem.
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Li e colaboradores'®* também fizeram uso da técnica de
microarranjo para avaliar a expressao diferencial de genes, comparando
linhagens haploides e diploides entre si. Na presenca de etanol, ambas as
linhagens apresentaram maior expressao de genes envolvidos na captacéao
de ergosterol e na biossintese de acidos graxos de cadeia longa, bem como
na biogénese de ribossomos. Além destes, em altas concentracées de
etanol, notou-se que todas as linhagens apresentavam repressao para a
biossintese de diversos aminoacidos, o que pode explicar a baixa taxa de
crescimento celular especifico observado. Quando comparadas as linhagens
quanto a ploidia, alguns genes apresentaram-se diferencialmente expressos,
mas pouca correlacao foi observada quanto a tolerancia a etanol, salvo
excecao de alguns genes relacionados a estabilidade de parede celular.
Cérdova e colegas'®® compararam a expressdo diferencial de duas
linhagens de S. cerevisiae (uma linhagem laboratorial nunca exposta a
fermentacdo de tequila e uma linhagem comumente utilizada nesse
processo), e verificaram que genes relacionados a composicao lipidica da
membrana e captacao de ergosterol eram significativamente mais expressos

na linhagem adaptada.

Sabe-se que fatores de transcricdo sao elementos importantes na
coordenacéo do transcriptoma, sendo responsaveis por ativar ou inativar até
centenas de genes, através de acdes cooperativas ou exclusivas. Os fatores
de transcricdo Msn2p e Msn4p, de S. cerevisiae, sao responsaveis por
coordenar e controlar a expressao de mais de 200 genes envolvidos em
respostas a estresses oxidativo, por temperatura, por etanol e outros'?6:127, A
delecdo de ambos os fatores de transcricdao torna a levedura hipersensivel
ao estresse por etanol'?8129) enquanto sua superexpressio implica em
fenotipo mais tolerante'. Além disso, a translocagao nuclear de Msn2/4p é
mediada por fosforilacdo e Vamvakas e colaboradores mostraram que a
simples substituicao de residuos pontuais de serina por alanina era capaz de
afetar a tolerancia ao etanol bem como rendimento da fermentagao?3!. E
importante notar que a ativagdo de Msn2/4p deve ocorrer apenas sob

estresse, uma vez que sua constante ativacdo — mimetizada pela
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substituicdo de seis residuos de serina por alanina — afeta todo o

metabolismo, tornando a levedura inviavel'32.

O gene YAPT codifica um fator de transcricdo de resposta
caracteristica ao estresse oxidativo'>® e como o etanol pode promover a
producado de espécies reativas de oxigénio, Yap1p também atua na resposta
ao estresse por etanol'®*. Zyrina e colaboradores'®® avaliaram a relagao
entre Sod2p e Yap1p, verificando que a producao de peroxido de hidrogénio
por Sod2p, a partir da redugao de superoxidos, é essencial para a ativacao
desse fator de transcricdo por meio da oxidacao e consequente formacéao de
pontes dissulfeto’3. Screenings em linhagens de mutantes de S. cerevisiae
apontam que a delecdo de YAP1 aumenta a sensibilidade da levedura ao
estresse oxidativo'3. Em contrapartida, as delegdes Unicas de catalases
(CTT1 e CTAT), superdxido dismutases (SOD1 e SOD2) ou mesmo
proteinas do sistema tiorredoxina (TSA1, TRX2 e TRR1) pouco ou nada
afetam a sensibilidade ao estresse'®, indicando que a coordenagdo da
expressao do sistema de adaptacdo é mais importante que a existéncia de
todos os elementos. Em S. cerevisiae, na presenca de etanol, é possivel
observar aumento da expressdo de alvos de Hsfip; entretanto, sua
expressdao pouco varia, sendo o controle da expressdo dependente da
homotrimerizacdo e fosforilagao'®’. Apesar disso, a hiperfosforilacdo
desregulada implica em baixa funcionalidade de Hsflp (por mecanismos
ainda desconhecidos), levando a defeitos fisioldgicos na resposta ao
etanol'3. Em contrapartida, a delecédo de outros fatores de transcrigdo, como
ACE2 e SWI5, proporciona aumento da produtividade de etanol por meio da
expressao diferencial de genes envolvidos com metabolismo de carbono e

mecanismos de resposta ao estresse’®,

Dessa forma, a multiplicidade e complexidade de mecanismos de
controle transcricional precisa ser melhor compreendida. Um amplo estudo
funcional dos efeitos fisiolégicos da superexpressdo de fatores de
transcrigdo verificou que 61 desses apresentavam efeitos toxicos'40. Assim,
estudos recentes fazem uso de engenharia global da maquina de transcricao
(global transcription machinery engineering, gTME), uma abordagem que
foca na reprogramacdao da transcricdo génica, por meio de mutacoes
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randémicas em proteinas especificas e screening de linhagens com fenétipo
de interesse'4".142, Experimentos de gTME realizados com Spt15p (TATA-
box binding protein), fator de transcricdo responsavel por coordenar a
expressao de varios genes, promoveram mutagdes na sequéncia do gene
por meio de error prone PCR. Entre os transformantes, foram identificados
alguns com capacidade fermentativa e tolerancia a etanol aumentados,
indicando o impacto de alteracbes na estrutura de fatores de
transcricdo’#"143, Qiu e Jiang'#* utilizaram a mesma abordagem com o gene
RPB7 - subunidade da RNA polimerase Il. Ao realizar o screening dos
mutantes obtidos, foi identificado um que apresentava aumento do
rendimento e da tolerAncia ao etanol. Ao avaliar a expressao génica,
verificaram que essas alteracdes culminavam na expressao diferencial de
369 genes, com fungdes no metabolismo de carboidrato, na resposta ao

estresse oxidativo e na regulagdo transcricional.

Além de explorar caracteristicas naturais de S. cerevisiae ou
induzir modificacdes artificiais em proteinas, a expressao heterdloga também
¢ uma abordagem de interesse. Li e equipe'#® transformaram linhagens
laboratoriais de S. cerevisiae (BY4743) com os genes MSNZ2 e HSF1 de
Kluyveromyces marxianus, obtendo uma linhagem termotolerante. Essa
linhagem era capaz de fermentar eficientemente em temperaturas elevadas
(e.g., 42 °C), com rendimentos superiores a linhagem controle. Andlises de
transcriptébmica apontaram que mais de 50 genes estavam diferencialmente

expressos, afetando processos fisioldgicos variados.

Juntos, esses trabalhos reforcam a importancia do controle da
transcricdo para determinacao de caracteristicas fisiolégicas. Os estudos de
superexpressao, delecao, modificagdes pds-traducionais e mutagdes dessas
proteinas sinalizam que o robusto controle da expressao génica de multiplos
alvos é essencial para a aquisicdo de determinada resposta celular. E
possivel observar que a up- ou down-regulacdo de um conjunto de genes,
sem modificacdo de suas sequéncias, € o suficiente para promover o
aumento da tolerancia ao etanol ou da capacidade fermentativa. Assim, o
estudo mais profundo do papel dos fatores de transcricdo em processos
celulares é essencial para a obtencdo de linhagens de leveduras mais
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adaptadas as condi¢des industriais, principalmente de organismos nao-
convencionais de interesse biotecnolégico. Enquanto a modificacdao ou
expressao de proteinas pode afetar um conjunto limitado de alvos e
processos, a alteracdo de fatores de transcricdo pode influenciar redes
extensas de centenas de genes, controlando a resposta fisiolégica como um
todo.

PERSPECTIVAS E CONCLUSOES

O etanol afeta, direta ou indiretamente, diversas estruturas e
processos celulares de leveduras, comprometendo sua viabilidade e
eficiéncia fermentativa. Dentre as principais estruturas afetadas, estdo as
membranas celulares e de organelas, que sofrem com um processo de
fluidizacdo. Tal fluidizagdo permite, por exemplo, a acidificagdo do citosol e a
desestruturacdo de cristas mitocondriais. Por consequéncia, diversos
mecanismos sao afetados, como a reducédo da eficiéncia da sintese de ATP
mitocondrial, seguido de maior geracao de ROS; formacdo de agregados
proteicos, devido ao mau-dobramento das proteinas expostas ao etanol;
reducdo da taxa de transporte de metabdlitos; e dissipacao do potencial
eletroquimico  transmembrana. Esse amplo comprometimento da
homeostase celular € o gatilho para a iniciacdo de uma série de respostas, a
fim de tentar promover a sobrevivéncia celular (Figura 2; Tabela 1). Dentre
tais respostas, esta a ativacdo da expressao de diversos genes envolvidos
na biossintese de aminoacidos e glutationa reduzida que promovem a
deplecao de ROS; biossintese e acumulo de trealose; bombas de proéton
transmembrana (citosélica e vacuolar) para reduzir a acidificacao do citosol;
HSPs envolvidas no processo de desagregacao protéica, estabilizacdo de
membranas e controle do consumo de ATP por bombas de prétons; ativacao
da via de resposta a proteinas mal-dobradas; mudanga na composicao
lipidica de membranas; e biogénese de clusters Fe-S, componentes de

proteinas da cadeia transportadora de elétrons.
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Tabela 1. Genes e metabdlitos envolvidos na tolerancia ao etanol.

ESTRUTURA E COMPOSIGAO DA MEMBRANA

Gene /
Metabolito

Descricao

Ref.

Fosfatidilcolina

Maior concentracao desse fosfolipideo de membrana implica
em maior tolerdncia a etanol e capacidade de crescimento

frente ao estresse.

6,21

Inositol

Suplementagdo do meio de cultura com inositol aumenta a
viabilidade celular por meio da reducado da permeabilidade

da membrana na presencga do etanol.

25

Acidos graxos e
ergosterol / OLE1

Acidos graxos insaturados e ergosterol estabilizam a
estrutura da membrana, aumentando sua resisténcia a
solubilizacdo ao etanol. O aumento da expressdo de OLE1
(acido graxo insaturase) aumenta a biossintese de &cidos

graxos insaturados e consequente tolerancia ao etanol.

26, 28,
29

TRANSPORTE DE iONS E ACIDIFICAGAO CELULAR

Gene /
Metabolito

Descricao

Ref.

PMAT1/ PMA2

As H*-ATPases de membrana promovem a desacidificagao
do citosol por meio do efluxo de prétons. Linhagens mais
tolerantes de S. cerevisiae apresentam maior expressao
desses genes. Superexpressdo de PMAT aumenta a

tolerancia de leveduras a diversos tipos de estresse.

7,33,
43

Ca2+

O influxo de Ca?, por meio de transportadores de
membrana, ativa vias de sinalizacdo que culminam em
respostas a estresses. No reticulo endoplasmatico, Ca?+ é
essencial para retencdo de proteinas, garantindo adequado

dobramento e processamento

51, 53

M92+

O ion Mg?* contribui para estabilidade de biopolimeros e
funciona como cofator de diversas enzimas. A
suplementacdo do meio com magnésio aumentou tolerancia

ao etanol, afetando a expresséo de diversos genes.

56, 39
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Tabela 1. Continuacgéo...

Trealose

Dissacarideo  n&o-redutor. Seu acumulo  promove
estabilizacdo de proteinas e membranas, além de contribuir
para a eficiéncia na resposta antioxidante. A superexpressao
de TPS1, gene envolvido na biossintese de trealose, leva a

maior eficiéncia fermentativa e tolerancia ao etanol.

107-
109,
111

Aminoacidos

A Dbiossintese e o transporte de aminoéacidos estao
intimamente relacionados a tolerancia ao etanol. A delecao
de genes de biossintese ou o comprometimento da
importacdo de aminoacidos em S. cerevisiae reduz a
tolerancia ao etanol, enquanto a suplementagcio desses em
meio de fermentacdo reestabelece o estado fisiologico

celular.

13,
97-99,
113,
120

MAU-DOBRAMENTO PROTEICO, VIA UPR e CHAPERONAS

Gene /
Metabolito

Descricao

Ref.

HSP12, HSP26,
HSP42

Linhagens mais tolerantes de S. cerevisiae apresentaram
maior expressdo dessas chaperonas. Hspi12p esta
correlacionada a protecao da membrana celular, impedindo a
dessecacao da levedura. Hsp26p e Hsp42p suprimem a

formacao de agregados proteicos.

11, 18,
78, 81,
82

HSP30

Chaperona de membrana plasmética, regula negativamente
a atividade de Pmaip (bomba de prétons). O aumento da
concentracdo de etanol leva ao aumento da expressao de
HSP30, que controla o consumo de ATP pela H+-ATPase.

74,75

HSP104

Disagregase essencial para garantia da homeostase celular.
Promove a desagregacgéao e contribui para o re-enovelamento
de proteinas em diversos tipos de estresse. A dele¢do dessa

chaperona reduz a tolerancia ao etanol.

85-87

APJ1

Chaperona putativa da familia Hsp40. Sua delecao promove
aumento da tolerancia ao etanol em S. cerevisiae, por

mecanismos ainda nao-esclarecidos.

147
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Tabela 1. Continuagao...

MITOCONDRIA, METABOLITOS E TOLERANCIA A ETANOL

Gene / o
Metabélito Descricao Ref.

Glutationa Peptideo com atividade antioxidante quando na forma | 92,96
reduzida. Linhagens incapazes de reduzir glutationa oxidada
sdo mais sensiveis a estresses oxidativos. Altas
concentragbes de etanol apresentam maior formacdo de
ROS, que levam a redugao da disponibilidade de glutationa
reduzida.

SOD2 Superoxido dismutase mitocondrial. Essas enzimas sdo | 104,
responsaveis por reduzir espécies reativas de oxigénio, 105
contribuindo para manutengdo da homeostase celular. Sua
delecdo compromete a adaptagado fisiolégica ao etanol,
afetando até mesmo a ativacao de fatores de transcricao.

FATORES DE TRANSCRICAO
Gene / s
Metabélito Descricao Ref.

MSN2 e MSN4 Coordenam e controlam a expressédo de mais de 200 genes | 128-
envolvidos em respostas a estresses oxidativo, por 130
temperatura, por etanol e outros. A delecdo de ambos torna
a célula hipersensivel aos estresses.

YAP1 Responsivo a estresse oxidativo e outros estresses que | 105,
levam a formacédo de ROS. Sua ativagido depende de SOD2 | 135,
e da formagao de H202. Sua delecao afeta a resposta ao 136
estresse oxidativo, uma vez que coordena a expressao de
catalases, superoxido dismutases e outras proteinas com
potencial redutor.

HSF1 Responsivo a estresse térmico e a presenga de proteinas | 138,
mal-dobradas. Sua hiperfosforilagdo reduz a resposta ao 146

estresse por etanol e sua delecéo € letal para S. cerevisiae.
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Figura 2. Mecanismos utilizados para tolerancia a etanol em leveduras. 1) Uma estratégia
amplamente observada envolve a alteragdo da composicéo lipidica da membrana celular, a
fim de minimizar os impactos intracelulares da presencga de etanol. De forma geral, observa-
se 0 aumento da concentragao de acidos graxos insaturados de cadeia longa (e.g., acido
oleico) e ergosterol, que diminuem a fluidez da membrana. 2) A utilizagdo de bombas de
proton na membrana externa (e.g., Pmal e Pma2) contribuem para o efluxo de prétons,
reduzindo o efeito da acidificacdo citosdlica e reestabelecendo parcialmente o potencial
eletroquimico essencial para diferentes processos. Além disso, a presenca de
transportadores de ions, como célcio e magnésio, permite a manutencdo de processos
celulares e vias de sinalizagdo essenciais, permitindo a adaptagéo celular ao estresse. 3)
Além das bombas de préton localizadas na membrana externa, as localizadas no vacuolo
(V-ATPases) também sdo essenciais para manutengdo da viabilidade celular; frente ao
estresse por etanol, a célula promove a fusdo e formagéo de um Unico e amplo vacuolo, que
promove o fluxo de prétons citosol — vacuolo. 4) A formagao de agregados proteicos ou de
proteinas recém-sintetizadas mal-dobradas promove a ativacdo da via UPR, que
desencadeia uma série de eventos para promogao do redobramento proteico e degradacao
de componentes nao-recuperaveis. Além disso, a via UPR desencadeia a ativacao de
diferentes genes essenciais para reestabelecimento da homeostase celular.5) A
mitocondria, estrutura que intensifica a produ¢ao de espécies reativas de oxigénio (ROS) na
presenca de etanol, busca contornar o estresse oxidativo causado através da formagéao de
glutationa reduzida bem como na promocdo da biogénese de clusters Fe-S, estruturas
essenciais nas proteinas da cadeia transportadora de elétrons. Tais abordagens promovem

a redugdo de ROS ja formados além de minimizar a geragdo de mais ROS, atenuando o
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escape de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons. 6) O estresse por etanol
desencadeia a expressdo de uma diversidade de genes, como codificadores de HSPs,
bombas de prétons, metabolismo de aminoacidos, biogénese de ribossomos, além de
fatores de transcricdo, como MSN2 e MSN4, envolvidos na ativacdo de promotores de
genes envolvidos a diferentes estresses.7) HSPs desempenham diversos papéis para
adaptacao da célula frente ao estresse, como protecdo contra dissecacao, redobramento e
desagregacdo proteica, regulacdo de transportadores de membrana, dentre outros.
Antioxidantes, como glutationa, sdo também essenciais para controle dos danos causados
por ROS, garantindo o balango de componentes (como NADP+ e NADPH) e minimizando o
impacto causado em moléculas e estruturas celulares. Aminoacidos também desempenham
papel similar, podendo promover a remog¢édo de ROS diretamente, através de reagdes
quimicas. Além disso, alguns aminoacidos sdo essenciais para a ativagdo de vias de
sinalizacdo (e.g., a via UPR é dependente de prolina) e biossintese de componentes
celulares essenciais (e.g., sintese de NAD(P) a partir de triptofano como precursor). O

acumulo de trealose também contribui para manutencao da homeostase celular.

Dessa forma, compreender o0s mecanismos envolvidos na
tolerancia a etanol contribui para o desenvolvimento de novas linhagens de
leveduras fermentadoras ou para o aperfeicoamento de linhagens ja bem
estabelecidas, garantindo maior eficiéncia na producao de etanol 1G e 2G.
Entretanto, a complexidade de respostas e a diferenca de adaptacdo ao
etanol em diferentes organismos, principalmente nao-Saccharomyces,
apresentam-se como maior desafio para compreensao exata e plena do
processo de tolerancia. E curioso notar que grande parte das melhorias
observadas para a tolerancia ao etanol sdo mais relacionados a expressao
génica do que a estrutura de proteinas de resposta. Estudos de modelagem
integrados a analises do transcriptoma de organismos tolerantes e sensiveis
ao etanol podem evidenciar conjuntos de genes essenciais para a aquisicao
da tolerancia ao etanol. A partir disso, ferramentas de engenharia genética
podem ser utilizadas para desenvolver novas linhagens que coordenem de

forma precisa a expressao de genes-chave.
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CAPITULO I

AVALIACAO DOS EFEITOS FISIOLOGICOS DA
DELECAO DO GENE APJ1 EM LINHAGENS DE
Saccharomyces cerevisiae
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Avaliacao dos efeitos fisiolégicos da delecao do gene APJT em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

A producao de bioetanol em industrias faz uso principalmente de leveduras
em processos fermentativos. O etanol, produto da prépria fermentacao, € um
dos principais limitantes da eficiéncia das leveduras. Nos ultimos anos,
diversos grupos de pesquisa buscam identificar mecanismos celulares e
genes relacionados a adaptacao ao estresse. Apjip, possivel chaperona
envolvida na degradacao de proteinas sumoiladas e na resposta ao acumulo
de prions, foi identificada como potencialmente relacionada a tolerancia ao
etanol em Saccharomyces cerevisiae. No presente estudo, foi avaliado o
efeito da delecdo de APJ1 na fisiologia de linhagens de S. cerevisiae, a fim
de compreender o impacto da mutacdo no crescimento sob a exposicao a
diversos estresses, como etanol, temperatura, elevada concentracdo de
acucar e presenca de acido acético. Nenhuma diferenga significativa foi
observada entre as linhagens nos diferentes ensaios de crescimento ou
fermentacao. Além disso, o crescimento das células em meio contendo
etanol foi similar, apesar do aumento da expressdao de APJ7 na linhagem
background. Estudos anteriores de RNA-seq do nosso grupo revelaram
pouca diferenca entre os transcriptomas das leveduras sob estresse por
etanol. Juntos, esses resultados apontam que os efeitos fisioldgicos da
delecdo de APJ1 em S. cerevisiae nao estdo diretamente relacionados a
tolerancia ao etanol e a outros estresses importantes para processos

fermentativos.

Palavras-chave: Tolerancia ao etanol; Chaperona; Estresse; Leveduras.
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REVISAO DE LITERATURA
Apj1p é uma chaperona putativa da familia Hsp40

Proteinas da familia Hsp40 apresentam um dominio caracteristico
conhecido como Dnad, que contém cerca de 70 residuos de aminoacidos
estruturados em quatro a-hélices. Além disso, ha um motivo conservado
“HPD” (histidina, prolina, acido aspartico) entre as hélices Il e lll, essencial
para a funcionalidade dessas proteinas'2. De modo geral, chaperonas
contendo dominio Dnad atuam em colaboragao com chaperonas da familia
Hsp70, proteinas essenciais que atuam na desagregacado e redobramento

proteico34.

