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RESUMO

Durante a producdo industrial de alcool combustivel, um dos fatores
limitantes no processo é o estresse promovido as células de levedura
pelas altas concentracGes de etanol presentes no meio. Este trabalho teve
por objetivo incrementar a tolerdncia ao etanol de uma linhagem
industrial de Saccharomyces cerevisiae através da modificacdo da
regido promotora de dois genes: o gene TRP1 envolvido na sintese de
triptofano, ou o gene MSN2 que codifica para um fator de transcri¢do
gue regula a resposta ao estresse geral em S. cerevisiae. As linhagens
recombinantes foram desenvolvidas usando técnicas de engenharia
gendmica baseadas em PCR, para inserir o promotor forte e constitutivo
PapHi Na regido promotora dos genes alvo. Embora a linhagem
industrial utilizada (CAT-1) seja dipl6ide, apenas um dos alelos do gene
alvo foi modificado. Apds confirmacdo por PCR das modificagdes
realizadas no genoma das linhagens recombinantes, a sobre-expressdo
dos genes foi quantificada por gRT-PCR. Os resultados mostraram que a
linhagem de levedura industrial ¢ mais tolerante ao etanol (podendo
crescer em até 14% do alcool), quando comparado com uma linhagem
de laboratorio (nessa Ultima 10% de etanol inibe totalmente o
crescimento). Em ambas a linhagens a sobre-expressdo do gene TRP1
claramente incrementou a tolerncia ao etanol. As linhagens industriais
sobre-expressando 0 gene MSNZ2, ou uma versdo truncada do gene
(MSN2-T, sem os primeiros 48 amino4cidos), mostraram-se igualmente
mais tolerantes ao etanol. A linhagem que sobre-expressa 0 gene MSN2
mostrou-se também mais resistente ao estresse salino, mas mais sensivel
ao estresse oxidativo, enquanto que a linhagem que sobre-expressa 0
gene MSN2-T foi mais resistente a esse Ultimo estresse. A analise dos
niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) revelou que
0 estresse provocado pelo etanol aumenta significativamente os niveis
de ROS nas células, sendo que ocorreu uma redugdo na quantidade
desses compostos nas linhagens modificadas no gene MSN2. Em
sequida, foi investigado se essa melhora no crescimento celular na
presenga de altas concentracdes de etanol leva a produtividades mais
elevadas de etanol durante a fermentacdo de altas concentragdes (200
g/L) de sacarose, inclusive na presenca de diferentes concentracdes
estressantes de etanol no inicio das fermentagbes. Os resultados
revelaram que ndo ocorreram diferengas significativas entre a linhagem
industrial CAT-1 e as linhagens recombinantes nos diferentes
pardmetros fermentativos analisados, tanto em processos de batelada



simples quanto na batelada alimentada, com reciclo celular. O estresse
alcodlico afetou principalmente o consumo dos monossacarideos
(glicose e frutose) produzidos na hidrolise da sacarose. Em concluséo,
0s resultados sugerem que uma maior tolerancia ao etanol (através das
modificacBes gendmicas realizadas neste trabalho), ndo significa
necessariamente uma maior producéo de etanol pela linhagem industrial
de S. cerevisiae.

Palavras-chave: Estresse alcodlico. Saccharomyces cerevisiae. Sobre-
expressdo. TRP1. MSN2.
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ABSTRACT

During fuel alcohol industrial production, one of the limiting factors in
the process is the stress promoted to yeast cells by high ethanol
concentrations in the medium. This study aimed to improve the ethanol
tolerance of an industrial Saccharomyces cerevisiae strain by modifying
the promoter region of two genes: the TRP1 gene involved in the
synthesis of tryptophan, or the MSN2 gene encoding for a transcription
factor that regulates the general stress response in S. cerevisiae. The
recombinant yeast strains were developed using PCR-based genomic
engineering techniques, to insert the strong and constitutive Papp:
promoter in the promoter region of the target genes. Although the
industrial strain used (CAT-1) is diploid, only one allele of the target
gene was modified. After confirmation by PCR of the changes made in
the genome of the recombinant strains, gene overexpression was
quantified by gRT-PCR. Our results show that the industrial yeast strain
is more tolerant to ethanol (being able to grow in up to 14% alcohol),
when compared to a laboratory strain (10% ethanol completely inhibited
growth of these cells). In both types of strain overexpressing the TRP1
gene clearly improved ethanol tolerance. The industrial strains
overexpressing the MSN2 gene, or a truncated version of the gene
(MSN2-T, without the first 48 amino acids), were also more ethanol
tolerant. The strain that overexpresses the MSN2 gene was also more
resistant to a salinity stress, but more sensitive to an oxidative stress,
while the strain that overexpresses MSN2-T was more resistant to this
last stress. The analysis of the intracellular levels of reactive oxygen
species (ROS) revealed that stress promoted by ethanol significantly
increases the levels of ROS in cells, and there was a reduction in the
amount of these compounds in the strains modified in the MSN2 gene.
Afterwards, it was investigated whether this improvement in the cellular
growth under high ethanol concentrations leads to higher ethanol
productivity during fermentation of high (200 g/L) sucrose
concentrations, even in the presence of different stressful ethanol
concentrations at the beginning of fermentation. The results revealed
that there were no significant differences between the industrial strain
CAT-1 and the recombinant strains in the different fermentation
parameters analyzed, both in simple batch and fed batch processes with
cell recycle. The alcoholic stress affected mainly the consumption of
monosaccharides (glucose and fructose) produced by the hydrolysis of
sucrose. In conclusion, the results suggest that increased tolerance to
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ethanol (through genomic modifications carried out in this work), does
not necessarily mean a higher ethanol production by an industrial S.
cerevisiae strain.

Keywords: Alcaholic stress. Saccharomyces cerevisiae.
Overexpression. TRP1. MSN2.
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1 INTRODUCAO
1.1 A Importéncia Econdmica do Etanol no Brasil e no Mundo

Ap0s a eclosdo da crise do petroleo na década de 1970, o Brasil
implementou o programa Proalcool como uma alternativa ao choque
causado pela disparada do preco do petréleo, com o objetivo de diminuir
a dependéncia dos combustiveis fdsseis em sua matriz energética
(COELHO, 1999; GOLDEMBERG, 2008). Essa iniciativa assegurou o
Brasil, com cerca de 40 anos de experiéncia, a frente de outros paises na
producdo de bioetanol de primeira geracdo (1G), e uma posi¢do
privilegiada no setor de combustiveis. Embora hoje em dia o bioetanol
de cana-de-agUcar substitua ~1% da gasolina usada no mundo, o
potencial dessa tecnologia estd longe de ser esgotado. Ganhos de
produtividade e expansao geografica em areas maiores podem permitir a
producédo de etanol, a partir da cana-de-acUcar, substituir até ~10% da
demanda mundial de gasolina (STAMBUK et al, 2008;
GOLDEMBERG; GUARDABASSI, 2010; AMORIM et al., 2011).

Estados Unidos e Brasil sdo responsaveis por 70% da producéo
de etanol combustivel no mundo (AMORIM et al., 2011). No processo
norte americano de producdo do etanol combustivel é utilizado milho
como matéria prima, que para formar o mosto utilizado no processo
fermentativo é necessario que os grdos sejam triturados e misturados
com a-amilases sob alta temperatura. Portanto, a hidrélise do amido dos
grdos de milho é realizado antes de iniciar o processo de fermentacéo,
liberando assim, agucares fermentaveis (maltose, maltotriose e glicose)
as células de levedura. Em comparacdo a producéo brasileira de etanol
combustivel, o processo norte americano proporciona menores
rendimentos devido ao maior tempo de fermentacdo necessaria, além de
ndo empregar reciclo das células de levedura no processo.
Consequentemente, o etanol norte americano apresenta maior custo de
producdo e menor competitividade frente ao etanol brasileiro
(WHEALS et al., 1999; SCHUBERT, 2006; MUSSATTO et al., 2010;
AMORIM et al., 2011). Na verdade, o etanol combustivel brasileiro de
cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) é altamente competitivo
guando comparado com 0s processos de producdo de outras culturas
(por exemplo, milho e beterraba), assim como apresenta o maior
percentual de reducdo de emissdo de gases, um saldo maior de energia e
rendimento por hectare, além dos custos de produgdo serem mais baixos
(SANCHEZ; CARDONA, 2008; LEAL; WALTER, 2010; GAROMA et
al., 2012).