Proteinas da familia Hsp70 apresentam um dominio ATPase
importante para sua atividade (Figura 1). Na auséncia de condigdes de
estresse, Hsp70s estdo ligadas ao ATP em um estado de baixa afinidade ao
substrato (proteinas-alvo). Na presenca de proteinas mal-dobradas, essas
chaperonas se ligam de forma transiente a segmentos ricos em residuos de
aminodcidos hidrofdbicos e, ao hidrolisarem o ATP, assumem um estado de
alta afinidade ao substrato que permite a desagregacao e o redobramento
de proteinas em colaboracdo com outras chaperonas, como Hsp90s e
Hsp100s%4. Entretanto, a velocidade de hidrélise de ATP é a etapa limitante
para a funcionalidade de Hsp70 e a associacdo com o dominio Dnad de
chaperonas Hsp40 é crucial para estimular a atividade do dominio
ATPase'2° Em leveduras, mais de vinte proteinas contendo DnaJ ja foram
identificadas®. Ydjip é uma chaperona Hsp40 envolvida na degradacédo de
proteinas via ubiquitinacao e destinacdo ao proteassomo, na importacao de
proteinas para mitocondria, na regulacdo da atividade de Hsp70s e na
inibicdo da propagacéo de prions, como [SWI*] e [URE3]®°. Sis1p apresenta
papel similar na protecdo da célula frente os efeitos toxicos da propagacao
do prion [PSI]'0-11,

Apjip (anti-prion Dnad) foi inicialmente identificada por
Kryndushkin e colaboradores como uma importante proteina para a
contengcdo da propagacado de prions, atuando na supressao e cura do
fenodtipo [PSI]'2. A andlise estrutural apontou que essa proteina € uma

53



possivel co-chaperona pertencente a familia Hsp40. Estudos posteriores
verificaram que essa chaperona também €& capaz de propagar o prion
[SWI], atuando como substituta de Ydj1p'S. Em contrapartida, a delegéo de
APJ1 era letal para S. cerevisiae'* ao avaliar modelos de propagacgéo de
agregados proteicos de fragmentos da proteina Huntingtin, um dos motivos
causadores da doenca de Huntington'. Assim, o efeito de Apjip sob a
propagacdao de prions parece ser dependente de suas estruturas e
mecanismos de propagacao.

wteina mal-dobrada
1 2

ATPase

|

Hsp70p

\ Hsp40

J,

proteina redobrada

<
mis g

Figura 1. Atividade de chaperonas das familias Hsp40 e Hsp70 no redobramento e

U

desagregacgao proteica. Proteinas da familia Hsp70 possuem dominio ATPase e sao
capazes de reconhecer proteinas mal-dobradas, baseado na presenca de regides
hidrofébicas (1). Ao identificar esses alvos a serem redobrados e/ou desagregados, diversas
chaperonas Hsp70 interagem com baixa afinidade com seus substratos (2). Associando-se
a chaperonas Hsp40 (3), as chaperonas Hsp70 sdo estimuladas a hidrolisar o ATP e
assumem uma nova conformagdo, de maior afinidade ao substrato (4). Apos executarem
suas fungbes, as chaperonas Hsp70 liberam as proteinas, agora em estado nativo ou
desagregadas, e fazem a troca de ADP por ATP, ficando disponiveis para novos ciclos de

atividade.

Apesar desses trabalhos avaliando o papel de Apjip na
propagacao de prions, pouco se sabe sobre suas fungdes em outros
processos celulares. E curioso notar que essa proteina é pouco abundante
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na célula, apresentando pouco mais de 100 copias'®'’, e sua localizacdo
celular é discutida, sendo apontada como residente no citosol ou na

mitocdndria'”:18,

Apj1p esta envolvida na degradacao de proteinas sumoiladas e em

processos fermentativos

Analises filogenéticas apontam que o gene APJ1 evoluiu de um
ancestral comum, YDJ1, apresentando dominios conservados e capacidade
de estimular a atividade da ATPase de chaperonas da familia Hsp70.
Entretanto, linhagens Aydj1 apresentam severas limitagées de crescimento
em meio sélido a 30 °C, enquanto nenhum efeito 6bvio foi observado no
crescimento de linhagens Aapj1'”. Ao avaliar possiveis interagdes genéticas
com APJ1, Sahi e colaboradores'” identificaram que a linhagem duplo-
mutante Aapj1Asix5 (SIx5p, subunidade do complexo proteico SUMO-
targeted Ubiquitin Ligase) era incapaz de crescer em meio solido a 37 °C.
Considerando o papel de SIx5p na ubiquitinacdo de proteinas previamente
sumoiladas, os pesquisadores confirmaram por analises de imunoblot um
acumulo de proteinas com essa modificacdo pds-traducional. Assim,
proteinas que seriam ubiquitinadas e degradas via proteassomo estavam
sendo acumuladas no citosol'®, sugerindo o papel de Apj1p no intermédio da
degradacao de proteinas sumoiladas.

A adicdo de SUMO (small ubiquitin-like modifier) é uma
modificacao pds-traducional que ocorre em residuos de lisina em sequéncias
consenso de proteinas, e tal evento é essencial para diferentes processos
celulares®®. SUMOs tém origem em proteinas precursoras imaturas de 11
kDa, que precisam ser previamente processadas antes de serem
conjugadas a proteina alvo. Assim, enzimas conhecidas por SENPs (SUMO-
specific proteases) hidrolisam a porcao C-terminal dessa proteina precursora
de SUMO, permitindo o inicio do processo. A seguir, uma enzima ativadora
de SUMO (E1) ativa o C-terminal de forma dependente de ATP. SUMO
ativada €, entdo, transferido para uma enzima conjugadora (E2),
responsavel por assistir a ligacdo de SUMO no substrato pelas SUMO
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ligases (E3). O processo de sumoilagao é rapidamente reversivel®'-?? (Figura
2).

A sumoilagcédo pode estar envolvida em processos de degradacao
proteica, reparo de DNA, localizagdo subcelular, regulacdo da atividade de
fatores de transcricdo e ligacdo a DNA, dentre outros®®25. Ainda assim,
pouco se sabe sob os gatilhos que coordenam eventos de sumoilagédo e qual
seu papel em processos de resposta a estresse. Entretanto, é importante
ressaltar que os niveis de sumoilacdo em proteinas de leveduras aumentam
drasticamente quando estas sao submetidas a alguma condicédo de estresse,

como etanol ou peroéxido de hidrogénio®.

Pré-
SUMO %0
SENP
@
@
4
E3

Figura 2. Processo de sumoilagdo de proteinas. O precursor da proteina SUMO (Pré-
SUMO) é hidrolisado por proteases SENPs (1). O peptideo SUMO maduro pode, entéo, se
ligar a enzima ativadora de E1 (2). Ap6s, SUMO ativo é transferido para a enzima
conjugadora E2 (3). Por fim, de forma coordenada a enzima SUMO-ligase, proteinas-alvo
sdo sumoiladas em residuos de lisina em motivos sequéncia-especificos (4). O processo de
sumoilacao pode ser rapidamente revertido pelas SENPs por meio de hidrélise, e SUMO
livre pode ser entdo utilizada para modificagcao pés-traducional de outros alvos (5).
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Swinnen e colaboradores?” verificaram, em analises de
segregantes de leveduras resistentes e sensiveis ao etanol, que a reducao
da expressao de APJ1 era um importante fator para aquisicdo da tolerancia
a altas concentracoes de etanol (= 16% v/v) em meio sélido. Para confirmar
as observacgdes, a delecao de APJT foi feita em linhagem laboratorial de
tolerancia moderada ao estresse (BY4741) e segregante de linhagem
industrial com alta tolerancia ao estresse (VR1-5B). Para ambos os casos,
as leveduras mutantes apresentaram crescimento superior as linhagens
parentais em concentracbes de etanol superiores a 10% (v/v) em meio
sélido. Em 2014, uma patente aprovada®® confirmou o uso da delegédo de
APJ1 para melhorar a tolerancia de leveduras em concentragbes de etanol

superiores a 14% (v/v).

De modo geral, a literatura é escassa quanto a estudos funcionais
de Apj1p. Além desses trabalhos, pouca informagéo adicional é encontrada.
Assim, o presente trabalho prépos avaliar o efeito da delecido de APJT na
tolerancia ao etanol em linhagem laboratorial de S. cerevisiae, a fim de

verificar o impacto dessa modificacdo no crescimento e fermentacao.
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OBJETIVOS
Objetivos gerais

Avaliar o efeito fisiologico da delecado de APJT em

Saccharomyces cerevisiae em diferentes condigdes de crescimento.
Objetivos especificos

* Analisar a expressdao de APJ1 em S. cerevisiae BY4741 na

presencga de estresse por etanol.

e Avaliar a tolerancia ao etanol de linhagens de S. cerevisiae
(BY4741 e Y02999) em meio sélido e liquido.

» Avaliar o efeito de temperatura, pH, concentracdo de acucar e
presenca de acido acético no crescimento de linhagens de S.

cerevisiae.

» Comparar a capacidade fermentativa de linhagens de S.

cerevisiae.

58



METODOLOGIA
Meios de cultura, leveduras e condicoes de cultivo

O meio de cultura YPD (20 g.L" extrato de levedura, 10 g.L™
peptona, 20 g.L' glicose; para meio sdlido, adicionar 20 g.L-' &gar) foi
utilizado para a manutencao das células e preparo de pré-inéculos. O meio
de cultura SC (6,7 g.L' YNB, 20 g.L" glicose, 20 g.L! agar; suplementado
com 20 mg.L" de adenina, arginina, histidina, metionina, triptofano e uracila;
30 mg.L" de isoleucina, lisina e tirosina; 50 mg.L" fenilalanina; 100 mg.L™
leucina; 150 mg.L"" valina; 200 mg.L' treonina) foi utilizado para
identificagdo de marcas auxotroficas.

Linhagens de S. cerevisiae BY4741 (MATa his3A1 leu2A0
met15A0 ura3A0) e Y02999 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
apj1A::KAN) foram obtidas da colegdo de micro-organismos da

EUROSCAREF (http://euroscarf.de). As células foram mantidas em estoque (-

80 °C) em YPD e glicerol 15% (v/v). Periodicamente, as células foram
cultivadas em meio sélido a 30 °C. Colbnias isoladas foram utilizadas para
preparo de pré-inéculos em 25 mL de meio YPD em frascos erlenmeyer (125
mL), a 30 °C e agitagdo de 150 rpm (Incubadora TE-420, Tecnal) por 16
horas. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicatas biolégicas e as
analises estatisticas foram feitas por meio de ANOVA seguido de teste

Tukey de comparacao de médias.

Para confirmar o gendétipo das linhagens, ambas as linhagens de
S. cerevisiae foram plagueadas em meio SC-Ura, SC—-Leu, SC-His e SC-
Met para avaliacdo da auxotrofia, e em meio YPD-agar adicionado de 50 —
250 pug.mL" de Geneticin® (G418 sulfate, Invitrogen), para avaliacdo da
resisténcia ao antibiético. Além disso, analises de PCR convencional do
cDNA obtido foram conduzidas com as duas linhagens para verificacdo da
expressao de APJ1, utilizando primers da tabela 2.
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Expressao de APJ1 em diferentes concentracoes de etanol

A sequéncia do gene APJ1 (numero de acesso NP_014322.1) foi
recuperada do NCBI. Primer foi desenhado por meio do Primer3Plus®® e a
especificidade dos oligonucleotideos foi avaliada por meio do programa
Primer-BLAST  (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi)°.

As sequéncias dos primers para os genes enddgenos ACT13' e RBS1%

foram obtidas da literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nas analises de expressao génica.

Gene Primer F (5’ - 3’) Primer R (5’ - 3’)
ACT1 TGGATTCCGGTGATGGTGTT TCAAAATGGCGTGAGGTAGAGA
APJ1 CATGCAAAGGGCAAGGTATT CGCAATCTGCACAAGTTTGA
RBS1 GGTGCGATTCCGAAACGTAGTG CAGTATCCCTAGATGACGGCGAA

Pré-in6culos das linhagens BY4741 e Y02999 foram crescidos em
meio YPD por 16 horas, em triplicata biolégica. Posteriormente, indculos das
células foram preparados (D.O.s00 ~ 0,300) em frascos erlenmeyer (125 mL)
contendo 20 mL de meio YPD novo. Os inéculos foram mantidos a 30 °C
sob agitacao de 150 rpm (Incubadora TE-420, Tecnal). O estresse por etanol
(ultrapuro, Sigma) foi induzido quando as células atingiram D.O.eoo de
aproximadamente 1,0. Os frascos foram divididos em trés grupos para cada
linhagem: uma triplicata controle (sem etanol), uma triplicata com
concentracdo intermediaria de etanol (8% v/v) e uma triplicata com
concentracéo elevada de etanol (12% v/v). Apds a adicao de etanol, os
volumes dos frascos foram completados para 25 mL, com a adicdo de agua
ultrapura, e novamente incubados a 30 °C sob agitacdo de 150 rpm por 2
horas (Incubadora TE-420, Tecnal).

A extracao de RNA foi feita pelo método Hot Phenol, descrito por
Collart e colaboradores, com adaptacoes®3. Apds o periodo de estresse, 3
mL de células foram coletadas por centrifugacao (4000 x g, 5 minutos) em
microtubos (1,5 mL) e lavadas com &gua ultrapura, sendo novamente

coletadas por centrifugacédo. As células foram entao ressuspensas em 500
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UL de tampédo AE (50 mM acetato de sédio, 10 mM EDTA, pH 5,2) e 50 pL
de SDS (10% m/v). Apés, foi adicionado 550 pL de fenol acido (pH 3,0) aos
tubos, seguido de incubacao a 65 °C por 60 minutos, com agitacao vigorosa
(vortex) a cada 10 minutos. Ao final desse periodo, as amostras foram
incubadas a 4 °C (5 minutos) seguido de incubacéo a -20 °C (20 minutos).
Os microtubos foram centrifugados (13000 x g, 5 minutos, 4 °C) e os
sobrenadantes foram transferidos para tubos novos. Apdés, foi adicionado 1 V
de fenol:cloroférmio (1:1), os tubos foram homogeneizados por inversao e
novamente centrifugados (13000 x g, 5 minutos, 4 °C). A fase superior foi
novamente recuperada e foi adicionado 1 V de cloroférmio aos tubos,
seguido de homogeneizacao por inversao. Apés 5 minutos, as amostras
foram centrifugadas (13000 x g, 5 minutos, 4 °C) e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. A precipitacdo do RNA foi feita com a adicao
de 0,1 V de acetato de sodio (3 M, pH 5,3) e 2,5 V de etanol absoluto gelado
por 16 horas a -20 °C. Ao final, as amostras foram centrifugadas (13000 x g,
15 minutos, 4 °C), o sobrenadante descartado e os precipitados lavados com
etanol 70% (v/v). Os tubos foram centrifugados (13000 x g, 5 minutos, 4 °C)
e 0 RNA obtido ressuspenso em 30 uL de agua ultrapura DNAse-free.

A extracao foi avaliada em gel de agarose (1,5% m/v) corado com
brometo de etideo. As amostras foram tratadas com RNase-free DNase |
(Promega) e quantificadas por espectrofluorometria utilizando Qubit 3.0
Fluorometer (Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo
com manual do fabricante. O cDNA obtido foi submetido a PCR
convencional (5 minutos a 95 °C; 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 30
segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C; 5 min a 72 °C) e o resultado foi
avaliado em gel de agarose para confirmacao da presenca de APJT.

A analise de qPCR foi feita usando Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) no termociclador StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Os ensaios foram conduzidos em
duplicata técnica, utilizando as condicbées a seguir: 10 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C. A quantificacao foi feita por
meio de curva-padrao, através de equacao da reta relacionando Ct médio e
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log1o da concentragdo de cDNA (0,0032 — 50,0 ng.uL"). Os resultados foram
normalizados com os genes endégenos ACT1 e RBS1. A analise estatistica

foi feita por meio do teste t ndo-pareado (GraphPad Prism 5).

Avaliacao da tolerancia a etanol

In6culos de 25 mL (D.O.e00 ~ 0,500) de meio YPD contendo
diferentes concentracdes de etanol (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14% v/v) foram
preparados em frascos erlenmeyer (125 mL) e incubados a 30 °C e 150 rpm
(Incubadora TE-420, Tecnal) por 48 horas. Ao final desse periodo, a D.O.e00
foi mensurada. Ensaio similar foi realizado em tubos de ensaio com tampa
de rosca (20 mL) contendo 5 mL de meio YPD suplementado com etanol (0
— 12% vl/v, tubo de ensaio). As medidas de D.O.s00 foram normalizadas em

relacao a triplicata controle na auséncia de etanol.

Ensaios de crescimento em meio sélido (YPD-agar) contendo
etanol (0, 4, 8, 12, 14, 16 e 18% v/v) foram feitos por plaqueamento em
forma de gota (spot). Inéculos de 5 mL (D.O.s00 ~ 0,500) de meio YPD foram
preparados e crescidos até D.O.s00 de aproximadamente 1,000 (30 °C, 150
rpm). Ao final, 5 uL de diluicdes seriadas das amostras foram plaqueados e
o crescimento monitorado por 96 horas. Além disso, ensaio similar foi feito
em meio YP-agar contendo etanol (0, 4, 8, 10 e 12 v/v) como Unica fonte de
carbono, para reproduzir os experimentos da literatura®’. As placas foram
fotografadas e posteriormente tratadas com o software Adobe Photoshop CC
2017 (Adobe®).

O monitoramento da capacidade fermentativa foi feito em 25 mL
de meio YPD (D.O.s00 ~ 0,500) contendo diferentes concentragdes etanol (O,
4, 8 e 12% v/v) sob agitacdo de 150 rpm e temperatura de 30 °C. Aliquotas
foram retiradas em intervalos de tempo (0, 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas)
para mensuracao de D.O.es00, quantificacdo de glicose e etanol. A andlise de
viabilidade foi feita em meio sélido (YPD-agar) das aliquotas a partir de 12
horas, utilizando 5 pL de diluicbes seriadas das aliquotas para
plagueamento em forma de gota (spof). Apés 36 horas de crescimento,
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spots que apresentavam colbnias isoladas foram contados e o niumero de

unidades formadoras de colénia (UFC) foi estimado.

Pré-inéculo
[ ] I
BY4741 Y02999

Meio YPD-agar +
|| ] etanol (0 - 18% v/V)

BY4741
\ 1 3 Y02999 /@/

BY4741 Y02999 Meio YP-agar +
etanol (0 - 18% v/v)

Meio YPD + etanol (0 - 14% v/v)

48 h - medida de D.O. gy, /@/ BY4741
Y02999
[ I
2 4 L5 ( 5
BY4741 Y02999 BY4741 Y02999
Meio YPD + etanol (0 - 12% v/v) Meio YPD + etanol (0 - 14% v/v)
48 h - medida de D.O. gy, Aliquotas (0, 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 h)

Medida de D.O.4, quantificagao de glicose
e etanol, viabilidade celular

Figura 3. Ensaios fisiolégicos para avaliagdo da toler&ncia ao etanol de linhagens de S.
cerevisiae. A partir de pré-indculo previamente preparado, in6culos em frascos erlenmeyer
(1) e em tubos de ensaio com tampa de rosca (2) foram utilizados para avaliar a capacidade
de crescimento dos organismos apds 48 horas de incubagao (30 °C, 150 rpm). Além disso,
a capacidade de crescimento em meio sélido contendo etanol (3) foi avaliada por meio do
plaqueamento de gotas (spots) de diferentes diluicdes do inéculo. Por fim, a capacidade
fermentativa na presenca de etanol (4) foi avaliada por meio da quantificagao de aliquotas
ao longo do tempo. Além disso, ensaios de viabilidade (plaqueamento em meio sélido)

foram realizados para verificar o efeito da exposicao celular ao etanol.
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Efeito da temperatura, pH, concentracao de glicose e de acido acético

sobre o crescimento de linhagens de S. cerevisiae

Inéculos de 25 mL (D.O.so0 ~ 0,500) de meio YPD foram
preparados em frascos erlenmeyer (125 mL) em diferentes valores de pH (3,
4,5, 6 e 7) e incubados em diferentes temperaturas (30, 33, 37 e 42 °C) sob
agitacdo de 150 rpm (figura 4). As medidas de pH foram feitas usando
pHmetro (AZ® 8650) e os valores ajustados com HCI (0,1 M) ou NaOH (0,1
M). Apds 48 horas, a D.O.s00 foi mensurada e aliquotas das réplicas foram

retiradas para quantificacao de glicose e etanol.

Foi avaliado também o crescimento de S. cerevisiae na presenca
de acido acético. Inéculos de 25 mL (D.O.s00 ~ 0,500) de meio YPD foram
preparados em frascos erlenmeyer (125 mL) contendo acido acético (0, 25,
50 e 100 mM) e o pH foi ajustado (5,0) para avaliar o efeito inibitério apenas
do composto. Ap6s 12 horas (tempo de maior produtividade no ensaio
controle), a D.O.e00 foi mensurada e aliquotas das réplicas foram retiradas

para quantificacéo de glicose e etanol.

Para analisar o efeito da concentracao de agucar no crescimento
e fermentacdo das linhagens, meio YP (pH 5,0) suplementado com glicose
(2, 4, 8, 15 e 20% m/v) foi utilizado para o preparo de inéculos de 25 mL
(D.O.600 ~ 0,500) em frascos erlenmeyer (125 mL). As amostras foram
incubadas a 33 °C sob agitacdo de 150 rpm. Aliquotas foram retiradas em
intervalos de tempo (0, 12, 24, 36 e 48 horas) para mensuragao de D.O.e00,

quantificacao de glicose e etanol.

Quantificacao de metabodlitos por HPLC e estimativa de parametros

fermentativos

As aliquotas coletadas para quantificacdo de metabdlitos foram
centrifugadas e o sobrenadante transferido para tubos novos. As amostras
foram entao filtradas em membranas (0.22 um) e diluidas em agua ultrapura
estéril. A quantificagdo foi feita por HPLC (Shimadzu) equipado com um
detector de indice de refracdo (SPD-20A) e coluna Aminex HPX-87H (Bio
Rad). A eluicao foi feita com acido sulfurico 5 mM (fase mével) sob fluxo de
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0.7 mL.min' a 45 °C. Curvas-padrao de glicose e etanol foram utilizadas

para a estimativa da concentracdo de metabdlitos nas amostras.