24

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2014), a producdo de cana-de-agucar na safra de 2013/2014
atingiu ~659 milhdes de toneladas no Brasil, levando a producédo de ~38
milhdes de toneladas de aglicar e =28 bilhdes de litros de etanol. No
Brasil, quase 65% de todos os veiculos leves brasileiros podem
funcionar exclusivamente em etanol combustivel (UNICA, 2014).
Obviamente, a realizacdo de tais nimeros impressionantes so € possivel
porque o Brasil apresenta vantagem por suas caracteristicas de solo,
condices climaticas, e vasta area de terra. Os canaviais no Brasil estéo
concentrados em duas regides: a Centro-Sul, que produz cerca de 90%
de todo o0 agucar e etanol, e 0 Norte-Nordeste que é responsavel pelos
outros 10% (CONAB, 2014). O agronegocio no Brasil é responsavel por
~20% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e gera 14% dos
empregos totais do pais, sendo 6% devido a cana-de-aclcar (BRASIL,
2012). Outros paises como Japdo, Australia e a Unido Europeia ja
ensaiam programas com base na utilizacdo do alcool, estimulados por
preocupacgdes ambientais (UNICA, 2014).

O cenério atual da producdo, consumo e estoque de energia no
mundo mostra que a economia global ainda ¢ muito dependente dos
combustiveis fasseis. Nesse cendrio, o etanol tem se destacado como um
combustivel renovavel e pouco poluente (ANDRIETTA et al., 2007,
GOLDEMBERG, 2008). Embora as tecnologias de obtencdo de etanol a
partir de cana-de-aclcar e milho, que sdo as duas principais fontes de
carboidratos fermentesciveis empregadas pelas inddstrias, tenham sido
otimizadas e hoje rendam altas concentracfes de etanol por hectare com
custo competitivo, a consolidacdo do etanol como combustivel do futuro
deve passar pelo desafio de aumentar ainda mais a produtividade sem
aumentar o seu custo, e de forma que suas culturas ndo avancem sobre
outras culturas agricolas, o que impactaria a producao de alimentos.

1.2 Producdo Industrial de Etanol Combustivel no Brasil

Desde 1975, o rendimento total da industria brasileira de etanol
combustivel tem aumentado constantemente em torno de 3-4% ao ano,
atingindo hoje mais de 6.500 litros de etanol por hectare de cana-de-
acuUcar. Esse aumento foi possivel devido a véarias melhorias agricolas,
incluindo a selecdo de novas variedades de cana-de-aglicar com aumento
da quantidade de biomassa de cana-de-aglcar por hectare. Embora a
guantidade de acucares totais por tonelada de cana-de-aglUcar tenha
aumentado significativamente durante os primeiros anos, nos ultimos 15
anos, parece ter chegado a um patamar em torno de 140 kg de agUcar



25

por tonelada de cana-de-aglicar (DELLA-BIANCA et al., 2013). Desse
modo, hd uma necessidade de melhoria da producdo de sacarose e
acumulacdo pela planta de cana-de-agUcar, uma caracteristica que esta
sob investigacdo no Brasil (LAM et al., 2009; WACLAWOVSKY et al.,
2010). Esta tendéncia para obtencdo de maior quantidade de sacarose
por tonelada de biomassa de cana-de-acUcar reflete diretamente na
guantidade de etanol produzido a partir de cada tonelada de cana-de-
acucar, uma vez que a fermentacdo e os processos de destilacdo também
atingiram uma eficiéncia industrial elevada com um aparente platé nos
Gltimos anos de aproximadamente 80 litros de etanol por tonelada de
cana-de-agUcar (DELLA-BIANCA et al., 2013). Assim, processos que
venham otimizar a producdo de etanol devem trazer solucGes para
minimizar impactos ambientais e problemas energéticos, entre outras
vantagens (GOLDEMBERG, 2007; 2008).

No Brasil, o setor sucroenergético realiza a producéo de etanol a
partir do processamento de cana-de-acUcar, além de realizar o
beneficiamento do acUcar refinado. Apds a colheita, a planta é moida
para a extracdo do caldo rico em agUcares, onde: 78-86% é composto de
agua, 10-20% de sacarose, 0,1-2,0% de acUcares redutores, 0,3-0,5% de
cinzas e 0,5-1,0% de compostos nitrogenados (LIMA et al., 2001). O
caldo extraido é processado para a obtencéo do agucar refinado ou pode
ser utilizado para fermentacdo na producéo do etanol combustivel. Com
0 beneficiamento do aglcar é gerado um subproduto, o melago, que
ainda apresenta grande concentracdo de acucar, podendo ser também
aproveitado no processo fermentativo. Portanto, 0 mosto utilizado na
obtencdo do etanol brasileiro é composto de caldo de cana-de-agUcar, de
melago ou da mistura de ambos, contendo ~180 g/L de agucares totais
(WHEALS et al., 1999; ZANIN et al., 2000; AMORIM et al., 2011).

O sistema de fermentacdo em batelada alimentada é o processo
fermentativo aplicado na maioria dos casos. A fermentacdo ¢ realizada
com elevada concentracdo de células de levedura (8-15% V/V), medida
gue proporciona ciclos fermentativos de 6 a 10 horas. Apos o fim desse
periodo de fermentacdo, o mosto fermentado (ou vinho produzido) é
decantado, centrifugado e enviado para a destilacdo do etanol, enquanto
0 tratamento das leveduras é feito com &cido sulfdrico (pH 2,0 - 2,5) por
2 a 3 horas, para eliminar os micro-organismos que contaminam a
fermentacdo (WHEALS et al., 1999, AMORIM et al., 2011). Isso €é
necessario porque a obtencdo do mosto e a conducdo do processo
fermentativo em condi¢fes ndo estéreis favorecem a proliferacdo de
micro-organismos contaminantes, provocando perdas significativas na
produtividade (LIBERAL et al., 2005; SCHELL et al., 2007; BASILIO
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et al., 2008). Apos tratamento com 4&cido sulfurico, as células séo
reutilizadas em dornas de fermentacdo seguintes, onde um novo ciclo
fermentativo é realizado com a colocacdo de um volume de mosto nao
fermentado. Esse procedimento é repetido varias vezes, enquanto durar
0 periodo de safra da cana-de-agucar, ao longo de 200 a 230 dias
(ZANIN et al., 2000; ANDRIETTA et al., 2007; AMORIM et al., 2011).

Outros fatores limitantes no processo fermentativo séo os efeitos
inibitorios causados pela alta concentracdo de substrato (pressdo
osmética), ou de produto (etanol) no mosto de fermentacdo. Na batelada
alimentada o efeito inibitdrio do substrato pode ser neutralizado, pois a
vazdo do meio de alimentagdo na dorna pode ser controlada, mantendo a
concentracdo de substrato durante a fermentacdo em niveis baixos. Por
outro lado, o etanol é acumulado no meio de cultura, possibilitando
atingir alta produtividade, sendo uma vantagem em relacdo ao processo
em batelada simples. Em trabalhos anteriores foi observado que um
aumento na produtividade de etanol entre 10-14% pode ser atingido com
a adicdo de sacarose em concentracBes decrescentes linear ou
exponencial (ECHEGARAY et al., 2000). De acordo com Cot et al.
(2007), esse processo de fermentacdo em batelada alimentada pode ser
caracterizado por duas fases distintas de producéo de etanol. A primeira
fase corresponde & formagdo de produtos diretamente acoplados ao
metabolismo energético, com uma velocidade de producdo de etanol
especifica correlacionada com a velocidade de crescimento especifico.
Na segunda fase, ocorre que a produgdo de etanol é, entdo,
“desconectada” do crescimento celular (denominada fase de
desacoplamento). O aparecimento dessa desconexdo tem relagdo com a
maior concentracdo de etanol no meio (= 100 g/L), e a extensdo da fase
de desacoplamento mostrou ser determinante para a produgdo de altas
concentracdes de etanol. Além disso, a elevada variabilidade na
producdo de etanol pode ser atribuida a diferencas na capacidade de
culturas de leveduras para desencadear corretamente importantes
eventos metabolicos no inicio da fase de desacoplamento para manter a
atividade das células elevada (COT et al., 2007).

Durante a fermentacdo, o passo-chave na producdo de etanol, a
sacarose (ou, glicose e frutose) é convertida em etanol pela levedura S.
cerevisiae em dornas que contém milhdes de litros. Quando ndo ha
grandes problemas operacionais (como chuva, contaminacdo e falta de
energia), rendimentos tdo elevados como 93% da conversdo
estequiométrica (0,511 g etanol/g equivalente de hexose) podem ser
alcancados (DA SILVA-FILHO, 2005). Porém, o rendimento industrial
médio no Brasil tem diminuido um pouco durante a Ultima década,
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devido a adequages socioambientais importantes. Uma vez que mais da
metade do custo final do etanol é devido ao custo da cana-de-agucar,
qualquer aumento no rendimento ja representaria grandes ganhos
econdmicos. Por exemplo, para uma producdo anual de 30 bilhdes de
litros de etanol, um aumento de 1% no rendimento da fermentacéo iria
permitir a producdo de 300 milhGes de litros adicionais a partir da
mesma quantidade de matéria-prima, ou, em outras palavras, a partir da
mesma &rea de cultivo (DELLA-BIANCA et al., 2013). Nesse sentido, a
maior tolerancia de leveduras ao etanol pode proporcionar uma maior
conversao dos agucares fermentesciveis, bem como maior produtividade
de etanol.