A produtividade volumétrica foi calculada pela razdo entre a
concentragdo de etanol produzido e o tempo decorrido (equacdo 1). O
rendimento do processo estimado foi calculado a partir da quantidade de
etanol produzido e quantidade de acgucar consumido (equacao 2). Apés, foi
determinada a eficiéncia do processo em funcdo rendimento tedrico

estimado (equagéao 3).

concentragio de etanol (g.L™1)

Produtividade volumétrica (g. L. h™1) = tempo (h)

Equacéo 1. Equagio utilizada para a determinagao da produtividade volumétrica.

etanol produzido (g)

Rendimento real (g.g™1) =
(9-97 agucar consumido (g)
Equacao 2. Equagio utilizada para a determinagdo do rendimento real dos processos

fermentativos, estimado para o intervalo de tempo de maior producéo de etanol.

. rendimento real (g.g~ 1)
Eficiéncia (%) = 0519, x 100%

Equacao 3. Equacéo utilizada para a determinacao da eficiéncia fermentativa. O valor do
rendimento tedrico maximo (0,51 g.g") leva em consideracdo que cada molécula de glicose

(180,16 g/mol) é capaz de produzir duas moléculas de etanol (46,07 g/mol).
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RESULTADOS
Confirmacao das linhagens em estudo

O crescimento em meio auxotréfico confirmou o gendtipo das
linhagens BY4741 e Y02999, sendo estas incapazes de crescerem em
meios com auséncia de histidina, leucina, metionina ou uracila. Quanto ao
crescimento em antibiético (Geneticina), BY4741 foi incapaz de crescer em
meio sélido contendo concentragées de 50 ug.mL" ou superiores, enquanto
Y02999 foi capaz de crescer em todas as concentracdes testadas. Por fim,
ensaios de PCR convencional utilizando cDNA indicaram a presenca de
APJ1 em BY4741, mas ndao em Y02999. Anadlises de PCR convencional
utilizando cDNA confirmaram a auséncia de APJ7 na linhagem Y02999,
como esperado (figura 4). Apesar disso, a expressdo desse gene em S.

cerevisiae foi analisada em ambas as linhagens para validacao.

BY4741 Y02999
M 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

75 pb

Figura 4. Gel de agarose (2,0% m/v) para visualizacdo da amplificacdo de APJT nas
linhagens de S.cerevisiae BY4741 e Y02999. M, marcador 1 kb DNA ladder (Cellco); 1-3,
células crescidas em meio YPD sem etanol; 4-6, células crescidas em meio YPD contendo

8% (v/v) de etanol; 7-8, células crescidas em meio YPD contendo 12% (v/v) de etanol.

Expressao de APJ1 em S. cerevisiae BY4741 submetida a estresse por
etanol

A extracdao de RNA (Figura 5) apresentou bons rendimentos e as
adaptacdes se mostraram necessarias, principalmente para a extracao nos
tratamentos contendo etanol. Outros métodos apresentavam baixos
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rendimentos e/ou RNA degradado, comprometendo a utilizacdo do material

para as etapas posteriores.
1 2 3 4 5 6

Figura 5. Avaliacdo da qualidade da extracdo de RNA pelo método descrito. 1-3, amostras
de BY4741 extraidas em meio YPD contendo 0, 8 e 12% (v/v) de etanol, respectivamente;
4-6, amostras de Y02999 extraidas em meio YPD contendo 0, 8 e 12% (v/v) de etanol,

respectivamente.

Apos a obtengdo do cDNA, dilui¢des foram feitas e curvas-padréo
com os primers dos genes ACT1, RBS1 e APJ1 (Figura 6A) foram
construidas. A partir dessas curvas, foi feita a correlacdo com o Ct
observado nos experimentos de estresse por etanol. Para Y02999, nao foi
possivel quantificar a presenca de APJT em nenhum dos ensaios,
confirmando sua delecdo. Para BY4741, é possivel ver que a expressao
génica aumenta em funcado do aumento da concentracdo de etanol (Figura
6B).
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Figura 6. Andlise da expressdo do gene APJT por qPCR em S. cerevisiae BY4741. A)
Curva-padrdo construida a partir de diluigbes do cDNA, utilizada para as estimativas da
concentracdo de APJ1. B) Analise da expresséo diferencial normalizada (genes enddgenos
ACTT1 e RBST1) na linhagem BY4741 crescida em meio contendo diferentes concentragdes
(v/v) de etanol, conforme indicado. As andlises estatisticas foram conduzidas por teste-t

ndo-pareado. (*), p-valor < 0,05; (**), p-valor < 0,01; (***), p-valor < 0,001.
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Ensaios de tolerancia ao etanol nao evidenciam diferencas fisiolégicas
causadas pela delecao de APJ1

A analise do crescimento das linhagens de S. cerevisiae na
presenca de etanol indicaram capacidade de crescimento similar nas
diferentes condi¢des. O crescimento relativo, em frascos erlenmeyer (Figura
7A), é pouco afetado na presenca de até 6% (v/v) de etanol, apresentando
uma queda de cerca de 50% quando a concentracao de etanol é elevada
para 8% (v/v). Em concentracdes superiores de etanol, o crescimento celular
fica severamente comprometido. Os ensaios em tubo (Figura 7B) indicam
similaridades entre as linhagens. Entretanto, devido a baixa aeracdo do
sistema, o crescimento celular fica comprometido mesmo em baixas
concentracdes de etanol. Nessas analises, a presenca de 4% (v/v) de etanol
€ o suficiente para reduzir a capacidade de multiplicagéo celular em cerca de
50%, enquanto concentracdes superiores a 5% (v/v) apresentam pouco ou

nenhum crescimento.

A anadlise da tolerancia ao etanol em meio solido (Figura 7C)
confirma as observacdes anteriores quanto ao crescimento das células. O
registro fotografico feito apdés 96 horas de crescimento indica que
concentragdes de até 8% (v/v) de etanol pouco afetam a proliferagédo celular.
Entretanto, concentracées superiores afetavam ambas as linhagens,
reduzindo principalmente a velocidade de crescimento, monitorada ao longo
das horas. Na presenca de 14% (v/v) de etanol (dados ndo apresentados),
as leveduras apresentavam crescimento drasticamente reduzido,
apresentando colbnias isoladas e spots menores. Para concentragdes
superiores de etanol, nenhum crescimento foi observado para ambas as
linhagens. Nos ensaios de tolerancia em meio sélido contendo etanol como
unica fonte de carbono (dados ndo apresentados), ambas as linhagens
cresceram apenas até a concentracao de 8% de etanol (v/v), de forma mais
lenta e em spots mais reduzidos. Nessa concentracao, diluicbes maiores

foram o suficiente para que nao fosse observado formacéao de coldnia.

68



A) 0 100
(@) i Il BY4741
c . [ Y02999
o 75
3}
2
© 50 =
x
‘®
E 2
[=] Chi
% )
o I
d oL =, L1 L 1 N .;j_
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentragao de etanol (% viv)
B) o 100
o Il BY4741
c 1 Y02999
8 75
2
©
g 50
x
‘®
E 25 4
[=]
2
Q
[a] 0
01 2 3 4 5 & ¥ § 9 140 41 2
Concentragdo de etanol (% viv)
C) BY4741 Y02999

0%

8%

10%

12%

Figura 7. Avaliagao da tolerancia ao etanol em linhagens de S. cerevisiae com a delegao
(Y02999) ou nao (BY4741) do gene APJ1. A) Crescimento relativo (normalizado com o
ensaio controle) apdés 48 horas de incubacdo (30 °C, 150 rpm) em frascos erlenmeyer
contendo meio YPD acrescido de etanol, conforme concentragées indicadas no gréfico. B)
Crescimento relativo (normalizado com o ensaio controle) apds 48 horas de incubacao (30
°C, 150 rpm) em tubos de ensaio com tampa de rosca contendo meio YPD acrescido de
etanol, conforme concentragées indicadas no grafico. C) Crescimento em meio solido (YPD-
agar acrescido de diferentes concentragdes de etanol, indicado horizontalmente) de
diferentes diluigbes (indicado verticalmente) de in6culos das linhagens.
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Além dos ensaios de tolerancia apresentados, foi avaliado o
impacto do etanol na capacidade fermentativa das linhagens (Figura 8). Em
12%, nota-se o impacto do estresse causado por elevadas concentracdes de
etanol, uma vez que as células pouco crescem e sao incapazes de consumir
glicose. Nas demais concentracdes, 0 que se observa € que a presenca de
etanol retarda tanto o crescimento celular quanto o consumo de glicose, mas
ainda assim € possivel observar essas atividades celulares. Junto a isso, o
estresse também afeta a produtividade e eficiéncia do processo (Tabela 2),
comprometendo ndo apenas a fermentacdo como também a viabilidade

celular (Tabela 3).
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Figura 8. Crescimento, consumo de glicose e produgdo de etanol em ensaios de
fermentacdo em meio YPD contendo etanol (0, 4, 8 e 12% v/v). (m), D.O.e00 BY4741; (A),
concentracdo de glicose BY4741; (V), concentracdo de etanol BY4741; (o), D.O.e00
Y02999; (A), concentragao de glicose Y02999; (V/), concentragédo de etanol Y02999.

70



Tabela 2. Pardmetros médios de crescimento calculados para os ensaios de fermentacao
das linhagens BY4741 e Y02999 na presencga de etanol (0, 4 e 8% v/v). Ensaio realizado em
triplicata bioldgica. Analise estatistica realizada por meio de ANOVA seguido de teste de

Tukey (a = 0,05). Médias identificadas com mesma letra ndo apresentam diferenca

estatistica.
Glicose Etanol
Tempo Produtividade Eficiéncia
Tratamento Consumida Produzido
(h) (g.L.h7) (%)
(9.L7) (9.L7)
BY4741 0% 12 19,10 + 0,67 8,26 + 0,28 0,69+0,022 84,84 +5,632
Y02999 0% 12 19,59 + 0,99 8,16 £ 0,17 0,68+0,012 81,66 +255°2
BY4741 4% 24 19,10 £ 0,63 6,24 + 0,64 0,26 +0,01 b 64,03 +5,37°"
Y02999 4% 24 19,88 + 0,35 6,58 + 0,78 0,27 +0,02 b 64,89 +5,79°
BY4741 8% 36 19,03 £ 0,81 417 +1,47 0,12+0,03°¢ 43,01 +8,78°¢
Y02999 8% 36 18,68 + 0,57 4,10 + 0,46 0,11 +£0,01¢ 43,05 +522¢

Tabela 3. Viabilidade celular das linhagens em estudo nas concentragbes de 4, 8 e 12%
(v/v) de etanol nos ensaios de fermentagéo. Aliquotas foram coletadas apds esses tempos,
diluidas e plagueadas em meio YPD-agar para contagem de colbnias e estimativa da
viabilidade celular média. Ensaio realizado em ftriplicata biol6gica. Analise estatistica
realizada por meio de ANOVA seguido de teste de Tukey (a = 0,05). Médias identificadas

com mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.

< BY4741 Y02999

2

§ 4% 8% 12% 4% 8% 12%
12 971+132 892+552 717+32b 045+322 830+682 62,6+8,1bc
24 860+45° 762+49b 552+39bc 880+253 704+7.4b 563 +370be
36 839+672 590+42bc D258+25° 863+482 588+72° 283+41°
48 675+53b 445+72d9 165+92° 619+39¢ 3904+449 166+67°

Avaliacao do efeito da temperatura, pH, concentracao de glicose e

acido acético na fisiologia celular

Além dos efeitos do etanol sobre a capacidade fermentativa das

linhagens, foi avaliado também o impacto da presenca de acido acético —
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importante inibidor celular, comumente produzido em processos de pré-
tratamento &cido, durante a hidrélise da porcdo hemicelulésica para a
producdo de etanol 2G34 (Figura 9). E interessante notar que pequenas
concentracdes de acido acético (25 mM) sao capazes de promover ligeiro
aumento tanto na densidade populacional maxima quanto na eficiéncia da
fermentacao. Apesar disso, um pequeno aumento da concentracao de acido
acético no meio (50 mM) é capaz de reduzir o crescimento celular e a
eficiéncia do processo. Em concentragcdes mais elevadas (100 mM), o
crescimento celular praticamente cessa e ha pouca producdo de etanol,

inviabilizando o processo.
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Tratamento Glicose consumida Etanol produzido Eficiéncia
(g.LY) (9.L") (%)
BY4741 0 mM 19,10 £ 0,67 8,26 £ 0,30 84,84 +2302
Y02999 0 mM 19,59 + 0,99 8,16 £ 0,26 81,66 + 3,46 ®
BY4741 25 mM 19,68 + 0,91 9,02 £ 0,22 89,82 +3,61°
Y02999 25 mM 19,70 £ 0,47 8,90+ 0,28 88,59 + 4,27 @
BY4741 50 mM 8,42 + 0,66 3,02+0,13 70,41+530°
Y02999 50 mM 9,18 +1,34 3,17+ 0,18 67,74 +7,82°

Figura 9. Avaliacao dos efeitos da presenca de acido acético no meio sobre a capacidade
fermentativa das linhagens de S. cerevisiae BY4741 e Y02999. A) Crescimento absoluto
méaximo das linhagens de BY4741 na auséncia (preto) e presenga de 25 (cinza escuro), 50
(cinza claro) e 100 mM (branco) de &cido acético. B) Avaliacdo da capacidade fermentativa
média das células tratadas com acido acético apdés 12 horas de crescimento. Ensaio
realizado em triplicata biologica. Andlise estatistica realizada por meio de ANOVA seguido
de teste de Tukey (a = 0,05). Médias identificadas com mesma letra ndo apresentam

diferenga estatistica.
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A anadlise fatorial de temperatura e pH indicou que ambas as
linhagens crescem melhor a 33 °C em meios levemente acidos, com pH
ajustado para 5,0 (Figura 10). Como esperado, temperaturas acima de 40 °C
inlbem o crescimento celular. Apos as definicbes de pH e temperatura,
ensaios de fermentacao contendo diferentes concentracdes de agucar foram
conduzidos (Figura 11). Observa-se que a velocidade de consumo da
glicose é pouco afetada nos diferentes tratamentos. Além disso, observa-se
perfil similar de crescimento nas concentragdes de 2 a 8% de glicose (m/v),
com grande aumento na D.O.s00 nas horas iniciais, seguida de um retardo no
crescimento. Para as concentracdes de 15 e 20% (m/v), ha uma extensao da
fase de crescimento até 24 horas, seguida de estagnagdo. Em contrapartida,
a eficiéncia da producdo de etanol decresce com o0 aumento da
concentracdo de glicose (Tabela 4), indicando que o excesso de acgucar

compromete a capacidade fermentativa.

BY4741 Y02999
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Figura 10. Avaliagdo dos efeitos de pH e temperatura no crescimento absoluto maximo das
linhagens BY4741 e Y02999. As curvas estimam o comportamento médio da variagdo da
temperatura em fungéo do pH. (e), 30 °C; (m), 33 °C; (A), 37 °C; (V), 42 °C.
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Tabela 4. Parametros médios calculados para os ensaios de fermentagao das linhagens
BY4741 (BY) e Y02999 (Y0) na presenca de diferentes concentragdes de agucar (2, 4, 8, 15

e 20% m/v). Ensaio realizado em ftriplicata bioldgica. Andlise estatistica realizada por meio

de ANOVA seguido de teste de Tukey (a = 0,05). Médias identificadas com mesma letra ndo

apresentam diferenca estatistica.

Glicose Etanol
Tempo Produtividade Eficiéncia
Tratamento Consumida Produzido
(h) (9.L.h"7) (%)

(9.L7) (g.L)
BY 2% 12 20,38 + 0,42 9,25+ 0,33 0,77 +0,032 89,04 +£4,032
Y0 2% 12 20,56 + 0,83 8,656+0,14 0,72+0,02° 82,52 +553°
BY 4% 24 36,82 +1,13 17,41 £1,02 0,72+0,04 2 92,70 + 3,67
YO0 4% 24 37,31 £ 0,93 17,87 £ 0,48 0,74 + 0,022 93,91 +2,74°2
BY 8% 48 79,75 + 2,39 33,45+ 1,52 0,69+0,032 82,25+3,64"
YO0 8% 48 77,54 + 2,24 31,68 + 1,26 0,65+0,022 79,86 +3,36"°
BY 15% 48 98,55 + 2,41 24,48 + 0,97 0,51 +0,02° 48,71 £190¢
YO0 15% 48 98,74 + 1,81 23,07 £ 0,52 0,49+0,01° 4582 +3,21¢
BY 20% 48 100,46 + 3,06 24,18 + 0,75 0,50 +0,02° 4719+4,13°¢
Y0 20% 48 103,64 + 2,33 26,17 + 1,49 0,54 +0,03° 4952 +2,11°¢

74



Glicose 2% (m/v) Glicose 4% (m/v)
25 20

Concentragdo (g/L)
009-'q

009-9-q
Concentragao (g/L)

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Tempo (horas) Tempo (horas)
Glicose 8% (m/v) Glicose 15% (m/v)
100 - r20
o jr
3 )
Q o Q o
g ° g °
£ g £ g
o o
(&) o
Tempo (horas) Tempo (horas)
Glicose 20% (m/v)
by
C
Q o
g o
: g
]
c
o
o

Tempo (horas)

Figura 11. Gréaficos de crescimento, consumo de glicose e produgédo de etanol em ensaios
de fermentagdo em meio YP (pH 5,0 e temperatura de 33 °C) suplementado com diferentes
concentracoes de glicose (2 — 20% m/v). (m), D.O.600 BY4741; (A), concentracdo de glicose
BY4741; (V¥), concentracao de etanol BY4741; (o), D.O.e00 Y02999; (A), concentracido de
glicose Y02999; (V), concentracao de etanol Y02999.
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DISCUSSAO

A partir dos estudos de Swinnen e colaboradores?’, levantou-se a
hipétese que a delegdo de APJT em linhagens laboratoriais e industriais de
S. cerevisiae (e possivelmente outras leveduras) poderia contribuir para o
aumento da tolerancia ao etanol, uma vez que nao promoveria a degradacao
de proteinas sumoiladas. O estresse por etanol sabidamente aumenta a
sumoilagdo global de proteinas diversas em S. cerevisiae®®. Assim,
proteinas potencialmente essenciais para a manutengdo da homeostase
celular nao seriam degradadas, devido a auséncia de APJ1, e a levedura
seria capaz de sobreviver em concentracdes mais elevadas de etanol.
Entretanto, os resultados obtidos nesse trabalho apontam que o efeito
fisiologico da delecdo desse gene parece nao afetar a capacidade

fermentativa e de sobrevivéncia de S. cerevisiae.

O crescimento em meio sélido serve, de modo geral, apenas
como um parametro comparativo entre linhagens, visto que € dificil precisar
a concentracdo de etanol, uma vez que ele é adicionado ao meio em
temperaturas préoximas de 50 °C, podendo evaporar. Apesar disso, ao
realizar o plagueamento das linhagens na mesma placa, normaliza-se esse
efeito da evaporacédo. Assim, nao foi possivel observar diferenca fisiol6gica
caracteristica no crescimento das leveduras, como proposto anteriormente?”.
Mais que isso, o crescimento em meio liquido também parece ter sido pouco
afetado entre as linhagens. Dados da literatura confirmam que o crescimento
de S. cerevisiae é pouco afetado em concentracdes de etanol inferior a 6%
(v/v) e que valores superiores promovem impactos consideraveis sobre a

multiplicagcao celular36-40,

Uma vez que a delecao de APJT parece nao ter afetado a
tolerancia ao etanol na linhagem de S. cerevisiae estudada, buscou-se
avaliar o impacto de tal alteracdo genética em outras condigdes
estressantes, como a presenca de acido acético ou elevadas concentracoes
de agucar, bem como alteracbes de pH do meio e da temperatura de
incubacado. A combinacdo dos fatores temperatura e pH confirmou que o

crescimento € maior em meios levemente acidos (pH 5,0) e em temperaturas
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intermediarias (33 °C) para ambas as linhagens, como comumente
observado para S. cerevisiae*'**. Em concentragdes mais elevadas (15 e
20% m/v) de glicose, o crescimento nas 24 horas iniciais € acentuado,
seguido de um periodo de estagnacdo. Nas demais concentragdes, o
crescimento inicial ndo é tao vertiginoso — tal fato fica evidente na
comparacao do ensaio de 4% (m/v) com os de 15 e 20% (m/v). No primeiro,
a D.O.e00 alcanca valores proximos de 7,0 apdés o consumo de,
aproximadamente, todo o aclcar (40 g.L'); nos dois Ultimos, consumo
equivalente de agucar resulta em D.O.s00 de aproximadamente 15,0. Em
contrapartida ao perfil de crescimento, concentragdes menores de acucar
apresentaram maior eficiéncia fermentativa. Esses resultados sao similares
a observagbes da literatura®** e sugerem que, sob elevado estresse
osmdético, as células se multiplicam de forma mais acelerada, a fim de
reduzir a concentracdo de agucar e aumentar a sobrevivéncia celular, o que

afeta a capacidade fermentativa e consequente rendimento do processo.

Na presenca de acido acético, foi constatado que a concentracao
de 25 mM promoveu um aumento do crescimento e da eficiéncia
fermentativa de ambas as linhagens. Estudos anteriores ja apontavam que
concentracdes menores de acido acético poderiam aumentar a performance
da fermentagdo de S. cerevisiae*®46. E possivel que em concentragdes
menores, a presenga de acido acético contribua para o tamponamento do
meio, minimizando sua acidificagdo?’. Entretanto, a crescente presenca
desse inibidor no meio leva a maior acidificacdo do citosol, maior estresse
oxidativo e menor atividade metabdlica, comprometendo a eficiéncia da

fermentacao e a viabilidade celular®.

Ao avaliar os dados de gPCR de APJ1, confirmou-se na linhagem
BY4741 que o aumento da concentracao de etanol implicava em aumento da
sua expressdo génica?’*%. Na linhagem Y02999 nZo foi identificada a
expressao do gene, como esperado. Swinnen e colaboradores verificaram
que linhagens mais susceptiveis, como BY4741, apresentavam maior
expressdao de APJT durante o estresse quando comparado a segregantes
mais tolerantes?’. Entretanto, a tolerancia ao etanol ndo parece ter relagdo

direta com a expressdao de APJ1, como apresentado nos resultados de
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crescimento tanto em meio sélido quanto em meio liquido. Um trabalho de
avaliacdo fenotipica e genotipica®® identificou um segregante (MA-12) de
linhagens industriais de S. cerevisiae que apresentava termo- e alcool-
resisténcia, bem como maior rendimento de etanol que a linhagem PE-2,
conhecida por sua alta eficiéncia®'. Curiosamente, o segregante MA-12
apresentava expressdao aumentada de APJ7 sob estresse por etanol e por
temperatura. Mais que isso, 0 aumento relativo da expressao desse gene
era maior em MA-12 (cerca de 11 vezes) que em um outro segregante mais
susceptivel ao estresse (cerca de 3 vezes).

Andlises de RNAseq do nosso grupo de pesquisa (dados nao
publicados) mostraram que os efeitos de APJ7T no transcriptoma de S.
cerevisiae € pouco relacionado a resposta ao etanol. Dos 102 genes
diferencialmente expressos entre as linhagens na presenca de etanol,
poucos apresentavam alguma correlacdo a adaptagao fisioldgica ao
estresse. Além disso, entre 0s que apresentavam algum mecanismo
conhecido de resposta ao etanol, foram identificados perfis pouco
esclarecedores, como a down-regulacdo dos genes OLE1%2%5 ¢ HES138 —
identificados como responsivos ao estresse na sintese de lipideos —
concomitante a up-regulacido de HSP1043':54 — chaperona responsiva ao
estresse na desagregacao proteica — em Y02999.

Tentando compreender o papel fisiolégico de Apjip, Sahi e
colaboradores!” propuseram que essa proteina estd envolvida na
degradacao de proteinas sumoiladas. A delecao apenas de APJ1 pouco
afetou o crescimento celular em 30 e 37 °C. Entretanto, a dupla delecéo de
APJ1 e SLX5 comprometeu criticamente o crescimento celular de S.
cerevisiae a 37 °C. Tal fato sugere que a degradacdo de proteinas
sumoiladas na presenca de condigdes estressantes € um evento importante
para a manutencdo da homeostase celular e que Apjip ndo é a unica
proteina envolvida no processo. Nossos resultados apontam que nao
existem efeitos evidentes da delecdo de APJT na tolerdncia a etanol e
temperatura nas linhagens estudadas de S. cerevisiae, bem como na

capacidade fermentativa em diferentes concentracées de agucar.

78



Se o acumulo de proteinas sumoiladas pode promover efeitos
deletérios as leveduras em temperaturas ligeiramente elevadas'’, o mesmo
efeito poderia ser potencialmente observado na presenca de etanol, uma vez
que esse também leva a maior taxa de sumoilacdo de proteinas e
consequente actmulo®®. Entretanto, a up-regulacdo de APJ71 (em BY4741
sob estresse) ou a sua delecdo nao impacta significativamente a tolerancia
ao etanol ou a temperatura, indicando que nao existe um mecanismo Apjip-
dependente para manutencdo da homeostase de proteinas sumoiladas.
Possivelmente isso ocorre devido a presenca de baixas copias proteicas na
célula (pouco mais de 100) e a estrutura similar a outras chaperonas
Hsp40'8, como Ydj1p, que apresenta mais de 118 mil cépias'® e talvez atue
em funcdes similares. Assim, é possivel que a auséncia de Apj1p seja pouco
impactante aos mecanismos de controle de degradacao proteica, sendo sua
funcdo parcialmente compensada por outras proteinas em situagdes de

estresse por etanol.
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CONCLUSAO

As diferentes andlises fisiologicas realizadas no presente trabalho
ndo apontaram diferengas significativas entre as linhagens, tanto na
avaliagdo do crescimento quanto na capacidade fermentativa. De modo
geral, a delecao (Y02999) ou up-regulacao (BY4741) de APJ1 na presenca
de etanol parece nao gerar efeitos fisiologicos diferentes em linhagens
laboratoriais nas condicbes testadas. Assim, a compreensao dos efeitos da
delecdo desse gene demanda mais estudos, principalmente em linhagens
industriais, para melhor compreensao do seu possivel papel na tolerancia ao
etanol. Em contrapartida, a auséncia de efeito significativo no crescimento
em condicOes intermediarias de estresse, somado ao perfil de expressao
nao-reprodutivo em linhagens tolerantes e susceptiveis, apontam que APJ1
nao € um dos alvos principais a ser utilizado em estratégias de engenharia

metabodlica.
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CAPITULO Il

DIFERENCAS NAS SEQUENCIAS DE FATORES DE
TRANSCRICAO DE LEVEDURAS: UM FATOR-CHAVE
PARA COMPREENSAO DA BAIXA TOLERANCIA AO

ETANOL EM Spathaspora passalidarum
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Diferencas nas sequéncias de fatores de transcricao de leveduras: um
fator-chave para compreensao da baixa tolerancia ao etanol em

Spathaspora passalidarum

RESUMO

A fermentacdo de pentoses, principalmente xilose, é uma etapa essencial
para a otimizacdo da producdao de etanol 2G. A levedura Spathaspora
passalidarum é um organismo promissor, pois fermenta xilose e outros
acucares eficientemente, em diferentes condi¢cdes de aeragdo. Entretanto,
sua baixa tolerancia ao etanol € um fator limitante para sua utilizagdo em
processos fermentativos. No presente estudo, um inventario de fatores de
transcricdo de S. passalidarum contendo 149 proteinas distribuidas em 29
familias foi predito e comparado com os genes de Saccharomyces
cerevisiae. Embora a maioria das proteinas de resposta a estresses
avaliadas sejam conservados entre as duas espécies, mais de 70% dos
fatores de transcricdo de S. passalidarum apresentam identidades inferiores
a 30%, bem como auséncia ou divergéncia de dominios funcionais. Analise
comparativa de sequéncia proteica com outras treze leveduras também
evidenciou ampla conservacao evolutiva de proteinas efetoras da resposta,
tais como Sod1p, Hsp104p e Tps1p, e baixa conservacao entre os fatores de
transcricdo. Analises de expressdao génica na presenca de estresse por
etanol indicaram que a expressao de genes essenciais a tolerancia,
incluindo o fator de transcricaio MSNZ2/4, é down-regulada em S.
passalidarum, diferente do que é comumente observado em S. cerevisiae.
Juntos, os resultados obtidos sugerem que a baixa tolerancia ao etanol em
S. passalidarum estd, em parte, associada ao repertério de fatores de

transcricdo e ao controle da expressao de genes de resposta ao estresse.

Palavras-chave: Spathaspora passalidarum; Fermentagcdo de xilose;
Leveduras ndo-Saccharomyces.
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INTRODUCAO

Nos dultimos anos, intensificou-se a busca por combustiveis
alternativos ao petréleo, a fim de identificar fontes renovaveis de energia e
minimizar os impactos ambientais observados pela emissdao de gases do
efeito estufa'. Nesse cenario, o bioetanol produzido a partir de biomassa
vegetal se apresenta como uma alternativa promissora. Apds etapas de pré-
tratamento e sacarificagdo®® desta biomassa, os polimeros de celulose e
hemicelulose sdo hidrolisados em aglicares fermentesciveis*. Nos processos
fermentativos, a conversao de glicose em etanol € um processo bem
consolidado e amplamente estudado, sendo Saccharomyces cerevisiae o
principal organismo fermentador®. Entretanto, pentoses — tais como xilose —
podem constituir até 20% de toda a biomassa lignoceluldsica® e S.

cerevisiae é incapaz de fermentar tais agucares naturalmente’-2.

Uma estratégia alternativa que vem ganhando atencdo é a
utilizacdo direta das leveduras fermentadoras de pentose em processos
industriais. Leveduras como Spathaspora arborariae®, Scheffersomyces
stipitis'®,  Scheffersomyces shehatae'® e Candida jeffriesii'’ foram
identificadas como promissores organismos para fermentacdo de pentoses.
Entre essas, Spathaspora passalidarum, uma levedura encontrada em
intestino de besouros que consomem madeira, tem se destacado pela
capacidade de fermentar eficientemente xilose e outros aglucares em
diferentes condigcbes de aeragdo'>'4. No entanto, o pouco conhecimento
sobre a genética e fisiologia desses organismos dificultam a otimizacédo e
escalonamento do uso destas leveduras em ambiente industrial. Além disso,
pouco se sabe sobre sua tolerdncia a etanol e outros tipos de estresse.
Dados prévios (submetidos para publicagdo) sugerem que tal levedura tem
capacidade de crescimento e fermentagcdo limitados mesmo em

concentragdes medianas de etanol (4 — 6% V/v).

Em resposta ao estresse por etanol, diferentes estudos tém
relacionado os mecanismos de regulacdo transcricional aos estimulos
ambientais'®>'®. Na presenca de etanol, S. cerevisiae induz a expressao de
genes como PMA1 e PMA2, heat shock proteins, TPS1 e TPS2, e SOD1 e
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SOD2, todos envolvidos em mecanismos de manutencdo da homeostase
celular'®. Fatores de transcricdo, tais como Msn2p e Msndp, estio
envolvidos em diferentes respostas a estresse, incluindo etanol, enquanto
outros mais especializados, como Yaplp and Hsflp, também sao
importantes para adaptacao fisioldégica ao etanol devido aos amplos danos
causados por esse estresse202!. E curioso notar que grande parte dos genes
up-regulados sob estresse por etanol possuem em sua regido promotora cis-
elementos de ligacdo aos fatores de transcricdo Hsf1p, Msn2p, Msn4p e
Yap1p, corroborando a importancia desses como mediadores da resposta?.
Estudos com linhagens mutantes de S. cerevisiae indicam a importancia dos
fatores de transcricdo na resposta a diversos estresses. A dupla delecéo de
MSN2 e MSN4 torna S. cerevisiae hipersensivel ao etanol, afetando
capacidade de crescimento e fermentacdo?®. Por outro lado, a
superexpressdao de MSNZ2 produz fenétipos mais tolerantes a diferentes
estresses??23, Além disso, a mutagdo pontual de residuos de serina por
alanina em Msn2/4p é o suficiente para alterar parametros fermentativos e
tolerancia ao etanol de S. cerevisiae, uma vez que a fosforilagao pode alterar

a translocagéo nuclear desse fator?+.

Alteragdes em outros fatores de transcricdo podem modificar
respostas fisioldgicas sob determinadas condicdes. A delecdo de YAPT ou
STB5 compromete severamente o crescimento celular na presenca de
diferentes inibidores, como furfural, hidroximetilfurfural e H2022%26, A delegao
de HSF1 é letal mesmo em temperaturas intermediarias e a hiperfosforilacao
do fator de transcricao implica em fenétipo with a defective ethanol stress
response®’?8, A mutagdo randémica de RPB7, subunidade da RNA
polimerase Il, aumentou a produgdo e tolerancia ao etanol por meio da
alteracdo da expresséo de mais de 300 genes®.

O genoma de S. passalidarum foi sequenciado em 2011 e
depositado no NCBI®C. Entretanto, diversas sequéncias estdo anotadas
como hipotéticas e quase nenhum fator de transcricdo esta identificado.
Como a maior parte dos estudos focam na analise do metabolismo de xilose
por essa levedura'>'#3!  pouco se sabe sobre seus mecanismos

moleculares de regulacao transcricional durante o estresse por etanol. Neste
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trabalho, um inventario de fatores de transcricao de S. passalidarum foram
preditos através de abordagens de genémica comparativa e filogenética, e
comparados com S. cerevisiae. Também foram identificados componentes
de vias de sinalizacao e proteinas de resposta a diferentes estresses. Além
disso, a regulacdo da expressdo de alvos importantes para manutencao e
aquisicao de tolerancia ao etanol em S. passalidarum foram analisados.
Esse estudo é o primeiro a identificar potenciais fatores de transcricdo de S.
passalidarum, avaliando as diferencas estruturais com ortélogos de S.

cerevisiae e 0 impacto na regulacao da expressao de genes de resposta ao
etanol.
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METODOLOGIA

Producao de etanol e tolerancia

As linhagens S. cerevisiae BY4741 e S. passalidarum NRRLY
27907 foram utilizadas para os estudos fisiologicos. Os ensaios de
crescimento foram realizados em meio YPD (extrato de levedura 10 g.L",
peptona e glicose 20 g.L ') para S. cerevisiae e YPX (extrato de levedura 10
g.L", peptona e xilose 20 g.L") para S. passalidarum. Crescimento celular
foi medido por meio da densidade o6ptica a 600 nm (D.O.s00) usando

espectrofotobmetro (Biospectro SP-220).

Pré-in6culos das leveduras foram crescidos a 30 °C (S.
cerevisiae) e 32 °C (S. passalidarum) sob agitacdo de 150 rpm por 16 horas.
Posteriormente, as células foram inoculadas (D.O.s00 inicial de 0,5) em
frascos erlenmeyer (125 mL) contendo 25 mL meio de cultura novo.
Diferentes concentragcdes de etanol (0, 2, 4, 6 e 8% v/v) foram adicionadas
aos frascos e estes foram crescidos durante 48 horas e a D.O.s00 foi medida
apos o periodo de incubacdo. Ensaios de spotting foram utilizados para
avaliar a tolerancia ao etanol em meio sélido: as células das diferentes
linhagens foram crescidas até a fase exponencial e diluidas para D.O.s00 de
10" — 103. Ao final, 5 pL de cada diluigdo foram plagueados em YPD-agar
ou YPX-4gar com etanol e incubadas a 30 °C por 72 h. Todos os

experimentos foram conduzidos em triplicata biol6gica.

Células de S. passalidarum foram inoculadas em frascos
erlenmeyer (125 mL) contendo 25 mL de meio YPX + etanol (0, 4 € 6% v/v)
e incubadas a 32 °C e 150 rpm. A D.O.s00 inicial foi ajustada para 1,0 e
aliqguotas foram retiradas ap6s 12, 24, 48 and 72 h para avaliagdo da
viabilidade celular e quantificacdo de xilose and etanol. O ensaio de
viabilidade celular foi feito em meio sélido (YPX-agar) por meio de ensaios
de spotting em diferentes diluicoes. Apds 36 h de crescimento em estufa,
spots que continham colénias isoladas foram contados e o numero de

células viaveis foi estimado. A média da triplicata biolégica foi calculada e
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utilizada para analise estatistica através de ANOVA seguido de teste Tukey
(GraphPad Prism 5).

A quantificacdo de xilose e etanol foi feita por HPLC equipado
com detector de indice de refracao (SPD-20A) e coluna Aminex HPX-87H
(Bio Rad). As aliquotas foram previamente filtradas (filtro de membrana 0.22
um) e a quantificagdo dos metabdlitos foi feita a partir de curvas-padrao de
xilose e etanol. A eluicdo das amostras foi feita com acido sulfurico 5 mM

(fase médvel) sob fluxo de 0.7 mL/min a 45 °C.

Obtencao das sequéncias e OrthoMCL analysis

As sequéncias de proteinas e nucleotideos de S. cerevisiae
S288C32 foram obtidas do Saccharomyces Genome Database®® (SGD,
https://www.yeastgenome.org/), e as sequéncias de S. passalidarum NRRL

Y-279073° do NCBI Genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

A andlise de proteinas ortdlogas foi rodada localmente por meio
do programa OrthoMCL3* com indice de inflacdo padrdo de 1.5, utilizando
filtro para remocao de sequéncias de baixa qualidade — incluindo presenca
de stop cddons internos e tamanho menor que 10 aminoacidos®. O
programa utilizou o algoritmo BLASTp (v 2.2.21)% para realizar o
alinhamento all versus all sequences. As sequéncias exclusivas de S.
cerevisiae foram obtidas manualmente através da identificagdo de OrthoMCL
clusters com auséncia de proteinas de S. passalidarum. As analises de
ontologia génica (GO, gene ontology) das proteinas identificadas foram
realizadas por meio do SGD Gene Ontology Slim Mapper com p-value cutoff

igual a 0.01 (https://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goSlimMapper.pl) e

apresentadas de acordo com processos bioldgicos e fungbes moleculares.

Analise filogenética e identificacao de ortélogos putativos

Os fatores de transcricao de S. cerevisiae foram selecionados a
partir dos repositérios The Yeast Transcription Factor Specificity
Compendium  (http://yetfasco.ccbr.utoronto.ca/index.php) e  Yeastract
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(http://www.yeastract.com/)3”- A lista foi manualmente curada, de acordo com

a sobreposicdo dos bancos de dados e dados da literatura (Arquivo
suplementar S1). As sequéncias de 171 fatores de transcricdo foram
recuperadas e utilizadas para buscas de tBLASTn (v 2.2.21)% contra
Spathaspora passalidarum. As sequéncias de proteinas e nucleotideos dos
resultados com E-value menor que 1E-05 foram manualmente curadas e

anotadas.

As analises filogenéticas foram conduzidas dentro de cada familia
que continha mais de cinco proteinas e/ou para os resultados do tBLASTn
inconclusivos. O software MEGA 7.0 (https:/www.megasoftware.net/)3® foi

utilizado para construcao e visualizagdo das arvores filogenéticas. Os fatores
de transcricdo de S. cerevisiae e as sequéncias identificadas de S.
passalidarum foram agrupadas de acordo com o dominio de ligacdo ao
DNA3® identificado pelo Pfam Database com E-value cutoff igual a 1.0

(https://pfam.xfam.org/)#°. Alinhamento foi realizado com o algoritmo Muscle

(configuragdes padrao) e as arvores filogenéticas foram construidas usando
o método de Maxima Verossimilhanca (ML, Maximum Likelihood), com JTT
model e partial deletion of gaps/missing data treatment (site coverage cutoff
of 90%). Os testes de bootstrap foram realizados com 1000 replicatas*!#? e
ndés com valores de suporte superiores a 50 foram considerados
significativos e utilizados como referéncia para determinacado de ortélogos
putativos, junto a analise de dominios identificados*.

Identificacao de dominios e caracteristicas estruturais

Os dominios proteicos conservados dos fatores de transcricdo
foram preditos por meio das ferramentas Pfam Database (E-value cutoff
igual a 1.0) e Interpro (https:/www.ebi.ac.uk/interpro/, default settings)** e a

localizagdo do dominio de ligacdo ao DNA foi determinada como N-terminal,
C-terminal ou Central. A estrutura primaria das proteinas foi esquematizada

com lllustrator for Biological Sequences (http:/ibs.biocuckoo.org/) e editadas

com Inkscape (https://inkscape.org). O tamanho e o ponto isoelétrico (pl)

foram preditos por meio da ferramenta ProtParam (ExPASy,
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https://www.expasy.org/tools/) e a identidade global de alinhamentos

pareados entre os ortblogos foi estimada por meio do Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)*>46 com configuragdes padréo.

Localizacao dos genes nos cromossomos e analise de sintenia

As sequéncias de nucleotideos de todos os fatores de transcri¢cao
putativos de S. passalidarum foram utilizadas para analise de BLASTn (v
2.2.21)% contra o genoma de S. passalidarum para determinar suas
localizagdes (posicao em cada scaffold). O software Circos (versdo 0.69,

http://circos.ca/software/download/circos/)*” foi utilizado para mapeamento

dos genes de S. passalidarum bem como para construcdo do mapa de

sintenia em relagéo ao genoma de S. cerevisiae®.

Reconstrucao das vias de sinalizacao e identificacao dos genes de

resposta

As vias de sinalizacdo de resposta a diferentes tipos de estresse
(e.g., etanol, oxidativo e térmico) foram reconstruidas de acordo com dados
da literatura. As sequéncias proteicas dos componentes de diferentes vias
de S. cerevisiae (HOG'"4950 MAPK?2149 MSN2/41921.51 HSF151-53 SKN754
% YAP15759 g resposta a estresse de parede celular*®) foram recuperadas e
a identificacdo de ortélogos putativos foi realizada por meio de andlises
tBLASTn contra S. passalidarum. Os resultados foram manualmente curados
e os parametros tamanho e pl, dominios identificados e identidade global
foram anotados e comparados. Analise similar foi feita com 300 genes de
resposta a etanol e outros estresses em S. cerevisiae?'60-62 para avaliagéo
da conservacdo dos elementos de resposta das vias de sinalizagdao. Os
valores de cobertura, identidade global e E-value foram anotados.

Para avaliar a conservagdo de importantes componentes da
resposta ao estresse por etanol'®2'-63, a sequéncia integral de trés fatores de
transcricdo importantes ao processo (Hsf1p, Msn2/4p and Yap1p) e quatorze
proteinas (Adh1p, Arg3p, Gnd2p, Hog1p, Hsp104p, Hsp30p, Ole1p, Pmaip,
Proi1p, Sodip, Sod2p, Tdhip, Tpsip and Zwfip) de S. cerevisiae, S.
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passalidarum e outras leveduras foram utilizadas para construgdo de
matrizes de identidade por meio do Clustal Omega. As matrizes obtidas

foram coloridas de acordo com as identidades estimadas.

Para identificar cis-elementos putativos da regido promotora dos
respectivos genes, as sequéncias de nucleotideos de S. cerevisiae foram
utilizadas para analises de BLASTn contra o genoma de S. passalidarum
para identificacdo das suas localizacoes. Apos, a regidao de 1000
nucleotideos adjacentes aos sitios de inicio de transcricdo (cédon ATG)
foram recuperadas em S. passalidarum e as regides promotoras dos genes
de S. cerevisiae foram obtidas do Yeastract. As sequéncias dos promotores
foram utilizadas para predicdo de regides de ligacdo a Msn2/4p, Yapip e

Hsf1p por meio do Yeastract.

Extracao de RNA e analise de quantitative real-time PCR (qPCR)

Doze genes de S. cerevisiae, envolvidos em diferentes processos
celulares de tolerancia a etanol (ADH1, ADH7, ARG3, GND2, HSP30,
HSP104, MSN2/4, OLE1, SOD1, TDH1, TPS1 e ZWFT), foram selecionados.
As sequéncias proteicas e nucleotidicas dos ortélogos em S. passalidarum,
foram recuperadas. Os genes ACT1 e RBN18 foram selecionados como
controles enddgenos®. Primers foram desenhados com o software
Primer3Plus®® (Arquivo suplementar S2) e a especificidade dos
oligonucleotideos foi avaliada por meio do programa Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi)®®.