1.3 Saccharomyces cerevisiae

Além de sua aplicacdo na industria de alimentos e combustiveis,
S. cerevisiae é um organismo que tem desempenhado um papel
importante na expansdo do conhecimento basico de fisiologia da célula
eucariética em pesquisa cientifica (GRIGORIEV et al., 2011). Os
conhecimentos de biologia molecular e genética da S. cerevisiae se
encontram bem avancados, tendo seu genoma inteiro elucidado e
publicamente disponibilizado em 1996 (GOFFEAU et al., 1996),
fazendo com que sua manipulagdo genética seja relativamente simples e
rapida (CLARE, 1995). As leveduras sdo fungos unicelulares de
reproducdo quase tdo rapida quanto bactérias, com uma maquinaria de
traducdo tipica de eucariotos e com um genoma que € apenas 1/100
daquele de mamiferos (GRIFFITHS et al., 2009). Estdo em andamento
pesquisas visando a producdo de linhagens melhoradas da levedura S.
cerevisiae com caracteristicas desejaveis para producdo de etanol
combustivel.

No Brasil, as linhagens de leveduras mais utilizadas na producéo
de etanol pelas indlstrias sdo PE-2 e CAT-1, porque elas tém
capacidades notaveis para competir com as linhagens nativas e para
sobreviver e dominar as dornas durante o processo de fermentacdo
industrial. No periodo da safra 2007/2008, as linhagens PE-2 e CAT-1
foram utilizadas em cerca de 150 destilarias, 0 que representou cerca de
60% do etanol combustivel produzido no Brasil (BASSO et al., 2008).
A linhagem industrial CAT-1 foi isolada pela Fermentec Ltda em
1998/1999 na usina VO Catanduva localizada no Estado de S&o Paulo,
em processos industriais de fermentagbes em batelada alimentada e
continua. Essas linhagens apresentam caracteristicas essenciais para a
sobrevivéncia em condi¢Bes de estresse celular em meio industrial:
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como resisténcia aos reciclos celulares, altas temperaturas, alta
concentracdo de etanol, estresse osmotico, variacbes de pH e
competicdo com bactérias e leveduras selvagens, com muitos desses
efeitos agindo sinergicamente (WHEALS et al., 1999; BASSO et al.,
2008; AMORIM et al.,, 2011). As leveduras isoladas do processo
fermentativo sdo geralmente dipldides, caracteristica apontada como
responsavel por tornar esses micro-organismos mais resistentes as
condicdes extremas e menos susceptiveis a mutacdo, ao contrario das
linhagens de laboratdrio, que sdo haploides (FEREA et al., 1999;
LANDRY et al., 2006; BASSO et al., 2008; ARGUESO et al., 2009).

Como descrito anteriormente, as linhagens de S. cerevisiae sdo 0s
micro-organismos mais tolerantes ao etanol dentre os conhecidos na
natureza, podendo proliferar e/ou fermentar em meios contendo 14-16%
(VIV) de etanol. Tendo em vista a habilidade dessa levedura de produzir
etanol e sua alta tolerdncia ao mesmo, foi proposto que essa
caracteristica peculiar permitiria inibir o crescimento de organismos
susceptiveis contaminantes, levando uma certa vantagem competitiva
nesses ambientes ricos em aglicar (VERSTREPEN et al., 2003; PISKUR
et al., 2006). Na fermentacdo do caldo de cana-de-acUcar ela utiliza
diferentes fontes de carbono, como os monossacarideos redutores
glicose e frutose, e o dissacarideo nao-redutor sacarose (FLORES et al.,
2000; LIMA et al., 2001).

Diversos grupos de pesquisa vém estudando o comportamento da
linhagem industrial dipldide CAT-1 em laboratério e sobre diferentes
linhas de pesquisa, como a tolerancia a diversos fatores de estresse
(DELLA-BIANCA; GOMBERT, 2013; PAIS et al, 2013),
termotolerancia (COSTA et al., 2014), transcriptoma (BROWN et al.,
2013) etc. Experimentos de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
(Simultaneous Saccharification and Fermentation - SSF), revelaram que
linhagens industriais de S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) tém o potencial
para produzir etanol celulésico (de segunda geracdo — 2G), sendo que o
rendimento de etanol apresentado foi semelhante aos rendimentos de
linhagens termotolerantes. Por fim, as linhagens industriais sdo mais
tolerantes ao etanol e as variacBes de temperatura por ja serem
adaptadas as condic@es industriais (COSTA et al., 2014).

1.3.1 Engenharia Gendmica de Leveduras Industriais

Na biotecnologia industrial existe um esforco continuo para o
aperfeicoamento dos processos fermentativos focando tanto a selecéo de
micro-organismos quanto o melhoramento das carateristicas proprias
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dos processos. Entretanto, nas UGltimas décadas, a manipulacdo de
genomas de micro-organismos vem sendo amplamente empregada para
a modificacdo de linhagens de leveduras. A engenharia gendmica,
definida como um aperfeicoamento racional dos processos celulares
pela introducdo de modificacBes genéticas no cromossomo do
organismo via engenharia genética, apresenta-se como ferramenta
fundamental para alcangar processos mais eficientes (BAILEY, 1991).

As linhagens de leveduras utilizadas industrialmente s&o
caracterizadas pela grande diversidade gendmica, com alto grau de
polimorfismo cromossémico (RACHIDI et al.,, 1999). A engenharia
gendmica de linhagens industriais ainda ndo é amplamente aplicada,
porém em linhagens de laboratério de S. cerevisiae essa préatica €
rotineiramente empregada. A levedura CAT-1 foi isolada do ambiente
de destilaria, sendo uma levedura mais robusta e a linhagem mais
utilizada até 0 momento para a produgdo de bioetanol. Ao final do ano
de 2012, o estudo de linhagens selvagens de leveduras ganhou um novo
paradigma, quando pesquisadores anunciaram a conclusdo do
sequenciamento do genoma da levedura industrial CAT-1
(BABRZADEH et al., 2012). O conhecimento do genoma de leveduras
utilizadas industrialmente possibilita a utilizacdo de técnicas modernas
de engenharia metabdlica e engenharia gendmica, visando o
aprimoramento  do  processo industrial de fermentacdo, e
consequentemente obter maior producdo de etanol (BABRZADEH et
al., 2012). Como alternativa para a maior producdo de etanol no Brasil,
a modificacdo genética de leveduras industriais pode permitir o aumento
na producdo de bioetanol a partir de sacarose, independente de
investimentos para modificacGes fisicas e instrumentais nas usinas ou o
aumento de &reas de cultivo.

O referido processo de modificacdo genética é obtido pela técnica
denominada engenharia gendmica, onde através da técnica de PCR
(polymerase chain reaction) sdo produzidos fragmentos de DNA linear
contendo genes e sequéncias promotoras de interesse. Esses fragmentos
de DNA linear devem por eventos de recombinacdo homoéloga, inserir-
se no cromossomo e/ou sequéncia alvo do genoma, levando a insercéo
das sequéncias no genoma (LONGTINE et al., 1998; PETRACEK;
LONGTINE, 2002). Essa modificacdo direta no cromossomo da
levedura apresenta as vantagens de estabilidade genética através das
geracBes, como consequéncia da multiplicacdo celular, ndo sendo
necessario o uso de meios de cultivo seletivos para garantir a
permanéncia da modificacdo na populacdo de leveduras.
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Diversas aplicagbes sdo permitidas a partir da técnica de
recombinacdo homoéloga, como a introdugdo de uma mutacdo sitio
dirigida na sequéncia do gene alvo, a delecdo de genes especificos, € a
modulacdo da sua expressdo colocando os genes alvo sobre o controle
de promotores (p.ex. Papni) fortes e constitutivos (PETRACEK;
LONGTINE, 2002). No caso especifico desse trabalho, foi utilizado o
promotor constitutivo Papny; para transformar o genoma da levedura
industrial CAT-1, utilizando técnica baseada em PCR para amplificacdo
de modulos de sobre-expressdo e eventos de recombinagdo homdloga
para a insercdo desses moédulos no genoma das leveduras. A
recombinacdo homodloga empregada € chamada de Short Flanking
Homology - SFH, sendo capazes de se integrar de forma especifica, e
eficiente, no genoma das leveduras (GULDENER et al., 1996; 2002;
PETRACEK; LONGTINE, 2002).

1.4 Tolerancia ao Etanol por Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae permanece o principal produtor
industrial de etanol (ZALDIVAR et al.,, 2001), por ser um micro-
organismo geralmente reconhecido como seguro (GRAS), que pode
produzir por fermentacdo até 20% (V/V) de etanol a partir de fontes de
carbono. No entanto, uma limitacdo importante ocorre no processo
industrial, que € a inibicdo do processo de fermentacdo por acumulacao
de etanol (CASEY; INGLEDEW, 1986). Os efeitos toxicos do etanol
em S. cerevisiae sdo relativamente bem conhecidos. Incluem a
modificacdo da composicdo da membrana lipidica, a reducdo da
atividade metabdlica, diminuindo a absorcdo de glicose e amoénio, e a
indugdo de respostas ao estresse (LEAO; VAN UDEN, 1982; VAN
UDEN, 1985; ALEXANDRE et al., 1994; 2001).

O etanol é toxico para as células, causando danos na membrana
celular e em proteinas funcionais, gradualmente reduzindo a viabilidade
celular e induzindo a morte celular durante a fermentagdo (THOMAS et
al., 1978; D’AMORE; STEWART, 1987; D'AMORE et al., 1990). Um
dos efeitos fisiolégicos do etanol é o aumento na fluidez da membrana
plasmatica, com consequente desarranjo da estrutura molecular da
membrana. Em resposta, as células das leveduras tentam alterar a
composicdo da membrana para resistir a fluidizacdo e estabiliza-la
(DING et al., 2009). O etanol inibe a absorcdo de glicose e outros
nutrientes por S. cerevisiae. O efeito inibitério pode ser modulado
alterando a composicéo lipidica da membrana plasmatica, o que indica
interferéncia do etanol com o transporte de membrana (THOMAS et al.,
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1978). O potencial da membrana e o gradiente de prétons podem, em
principio, ser afetados por &lcoois ou por meio da inibi¢do da extrusdo
ativa de prétons, ou através do aumento passivo do fluxo de prétons ou
por uma combinacdo dos dois mecanismos (LEAO; VAN UDEN,
1984).

A alta concentracdo de etanol no meio faz as células perderem a
sua integridade de membrana podendo levar até uma perda massiva de
metabolitos intracelulares. Em condi¢Bes experimentais descritas por
Cot et al. (2007), o vazamento de metabdlitos foi particularmente
importante acima de 10% (V/V) de etanol no meio. Uma observacao
similar foi relatada por Salgueiro et al. (1988), que também encontraram
uma liberacdo de aminodcidos e compostos no meio de cultura apés a
incubacdo de células em glicose com 18% de etanol. O etanol
geralmente adicionado a cultura de leveduras, em concentracGes até
12%, elimina o gradiente de concentracdo através da membrana
plasmatica e inibe sistemas de transporte ativos (LEAO; VAN UDEN,
1984; JONES; GREENFIELD, 1987; D’AMORE et al, 1990;
WALKER-CAPRIOGLIO et al., 1990; ALEXANDRE et al., 1998). Da
mesma forma, o etanol causa uma potente ativacdo na membrana
plasmatica por H*-ATPase, com um efeito 6timo em uma concentracio
de etanol de 6-8% (V/V), provavelmente como uma compensagao para o
comprometimento do potencial transmembrana (MONTEIRO; SA-
CORREIA, 1998; COT et al., 2007).

Entre os varios fatores de estresse que as células de levedura
encontram durante a fermentacdo, a inibicdo por etanol e a pressdo
osmética sdo as condicBes adversas mais importantes (INGRAM;
BUTTKE, 1984; BIRCH; WALKER, 2000; QUEROL et al., 2003),
especialmente em fermentacdo com alta densidade (very high gravity -
VHG), onde as condicfes em que as células de levedura crescem sao de
altas concentracOes de acUcares (250 g/L), para atingir maior producéo
de etanol (15% V/V). A fermentagdo em VHG pode se mostrar
promissora para a producdo de etanol combustivel, devido a sua
vantagem pela economia de energia mais ao final do processo, por
possibilitar reducdo de gastos com a destilacdo, e a multi-evaporagdo
para o tratamento de residuos da destilacdo (THOMAS; INGLEDEW,
1992; WANG et al., 1999; BAI et al., 2004; 2008; PEREIRA et al.
2011). Por outro lado, a fermentacdo VHG impde pressdes severas sobre
as células de levedura, ou seja, a elevada pressdo osmatica no inicio do
processo e a forte inibicdo de etanol durante a fase final de producéo.
Essa tecnologia ndo apresenta resultados satisfatorios na producdo de
etanol a partir da cana-de-agUcar, pois ocorre queda do rendimento
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fermentativo conforme a concentracéo de sacarose é aumentada (JONES
et al.,, 1994; TAKESHIGE; OUCHI, 1995). A perda de viabilidade
celular durante a fermentagcdo em VHG representa grande desafio para a
producdo eficiente de etanol combustivel, e, portanto, a melhoria da
tolerancia ao etanol pelas células de levedura é imprescindivel (ZHAO,;
BAI, 2009).

Na busca por um maior conhecimento molecular sobre a
toleréncia das células de leveduras ao estresse de etanol, muitos
trabalhos tém utilizado cole¢des de linhagens com genes deletados dos
seus genomas, na procura tanto de genes ditos como essenciais para 0
crescimento em exposicdo ao etanol (FUTIJA et al., 2004; VAN
VOORST et al.,, 2006; KAMISAKA et al., 2006), quanto genes
envolvidos no aumento da toleréncia a altas concentragcdes de etanol
(YAZAWA et al., 2007). Uma levedura “etanol-tolerante” permitiria,
hipoteticamente, reduzir o tempo de fermentacdo, levando a um
aumento na produtividade de etanol (JONES, 1989). No entanto, a
elucidacdo do mecanismo fundamental para se obter uma maior
tolerdncia ao etanol em células de levedura é muito complexo,
envolvendo mais de 200 genes nas diferentes linhagens testadas
(KUBOTA et al., 2004).

Por outro lado, Yazawa et al. (2007) conseguiram identificar dois
genes envolvidos na tolerancia ao etanol, ura7A e gal6A, com o critério
de rapido crescimento na presenca de 8% de etanol, através de uma
selecdo de linhagens com genes deletados do seu genoma, para
identificar mutantes “etanol-tolerantes”, além de caracterizar a
composicdo lipidica, capacidade fermentativa e viabilidade celular
dessas linhagens. Yoshikawa et al. (2009) em trabalho semelhante,
identificaram mais dois genes, que ao serem deletados proporcionavam
maior tolerancia ao etanol. E o caso dos genes cyb5A e sflIA, onde o
primeiro esta envolvido na biossintese de lipideos e esterois e o0 segundo
relacionado com a floculag&o e resposta ao estresse.

Hu et al. (2005) constataram que quando células de leveduras
eram expostas a 20% (V/V) de etanol todas as células morriam. No
entanto, 57% das células permaneceram viaveis quando a solucdo de
etanol foi acrescentado trés aminoécidos: isoleucina, metionina e
fenilalanina. Em trabalho de Takagi et al. (2005) foi observada a
contribuicdo da prolina no aumento da tolerdncia das células na
presenca de etanol. Hirasawa et al. (2007) verificaram que a sobre-
expressdo dos genes envolvidos na biossintese de triptofano (TRP1-
TRP5) proporcionaram um aumento da tolerancia ao estresse de etanol
(5% V/V) em leveduras de laboratério. Tolerancia a altas concentragdes
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de etanol é uma das caracteristicas mais desejaveis na indUstria,
portanto, isolar mutantes tolerantes ao etanol poderia ter aplicacdo direta
na inddstria (YAZAWA et al., 2007).

1.5 Resposta Geral ao Estresse

Micro-organismos tém a capacidade de desenvolver diferentes
estratégias para a adaptacdo e sobrevivéncia em condicbes de estresse,
como a regulagdo da expressdo génica e a modificacdo pos-
transcricional de proteinas (ABE et al., 2009; ARAKI et al., 2009).
Durante o processo fermentativo, as leveduras sdo expostas a diversas
fontes estressantes como pressdo osmdtica, oxidativa, térmica e altas
concentracdes de etanol, afetando principalmente as estruturas celulares,
como membranas, e diferentes macromoléculas, especialmente os
lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, os quais sofrem modificacOes
estruturais que afetam seu funcionamento. Essas condiges de estresse
interferem dramaticamente no processo fermentativo industrial para a
producdo de etanol (ESTRUCH, 2000; HOHMANN, 2002; DING et al.,
2009). Por outro lado, sabe-se que a exposi¢do de células de levedura
em uma forma leve de estresse aumenta significativamente a sua
capacidade de lidar com um choque mais grave de um tipo diferente de
estresse (LEWIS et al., 1995; PARK et al., 1997). Além disso, as células
que crescem sob a limitacdo da disponibilidade de nutrientes séo
conhecidas por adquirir tolerancia a uma série de condi¢des de estresse.
Essas observagdes indicam que a levedura S. cerevisiae tem um
mecanismo global de aquisicdo de tolerancia ao estresse (Figura 1), que
protege as células de diferentes condicdes de estresse (RUIS;
SCHULLER, 1995; MAGER; KRUIJFF, 1995; ATTFIELD, 1997).