Células de S. passalidarum foram pré-inoculadas em meio YPX
por 16 horas. In6culos de 20 mL foram preparados (D.O.s00 inicial ~ 0,20) em
frascos erlenmeyer (125 mL) e incubados a 32 °C sob agitagdo de 150 rpm.
Ao atingir D.O.s00 de aproximadamente 1,0 foi adicionado 1 mL de etanol e 4
mL de agua ultrapura (etanol 4% v/v) ou 5 mL de agua ultrapura (controle).
Os frascos foram novamente incubados por 2 horas e as analises foram

conduzidas em triplicatas biolégicas.
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As amostras foram submetidas a extracao de RNA total utilizando
o kit RNeasy Mini (Qiagen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
As amostras foram tratadas com RNase-free DNase | (Promega) e
quantificadas por espectrofluorometria utilizando Qubit 3.0 Fluorometer
(Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com manual

do fabricante.

As analyses de qPCR foram realizadas usando Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) no aparelho Applied
Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os
ensaios foram conduzidos em duplicata técnica, utilizando as condicdes a
seguir: 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15sa 95 °C e 1 min a 60 °C.
A quantificacéo relativa foi feita por meio de curva-padrao obtida para cada
gene, através de equacao da reta relacionando Ct médio e logio da
concentracdo de cDNA controle (0,39 — 50,0 ng.uL"). Os resultados foram
normalizados com os genes ACT1 e RBN18. As analises estatisticas foram

feitas por meio de teste-t bicaudal ndo-pareado (GraphPad Prism 5).
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RESULTADOS

S. passalidarum possui baixa tolerancia ao etanol quando comparada

com S. cerevisiae

Os ensaios de tolerancia a etanol, realizados em meio liquido e
sblido, indicaram clara diferenca fisiologica entre S. cerevisiae e S.
passalidarum (Figura 1A e 1B). Enquanto S. passalidarum nao apresenta
crescimento em concentragdes de etanol superiores a 6% (v/v) em meio
sélido, é possivel observar crescimento em concentragées superiores a 10%
(v/v) em S. cerevisiae. Nos ensaios de tolerancia em meio sélido contendo
8% de etanol (v/v), ndao houve crescimento de S. passalidarum nas
diferentes diluicdes testadas (dados nao apresentados). De forma similar, a
capacidade de crescimento de S. passalidarum em meio liquido é
severamente limitada pela presenca do etanol. O crescimento relativo
decresce 50% na presenca de 4% de etanol (v/v) e é praticamente nulo em
6% de etanol (v/v), enquanto S. cerevisiae apresenta crescimento relativo

superior a 50% mesmo na presenca de 8% de etanol (v/v).

Na presenca de etanol no inicio da fermentacdo, S. passalidarum
nao foi capaz de fermentar, embora tenha sido capaz de crescer e consumir
xilose (Figura 1C). Quando submetida ao estresse mais elevado, a célula
manteve-se praticamente inerte durante as 48 h iniciais. Nesse periodo,
observou-se constante diminuicdo das concentracdes de etanol. Ao atingir
concentracdo de aproximadamente 31 g.L! de etanol (~ 4% v/v), a levedura
comegou a crescer e consumir xilose, confirmando que concentracoes
superiores inibem seu crescimento em meio liquido. E importante destacar
que o declinio na concentracao de etanol foi observado também no ensaio
controle (sem célula), indicando possivel evaporacdo (dados néao
apresentados). Apesar das diferencas de tolerdncia observadas, S.
passalidarum manteve a viabilidade celular ao longo do ensaio de
crescimento, indicando que o etanol possivelmente inibe seu crescimento

sem causar morte celular (Fig. 1C).
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Figura 1. Avaliagdo da producao e tolerancia ao etanol em S. passalidarum. A) Ensaio de
toleréncia a etanol em meio liquido. Os valores apresentados sao relativos ao controle (0%
de etanol) e as medidas de D.O.s00 foram obtidas apés 48 h de crescimento. B) Ensaios de
spotting em meio YPX (S. passalidarum) ou YPD (S. cerevisiae) contendo etanol nas
concentracoes indicadas. As fotografias foram obtidas apds trés dias de crescimento em
estufa a 30 °C. C) Perfil de fermentacédo de S. passalidarum em meio YPX na auséncia e
presenca de etanol (v/v). Aliquotas retiradas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 h foram

utilizadas para quantificacdo de xilose (e), etanol (o), mensuracdo de D.O.s00 (A) €

avaliagdo da viabilidade celular (A).

Analise de proteinas de S. passalidarum ortélogas de S. cerevisiae
evidencia grande diversidade nas sequéncias dos fatores de

transcricao

A analise de OrthoMCL identificou 501 proteinas Unicas de S.
cerevisiae. Dentre essas, 300 proteinas apresentam funcdo conhecida

anotada no SGD (Arquivo suplementar S3). Dentre as categorias de fungdes
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moleculares identificadas na ontologia génica (Figura 2), a mais
representativa engloba proteinas envolvidas com o processo transcricional
(39 proteinas), sendo 30 fatores de transcricdo3’. Alguns desses fatores de
transcricdo medeiam respostas a diferentes tipos de estresse (como
oxidativo, térmico, osmatico, acidos organicos, deficiéncia de nitrogénio e
caréncia de aminoacidos)®” e apresentam importante papel na resposta ao
estresse por etanol, como Msn2p/Msn4p'®.  Além disso, fatores de
transcricdo como Fkhip/Fkh2p estdo envolvidos com o controle da
progressao do ciclo celular, evento importante na adaptagéao de leveduras ao

estresse®®.

Transcricao
Hidrolase

Regulador enzimatico
Transferase

Helicase
Oxidoredutase
Transportador
Ligagdo a RNA
Cinase

Figura 2. Analise da ontologia génica das proteinas Unicas identificadas em S. cerevisiae.
As nove categorias mais representativas estdo apresentadas em fungdo da quantidade

absoluta de proteinas identificadas.

Os fatores de transcricao de S. cerevisiae utilizados na analise de
tBLASTn foram agrupados em 33 familias, de acordo com o dominio de
ligacdo ao DNA. Para a definicao de ortélogos putativos, foram avaliadas as
arvores filogenéticas e as estruturas primarias das proteinas (Figura 3;
Arquivo suplementar S4). Cento e quarenta e nove fatores de transcricao
putativos foram identificados em S. passalidarum. Dentre esses, 105 sao
putativos ortélogos de S. cerevisiae, 44 sao proteinas unicas de S.
passalidarum e 42 sao Unicos de S. cerevisiae (Arquivo suplementar S5).
Vinte e seis fatores de transcricdo identificados em S. passalidarum
apresentam duas ou mais cépias em S. cerevisiae — fenbmeno comum
devido ao evento evolutivo de duplicacdo do genoma de leveduras (Whole-
Genome duplication, WGD)®. A distribuicdo dos fatores de transcricdo nas
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familias proteicas é muito similar entre as leveduras (Figura 4A e 4B). Exceto
pelo dominio caracteristico AFT, S. passalidarum possui fatores de
transcricdo de todas as familias. Ao total, 43 sequéncias tiveram suas
anotacées manualmente corrigidas em comparacao ao draft do NCBI
(SPAPADRAFT).

As sequéncias dos fatores de transcricao ortélogos de S.
cerevisiae e S. passalidarum foram utilizadas para determinacdo de
diferentes parametros, avaliados de forma binaria na construcao grafica
(Arquivo suplementar S5, Figura 4C). O valor definido de identidade global é
apenas um parametro comparativo para mensurar a conservagao das
sequéncias e ndo para confirmagdo de homologia’. Dentre os ortdlogos
putativos, apenas 18 (~ 14%) apresentaram cobertura inferior a 70%,
enquanto 83 (~ 64%) apresentaram identidade global inferior a 30%. Além
disso, 25% dos alinhamentos indicaram diferengas na identidade global e na
composicdo de dominios (auséncia ou presenca) dos ortdlogos e 15%

apresentaram diferencas em trés caracteristicas ou mais.

Os fatores de transcricao ortélogos de S. passalidarum e S. cerevisiae
nao apresentam sintenia

Os 149 fatores de transcricao putativos de S. passalidarum estao
distribuidos ao longo do genoma com 33, 26, 21, 33, 13, 12, 4 e 7 nos
scaffolds de 1 a 8, respectivamente (Arquivo suplementar S6). Entre os 105
ortélogos putativos, a maior parte se encontra nos scaffolds 1, 2 e 4 (25, 19
e 23 proteinas, respectivamente). As localizacdes dos fatores de transcricao
de S. cerevisiae foram recuperadas do SGD (https:/www.yeastgenome.org/)

€ 0 mapa de sintenia apresentou pouca conservacao, indicado pela aparente
auséncia de blocos de sintenia’".
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Figura 3. Analise filogenética e estrutural dos fatores de transcricao de S. cerevisiae (Scer)

e S. passalidarum (Spas) da familia proteica contendo dominios C2H2 Zn-finger. As

estruturas primarias das proteinas foram desenhadas a partir da predicdo de dominios

proteicos pelo Pfam e InterPro. Proteinas marcadas com asterisco (*) indicam sequéncias

de S. passalidarum com anotacao incompleta no NCBI.
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Distribuigéo absoluta (A) e relativa (B) dos fatores de transcricdo nas diferentes familias,

baseado nos dominios de ligacdo ao DNA. Os parametros preditos (C) foram distribuidos

em colunas (1 — 5) e visualmente comparados, de acordo com os cutoffs a seguir: 1,

tamanho (verde: cobertura > 70%); 2, ponto isoelétrico (verde: diferenca * 1.0); 3, dominios

(verde: mesmos dominios identificados); 4, Dominio de ligacdo ao DNA (verde: Localizagao

similar); 5, identidade global (verde: identidade > 30%). Sequéncias duplicadas foram

marcadas por chaves e proteinas marcadas com asterisco (*) indicam sequéncias de S.

passalidarum com anotacdo incompleta no NCBI. Miscellaneous compreende familias

contendo apenas um representante. Scer, S. cerevisiae. Spas, S. passalidarum. Os

ndmeros na coluna de Spas correspondem ao numero identificador da sequéncia anotada

(formato SPAPADRAFT_numero). Os nimeros de acesso podem ser obtidos no arquivo

suplementar S5.
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S. passalidarum possui vias de sinalizacao de estresses conservadas

A identificacdo dos componentes das vias de sinalizacdo de S.
cerevisiae foi feita por meio da literatura. A busca de ortlogos de S.
passalidarum foi realizada por meio de andlise filogenética. As proteinas
ortbdlogas putativas identificadas tiveram seus parametros anotados, de
forma similar aos fatores de transcricdo. Nas vias de sinalizacdo (Figura 5A;
arquivo suplementar S7), as proteinas verdes apresentam caracteristicas
similares (tamanho, pl, dominios identificados e identidade global), proteinas
amarelas apresentam alteracdo em apenas um parametro e proteinas

vermelhas apresentam alteragcées em 2 ou mais.

O que se observa € uma ampla conservacdo nas proteinas
componentes da via de sinalizacao, com acentuadas diferengas nos fatores
de transcricao. As proteinas regulatérias da atividade de Msn2/4p sdo muito
conservadas, apresentando identidade superior a 30%, tamanhos e pl
similares, bem como os mesmos dominios, a excecdo de Sskip (pl
diferente). Para os fatores de transcricdo Msn2/4p, as diferencas sao
amplas: S. passalidarum possui apenas uma copia, apresentando diferente
pl e identidade global inferior a 30%. Além do fator de transcricdo, a kinase
Ssk2/22p também apresenta apenas uma copia em S. passalidarum, mas 0s
demais paréametros sdo similares. A via de ativagdo de outros fatores de
transcricdo, como Hsflp, apresenta proteinas também conservadas.
Entretanto, o fator de transcricdo apresenta diferencas quanto ao tamanho e
identidade. Para os mecanismos de resposta a danos causados a parede
celular, a situagdo ndo é diferente: € possivel notar mecanismos de
sinalizacao similares, embora os fatores de transcricido ortélogos sejam

diferentes (Swi4p, Swibp) ou mesmo inexistentes (Rim1p).
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Figura 5. Andlise da conservacdo de mecanismos de sinalizagdo e resposta em S.
passalidarum. A) Reconstrucdo da via HOG e ativagcdo de Msn2/4p. Verde, ort6logos
conservados (cobertura, identidade, pl e dominios). Amarelo, ort6logos com variagao de
apenas um parametro. Vermelho, ortélogos com variagdo de dois ou mais parametros
anteriormente descritos. B) Identidade global de proteinas componentes de diferentes
processos celulares. Preto, identidade < 30%; Cinza-escuro, identidade 30 — 50%; Cinza-

claro, identidade > 50%; Branco, proteinas Unicas de S. cerevisiae.

Ao total, foram avaliados 171 fatores de transcricdo, 300 genes de
resposta a estresse e 52 proteinas componentes de sete vias de sinalizagao
quanto a identidade global. Ao avaliar a distribuicdo das proteinas com
relacdo a identidade (Figura 5B), € possivel notar que ha pouca conservacao
dos fatores de transcricdo, uma vez que cerca de 70% destes apresentam
identidade inferior a 30% ou sdo exclusivos de S. cerevisiae. A identidade
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das proteinas de resposta a estresse e componentes de vias de sinalizacao
€ superior a 30% em mais de 70 e 90% das sequéncias avaliadas,

respectivamente.

Genes responsivos ao estresse por etanol em S. cerevisiae nao sao

induzidos em S. passalidarum

Para avaliar o impacto do estresse por etanol sobre a transcricao
de genes envolvidos em diferentes mecanismos de resisténcia'®7273, treze
genes de S. passalidarum — ort6logos de S. cerevisiae — foram selecionados,
compreendendo processos de metabolismo de carbono e fermentacao
(ADH1, ADH7, GND2, TDH1, TPS1 and ZWF1), desagregacao de proteinas
(HSP104), regulacdo de ATPase de membrana (HSP30), biossintese de
aminodcidos (ARGS3), biossintese de acidos graxos monoinsaturados
(OLET), detoxificacdo de superdxidos (SODT), e fator de transcricao de
resposta a diversos estresses (MSNZ2/4). Sob estresse, a expressao dos
genes ADH1, HSP30, MSNZ2/4, TDH1 e TPS1 foi down-regulada, enquanto a
expressdao de SOD1 foi up-regulada (Figura 6). Os demais genes néao

apresentaram diferencas significativas de expressao na presenca de etanol.

A divergéncia dos fatores de transcricao é alta entre diferentes
espécies de leveduras

Para compreender melhor as divergéncias dos mecanismos de
resposta avaliados, 14 proteinas efetoras e 3 fatores de transcricdo foram
utilizadas para a construgcdo de matrizes de identidade entre organismos
diversos (Figura 7; arquivo suplementar S8). Os fatores de transcricao
analisados (Msn2/4p, Hsflp e Yapip) apresentaram sequéncias bem
divergentes, com pequenos grupos de maior identidade — observados entre
espécies do género Saccharomyces. Ao avaliar seus dominios de ligacao ao
DNA, as estruturas primarias sdo conservadas e apresentam alta identidade
(acima de 70%; dados nao apresentados), indicando que o restante da
sequéncia é responsavel pelas diferencas observadas.
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Figura 6. Analise da expressdo de genes responsivos ao estresse por etanol em S.
passalidarum. A) Mecanismos moleculares diversos envolvidos na contencdo dos danos
celulares causados pelo etanol. B) Genes do metabolismo central de carbono. As
quantificacdes foram realizadas na auséncia (=) e presenca (m, 4% v/v) de etanol e os
graficos representam o valor da média e desvio-padréo estimados. As analises estatisticas
foram conduzidas por meio de teste-t e as médias significativamente diferentes sao

apresentadas com asterisco (*, p-value < 0.05; **, p-value < 0.01; ***, p-value < 0.001).

Ao avaliar as demais proteinas, nota-se uma ampla conservagao
da sequéncia primaria entre os diferentes organismos. De modo geral, as
proteinas apresentaram matrizes com identidades superiores a 60%, bem
como tamanho e dominios funcionais semelhantes. A analise de cis-
elementos (Arquivo suplementar S9) da regiao promotora desses genes em
S. passalidarum indicou que treze possuem sitios de ligagdo para Msn2/4p,
doze para Yapip e oito para Hsf1p. Os genes ADH1, ADH7 e GND2 (Hsf1p,
Msn2/4p e Yaplp), ARG3 (Hsflp), SOD1 e ZWF1 (Msn2/4p e Yapip)
apresentaram o0s mesmos cis-elementos entre S. passalidarum e S.
cerevisiae. Além disso, em todos os promotores dos demais genes foi
identificado pelo menos um cis-elemento em comum entre as espécies,

exceto por OLET.
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Figura 7. Matrizes de identidade de proteinas responsivas a estresses de 13 organismos
diferentes. Fatores de transcricdo (Msn2/4p, Hsfip, Yap1ip), proteinas de metabolismo de
carbono (Adhip), de biossintese de trealose (Tpsip) e detoxificagdo de superoxidos
(Sod1p) foram utilizadas para avaliagdo da conservacao das sequéncias das proteinas entre
os organismos. Calb, Candida albicans SC5314; Cort, Candida orthopsilosis Co 90-125;
Ctan, Candida tanzawaensis NRRL Y-17324; Cvis, Candida viswanathii; Kmar,
Kluyveromyces marxianus DMKUS3-1042; Sarb, Saccharomyces arboricola H6; Scer,
Saccharomyces cerevisiae S288C; Seub, Saccharomyces eubayanus; Sjal, Spathaspora
sp. JA1; Skud, Saccharomyces kudriavzevii IFO1802; Spas, Spathaspora passalidarum;

Ssti, Scheffersomyces stipitis CBS 6054; Zrou, Zygosaccharomyces rouxii.
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DISCUSSAO

A levedura S. passalidarum tem sido alvo de estudos nos ultimos
anos, devido sua capacidade de fermentar xilose e outros acucares com
eficiéncia, apresentando altos rendimentos de etanol, principalmente
condicdes de oxigenagdo limitadas'" 13647475  Entretanto, pouco se sabe
sobre sua tolerdncia ao etanol, que pode limitar crescimento celular e
viabilidade, afetando diretamente a capacidade fermentativa'®>. Compreender
0s mecanismos de adaptacido ao estresse é essencial para a utilizacao do
micro-organismo em processos industriais, uma vez que a concentracao de
etanol em dornas de fermentacdo atinge valores superiores a 9% (v/v) em

processos economicamente viaveis’®.

Ao avaliar a fermentacdo de S. passalidarum em elevadas
concentracdes de xilose (100 g.L") ou da mistura xilose (100 g.L") e glicose
(40 g.L"), ndo se obteve concentragbes de etanol superiores a 40 g.L™
(artigo submetido), valores condizentes com dados observados na
literatura3!. Su et al. obtiveram concentragdes superiores a 50 g.L' de
etanol (~ 7% v/v) em ensaios de fermentagdo com S. passalidarum
utilizando meio enriquecido'*. Entretanto, é possivel observar que apds
atingir 40 g.L-' de etanol no meio de cultura, S. passalidarum apresentou
reducdo no consumo de xilose, na produtividade de etanol e no crescimento
celular. Ao atingir concentragcdes de etanol proximas de 5% (v/v), S.
passalidarum promove uma parada do metabolismo, reduzindo taxa de
crescimento e consumo de xilose, bem como suspendendo a fermentacao
alcodlica (Figura 1). Os resultados de qPCR (Figura 6B) mostraram down-
regulacdo dos genes ADH1 (alcohol dehydrogenase) e TDHT
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), em acordo com os resultados
fisiologicos. Possivelmente, S. passalidarum reduz a produgcdao de etanol
para minimizar a amplitude do estresse. Ao mesmo tempo, na presenca de
4% (v/v) de etanol (Figura 1C), a levedura € capaz de crescer e consumir
xilose, indicando que a obtencado de energia para proliferacdo celular deve
ocorrer por meio da respiracdo. Esse mecanismo é importante para
regeneracao de NAD+, uma vez que diferentes reacdes da via glicolitica

fazem uso desse co-fator’”.
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A regulacdo da expressdao génica mediada por fatores de
transcricdo é um importante mecanismo de adaptacdo aos estimulos
ambientais. Diferentes trabalhos apontam importantes alteracdes
transcricionais que contribuem para a tolerancia ao etanol em S.
cerevisiae'>'8, A andlise de proteinas ortdlogas indicou um amplo nimero
de fatores de transcricdo exclusivos de S. cerevisiae, como Gcr1p (ativador
de genes envolvidos na via glicolitica e determinante na resisténcia ao
etanol)®" e Pdr1/3p (envolvidos na tolerancia a etanol e na resisténcia
cruzada a diversos estimulos como calor, osmolaridade e espécies
oxidativas)'66”. Entre os ortélogos identificados, fica clara a existéncia de
diferencas e/ou de coOpias adicionais em S. cerevisiae para a maioria dos
fatores de transcricdo (Figura 4). Os transfatores Msn2p e Msn4p, por
exemplo, apresentam baixa identidade entre as espécies e cOpia Unica em
S. passalidarum. Ainda, Hsfip possui tamanhos diferentes e baixa
identidade de sequéncia. As divergéncias encontradas nos fatores de
transcricdo podem afetar diretamente modificagdes pds-traducionais,
interagdo proteina-proteina e formagdo de complexos proteicos®®. As
modificacées pds-traducionais, como fosforilagdo, podem alterar a
localizacao celular, a afinidade de ligacdo ao DNA e, consequentemente, a
ativacao ou inibicdo da expresséo génica’®. A importancia desse mecanismo
de controle de ativacdo dos transfatores fica evidente na substituicdo de
residuos de serina (alvos de fosforilagdo) por alanina em Msn2p: estudos
recentes mostraram que a substituicdo de apenas um residuo é o suficiente
para alterar a capacidade fermentativa e a tolerancia ao etanol de linhagens
de S. cerevisiag®*, enquanto a substituicdo simultanea de seis residuos
mimetiza um cenario de hiperativagdo do fator de transcricdo, letal para a
célula’™. Ja para Spt15p (TATA-binding protein), a substituicio de um
residuo de serina por fenilalanina promove aumento da tolerancia ao etanol
e eficiéncia de fermentacao, possivelmente intermediado pela formacao do
complexo proteico Spt3p-Spt15p-SAGA, que afeta a transcricao de diversos
genes®. De forma similar, a alteragdo de apenas um aminoacido (serina por
fenilalanina) em Haalp € capaz de tornar S. cerevisiae mais tolerante ao
acido acético, por meio do aumento da eficiéncia de recrutamento da

magquinaria de transcrigdo®'.
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Diante da importancia do controle da reprogramacao génica e
aparato bioquimico em respostas ao estresse, a reconstrugdo de vias de
sinalizacao e identificacdo de proteinas efetoras de resposta a estresses
pode auxiliar no maior entendimento desses mecanismos nas diferentes
espécies. Os resultados evidenciaram maior conservagdo desses
componentes nas leveduras (Figuras 4, 5 e 7), com dominios funcionais
similares e altos valores de cobertura e identidade. E curioso notar que mais
de 70% das proteinas responsivas ou envolvidas na sinalizacdo a estresses
compartilham identidades superiores a 30%. No entanto, para os fatores de
transcricdo observa-se o inverso: mais de 70% das proteinas apresentam
baixa identidade ou sdo exclusivas de S. cerevisiae. Esses resultados,
concomitante a analise de sintenia, apontam para a diferenca evolutiva entre
fatores de transcricdo como possivel explicacdo para os diferentes perfis
fisiologicos. Assim, a baixa tolerancia de S. passalidarum ao estresse pode
ser parcialmente causada por diferencas transcricionais em comparacao a S.
cerevisiae, € nao apenas pela existéncia de mecanismos celulares
diferentes. Estudos de complementacdo de S. cerevisiae duplo knockout
(msn2A/msn4A) utilizando genes MSN-like de C. albicans apontaram para a
incapacidade da recuperagdo da tolerdncia ao etanol®?. A expressdo
heterbloga dos genes HSF1 e MSNZ2 de K. marxianus (levedura
termotolerante) em S. cerevisiae foi capaz de aumentar sua tolerancia ao
estresse térmico, permitindo crescimento celular e fermentacdo a altas
temperaturas, em fungdo da expresséo diferencial de mais de 50 genes®.
Esses trabalhos evidenciam que, independente da manutencdo dos
mecanismos de resposta celular, as possiveis alteragdes na transcricao de
um amplo conjunto de genes é o suficiente para afetar a adaptacdo das

leveduras a estimulos ambientais.