O termo resposta geral ao estresse tem sido frequentemente
interpretado com o significado de que a célula expressa toda uma bateria
de mecanismos de protecdo de estresse sob uma determinada condigdo
de estresse, porque um tipo de estresse pode aumentar a probabilidade
de que outros fatores de estresse possam vir a ocorrer (RUIS;
SCHULLER, 1995). Embora isso possa ser uma interpretacdo plausivel,
Hohmann (2002) argumenta que a resposta geral ao estresse reflete
exatamente as necessidades de resposta da célula sob quaisquer
condicdes ambientais adversas.
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Figura 1 - Um resumo simplificado dos processos de resposta ao estresse em S.
cerevisiae
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Fonte: Bucker (2014), modificado de Attfield (1997).

Os genes cuja expressdo é regulada em condicdes de estresse,
pertencem a trés classes: (i) producdo de proteina, (ii) protecdo celular
aos danos oxidativos e desnaturacdo de proteinas, e (iii) enzimas do
metabolismo redox e de carboidratos (GASCH et al., 2000; REP et al.,
2000; CAUSTON et al., 2001). Essa interpretacdo sobre a regulacéo de
genes em condigdes de estresse, pode ser simplificada e também
tendenciosa, pois 0s genes atualmente caracterizados podem ndo estar
representados de uma forma geral, do conjunto de genes que regulam o
estresse. Em todo caso, uma desaceleracdo na velocidade de proliferacéo
ou mesmo uma parada temporéria torna-se necessario, diminuindo a
producdo de proteinas e ajustando o metabolismo para uma demanda
biosintética menor. Danos em proteinas sdo provaveis que ocorram em
uma ampla variedade de condigdes de estresse e, portanto, faz sentido
gue as células produzam um conjunto de chaperonas em condicfes
estressantes (HOHMANN, 2002). Significativas mudancas de expressao
ocorrem no metabolismo de carbono, alterando o conjunto de
isoenzimas e aumentando a capacidade de producdo de glicerol e
trealose para fins de protecdo, e glicogénio como reserva. Os ajustes
metabdlicos tendem incluir a estimulacdo da respiracdo e
consequentemente, alteracbes no metabolismo redox para a protecéo
contra espécies reativas de oxigénio (HOHMANN, 2002; TORRE-
RUIZ et al., 2010).

Estdo envolvidos na resposta geral ao estresse uma série de
eventos relacionados, como a rapida sintese de moléculas de protecéo e
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a ativacdo de sinais que induzem eventos secundarios, como o
engatilhamento de atividades enzimaticas pré-existentes e a transcri¢ao
de genes que codificam fatores de protegdo. As diferentes habilidades
que as leveduras apresentam de resistir as condi¢des de estresse durante
a producdo de etanol, podem determinar suas propriedades
fermentativas e estabelecer critérios para a sele¢do de futuras leveduras
industriais (IVORRA et al., 1999; BASSO et al., 2008; TEIXEIRA et
al., 2009).

1.5.1 STREs e os fatores de transcrigdo Msn2 e Msn4

Os Elementos de Resposta ao Estresse (ou stress-responsive
element - STRE) sdo uma sequéncia funcional de 5-pb em ambas as
orientacdes (5-CCCCT-3" ou 5-AGGGG-3"). O elemento regulador
dessa via "geral” de resposta ao estresse foi originalmente identificado
como uma sequéncia Hsfl (heat shock factor protein 1) independente
nos promotores do gene de resposta ao dano de DNA (DDR2) e ao gene
de resposta ao estresse de nutrientes (CTT1l) (KOBAYASHI;
MCENTEE, 1991; WIESER et al.,, 1991). Andlises de variantes
mutacionais indicam que uma alteragdo de sequéncia dentro do
elemento CCCCT elimina completamente a eficacia reguladora do
STRE, enquanto as alteragdes de bases em sequéncias flanqueadoras e
uma modulagdo do espagcamento entre os elementos sé reduziam
ligeiramente a resposta transcricional (TREGER et al., 1998). STRE é
capaz de ativar a expressdo de genes em resposta a uma variedade de
estimulos nocivos, incluindo o estresse oxidativo, limitacdo de
nutrientes, pH baixo, a exposicdo ao etanol e estresse osmotico
(KOBAYASHI; MCcENTEE, 1993; MARCHLER et al, 1993;
SCHULLER et al., 1994). Os genes conhecidamente regulados pela
STRE incluem CTT1, codificando a catalase citosolica; DDR2,
envolvido na reparacdo de danos ao DNA; HSP12 codificando uma
proteina de choque térmico; CYC7, que codifica o citocromo-c; SOD2,
gue codifica uma superdxido dismutase mitocondrial; UBI4, codificando
poliubiquitina; TPS1/2, que codifica as enzimas envolvidas na
biossintese de trealose; e GPD1, que codifica uma enzima necessaria
para a sintese do osmoprotetor glicerol. Um grande nimero de outros
genes, potencialmente envolvidos na resposta geral ao estresse, tem sido
encontrados por conter varios STRES nas suas regides promotoras
(TOONE; JONES, 1998).

Os fatores de transcricdio Msn2/Msn4 ativam 0s genes que
conttm o elemento STRE de resposta ao estresse (MARTINEZ-
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PASTOR et al., 1996; SCHMITT et al., 1996; GASCH et al., 2000;
TORRE-RUIZ et al., 2010). MSNZ2 foi inicialmente identificado como o
supressor de multiplas cépias da proteina quinase SNF1 mutante
sensivel a temperatura (multicopy suppressor of temperature-sensitive
protein kinase SNF1 mutant) e contém dois motivos de dedo de zinco do
tipo Cys,His,, préximo a cauda C-terminal, que apresentam relagcdo com
os repressores de levedura Migl e Rgm1. O gene MSN4 é semelhante ao
gene MSN2, com 41% de identidade de sequéncia de aminoAcidos entre
eles (ESTRUCH; CARLSON, 1993; ESTRUCH, 2000). MSNZ2 ¢ o fator
dominante dos dois (SCHMITT; MCcENTEE, 1996). MSN2/4 sao
regulados pela fase de crescimento e estado nutricional; isto é, induzida
ap6s a mudanga diduxica ou em células em fase final
estacionarias/quiescentes (TROTT; MORANO, 2003).

1.5.2 Regulacéo de Msn2/Msn4

Enquanto a proteina quinase A (PKA) é um importante regulador
negativo da fungdo de MSN2/4, outras vias de transdugdo de sinal
modulam a atividade desses fatores de transcrigdo. A proteina quinase
Snfl dependente de adenosina monofostato (AMP), também fosforila e
regula negativamente Msn2 (GORNER et al., 2002; DE WEVER et al.,
2005). Experimentos de varios laboratérios tém envolvido a proteina
fosfatase (PP1) na desfosforilacdo de PKA e Snfl, levando a alteracGes
de fosforilagdo (MAYORDOMO et al., 2002; De WEVER et al., 2005).
PP1 esta diretamente envolvida na desfosforilagdo de Msn2, além de
influenciar negativamente na atividade de Snfl, proporcionando, assim,
duas vias de controle para a atividade de Msn2. A utilizacdo desses
multiplos e distintos caminhos de controle da fungdo MSN2/4, parecem
poder proporcionar 0 meio para a regulacdo de Msn2 estar relacionada a
resposta geral ao estresse celular (MORANO et al., 2012).

Duas vias de deteccdo de nutrientes tém sido descritas para
desempenhar fun¢des reguladoras importantes no controle de MSN2/4: a
via HOG1, a qual é ativada em resposta ao aumento da osmolaridade
externa, e a via AMPc-PKA (Figura 2), o qual estd envolvido na
detecgdo do estado nutricional da célula através da modulagdo dos
niveis de AMPc celular por ativacdo de proteinas G e de adenilato
ciclase (MARCHLER et al,, 1993; SCHULLER et al., 1994). Em
condi¢cdes normais Msn2/4 estdo localizados no citoplasma da célula e
sdo rapidamente acumuladas no nudcleo quando em condi¢Bes de
estresse. Porém, em leveduras com baixos niveis de atividade da PKA,
provocado por calor ou crescimento em condic¢Ges de concentragéo alta
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de glicose, ocorre acumulacdo nuclear de Msn2/4 na auséncia de
estresse, enquanto que elevados niveis de atividade da PKA bloqueiam
eficientemente a localizagdo nuclear de fatores de transcrigéo nas células
em condicdes de estresse, inibindo a ativagdo da transcricdo de genes de
resposta ao estresse (TOONE; JONES, 1998; GARREAU et al., 2000;
GORNER et al., 1998, 2002). Embora ndo haja ainda nenhuma
evidéncia de que PKA fosforile Msn2 diretamente, esses resultados
sugerem que PKA exerce seu efeito na expressdo de genes dependentes
de Msn2, por inibicdo direta de Msn2 (SMITH et al., 1998).