Para os genes ARGS3, GND2, ZWF1 e HSP104, nao foram
identificadas diferencas significativas na expressao apds o estresse em S.
passalidarum. E curioso ndo ver alteracdo da expressdo de HSP104 —
chaperona com funcao de disagregase responsiva a uma variedade ampla
de estimulos ambientais, como estresse térmico, osmético e oxidativo®4. Em

S. cerevisiae, sua expressao é crescente com o aumento da concentragéao
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de etanol®, sendo regulada por diversos fatores de transcricdo, como
Msn2/4p e Hsf1p — que podem atuar exclusiva- ou cooperativamente®. Essa
complexa regulacdo permite um controle fino da regulacdo, capaz de
responder a muitos estimulos. Em S. passalidarum, a regido promotora
desse gene também apresenta cis-elementos de ligagdo a Hsf1p e Msn2/4p,
mas as diferengas nos fatores de transcricdo podem implicar em menor

eficiéncia de ativagédo da transcricao de HSP104.

A down-regulacdo de TPS1 e HSP30 sob estresse € diferente do
observado para S. cerevisiae, que apresenta aumento da expressao desses
genes na presenca de etanol?'. O acimulo de trehalose em S. cerevisiae
esta relacionado a maior resisténcia a diversas condi¢cdes adversas, e a
superexpressao de TPS1 (trehalose-6-phosphate synthase) contribui para
aumento da tolerancia ao etanol®”. A down-regulagido desse gene
possivelmente leva a menor producao e acumulo de trehalose, tornando a
célula mais susceptivel ao estresse. Ja Hsp30p € uma heat shock protein
integral de membrana, responsavel por inibir Pmaip, uma H*-ATPase de
membrana envolvida na desacidificacdo citosdlica na presenca de
etanol®8, Assim, a expressdo reduzida de HSP30 indica que S.
passalidarum alivia a inibicado sobre Pmalp, permitindo maior atividade
dessa bomba de protons e consequente desacidifcacdo citosdlica.
Possivelmente, para minimizar os impactos causados pelo etanol, a levedura
retarda a fermentagédo e seu crescimento, direciona o metabolismo para a
respiracdo e garante tanto a producdo de ATP, necessario para
funcionamento de Pmailp, quanto a nao-elevacdo das concentracées de

etanol no meio, coerente com os dados de fisiologia.

O unico gene up-regulado — SOD1 (Cu/Zn superoxide dismutase)
— esta envolvido na detoxificacdo de superdxidos e sua expressao é induzida
na existéncia de estresses oxidativos — também causados pela presenca do
etanol®®. A formacgéo de superédxidos pode levar a apoptose celular, afetando
lipideos, proteinas e Aacidos nucleicos®. Estudos apontam que a
superexpressdao de SOD71 é o suficiente para promover aumento da
tolerancia a etanol em linhagens de S. cerevisiae®. Assim, é possivel que S.

passalidarum use esse mecanismo para manter a viabilidade celular,
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reduzindo os danos causados por ROS. Possivelmente a expressao similar
de SOD1 pode ser explicada pela maior conservagdo de Yapip e Skn7p,

fatores de transcrigdo essenciais para a inducdo desse gene®.

Por fim, houve down-regulagédo de MSN-like em S. passalidarum.
Msn2p e Msnd4p sao fatores de transcrigdo parcialmente redundantes
responsaveis pelo controle de mais de 200 genes, envolvidos em diversos
processos. Mutantes duplos em S. cerevisiae apresentam alta sensibilidade
a estresses, incluindo ao etanol??. Assim, a existéncia de apenas uma
proteina MSN-like (Figura 3) em S. passalidarum, a ampla divergéncia das
sequéncias ortologas (Figuras 4 e 7) e a down-regulacdo desse fator de
transcricdo no estresse (Figura 6) podem contribuir para a regulacao dos
outros genes avaliados, uma vez que a maioria deles apresenta o cis-
elemento STRE em seus promotores — motivo caracteristico de ligacao a
Msn2/4p.

Em conclusédo, nossos resultados indicam que a divergéncia na
sequéncia primaria ou a auséncia de fatores de transcricdo constituem
importantes mecanismos envolvidos na tolerédncia ao etanol. Embora S.
passalidarum seja menos tolerante ao etanol, ela apresenta mecanismos
conservados de resposta ao estresse, como vias de sinalizacao e proteinas
efetoras. Em contrapartida, a analise dos fatores de transcricdo de S.
passalidarum indicou divergéncias evolutivas consideraveis em suas
sequéncias primarias. A evolucdo do controle transcricional pode estar
envolvida com a diversidade morfolégica e fisiolégica entre espécies
diferentes de leveduras®%, e dois processos distintos podem co-existir: i) a
evolucao dos cis-elementos na regiao promotora dos genes; € ii) a evolugcao
dos fatores de transcricdo e sua capacidade de ligagdo ao DNA%9, As
divergéncias observadas entre os ortélogos podem culminar em diferencas
nos processos de modificacdo pds-traducional, interagdo proteina-proteina,
localizac&o nuclear e/ou funcionalidade®®. De fato, essa ampla variagcdo pode
afetar diversas redes transcricionais de resposta a estimulos ambientais,
alterando os niveis de expressao de centenas de genes. Como observado,
S. passalidarum nao consegue induzir a expressao de alguns genes
envolvidos na tolerancia ao etanol e o estresse forca a parada do
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metabolismo fermentativo. Juntos, esses resultados indicam que a resposta
ao estresse nao é exclusivamente dependente de proteinas efetoras. Mais
que isso, a adaptacao eficiente ocorre mediante uma complexa rede de
controle da expressdo génica, fortemente influenciada pelos fatores de

transcricao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Arquivo suplementar S1. Fatores de transcricdo caracteristicos de S. cerevisiae,

identificados em repositérios.

ng;gszge Nome padrao sis:\tla(r)'rgtaico Nome completo
NP_012810.1 ABF1 YKL112W ARS-Binding Factor 1
NP_013788.1 ABF2 YMRO72W ARS-Binding Factor
NP_010964.3 ACA1 YER045C ATF/CREB Activator
NP_013232.1 ACE2 YLR131C Activator of CUP1 Expression
NP_010502.3 ADR1 YDR216W Alcohol Dehydrogenase Il synthesis

Regulator

NP_011444.1 AFT1 YGLO71W Activator of Ferrous Transport
NP_015122.1 AFT2 YPL202C Activator of Fe (iron) Transcription
NP_013756.1 ARG80 YMR042W ARGinine requiring
NP_013610.1 ARG81 YML099C ARGinine requiring
NP_010709.1 AROB80 YDR421W AROmatic amino acid requiring
NP_015525.1 ARR1 YPR199C ARsenicals Resistance
NP_012136.1 ASG1 YIL130W Activator of Stress Genes
NP_012736.1 ASH1 YKL185W Asymmetric Synthesis of HO
NP_014756.3 AZF1 YOR113W Asparagine-rich Zinc-Finger
NP_013025.3 BAS1 YKRO99W BASal
NP_010711.3 CAD1 YDR423C CADmium resistance
NP_014007.1 CATS8 YMR280C CATabolite repression
NP_012594.1 CBF1 YJRO60OW Centromere Binding Factor
NP_013891.1 CEP3 YMR168C CEntromere Protein
NP_013199.1 CHA4 YLR098C Catabolism of Hydroxy Amino acids
NP_014671.1 CIN5 YOR028C Chromosome INstability
NP_011056.1 COMm2 YER130C Cousin of Msn2
NP_014371.1 CRZz1 YNLO27W Calcineurin-Responsive Zinc finger
NP_012228.1 CST6 YILO36W Chromosome STability
NP_011349.3 CuP2 YGL166W
NP_015148.1 CUP9 YPL177C
NP_012959.1 DALS80 YKRO034W Degradation of Allantoin
NP_012289.3 DALS1 YIR023W Degradation of Allantoin
NP_011012.3 DOT6 YER088C Disruptor Of Telomeric silencing
NP_013329.1 ECM22 YLR228C ExtraCellular Mutant
NP_015304.1 ECM23 YPLO21W ExtraCellular Mutant
NP_009589.1 EDS1 YBRO33W Expression Dependent on Sit2
NP_009798.3 ERT1 YBR239C Ethanol Regulated Transcription factor
NP_015429.1 FHLA YPR104C Fork Head-Like
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Arquivo suplementar S1. Continua...

Cédigo de
acesso

NP_012135.1
NP_014331.3
P40068.2
NP_011260.1
NP_015076.1
NP_116632.1
NP_013113.1
NP_012278.3
NP_010907.3
NP_015250.1
NP_010381.1
NP_010958.3
NP_012432.1
NP_012425.1
NP_015333.1
NP_116622.1
NP_014552.1
NP_013357.1
NP_011277.1
NP_014043.1
NP_012813.1
NP_015003.1
NP_009991.2
NP_010020.1
NP_013895.1
NP_011442.3
NP_012627.1
NP_010408.1
NP_014533.1
NP_012893.3
NP_009876.1
NP_013556.3
NP_010317.3
NP_013734.1
P10508.1
NP_009868.3
NP_010227.1

Nome padrao

FKH1
FKH2
FLO8
FZF1
GAL4
GAT1
GAT3
GAT4
GCN4
GCR1
GIS1
GLN3
GSM1
GZF3
HAA1
HAC1
HAL9
HAP1
HAP2
HAP3
HAP4
HAPS
HCM!1
HMRA2
HOT1
HSF1
IME1
INO2
INO4
IXR1
KAR4
LEU3
LYS14
MAC1
MALG3
MATALPHA2
MBP1

Nome
sistematico

YIL131C
YNLO68C
YER109C
YGL254W
YPL248C
YFLO21W
YLRO13W
YIR013C
YEL009C
YPLO75W
YDR096W
YER040W
YJL103C
YJL110C
YPROO8W
YFLO31W
YOL089C
YLR256W
YGL237C
YBL021C
YKL109W
YOR358W
YCRO65W
YCR096C

YMR172W
YGLO73W
YJR094C
YDR123C
YOL108C
YKL032C
YCLO55W
YLR451W
YDR034C
YMR021C
MALG3
YCRO039C
YDLO56W

Nome completo

ForK head Homolog
ForK head Homolog
FLOcculation
Five Zinc Fingers
GALactose metabolism

General Control Nonderepressible
GlyColysis Regulation
Glg1-2 Suppressor
GLutamiNe metabolism
Glucose Starvation Modulator
Gata Zinc Finger protein
Homolog of Ace1 Activator
Homologous to Atf/Creb1
HALotolerance
Heme Activator Protein
Heme Activator Protein
Heme Activator Protein
Heme Activator Protein
Heme Activator Protein
High-Copy suppressor of Calmodulin
Hidden Mat Right A
High-Osmolarity-induced Transcription
Heat Shock transcription Factor
Inducer of MEiosis
INOsitol requiring
INOsitol requiring
Intrastrand cross (X)-link Recognition
KARyogamy
LEUcine biosynthesis
LYSine requiring
Metal binding ACtivator
MALtose fermentation
MATing type protein ALPHA
Mlul-box Binding Protein
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Arquivo suplementar S1. Continua...

Cédigo de
acesso

NP_013757.1
NP_015287.1
NP_010539.1
NP_014296.4
NP_011765.1
NP_011480.1

NP_011306.1

NP_010945.1
NP_010991.3
NP_013786.1
NP_014525.1

NP_013751.1
NP_012861.1

NP_013887.1
NP_011992.1
NP_010282.3
NP_015377.1
NP_009647.2
NP_010328.3

NP_009622.1

NP_009349.3
NP_011502.1
NP_009548.1
NP_013368.1
NP_012881.1
NP_010177.1
NP_116692.1
NP_015008.3
NP_013114.1
NP_012910.1
NP_015512.1
NP_014183.1

Nome padrao

MCM1
MET31
MET32
MET4
MGA1
MIG1

MIG2

MIG3
MOT2
MOT3
MSN1

MSN2
MSN4

MSS11
NDT80
NHP10
NHP6A
NHP6B
NRG1

NRG2

OAF1
PDR1
PDR3
PDR8
PHD1
PHO2
PHO4
PIP2
PPR1
PUT3
PZF1
RAP1

Nome
sistematico

YMRO043W
YPLO38W
YDR253C
YNL103W
YGR249W
YGLO035C

YGL209W

YERO028C
YERO068W
YMRO70W
YOL116W

YMRO037C

YKLO62W

YMR164C
YHR124W
YDL002C
YPR052C
YBRO089C-A
YDR043C

YBR066C

YALO51W
YGLO013C
YBLOOSW
YLR266C
YKLO43W
YDL106C
YFR034C
YOR363C
YLRO014C
YKLO15W
YPR186C
YNL216W

Nome completo

MiniChromosome Maintenance
METhionine requiring
METhionine requiring
METhionine requiring

Multicopy Inhibitor of GAL gene
expression

Multicopy Inhibitor of GAL gene
expression

Multicopy Inhibitor of Growth
Modulator Of Transcription
Modifier of Transcription

Multicopy suppressor of SNF1
mutation

Multicopy suppressor of SNF1
mutation

Multicopy suppressor of SNF1
mutation

Multicopy Suppressor of STA genes
Non-DiTyrosine
Non-Histone Protein
Non-Histone Protein
Non-Histone Protein

Negative Regulator of Glucose-
repressed genes

Negative Regulator of Glucose-
controlled genes

Oleate-Activated transcription Factor
Pleiotropic Drug Resistance
Pleiotropic Drug Resistance
Pleiotropic Drug Resistance
PseudoHyphal Determinant

PHOsphate metabolism
PHOsphate metabolism
Peroxisome Induction Pathway
Pyrimidine Pathway Regulation
Proline UTilization
Putative Zinc Finger

Repressor/Activator site binding
Protein

124



Arquivo suplementar S1. Continua...

Cédigo de
acesso

NP_015025.3
NP_014002.1
NP_015192.1
NP_009605.1

NP_009825.4
NP_013277.1
NP_013907.1
NP_012886.3
NP_011836.1
NP_015236.1

NP_011558.1
NP_015390.1
NP_011096.1
NP_010264.3
NP_010589.3
NP_011923.2
NP_012661.3
NP_014574.1
NP_009447 .1
NP_014783.4
NP_013507.1
NP_012446.1
NP_012076.3
NP_014232.1
NP_009741.3
NP_013729.1
NP_011075.3
NP_009944.2
NP_010453.1
NP_013732.1
NP_012048.3
NP_011952.1
NP_010751.4
NP_011870.1

Nome padrao

RDR1
RDS1
RDS2
REB1

REN
RFX1
RGM1
RGT1

RIM101
RLM1

RME1
ROX1
RPH1
RPN4
RSC3
RSC30
RSF2
RTGH1
RTG3
SFL1
SFP1
SIP4
SKN7
SKO1
SMP1
SOK2
SPT15
SRD1
STB3
STB4
STB5
STE12
STP1
STP2

Nome
sistematico

YOR380W
YCR106W
YPL133C
YBR049C

YBR267W
YLR176C
YMR182C
YKLO38W
YHLO27W
YPL089C

YGR044C
YPRO65W
YER169W
YDLO020C
YDR303C
YHR056C
YJR127C
YOL067C
YBL103C
YOR140W
YLR403W
YJLO89W
YHR206W
YNL167C
YBR182C
YMRO16C
YER148W
YCR018C
YDR169C
YMRO19W
YHR178W
YHR084W
YDR463W
YHRO06W

Nome completo

Repressor of Drug Resistance
Regulator of Drug Sensitivity
Regulator of Drug Sensitivity

RNA polymerase | Enhancer Binding
protein

REquired for Isotropic bud growth
Regulatory Factor X

Restores Glucose Transport
Regulator of IME2

Resistance to Lethality of MKK1P386
overexpression

Regulator of MEiosis
Regulation by OXygen
Regulator of PHR1
Regulatory Particle Non-ATPase
Remodel the Structure of Chromatin
Remodel the Structure of Chromatin
ReSpiration Factor
ReTroGrade regulation
ReTroGrade regulation
Suppressor gene for FLocculation
Split Finger Protein
SNF1-Interacting Protein
Suppressor of Kre Null
Suppressor of Kinase Overexpression
Second MEF2-like Protein 1
Suppressor Of Kinase
SuPpressor of Ty insertions

Sin Three Binding protein
Sin Three Binding protein
Sin Three Binding protein
STErile
Species-specific tRNA Processing
protein with similarity to Stp1p
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Arquivo suplementar S1. Continua...

Cédigo de
acesso

NP_013479.3
NP_013479.3
NP_010596.1
NP_011353.1
NP_015334.1
NP_011036.1
NP_010430.1
NP_013283.1
NP_015197.1
NP_009708.1
NP_013630.1
NP_014982.3
NP_009639.3
NP_009499.1
NP_011419.1
NP_014989.3
NP_010111.1
NP_010493.1
NP_010499.1
NP_010808.3
NP_015094.1
NP_012208.1
NP_013635.1
NP_012165.1
NP_013707.1
NP_013221.1
NP_012283.1
NP_010545.3
NP_014614.1
NP_013685.1
NP_014815.3

NP_014805.3
NP_012479.1
NP_116603.1

Nome padrao

STP3
STP4
SUM1
SUTT
SuUT2
SWi4
SWI5
SWI6
TBF1
TBS1
TDA9
TEA1
TECH
TOD6
TOS8
TYE7
UGA3
UMEG6
UPC2
URC2
uSv1
VHR1
WAR1
XBP1
YAP1
YAP3
YAP5
YAPG6
YAP7
YOX1
YRM1

YRR1
ZAP1
ZNF1

Nome
sistematico

YLR375W
YDLO048C
YDR310C
YGL162W
YPROO9W
YER111C
YDR146C
YLR182W
YPL128C
YBR150C
YMLO81W
YOR337W
YBRO83W
YBLO054W
YGL096W
YOR344C
YDL170W
YDR207C
YDR213W
YDR520C
YPL230W
YILO56W
YMLO76C
YIL101C
YMLOO7W
YHLO09C
YIRO18W
YDR259C
YOL028C
YMLO27W
YOR172W

YOR162C
YJL056C
YFLO52W

Nome completo

protein with similarity to Stp1p
protein with similarity to Stp1p
SUppresor of Mar1-1
Sterol UpTake
Sterol UpTake
SWitching deficient
SWitching deficient
SWitching deficient
TTAGGG repeat-Binding Factor
ThiaBendazole Sensitive
Topoisomerase | Damage Affected
Ty Enhancer Activator
Transposon Enhancement Control
Twin Of Dot6p
Target Of Sbf
Ty1-mediated Expression
Utilization of GAba
Unscheduled Meiotic gene Expression
UPtake Control
URacil Catabolism
Up in StarVation
VHt1 Regulator
Weak Acid Resistance
Xhol site-Binding Protein
Yeast AP-1
Yeast AP-1
Yeast AP-1
Yeast homolog of AP-1
Yeast AP-1
Yeast homeobOX

Yeast Reveromycin resistance
Modulator

Yeast Reveromycin-A Resistant
Zinc-responsive Activator Protein
ZiNc Finger protein
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Arquivo suplementar S2. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de

gPCR dos genes de S. passalidarum.