Figura 2 - Msn2/4 e Hsfl, moduladores primarios de resposta geral ao estresse.
As linhas tracejadas representam as interacfes da quinase Yakl na regulagéo
tanto de Msn2/4 quanto de Hsfl. As linhas vermelhas indicam interacdes de
regulacdo da PKA. P - fosforilagdo; STRE - elemento de resposta ao estresse;
HSE — elemento de choque térmico.
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Fonte: Biicker (2014), modificado de Verghese et al. (2012).
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Estudos anteriores mostraram que Yakl pode contribuir para a
inibicdo da atividade de PKA em Msn2/4. Yakl quinase ativa Msn2/4
em condi¢Oes de falta de glicose e fosforila diretamente os dois fatores
in vitro (LEE et al., 2008). Yakl também esta presente no citoplasma
em altas concentracGes de glicose por uma associacdo com a proteina
Bmh1l (LEE et al., 2011). Além disso, evidéncias genéticas indicam que
Bcyl (uma subunidade reguladora da PKA), afeta principalmente a
regido de sinalizacdo para localizagdo nuclear (NLS) de Msn2 por
regulacio negativa da PKA (GORNER et al., 2002). Contudo, quando
as células se encontram em estado de inanicdo de glicose, a atividade da
PKA é regulada negativamente via Bcyl. A diminuicio da atividade de
PKA ativa a Yakl, que por sua vez fosforila Msn2/4 (Figura 2). A
hiperfosforilagdo de Msn2/Msn4 evita a sua exportacdo, e
consequentemente, a acumulacdo desses dois fatores no nicleo levam a
uma indugdo de genes regulados por STRE. Interessantemente, a
expressdao do gene YAK1 é mediada por Msn2/4, sugerindo uma
potencial autorregulardo (MALCHER et al., 2011; VERGHESE et al.,
2012).

Analises genéticas de mutantes msn2A, msndA e msn2A/msn4A
mostraram que, embora Msn2 e Msn4 apresentem redundancia
funcional, eles podem desempenhar papéis distintos na regulagdo da
expressao génica na inducdo da resposta ao estresse. Por exemplo, a
delecdo de ambos MSN2 e MSN4 leva a sensibilidade ao estresse
térmico, oxidativo, e osmético (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996;
ESTRUCH, 2000). Além disso, a inducdo dependente de estresse de
PDE2, um gene que codifica uma AMPc fosfodiesterase de alta
afinidade, ndo é afetada por Msn2 mas é completamente eliminada na
linhagem duplo mutante. Estudos de expressdo gendmica de células de
leveduras utilizando microarrays de DNA mostraram que mais de 90%
dos genes cuja expressdo é dependente de Msn2/4 na resposta ao calor
ou a exposicao por H,O, também foram induzidos pela sobre-expresséo
de MSN2 ou MSN4, mas significativamente mais genes de resposta geral
ao estresse foram influenciados pela sobre-expressdo dos fatores de
transcricdo Msn2/4 que por sua dele¢do (GASCH et al., 2000).

A via de sinalizagdo TOR (target of rapamycin) também impacta
as atividades de Msn2 e Msn4. Ao contrario da via AMPc-PKA, que
parece regular principalmente a exportacdo nuclear, enquanto a via de
sinalizagdo TOR impede a importagdo nuclear de Msn2/Msn4. A via
TOR estimula a associacdo de Msn2/4 com a proteina citoplasmatica
Bmh2 (Figura 2), inibindo a expressdo de genes que contém STRE,
(BECK; HALL, 1999). No entanto, a localizagdo de Msn2/4 ndo é o
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Unico ponto de regulagdo da expressdo de genes mediados por STREs.
A localizacdo nuclear de Msn2/4 é dependente da expressdo de MSN5,
que codifica um receptor de exportacdo do nicleo (ALEPUZ, 1999). A
delecdo de MSNS5 resulta na acumulacdo dos dois fatores de transcri¢éo
no nacleo da célula em condi¢bes normais de crescimento, porém ndo
tem nenhum efeito sobre a regulagdo da expressdo de genes dependentes
de STRE (ESTRUCH, 2000). Em estudo sistematico recente (SADEH et
al., 2011), foram examinados os efeitos de 35 mutantes de delecdo Unica
de genes relacionados com Msn2/4 sobre a expressdo génica dependente
de STRE, apds a exposicdo ao calor, ao estresse oxidativo e ao estresse
osmotico. Nesse estudo foi sugerido que a atividade de Msn2/4 é
precisamente modulada por maltiplos genes associados, para fornecer
uma resposta 6tima ao estresse. O controle combinatério da resposta
"geral" ao estresse é fundamental para gerir eficazmente a expressdo
génica induzida por mdltiplos estresses ambientais diferentes
(VERGHESE et al., 2012).

A resposta da levedura ao estresse osmatico é desencadeada pela
via de sinalizacdo HOG (high osmolarity glycerol). No caso da via
HOG, néo é claro 0 modo como a ativacdo de Hogl leva ao aumento da
transcri¢do de genes relacionados aos STRE, e mesmo se essa regulacéo
envolve Msn2/4 (TOONE; JONES, 1998). A via HOG consiste em dois
receptores de membrana, SInl e Shol (HERSEN et al., 2008) que sdo
estimulados pelas alteragdes osmoéticas do meio. Este fendmeno
desencadeia uma cascata de sinalizacdo que envolve a ativagdo de
proteinas que sdo importadas para o nucleo se ligando a varios
promotores, bem como ativando varios fatores de transcricdo ligados a
producdo e retencdo de glicerol. A via HOG é responsavel pela
adaptacdo a alta osmolaridade, e resulta no acimulo intracelular de
solutos que contrabalancam a perda da agua (BREWSTER et al., 1993;
MAEDA et al., 1994, 1995; HOHMANN, 2002; TATEBAYASHI et al.,
2006).

O estresse hiperosmético é uma condicdo de estresse importante
para as leveduras, pois a alta concentracdo de aclUcares no mosto de
fermentacdo produz um estresse osmotico nas células da levedura ao
qual elas devem resistir para conduzirem eficientemente a fermentacao.
Uma condicdo de estresse hiperosmdtico se define como uma
diminuicdo no potencial hidrico do ambiente no qual se esta
desenvolvendo o micro-organismo. A resposta imediata é uma saida de
agua intracelular, seguida de um processo adaptativo a fim de levar a um
ajuste osmotico. Devido ao movimento de agua, as concentracfes
intracelulares de ions e biomoléculas aumentam resultando em
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diminuigdo da atividade celular. Uma vez que 0 micro-organismo se
adaptou, retoma o crescimento (SAITO; POSAS, 2012). Um dos
mecanismos da resposta ao estresse osmético inclui o aumento da
producdo e retencdo intracelular de glicerol, que envolve o aumento da
expressao do gene que codifica a enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase (HERSEN et al., 2008). Leveduras osmotolerantes séo
aptas a reter o glicerol sintetizado para atuar como um soluto compativel
ou osmorregulador. Qualquer que seja 0 mecanismo, a habilidade da
levedura S. cerevisiae em resistir as condicdes hiperosméticas de
estresse ira depender tanto da producdo quanto da retencdo intracelular
de glicerol (MYERS et al., 1997; SAITO; POSAS, 2012).

A localizagdo de Msn2/Msn4 é inalterada na linhagem mutante
hogl4 (GORNER et al., 1998). Essas observacdes podem indicar que
Hogl controla a atividade nuclear de Msn2 e Msn4 apés um choque
osmotico. Vérias observagdes indicam que sob estresse osmético Msn2
e Msn4 sdo translocados para 0 nucleo, porém nao suficiente para a
estimulacdo da expressdo génica. Contudo, a analise global de expressdo
génica revela uma aparente correlacdo entre Msn2/Msn4 e Hogl (REP
et al., 2000).

1.5.3 Estrutura de Msn2

Estudos anteriores sobre a relacdo da sequéncia e atividade de
Msn2 identificou varias regides funcionais da proteina, incluindo: (i) o
dominio de ativacdo da transcri¢do (transcriptional-activating domain -
TAD), localizado na regido N-terminal; (ii) regido contendo o sinal de
exportacdo nuclear (nuclear export signal - NES); (iii) regido contendo
o sinal de localizagdo nuclear (nuclear localization signal - NLS); e (iv)
dominio de ligacdo ao DNA de dedo de zinco (Zinc Finger binding
domain - ZF) na regido C-terminal (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo esquematica de Msn2 destacando os diferentes
dominios.
5620
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Fonte: Biicker (2014), modificado de Sadeh et al. (2012).
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Segundo Lallet et al. (2006), o dominio TAD promove
localizagdo nuclear de Msn2 ao interagir fisicamente com Galll, uma
subunidade do complexo mediador. Dominios funcionais de Msn2
foram identificados principalmente por truncamento de grandes regides
de MSN2 e pela fusdo de fragmentos Msn2 com dominios ndo naturais
de ligagdo ao DNA (BOY-MARCOTTE et al., 2006). No entanto,
apesar de tal visdo sobre a sequéncia funcional de MSN2, muito pouco
se sabe sobre as propriedades estruturais globais do fator de transcricéo
Msn2. Em especial, ndo esta claro quais sdo os motivos funcionais e 0s
residuos especificos da regido TAD de Msn2 que controlam a
localizago nuclear de Msn2 e a sua atividade transcricional (SADEH et
al., 2012).

Msn2 e Msn4 contém uma regido de sinalizagdo nuclear (NLS),
perto da regido C-terminal (SADEH et al., 2012). Andlises de delecdo e
mutagenicidade demonstraram que a substituicdo de serina, na posi¢do
S288, por alanina ou aspartato em MSN2 leva a acumula¢do nuclear
constitutiva, que é reversivel por niveis elevados de AMPc exdgeno. A
exportacdo € completamente abolida quando S288 é modificada em
combinagdo com S620, S625, S633. Assim, o local de consenso de PKA
requerido para a exportacdo nuclear de Msn2 inclui S288, e os niveis de
AMPc sdo parcialmente redundantes com PKA para regular a trans-
localizagéo dos dois fatores (GORNER et al., 1998).

Como muitos fatores de transcricdo, Msn2 esta sujeito a multiplas
fosforilagbes (HOLMBERG et al., 2002). Assim como a colaboracao de
uma ciclina-dependente de proteina quinase Ssn3, que faz parte do
mediador de RNA polimerase Il (HENGARTNER et al., 1995; LIU et
al., 2001; CHI et al., 2001; LALLET et al., 2004). De acordo com 0
modelo de recrutamento, fatores de transcricdo especificos recrutam o
complexo mediador, que atua como um arcabougo para o recrutamento
da RNA polimerase Il e de fatores de transcri¢do gerais (GAUDREAU
et al.,, 1997; PTASHNE; GANN, 1997). O mediador é um grande
complexo composto por vérias proteinas (KANG et al., 2001;
GUGLIELMI et al., 2004; BJORKLUND; GUSTAFSSON, 2005). A
proteina Galll é parte do mediador (MYERS; KORNBERG, 2000) e
sabe-se que, por meio do dominio N-terminal de Galll, ha interacéo
direta com o dominio de ativacdo de varios fatores de transcricdo (LEE
et al., 1999; BHOITE et al., 2001; ZHANG et al., 2004). Defeitos
estruturais em Galll e Ssn3 apresentam 0 mesmo efeito no fator de
transcricdo Msn2, tanto na hiperfosforilacdo quanto na sua degradacéo,
devendo desempenhar um papel critico na maquinaria de transcricao e
nos processos de montagem do mediador. Dessa forma, a interagédo
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direta entre a regido TAD de Msn2 e o dominio N-terminal de Galll,
ressalta o papel da Msn2 no recrutamento do mediador e a maquinaria
de transcricdo, levando a ativacdo da transcricdo e posterior fosforilagéo
de Msn2 dependente de Ssn3, provocando sua degradagdo (LALLET et
al., 2006).

Uma vez que o complexo de iniciagdo da transcri¢do foi formado,
a maquinaria de RNA polimerase Il tem de ser remodelada para permitir
gue os seguintes passos da transcricdo ocorram. Um mecanismo foi
proposto para explicar a liberacdo dos componentes do complexo de
transcricdo desnecessarios para o alongamento, 0 modelo proposto por
Tansey (2001) foi chamado de “viava negra”, o qual sugere uma relagdo
forte entre a ativacdo da transcricdo e da degradacdo proteolitica dos
fatores de transcricdo (esquema na Figura 4): apds a montagem do
mecanismo de transcrigdo nos promotores controlados por Msn2, o
complexo Ssn3 num segundo passo promove a hiperfosforilacdo e,
finalmente, a degradacdo de Msn2 (LALLET et al., 2004; BOSE et al.,
2005).

Figura 4 - Um modelo de recrutamento envolvendo o fator de transcri¢éo
Msn2. Em condicéo de estresse, Msn2 é preferencialmente localizado no ndcleo
onde se dirige a montagem da maquinaria de transcricdo da RNA polimerase Il
em promotores controlados por STRE por meio da interacdo com a subunidade
Galll do mediador. Depois disso, o complexo Ssn3 promove a fosforilagéo e a
degradagdo de Msn2 pelo proteassoma.
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Fonte: Biicker (2014), modificado de Lallet et al. (2006).
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Embora Galll e Ssn3 sejam essenciais para a hiperfosforilacdo
de Msn2 por inducdo pelo estresse, por outro lado apresentam efeitos
opostos sobre a transcricdo de genes dependentes de Msn2, que €
aumentada em uma linhagem mutante ssn3A e diminuida em uma
linhagem mutante galllA. Essa diferenga pode ser explicada pela
interacdo de Msn2 com Galll, contribuindo para o recrutamento da
maquinaria de transcricdo e, portanto, estar envolvida na ativagdo da
transcricdo, enquanto a fosforilagdo promovida por Ssn3 leva a
degradagdo intranuclear de Msn2. Deste modo, um defeito em Ssn3
prejudicaria a degradacdo de Msn2 e aumentaria a transcrigdo, enquanto
um defeito em Galll afetaria negativamente a formacdo do complexo
de pré-iniciacdo da transcricdo (LALLET et al., 2006).
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1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo Geral

Incrementar a tolerancia ao etanol de uma linhagem industrial

(CAT-1) de S. cerevisiae através da modificacdo da regido promotora
dos genes TRP1 e MSN2, e analisar o impacto dessas modificacfes na
performance fermentativa das linhagens recombinantes.

1.6.2 Objetivos Especificos

Engenhar geneticamente leveduras industriais: sobre-expressar
0s genes TRP1 e MSN2 utilizando técnicas de engenharia
gendmica, para que seja modificada a regido promotora desses
genes no genoma das leveduras.

Analisar a toleréncia ao etanol: analisar o crescimento das
leveduras recombinantes em diferentes concentragdes de etanol,
bem como e analisar a tolerancia a diversas outras condi¢des de
estresse.

Analisar o nivel de oxidacdo intracelular nas condigBes de
estresse: analisar o nivel intracelular de espécies reativas de
oxigénio nas células ap6s a exposicdo as diferentes condicoes
de estresse.

Analisar a capacidade fermentativa das leveduras: Avaliar a
performance fermentativa das linhagens recombinantes em
fermentacbes em batelada simples contendo 200 g/L de
sacarose, suplementadas ou ndo com altas concentracdes de
etanol; e em fermentacGes em batelada alimentada, com reciclo
celular, em condic6es semelhantes as encontradas na industria.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens Utilizadas e Meios de Cultura

As linhagens utilizadas neste trabalho estéo descritas na Tabela 1.
Para o crescimento das leveduras foram utilizados meio liquido YP
(10,0 g/L de extrato de levedura; 20,0 g/L de peptona) contendo 2% de
glicose, ou meio sintético Drop-out (6,7 g/L de Yeast Nitrogen Base sem
aminoacidos; 20,0 g/L de glicose; 0,7 g/L Triptofano Drop-out; SC™""
., Os meios tiveram seu pH ajustado com solucéo de HCI para 5,0
10,1 e esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Quando
necessario foi adicionado aos meios 20 g/L de agar (meios s6lidos), ou
200 ug/mL de geneticina (G-418, Sigma) esterilizada previamente por
filtragdo, utilizando filtros de nitrocelulose com porosidade de 0,22 um
(HAWP; Millipore). Filtros e demais componentes do processo de
filtracdo foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por 20
min (SHERMAN, 2002). Todos os reagentes utilizados no preparo dos
meios de cultivo foram de grau analitico (Sigma Chemical Co.).

Tabela 1 - Linhagens de leveduras utilizadas.

. . L Fonte ou
Linhagem Genotipo ou descricdo .
referéncia
$288C MATa mal gal2 CUPL flol hapl- SUC2 Alves-Jr et al.
TRP1 (2008)
MATa MAL2-8° his341 trpl-289 loxP- .
BSY21-34B3 KanMX-I0xP-P st ISUC2 Madller (2013)
MATa MAL2-8° ura3-52 his341 leu2- Entian; Kotter
CENPK2-1C /117 trp1-289 (1998)
Isogénica a CEN.PK2-1C mas, trpl-
ABH-4 289 TRP1 Este trabalho
Isogénica a ABH-4 mas, loxP-KanMX-
ABH-4.2 |0XP-P o TRP1 Este trabalho
. Basso et al.
CAT-1 Industrial dipldide (2008)
Isogénica a CAT-1 mas, loxP-KanMX-
NAB-1 |0XP-P oy TRP1 Este trabalho
Isogénica a CAT-1 mas, loxP-KanMX-
ANT-5 |0XP-P 501 MSN2 Este trabalho
ATT-6 Isogénica a CAT-1 mas, loxP-KanMX- Este trabalho

10XP-Ppp1:: MSN2-T
FONTE: Biicker (2014)
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2.2 Métodos de Biologia Molecular

As regides promotoras dos genes TRP1 e MSN2 nas leveduras
foram modificadas por engenharia gendmica, baseadas em técnicas de
PCR e integracdo do modulo de sobre-expressdo no genoma por
recombinacdo homodloga (AGATEP et al.,, 1998; GIETZ; WOODS,
2002; PETRACEK; LONGTINE, 2002). A técnica de engenharia
gendmica permite modificar a expressdo de um gene de interesse,
inserindo uma sequéncia de nucleotideos que codificam para uma regido
promotora constitutiva, 0 que permite a sobre-expressdo do gene. A
selecdo das células modificadas ocorre através de meio seletivo
preparado com a suplementacdo necessaria (antibidtico ou meio
sintético SC™™), onde o gene KanMX, que confere resisténcia a
geneticina, esta flanqueado por regides LoxP. Posteriormente, o DNA &
extraido das colbnias recombinantes e utilizado para verificacdo por
PCR da insercdo do mddulo no local correto no genoma da levedura.