Gene Primer F Primer R

OLE1 AGGAACATCCAGGTGGACAAGC TGAGCAGCGTTGGAGTGAGC
HSP104 TTGGTGATGCTGGTGTTGGT CGAACAACCTAGCGTTTGCC
HSP30 TGACAACACTGTTGACCCAGA ATCAGTGGCAGTTGCAGGAA
ARG3 ACCTCGTCATTTGGTGAGCA CCACACTGGTTTCACCCGAT
SOD1 TGAATCCGAACCAACCACCAT TGAGGACCAGCAGAGGTACA
TPS1 CCTACTCCATGTCCCTGGGT TCGTTCCTGTTCGTCTTCCG
ZWF1 GCCAGGCTACTTGGATGACGA ACGATAGGAACACCATCCCAACG
GND2 CAATGACCCAACCGACGGTA AAGGCATTGACAGCAGTCCA
TDHA1 ACGGTTTCGGACGTATTGGT TAAGCAGCGTAGTCGGTAGC
ADH1 TCCAGTCCCAGTTCCAAAGC CTTCCAGGCGTGCAAATCAG
ADH7 GCAATCCAACTGGGGTCCAT ACCAACACGTTGACCGACTT
ACT1 ACGGTATCGTTTCCAACTGGG GGTGTTCTTCTGGGGCAACT
RBN18 TCACCAGGTCCAGACACAATAAG GGTTAAGGTICTCGTTCGTTATCG
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Arquivo suplementar S3. Ontologia génica (GO) de processos biolégicos das proteinas

Unicas de S. cerevisiae identificadas na andlise de OrthoMCL, incluindo apenas os mais

relevantes (frequéncia = 5%).

GOID

GO term

Gene(s)

6366

transcription from RNA
polymerase Il promoter

OAF1, GPB2, PAUS8, PDR3, NRG2, MATALPHA1,
NRG1, MET32, STP1, TOG1, PDR1, XRN1, STP2,
RSC30, VHR1, FKH1, MGA2, SPT23, IXR1, RGTT,
MSN4, CAF4, PDR8, MSN2, FKH2, CAF120, HAL9,
RAT1, YRR1, YRM1, WTM2, WTM1, PIP2, MET31,
UMET

42221

response to chemical

OAF1, GPB2, FLO1, PDR3, NRG2, FRM2, KIN82,
RDS1, NRG1, MFA1, PDR1, MF(ALPHA)2, STF2,
ASK10, CUP1-1, CUP1-2, VHR1, FKH1, MGA2, IXR1,
MSN4, ATR1, MSN2, ASI1, ASI3, MSG5, MFA2,
FPKi, ATG19, RGA1, YRR1, PIP2, GPBi,
MF(ALPHA)1

6605

protein targeting

AST1, COS2, COS7, AST2, COS4, COS12, COSs,
COS8, COS5, NUP100, COS9, COS3, NUP116,
NUP53, COS1, COS10, ATG19, ATG34, WTM1

278

mitotic cell cycle

ALK2, MET32, GIC2, ALK1, XRN1, BUD9, CLBS,
KEL2, GIC1, KEL1, FKH1, SIS2, BUD8, NUP53, CIK1,
FKH2, GAC1, VIK1, CLB5

51726

regulation of cell cycle

MET32, GIC2, PCL10, XRN1, CLB6, KEL2, GIC1,
KEL1, PCL7, FKH1, SIS2, NUP53, CIK1, FKH2,
GAC1, UMET1, CLB5

33043

regulation of organelle
organization

OAF1, GIC2, SAC7, KEL2, GIC1, KEL1, FKH1, UTH1,
PIF1, NUPS3, CIK1, FKH2, GAC1, WTM2, WTMT,
UMET1, CLB5

6468

protein phosphorylation

ALK2, LRE1, KIN82, PKH1, ALK1, PCL10, CLBS,
PCL7, PRK1, SDP1, HAL5, ARK1, MSG5, FPK1,
PKH2, RAT1, CLB5

71554

cell wall organization or
biogenesis

LRE1, FMP45, SAC7, PKH1, HLR1, SPS100, SDP1,
IRC18, LOH1, CHS6, BCH2, UTH1, SKG1, MSGS5,
YGP1, PKH2, HPF1

51321

meiotic cell cycle

GPB2, PAUS8, ALK2, FMP45, RAD51, DMC1, CLBS,
SPS100, IRC18, LOH1, CIK1, GAC1, WTM2, WTM1,
UMET1, CLB5

51603

proteolysis involved in
cellular protein catabolic
process

COS2, COS7, COS4, COS12, COS6, COS8, DAST,
COS5, COS9, COS3, ASI1, ASI3, COS1, COS10,
ATG19, GPB1
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Arquivo suplementar S3. Continua...

ALK2, GIC2, RAD51, DMC1, ALK1, KEL2, GICH,
48285 organelle fission KEL1, MDV1, CAF4, NUP53, CIK1, GAC1, UME1,
VIK1, CLB5

GPB2, BIT2, RGA2, SAC7, MFA1, PKH1,
23052 signaling MF(ALPHA)2, MDS3, SDP1, MSG5, MFA2, PKH2,
RGA1, BAG7, GPB1, MF(ALPHA)1

OAF1, 10C3, RSC30, GIC1, FKH1, MGA2, SPT23,
6325 chromatin organization MSN4, UTH1, MSN2, FKH2, ESC8, WTM2, WTM1,
UMEH1

Al1, Al2, Al4, AI5_ALPHA, SCEI, YRF1-1, RADS5T,
6310 DNA recombination DMC1, YRF1-2, YRF1-3, YRF1-4, YRF1-5, PIF{1,
YRF1-6, YRF1-7
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Arquivo suplementar S4. Arvores filogenéticas construidas para a identificagdo dos
ortélogos putativos dos fatores de transcrigao.

GATA Zn-finger family tree

85 DALS8O0 Scer m GATA Zn finger
GZF3 Scer m Nitrogen regulatory
XP 007373960.1 Spas* protein domain (GATA-like)
GAT1 Scer
XP 007373156.1 Spas*
GLN3 Scer
XP 007377109.1 Spas
XP 007375709.1 Spas*
XP 007375638.1 Spas
,_ASH1 Scer
100 L— XP 007374217.1 Spas
99 ECM23 Scer
4‘: SRD1 Scer
91 GAT3 Scer
GAT4 Scer
60 GAT2 Scer
XP 007372496.1 Spas
58 XP 007374800.1 Spas

51

M |

bZIP family tree

= bZIP

m GCN4 central
activation domain

GCN4 Scer

63 XP 007374341.1 Spas
XP 007373062.1 Spas ————==—
XP 007377850.1 Spas —-_—
YAP4 Scer —_— ==
84 YAPG6 Scer

XP 007372032.1 Spas
—— ACA1 Scer
CST6 Scer
XP 007372183.1 Spas
SKO1 Scer

—
MET4 Scer
—{

ha

M it

37

XP 007375007.1 Spas
YAP2 Scer

XP 007376241.1 Spas
52 L YAP1 Scer
YAP8 Scer

XP 007372662.1 Spas
YAP3 Scer

{ XP 007375264.1 Spas
YAPS5 Scer
_(: YAP7 Scer

66 _(: HAC1 Scer

XP 007372712.1 Spas

73
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Arquivo suplementar S4. Continua...

Zn2Cys6 (Gal4-like)-only

XP 007375478.1 Spas

45

%
<
Pag URCz Sce!
RGT1 Scer Xp 007375320.1 Spas
91
EDS1 Scer XP
007376480.1 gpas
as
gA SP 00
Al 70 8 737675,
s X
5° S R
A 2
L Ner J67
QQQCJ w 4% 3 7
A & ~ %
% g
A\ 3
A& & 1 .
> X 7
S 0'59 3 8 % 7
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Q.

\2)
)905 \“‘5

1808 ZSay
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seds vegeuuoo d
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Arquivo suplementar S4. Continua...

Gal1

m Zn2Cys6 (Gal4-like)
XP 007375478.1 Spas

_— =
XP 007372583.1 Spas -
—_—

XP 007375696.1 Spas

XP 007373613.1 Spas*

URC2 Scer

XP 007376752.1 Spas

XP 0073744171 Spas

XP 007373192.1 Spas —_——

UMES® Scer

XP 007372784.1 Spas

XP 007376178.1 Spas

Gal2

ERT1 Scer m Zn2Cys6 (Gal4-like)

XP 007373942.1 Spas m PAS fold superfamily

RDS2 Scer ® Leucine zipper dimerization
XP 007373728.1 Spas
GSM1 Scer

XP 007372568.1 Spas
XP 007375320.1 Spas -

SUT1 Scer e
SUT2 Scer —_——
XP 007376825.1 Spas
SIP4 Scer
XP 007376259.1 Spas
100 EDS1 Scer
43 RGT1 Scer
RSC30 Scer
86 RSC3 Scer
XP 007375303.1 Spas
34 XP 007375343.1 Spas
XP 007376129.1 Spas
XP 007376572.1 Spas
YRR1 Scer
XP 007372178.1 Spas —_—
100 WAR1 Scer
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Arquivo suplementar S4. Continua...

Zn2Cys6 (Gal4-like) + fungal transactivator domain

‘o
@
Q.
17
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N~
= 3
3 2
o 9
= ©
S %
)(P00737
473630.1 Spas
XP 007375654 1 Spas XP 007
8.1 Spas*
XP 007372780.1 Spas XP 007375538.1 Sp:
ARG81 Scer XP 007375476.1 Spas
XP
YRM1 Seer 007374775 4 Spas
8 seel XP 00737279
POR ) 9'7Spas
37,
B2 2802 ¢
lgsCs Spag.
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G, 20
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Arquivo suplementar S4. Continua...

100
ﬂE
34
ol

100
a2
— 48
100
36
100
100

T

100

88

90

100

=
100 —[

PUT3 Scer

XP 007372639.1 Spas
XP 007372371.1 Spas
ASG1 Scer

XP 007373950.1 Spas
XP 007372970.1 Spas*
XP 007375476.1 Spas
XP 007372799.1 Spas
XP 0073747721 Spas
XP 007372802.1 Spas™
CAT8 Scer

XP 007376973.1 Spas™
DAL81 Scer

XP 007374098.1 Spas
XP 007375769.1 Spas
PPR1 Scer

XP 007375538.1 Spas™
STB4 Scer

XP 007374482.1 Spas
XP 007375343.1 Spas
RDR1 Scer

CHA4 Scer

TEA1 Scer

XP 007375829.1 Spas®
XP 007375262.1 Spas
XP 007375261.1 Spas
TBS1 Scer

HAL9 Scer

PDR3 Scer
PDR1 Scer

Gal-TF 1

™ Zn2Cys6 (Gald-like)
Fungal specific transcription
factor domain

m Leucine zipper dimerization

i
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100 MAL63 Scer
100 ZNF1 Scer
XP 007373233.1 Spas*

L 100 XP 007373620.1 Spas*
" ARO80 Scer
100 XP 007372370.1 Spas
GAL4 Scer
78 I: XP 007374210.1*

PIP2 Scer

OAF1 Scer

RDS1 Scer

HAP1 Scer

XP 007375342.1 Spas
XP 007377630.1 Spas
XP 007376437.1 Spas
XP 007373759.1 Spas

100

XP 007375655.1 Spas
XP 007375658.1 Spas

Arquivo suplementar S4. Continua...

Gal-TF 2

m Zn2Cys6 (Gald-like)

w Fungal specific transcription
factor domain

m Leucine zipper dimerization

———

Gal-TF 3

W Zn2Cys6 (Gal4-like)

factor domain

LYS14 Scer

XP 007376368.1 Spas

XP 007372199.1 Spas

XP 007373327.1 Spas

UGA3 Scer

XP 007372558.1 Spas*

XP 007375122.1 Spas
XP 007376936.1 Spas*
UPC2 Scer
ECM22 Scer
LEUS3 Scer
XP 007375419.1 Spas
XP 007374008.1 Spas
PDR8 Scer
YRM1 Scer
CEP3 Scer
) STB5 Scer
100 XP 007372122.1 Spas
XP 007375562.1 Spas
XP 007372780.1 Spas
98 ARG81 Scer
84 XP 007375654.1 Spas

—{ T

100

w Fungal specific transcription
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Arquivo suplementar S4. Continua...

HLH family tree

RTG1 Scer
XP 007375725.1 Spas
RTG3 Scer
XP 007376904.1 Spas
TYE7 Scer
XP 007375747.1 Spas
CBF1 Scer
XP 007373161.1 Spas
PHO4 Scer
XP 007373142.1 Spas
INO2 Scer

INO4 Scer

Myb-like family tree

61

89

—— BAS1 Scer

L XP 007373042.1 Spas

— TBF1 Scer

99

L XP 007374909.1 Spas

——— REB1 Scer

92

100

L XP 007377548.1 Spas
XP 007374052.1 Spas

— DOT®6 Scer

65

TODG6 Scer

HMG family tree

25

96

NHP6A Scer

80
NHP6B Scer

XP 007376800.1 Spas

XP 007373718.1 Spas

NHP10 Scer

EE XP 007376136.1 Spas
ABF2 Scer
ROX1 Scer

XP 007373977.1 Spas

IXR1 Scer

KilA family tree

74

——— MBP1 Scer

100

L XP 007376340.1 Spas

—— SWI6 Scer

93

L XP 007375722.1 Spas

—— SWI4 Scer

76

67

L XP 007372319.1 Spas
XP 007374611.1 Spas
XP 007373431.1 Spas

——— PHD1 Scer

59

L SOK2 Scer
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Arquivo suplementar S4. Continua...

Cooper-fist family tree

9

CUP2 Scer

XP 007375866.1 Spas

HAA1 Scer

MAC1 Scer

XP 007377924.1 Spas

HSF family tree

—— SFL1 Scer
65

72

L XP 007377146.1 Spas

MGA1 Scer
—— HSF1 Scer
100 L XP 007375659.1 Spas
—— SKN7 Scer
99
L XP 007375198.1 Spas

HLH family tree
RTG1 Scer

XP 007375725.1 Spas
RTG3 Scer

XP 007376904.1 Spas
TYE7 Scer

XP 007375747.1 Spas
CBF1 Scer

XP 007373161.1 Spas
PHO4 Scer

XP 007373142.1 Spas
INO2 Scer

INO4 Scer

Forkhead HNF3 family tree

FKH1 Scer

65 FKH2 Scer
61 XP 007376078.1 Spas
XP 007375856.1 Spas

—— HCM1 Scer
L XP 007377035.1 Spas

—— FHL1 Scer

10] __ xp007374635.1 Spas

GCR family tree
——— HOT1 Scer

84
75 L MSN1 Scer

XP 007372107.1 Spas

GCR1 Scer

XP 007373690.1 Spas

HMG family tree

NHP6A Scer

80
96 NHP6B Scer

XP 007376800.1 Spas

XP 007373718.1 Spas

69 45 NHP10 Scer
- E': XP 007376136.1 Spas
ABF2 Scer
ROX1 Scer

XP 007373977.1 Spas

IXR1 Scer
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Arquivo suplementar S5. Tabela de ortélogos identificados em S. passalidarum com parametros estimados. Identificadores assinalados com asterisco (*)

indicam sequéncias manualmente corrigidas.

S. cerevisiae

S. passalidarum

Classe Nome Tamanho e Dominios Identificador Tamanho e pl Dominios Identidade (%)
pl
Abdominal-A Pho2p 559 (4.89) Homeobox domain (53-183) XP_007377166.1 * 541 (5.25) Homeobox domain (9-62) 30.31
Superfamily
Yox1p 385 (10.33) Homeobox domain (126-267) XP_007377909.1 * 385 (9.96) Homeobox domain (110-223) 33.70
Cooper-fist Cup2p 225 (7.97) Cooper-fist DBD (2-39) XP_007375866.1 * 603 (6.30) Cooper-fist DBD (2-39) 27.92
Haalp 694 (8.84) Cooper-fist DBD (2-39) 28.87
Mac1p 417 (6.70) Cooper-fist DBD (2-40) XP_007377924.1 * 473 (7.12) Cooper-fist DBD (2-39) 25.18
Forkhead HNF3 Fhi1p 936 (5.61) Forkhead (FH) domain (18-739) XP_007374635.1 1186 (8.79) Forkhead (FH) domain (67-752) 23.12
DNA binding site (490-525) DNA binding site (700-735)
Fkh1p 484 (8.80) Forkhead (FH) domain (1-484) XP_007376078.1 661 (9.43) Forkhead (FH) domain (26-352) 35.26
DNA binding site (335-375) DNA binding site (278-316)
Fkh2p 862 (9.32) Forkhead (FH) domain (1-610) 27.20
DNA binding site (372-412)
Hcm1p 564 (6.57) Forkhead (FH) domain (20-564) XP_007377035.1 596 (7.38) Forkhead (FH) domain (166-248) 30.10
DNA binding site (142-179) DNA binding site (200-238)
GCR1 Superfamily Hot1p 719 (7.77) GCR1_C (617-694) XP_007372107.1 * 541 (6.99) GCR1_C (438-515) 24.62




6€

Msnip 382 (6.23) GCR1_C (278-365) 23.45
TALPID3 superfamily (58-206)
HLH Superfamily Cbfip 351 (4.93) HLH domain (220-272) XP_007373161.1 * 228 (7.05) HLH domain (130-178) 33.43
Phodp 312 (7.25) HLH domain (251-307) XP_007373142.1 508 (8.46) HLH domain (444-502) 30.03
Rtg1p 177 (5.89) HLH domain (21-102) XP_007375725.1 * 277 (5.79) HLH domain (121-206) 26.76
Rtg3p 486 (5.53) HLH domain (284-349) XP_007376904.1 556 (4.83) HLH domain (385-469) 25.80
Tye7p 291 (4.75) HLH domain (181-266) XP_007375747.1 326 (8.58) HLH domain (233-302) 34.49
HMG Box Nhp6Ap 93 (9.76) HMG domain (17-93) XP_007376800.1 93 (9.73) HMG domain (3-89) 70.10
Nhp6Bp 99 (9.99) HMG domain (1-99) 66.67
Nhp10p 203 (7.64) HMG domain (24-203) XP_007376136.1 277 (4.80) HMG domain (121-204) 34.86
Cell surface glycoprotein (183-
256)
Rox1p 368 (9.88) MATA HMG-box (9-88) XP_007373977.1 434 (8.96) MATA HMG-box (132-209) 22.94
HMG domain (68-194)
Homeobox HOX Mata2p 210 (9.48) HOX domain (135-188) XP_007375266.1 174 (5.99) HOX domain (103-164) 34.22
Hmra2p 119 (9.94) HOX domain (44-97) 26.29
Homeobox KN Cup9p 306 (9.37) Homeobox KN (180-219) XP_007377929.1 266 (9.65) Homeobox KN (213-252) 25.97
Tos8p 276 (10.23) Homeobox KN (212-251) 29.73
HSF Superfamily Hsfip 833 (5.20) HSF-type DBD (165-453) XP_007375659.1 * 627 (5.25) HSF-type DBD (199-306) 26.80




ol

Mgalp 456 (9.49) HSF-type DBD (1-156) XP_007377146.1 * 545 (9.58) HSF-type DBD (16-124) 29.23
RhoGEF superfamily (254-439)
Sflip 766 (8.79) HSF-type DBD (53-381) 29.58
Atrophin-1 superfamily (540-722)

HSF Superfamily Skn7p 622 (6.56) HSF-type DBD (75-350) XP_007375198.1 606 (6.97) HSF-type DBD (35-136) 31.67

REC superfamily (379-488) REC superfamily (456-566)
KilA Superfamily Mbp1p 833 (9.27) KilA-N domain (19-93) XP_007376340.1 853 (5.39) KilA-N domain (26-89) 33.10

Ankyrin repeats (344-441) Ankyrin repeats (366-539)

Ankyrin repeats (391-549)
SMC-N superfamily (640-825)

Phd1p 366 (9.01) KilA-N domain (209-285) XP_007373431.1 * 487 (9.33) KilA-N domain (201-284) 29.91
Sok2p 785 (8.57) KilA-N domain (437-509) 25.52
Swidp 1094 (8.81) KilA-N domain (52-123) XP_007372319.1 840 (5.84) KilA-N domain (27-89) 30.84

Ankyrin repeats (517-663) Ankyrin repeats (325-475)

SMC-N superfamily (814-1092)

Swibp 803 (4.74) Ankyrin repeats (314-490) XP_007375722.1 674 (4.93) KilA-N domain (61-139) 28.00

Vps51 superfamily (543-614) Ankyrin repeats (259-404)

Ankyrin repeats (384-430)
MADS Box Arg80p 177 (5.02) MADS superfamily (1-177) XP_007377916.1 266 (5.14) MADS superfamily (563-132) 27.21
Mcm1p 284 (4.97) MADS superfamily (18-284) 36.76




Iyl

MYB Superfamily Bas1p 811 (8.11) SANT domain (17-585) XP_007373042.1 724 (5.98) SANT domain (45-218) 32.13
Dot6p 670 (9.59) Myb DBD (75-125) XP_007374052.1 * 626 (9.25) Myb DBD (62-116) 28.75
BLLF1 superfamily (191-447)
Tod6p 525 (9.37) SANT domain (77-120) 29.47
Reb1p 810 (4.96) SANT domain (202-701) XP_007377548.1 594 (6.23) SANT domain (249-435) 23.20
SANT domain (691-719)

Tbf1p 562 (6.29) TRF domain (29-300) XP_007374909.1 691 (4.76) DnaJ domain (3-164) 27.16

SANT domain (410-462) TRF domain (227-495)

SANT domain (585-637)
Acalp 489 (8.46) bZIP-ATF2 (386-442) XP_007372032.1 * 390 (5.70) bZIP-ATF2 (294-353) 24.81
Cst6p 588 (7.75) bZIP-ATF2 (428-485) 20.73
Gendp 281 (5.23) bZIP-GCN4 (226-278) XP_007374341.1 301 (4.64) bZIP-GCN4 (242-295) 34.56

GCN4 activation domain (106- GCN4 activation domain (77-115)
134)
Hac1p 238 (4.97) bZIP-HAC1 (41-91) XP_007372712.1 335 (5.11) bZIP-HAC1 (51-88) 26.50
bZIP Family

Met4p 672 (5.48) bZIP predict (612-641) XP_007373062.1 * 313 (5.25) bZIP predict (143-197) 17.51
Sko1p 647 (9.33) bZIP-ATF2 (431-482) XP_007372183.1 556 (9.22) bZIP-ATF2 (354-412) 31.06

HRA domain (196-228) HRA domain (144-174)

NAM-associated superfamily
(274-383)

Yapip 650 (4.80) bZIP-YAP (65-126) XP_007376241.1 * 487 (4.94) bZIP-YAP (38-99) 34.04

PAP1 domain (587-647) PAP1 domain (209-479)
Yap2p 409 (6.68) bZIP-YAP (44-87) 27.84

PAP1 domain (355-406)




cvi

Yap3p 330 (4.97) bZIP-YAP (145-207) XP_007375264.1 355 (4.91) bZIP-YAP (175-233) 28.01
bZIP Family Yap4p 295 (9.67) bZIP (239-294) XP_007375007.1 196 (8,02) bZIP-YAP (91-152) 29.5
Yap6ép 383 (8.67) bZIP (220-277) 20.7
GATA Zn finger Aship 588 (9.93) ZnF_GATA (494-548) XP_007374217.1 510 (9.45) ZnF_GATA (427-460) 32.41
Dal80p 269 (8.81) GAT1 domain (1-269) XP_007373960.1 * 681 (9.68) ZnF_GATA (130-180) 16.08
Gzf3p 551 (9.34) GAT1 domain (4-551) 28.20
Gatlp 514 (8.87) GAT1 domain (1-499) XP_007373156.1 * 628 (9.07) ZnF_GATA (460-510) 30.42
Unknown function domain (60- Unknown function domain (75-
87) 102)

GIn3p 730 (9.55) GAT1 domain (56-715) XP_007377109.1 667 (9.12) ZnF_GATA (233-284) 28.47
Ace2p 770 (8.47) C2H2 Zn finger (176-683) XP_007373529.1 * 698 (7.95) C2H2 Zn finger (567-591) 31.19

C2H2 Zn finger (599-619)
Swisp 709 (8.86) C2H2 Zn finger (124-630) G2H2 Zn finger (404-642) 29.70
Azf1p 914 (6.92) C2H2 Zn finger (342-768) XP_007373956.1 * 975 (9.44) C2H2 Zn finger (815-840) 29.63

C2H2 Zn finger (787-812)

C2H2 Zn Finger C2H2 Zn finger (774-795)

C2H2 Zn finger (843-870)
Com2p 443 (5.52) C2H2 Zn finger (1-443) XP_007373528.1 * 912 (5.43) C2H2 Zn finger (870-892) 16.72

C2H2 Zn finger (855-881)
C2H2 Zn finger (841-864)
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C2H2 Zn Finger

Crz1p 675 (5.75) C2H2 Zn finger (136-614) XP_007376458.1 651 (5.25) C2H2 Zn finger (513-535) 29.72
Recombinase domain (595-653) C2H2 Zn finger (527-552)
Gis1p 894 (7.28) C2H2 Zn finger (828-851) XP_007372795.1 634 (8.03) JmjC domain (224-340) 22.57
C2H2 Zn finger (842-868) ePHD domain (436-538)
JmjC domain (191-307) JmjN domain (21-61)
JmjN domain (11-52) none DNA binding domain!
Rphip 796 (9.19) C2H2 Zn finger (507-759) 35.64
C2H2 Zn finger (723-749)
JmjC domain (222-338)
JmjN domain (13-54)
Met31p 177 (9.42) C2H2 Zn finger (75-166) XP_007374272.1 * 435 (6.17) C2H2 Zn finger (318-340) 19.12
Met32p 191 (9.92) C2H2 Zn finger (41-191) 21.92
Mig1p 504 (9.80) C2H2 Zn finger (5-413) XP_007374203.1 543 (9.71) C2H2 Zn finger (32-124) Percent Identity
XP_007375537.1 457 (10.17) C2H2 Zn finger (1-79) Matrix 1
Mig2p 382 (9.74) C2H2 Zn finger (1-381)
Mig3p 394 (9.96) C2H2 Zn finger (1-394)
Msn2p 705 (6.02) C2H2 Zn finger (127-595) XP_007375611.1 * 608 (8.63) C2H2 Zn finger (560-582) 25.77
C2H2 Zn finger (677-699) C2H2 Zn finger (545-571)
C2H2 Zn finger (662-688) C2H2 Zn finger (531-552)
C2H2 Zn finger (648-671)
Msn4p 630 (6.73) C2H2 Zn finger (57-622) 27.87
Nrg1p 231 (8.99) C2H2 Zn finger (21-229) XP_007377954.1 245 (9.99) C2H2 Zn finger (173-243) 30.00
Nrg2p 220 (9.87) C2H2 Zn finger (72-220) 29.14




144"

Pzfp 429 (8.85) C2H2 Zn finger (46-427) XP_007374853.1 433 (7.35) C2H2 Zn finger (29-162) 38.68
Rgm1p 211 (9.63) C2H2 Zn finger (19-44) XP_007373566.1 * 556 (9.12) C2H2 Zn finger (52-136) 15.46
C2H2 Zn finger (36-61)
Usvip 391 (9.73) C2H2 Zn finger (11-389) XP_007373566.1 * 556 (9.12) C2H2 zn finger (52-136) 27.66
XP_007375900.1 711 (5.87) C2H2 Zn finger (281-303)
Rm101p 630 (6.68) C2H2 Zn finger (41-576) 29.74
Rme1p 300 (6.67) C2H2 Zn finger (178-205 ) XP_007372690.1 528 (6.72) C2H2 Zn finger (423-501) 19.93
C2H2 Zn finger (206-234)
C2H2 Zn finger (256-286)
Rpn4p 531 (5.20) C2H2 Zn finger (450-502) XP_007372428.1 481 (4.52) C2H2 Zn finger (395-452) 29.22
Rsf2p 1380 (8.34) C2H2 zn finger (137-569) XP_007375859.1 1109 (6.67) C2H2 Zn finger (29-415) 28.69
C2H2 Zn Finger C2H2 Zn finger (450-990) Fungal TF_MHR (538-731)
Tda9p 1251 (7.61) C2H2 Zn finger (29-235) XP_007375859.1 1109 (6.67) C2H2 Zn finger (29-415) 32,66
C2H2 Zn finger (360-869 Fungal TF_MHR (538-731
nfinger ( ) XP_007376359.1 397 (6.50) ungal_TF_MHR ( )
SFP1 (64-397)
Sfp1p 683 (6.20) SFP1 (43-683) 35.15
Stp1p 519 (7.25) C2H2 Zn finger (160-182) XP_007376386.1 509 (6.91) C2H2 Zn finger (353-373) Percent Identity
Matrix 2
Stp2p 541 (5.98) C2H2 Zn finger (204-226) XP_007375766.1 548 (6.68) C2H2 Zn finger (228-250) Percent ldentity
Matrix 2
Stp3p 343 (9.37) C2H2 zn finger (137-295) XP_007374979.1 * 399 (9.46) C2H2 Zn finger (242-290) 29 62
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Zn2-Cys6 Cluster
(GAL4-like)

Arg81p 880 (6.50) Zn(2)-Cys(6) domain (19-58) XP 007375654.1 944 (8.88) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 38.37
Fungal trans 2 (395-878) (36-78)
Fungal trans 2 (449-942)
Aro80p 950 (5.92) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (19- XP 007372370.1 991 (6.35) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 37.82
64) (57-103)
Fungal TF MHR (238-412) Fungal TF MHR (305-832)
Asglp 986 (5.97) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (15- XP 007373950.1 973 (5.83) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 33.19
56) (85-122)
Fungal TF MHR (241-662) Fungal TF MHR (271-727)
Cat8p 1433 (9.11) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (65- XP 007376973.1 * 1006 (6.31) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 25.38
106) (41-81)
ZIP Cat8 (108-134) ZIP Cat8 (83-105)
Fungal trans (530-693) Fungal trans (394-670)
Chadp 648 (6.56) Zn(2)-Cys(6) domain (43-78) XP 007375829.1 * 877 (6.64) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 23.31
Fungal trans (214-473) (8-49)
Fungal TF MHR (349-723)
Tealp 759 (6.05) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (64- 36.95
105)
Fungal trans (329-579)
Dal81p 970 (8.23) Zn(2)-Cys(6) domain (149-188) XP 007374098.1 948 (7.19) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 33.90
Fungal TF MHR (319-732) (182-218)
Fungal TF MHR (380-795)
Ecm22p 814 (6.22) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (39- XP 007376936.1 * 711 (5.78) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 40.44
80) (44-85)
Fungal TF MHR (508-638) Fungal TF MHR (355-495)
Upc2p 913 (5.67) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (46- 37.71

87)
Fungal TF MHR (612-753)
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Zn2-Cys6 Cluster
(GAL4-like)

Ert1p 529 (8.75) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (35- XP 007373942.1 548 (7.63) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 38.72
77) (24-67)
PAS superfamily (411-527) PAS superfamily (431-547)
PAT1 superfamily (101-266)
Gsmip 618 (8.01) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (14- XP 007372568.1 585 (8.39) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 32.85
44) (14-57)
Galdp 881 (6.79) Zn(2)-Cys(6) domain (9-47) XP 007374210.1* 446 (4.93) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 13.59
Gal4 dimer domain (50-93) (84-122)
Fungal TF MHR (236-643) ZIP_Gal4 (125-160)
Hap1p 1483 (7.25) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (59- XP 007377630.1 982 (6.41) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 23.18
99) (7-43)
ZIP_Hap1 (99-130) Fungal TF MHR (353-686)
Fungal TF MHR (476-814)
Hal9p 1030 (7.28) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (131- XP 007375261.1 835 (5.46) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain Percent Identity
171) (1-42) Matrix 3
Fungal trans (390-653) Fungal TF MHR (235-655)
Tbs1p 1076 (5.46) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (101- XP 007375262.1 940 (5.42) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain
149) (41-79)
Fungal trans (372-650) Fungal TF MHR (398-727)
Leu3p 886 (5.78) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (31- XP 007375419.1 961 (7.60) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 38.65
76) (86-120)
Fungal TF MHR (201-620) Fungal TF MHR (282-683)
Lys14p 790 (6.50) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (153- XP 007375655.1 672 (7.47) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 27.02
195) (13-50)
Fungal TF MHR (359-773) Fungal TF MHR (251-655)
XP 007375658.1 697 (5.99) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 26.62

(18-55)
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Zn2-Cys6 Cluster
(GAL4-like)

Fungal TF MHR (276-683)

Mal63p 473 (7.96) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (4-43) XP 007373233.1 * 638 (6.20) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain Percent Identity
Fungal TF MHR (79-353) (10-53) Matrix 4
Fungal TF MHR (127-416)
Znfip 465 (6.71) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (3-43) XP 007373620.1 * 533 (6.09) Zn(2)-Cys(6) domain (11-48)
Fungal TF MHR (74-366) Fungal TF MHR (74-316)
Oaflp 1047 (6.44) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (61- XP 007375342.1 1012 (6.82) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 28.15
101) (17-51)
Fungal TF MHR (338-784) Fungal TF MHR (317-780)
Put3p 979 (5.23) Zn(2)-Cys(6) domain (32-68) XP 007372639.1 1004 (5.77) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 38.36
ZIP_Put3 (70-100) (65-98)
Fungal TF MHR (335-773) Fungal TF MHR (307-782)
Rds2p 446 (7.44) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (11- XP 007373728.1 539 (8.61) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 47.79
53) (62-99)
Sip4p 829 (6.11) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (40- XP 007376259.1 1047 (7.64) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 27.91
82) (33-73)
ZIP_Sip4 (85-102)
Stb4p 945 (7.31) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (78- XP 007375538.1 * 953 (7.17) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 28.28
118) (191-225)
Fungal trans (397-657) Fungal TF MHR (385-803)
Stb5p 743 (8.73) Zn(2)-Cys(6) domain (20-58) XP 007372122.1 635 (8.50) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 36.32
Fungal TF MHR (293-699) (54-92)
Fungal TF MHR (201-592)
Sutip 299 (9.48) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (151- XP 007375320.1 350 (9.55) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 25.43

175)

(134-350)




8yl

Sut2p 268 (9.29) - 25.31
Zn2-Cys6 Cluster Uga3p 528 (6.27) Zn(2)-Cys(6) domain (15-46) XP 007373327.1 699 (6.32) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 28.14
(GAL4-like) Fungal trans 2 (121-528) (71-105)
Fungal trans 2 (294-699)
XP 007372199.1 570 (5.41) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 26.63
(44-78)
Fungal trans 2 (188-570)
Ume6p 836 (9.55) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (765- XP 007372784.1 478 (9.61) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 17.65
801) (399-439)
Warlp 944 (8.07) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain (70- XP 007372178.1 870 (7.13) Gal4-like Zn(2)-Cys(6) domain 30.08
118) (58-105)
Slu7 domain (777-875) Fungal TF MHR (264-618)
LisH domain Flo8p 799 (9.31) LisH domain (77-101) XP_007377461.1 588 (8.74) LisH domain (71-97) 26.54
BLLF1 superfamily (234-541)
Mss11p 737 (8.41) LisH domain (53-79) 28.29
CBFB-NFYA Hap2p 265 (8.63) HAP2 domain (1-263) XP_007372582.1 200 (6.26) CBFB_NFYA domain (93-148) 38.30
Superfamily
H4 Superfamily Hap3p 144 (4.78) H4 superfamily (23-115) XP_007376824.1 127 (4.92) H4 superfamily (23-87) 48.05
BURG6 Superfamily Hap5p 242 (4.50) HAP5 domain (1-242) XP_007375372.1 313 (4.99) HAP5 domain (68-186) 30.46
MT-A70 Superfamily Kardp 335 (8.66) MT-A70 (138-293) XP_007373995.1 364 (9.40) MT-A70 (120-299) 50.79
MOT2 Superfamily Mot2p 587 (8.29) MOT2 domain (9-560) XP_007373899.1 613 (8.25) MOT2 domain (1-440) 40.20
NDT80_PhoG Ndt80p 627 (6.19) NDT80_PhoG (105-334) XP_007373828.1 439 (5.93) NDT80_PhoG (87-287) 29.11

Superfamily
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Rap1_RCT Rapip 827 (4.83) BRCT_2 domain (127-207) XP_007374266.1 588 (4.83) BRCT_2 domain (55-124) 21.00
Rap1 DBD (448-579) SANT superfamily (151-205; 242-
Rap1 RCT (727-824) 331)
Rap1 Myb-like (360-413) Rap1_C (490-582)
RFX DNA binding Rfx1p 771 (8.90) RFX DBD (242-318) XP_007373642.1 833 (7.35) RFX DBD (240-316) 28.95
Family Atrophin 1 domain (21-182) WASH 7 N-term (487-592)

TBP_TLF Spt15p 240 (9.39) TATA-box binding domain (64-239) XP_007372682.1 246 (9.05) TATA-box binding domain (70- 75.59

Superfamily 245)
STB3 Superfamily Stb3p 513 (7.30) Stb3 domain (43-120) XP_007374361.1 549 (9.31) Stb3 domain (119-197) 27.89
STE Superfamily Ste12p 688 (5.41) STE domain (58-167) XP_007372614.1 525 (5.17) STE domain (41-151) 37.95




Arquivo suplementar S6. Andlise de sintenia génica dos fatores de transcricdo entre S. passalidarum e S. cerevisiae. Spas, scaffolds de S. passalidarum.

Cinza-escuro, S. passalidarum. Cinza-claro, S. cerevisiae.
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Arquivo suplementar S7. Vias de sinalizagcdo de S. cerevisiae reconstruidas em S. passalidarum. Verde, proteinas similares. Amarelo, proteinas com um
parametro diferente. Vermelho, proteinas com 2+ parametros diferentes. Branco, proteina sem ortélogo identificado em S. passalidarum.
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Arquivo suplementar S7. Continua...
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Arquivo suplementar S7. Continua...
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Arquivo suplementar S8. Matrizes de identidade de proteinas de S. passalidarum, S.

cerevisiae e outras leveduras. Calb, Candida albicans SC5314; Sarb, Saccharomyces

arboricola H6; Skud, Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802; Cort, Candida orthopsilosis Co

90-125; Scer, Saccharomyces cerevisiae; Spas, Spathaspora passalidarum; Cvis, Candida

viswanathii; Seub, Saccharomyces eubayanus; Ssti, Scheffersomyces stipitis CBS 6054;

Sjal, Spathaspora sp. JA1; Zrou, Zygosaccharomyces rouxii.
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Arquivo suplementar S8. Continua...
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Arquivo suplementar S9. Andlise de cis-elementos dos promotores (1 kb adjacente ao sitio
de iniciagdo ATG) dos genes de S. passalidarum (em negrito) e S. cerevisiae (grafia

normal). As sequéncias foram utilizadas para identificagdo de dominios de ligagdo a Hsf1p,
Msn2/4p e Yap1p.
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CONCLUSOES GERAIS

A tolerancia ao etanol € um importante aspecto fisiolégico de
leveduras para aplicacao industrial. Mecanismos celulares diversos e inter-
relacionados sdo essenciais para manutencdo da viabilidade celular e
capacidade fermentativa.

A delecao de APJ1 em linhagem laboratorial de S. cerevisiae
revelou que esse gene nao apresenta relacdo Obvia com a tolerancia ao
etanol. Além disso, a delecdo pouco influencia a adaptagdo da levedura a
outros parametros, como pH, temperatura, concentracdo de agucar ou
presenca de acido acético. Assim, o papel de APJ7 na tolerancia ao etanol
permanece incerto. Estudos com outras linhagens de leveduras mais
tolerantes ao etanol podem ser realizados para avaliacdo dos efeitos
fisioldgicos dessa mutacao frente ao estresse por etanol.

Em contrapartida, a comparacao de ortdlogos entre S. cerevisiae
e S. passalidarum revelou importantes aspectos moleculares que podem
estar envolvidos na tolerancia ao etanol de leveduras. Entre esses aspectos,
a ampla divergéncia observada no inventario dos fatores de transcri¢cdo
indica sistemas de controle da expressao génica muito distintos. Isso pode
levar a respostas adaptativas ao estresse mais ou menos eficientes, por
meio da maior ou menor expressdo de proteinas-chave responsivas ao

etanol.

Evidencia-se, assim, que o controle dos mecanismos celulares de
forma global é uma importante estratégia para a aquisicao de tolerancia ao
etanol. Mudancas pontuais em alvos pouco relacionados a resposta ao
etanol, como a delecdo de APJ1, afetam pouco — ou nada — da resposta
adaptativa celular. Entretanto, mudancas globais da expressado génica levam
a estados fisioldégicos completamente diferentes, capazes de tolerar maiores

(ou menores) concentracdes de etanol.
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Apéndice A — Banco de dados de fatores de transcricao de S.

passalidarum

Apdés a identificacao dos fatores de transcricao, foi construida uma
plataforma (ambiente local) para acesso e registro das proteinas anotadas
de S. passalidarum, utilizando o banco de dados relacional MySQL e a
linguagem de programagdo PHP, suportados pela estrutura nativa do

Wordpress.

De modo geral, esse banco de dados agrupa informacdées como
nome da proteina putativa, cédigo de acesso no NCBI, dominios
identificados, tamanho e pl, ortélogos em S. cerevisiae, além das sequéncias
de nucleotideos do gene e de aminoacidos da proteina, bem como a via de

sinalizagao — quando construida (Figura 1).

Accession code XP_007375611.1 (Incomplete annotation)

DNA Binding Domain (superfamily) C2H2 Zinc Finger

Domains C2H2 ZnFinger (53

C2H2 Zn Finger (56

Lenght and molecular weight (isoelectric 608 aminoacids / 67.3kDa/8.63

point)

Orthologs S. cerevisiae (Msn2p)

S. cerevisiae (Msn4p)

Protein sequence MSS

Figura 1. Informagdes basicas registradas do ortélogo de Msn2p e Msnd4p em S.

passalidarum.
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Para procurar um fator de transcricdo de interesse, € possivel
utilizar a ferramenta de busca com palavras-chave diversas, como dominio
de ligacdo ao DNA, nome do ortbélogo putativo ou o codigo de acesso do
NCBIl. Todas as proteinas que apresentarem correspondéncia serao
apresentadas em uma nova pagina e basta ao usuério clicar no alvo de seu

interesse para ter acesso as informacdes compiladas (Figura 2A e 2B).

A) Spas

DATABASE

B)

ZAP1-like

n (superfamily) C2H2Z

Hianc

STP3/5TP4-like

Pesquisar por: Accession code XP_007374979.1 (Incomplete annotation) DNA Binding Domain (superfamily) C2H2

C2H2 Zinc Finger (pfam) Domains

amily) C2H2 Zinc Finger (pfam) Domains

aminoacids / 57.7 kDa / 6.91 Orthologs S

Figura 2. Ferramenta de buscas do banco de dados. A) Pagina principal com “search box”.
B) Resultado da busca por “C2H2”, referéncia ao dominio C2H2 zinc-finger, retornando

todos os resultados que contenham esse dominio.

Para registrar novas proteinas, basta acessar um painel de
administracao user-friendly e preencher as informacdes necessarias (Figura

3). Ap6s a publicacao desse novo registro, ele se torna acessivel para novas
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buscas. Se necesséario editar ou modificar alguma informagdo, o mesmo

painel de administracdo pode ser utilizado.

Texto Cadigo de Acesso

Texto Dominio de ligagdo a DNA
Texto Dominios (localizagdo)
Texto

Tamanho / Peso molecular (kDa) / pl

Texto

I HI HI HI HI
| .‘ .‘ -‘ .|
; : g g
; g

Ortologos

Figura 3. Pagina de registro de proteina. O usuario precisa apenas clicar sobre a
informacdo que deseja alterar (e.g., Cédigo de acesso) e preencher as informagdes

necessarias.

A construgao desse banco de dados € um importante passo para
a conducao de novos estudos com essa levedura em nosso grupo de
pesquisa, uma vez que diversas anotacbes do genoma estavam
incompletas. Além disso, novos trabalhos que fagam a identificagdo de
proteinas e/ou genes podem utilizar esse banco para o registro dos dados.
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