2.2.1 Extracdo de DNA gendmico

O DNA das leveduras foi extraido de células pré-crescidas em 3
mL de meio liquido YP contendo 2% de glicose, durante 48 horas, a 28
°C. Posteriormente, a cultura foi centrifugada (6.000 g, 3 min), o
sobrenadante desprezado e o0 DNA da suspensdo celular foi extraido
utilizando kits comerciais de extragdo de DNA de leveduras (YeaStar
Genomic DNA Kit™, Zymo Research) seguindo as instru¢des do
fabricante. Apds, o material gendmico foi ressuspendido com 20 L de
agua deionizada (MilliQ) autoclavada e a amostra foi armazenada em
freezer a -20 °C.

2.2.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction)

Para a obtencdo dos mddulos de sobre-expressdo as reacOes
foram realizadas com enzima de alta fidelidade (Phusion® High Fidelity
DNA Polymerase, Thermo Scientific) seguindo as seguintes condicdes:
50 ng DNA, Tampéo Phusion HF® 5x (F518), dNTPs 10 mM, 5 pM de
cada iniciador, 1 U da enzima Phusion e agua deionizada para completar
0 volume para 200 pL. Foi utilizado o termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorf) para o programa de PCR, com o0s seguintes
passos: desnaturacdo inicial de 98 °C por 20 seg; seguida de 29 ciclos
com desnaturacéo de 98 °C por 10 seg, anelamento dos iniciadores com
temperatura de 60 °C por 20 seg e mais um passo de extensdo das fitas
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de 72 °C por 15-30 seg/Kb, além de um passo final de extensdo de 72
°C por 7 min.

Ja para a verificagdo das linhagens recombinantes, as reacGes de
PCR foram conduzidas com a enzima GoTagq® DNA Polimerase
(Promega) de acordo com as seguintes condicBes: 50 ng de DNA,
Tampao Green® 5x, dNTPs 200 pM, 5 uM de cada iniciador, 0,75 U da
enzima GoTaq® e 4gua deionizada para completar o volume total de 20
puL. O termociclador foi programado com 0s seguintes passos:
desnaturagdo inicial de 95 °C por 2 min; seguida de ciclo de 33 vezes
com um passo de desnaturacdo de 95 °C por 1 min, anelamento dos
iniciadores com temperatura de 55 °C por 1 min e um passo de extensdo
das fitas de 72 °C por 3 min, com extenséo final de 72 °C por 8 min.

2.2.3 Eletroforese em Gel de Agarose

As reacfes de PCR para obtencdo dos modulos de sobre-
expressdo e as verificagbes das transformacbes gendmicas foram
analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampédo
TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8,0) contendo 2,5 pg/mL de
brometo de etidio para observacdo das bandas em luz ultravioleta. Para a
eletroforese foi aplicado no gel de agarose um volume de 10 pL (20 pL
da reagdo submetida a PCR, misturado com 2 pL de tampdo de corrida
6x) da amostra em cada poco, e 6 uL do marcador de peso molecular de
1 kb ladder (BioLabs®). O gel foi submetido & eletroforese em mesmo
Tampdo TBE, a 75 V por 40 - 60 min. Ap6s o término do tempo, o gel
foi analisado e fotografado sob luz ultravioleta em fotodocumentador
Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System (BioRad).

2.2.4 Obtengéo dos M6dulos de Sobre-expressao

Os genes TRP1 e MSN2 sofreram alteracdo nas suas regides
promotoras no genoma das linhagens de levedura pelo processo de
recombinacdo homologa, através de metodologias baseadas em PCR
(PUIG et al., 1998; AGATEP et al., 1998; PETRACEK; LONGTINE,
2002; GIETZ; WOODS, 2002). Inicialmente foi produzido um
fragmento linear de DNA que apresenta nas suas extremidades uma
sequéncia (40 pares de bases) com homologia a regido alvo do genoma
da levedura, obtida a partir do Saccharomyces Genome Database (SGD
- vide http://www.yeastgenome.org). Esse fragmento foi chamado de
“moddulo de sobre-expressao”.

A linhagem de laboratério BSY21-34B3 (Tabela 1) possui em
seu genoma o0 gene iSUC2 (invertase intracelular) controlado pelo
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promotor forte e constitutivo do gene ADH1 (Papn: - que codifica a
expressdo da enzima &lcool desidrogenase de S. cerevisiae) e 0 gene
KanMX, que confere resisténcia a um antibiético para realizar a selecao
das linhagens recombinantes. Essas regides LoxP, na presenca da
enzima cre-recombinase, se recombinam e permitem a remoc¢ado do gene
KanMX por excisdo do genoma (GULDENER et al., 1996; 2002).

Sabe-se que 0 Papn: responde fortemente a presenca de glicose,
aumentando a expressdo do gene a qual esse promotor controla
(DEMARINI et al., 2001). O gene KanMX foi isolado do plasmideo
pUGSE por PCR e inserido na linhagem BSY21-34B, gerando a linhagem
BSY21-34B3 (BASSO et al. 2011; ESPIRITO-SANTO, 2012;
MULLER, 2013).

2.2.4.1 Modulo de sobre-expresséo do gene TRP1

Inicialmente a levedura de laboratério, CEN.PK2-1C, precisou ter
0 seu gene TRP1 restaurado, uma vez que 0 mesmo ndo esta funcional
na levedura. Para isso, foi amplificado o gene TRP1 funcional da
levedura de laboratério hapléide S288C, utilizando os iniciadores TRP1-
F e TRP1-R (Tabela 2) e foi substituido o gene completo por
recombinacdo homdloga (Secdo 2.2.5), originando a linhagem ABH-4
(Figura 5).

Figura 5 - Esquema da restauracdo do gene ndo funcional trp1-289 pelo gene
TRP1.

Restauragdo do gene TRP1

TRP1-F
L
— m
CEN.PK2-1C
TRPLR v[L

ABH-4

Fonte: Bicker (2014)
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Tabela 2 — Oligonucleotideos (iniciadores) utilizados no trabalho.

Iniciador®  Sequéncia 5’ — 3°° Proposta
Recuperar o
TRP1-F GGCAGCTTGGAGTATGTCTG (-13a7)
gene TRP1
Recuperar o
TRP1-R CAGGCAAGTGCACAAACAAT (723 a 698)
gene TRP1

RP1-LPk -F GCATTGGTGACTAT Modificar o
anr
CCCAGCTGAAGC CGTACGC ('80 a '40) gene RP

TRP1-ADH1- TCACCAATGGACCAGAACTACCTGTGAAATTAAT Madificar o

LPkanr-R4 AACAGACATTGTATATGAGATAGTTG (43 a 3) gene TRP1
vDMsNgps  CCCCAAGATCACAACAGTAGTAGCAAGGTATTTC Modificar o
ATACGCCCAGCTGAAGCTTCGTACG (-131 a -91) gene MSN2
DMy CATGGTCGACCGTCATTTTAGATCTAGTTCTTCT - Modificar o
ATGAGCCCAATGGACCAGAACTACCTG (-24a16)  gene MSN2
VDMsNpgy CACTGAAGTTTCTTGATTTTGAATGTCATTGAGA  Modificar o
TCCGCCAATGGACCAGAACTACCTG (185 a 145) gene MSN2
V-kanr-F CCGGTTGCATTCGATTCC (380 a 398) Verificagio
VR-TRP1-F3  GGTCCTGAATGGGTCCTTGG (-623 a -603) Verificago
VR-MSN2-F8 TGACGGTCGACCATGATTTCA (2a21) Verificago
VR.MSN2-R5 TGAAGGTACCGGAAAAATGG (2238 a 2218) Verificago
ACT1-F TGGATTCCGGTGATGGTGTT (767 a 787) gRT-PCR
ACT1-R CGGCCAAATCGATTCTCAA (853 a 833) gRT-PCR
SUC2-889-F  CCAACCTACGGTTCAGCATT (829 a 849) gRT-PCR
SUC2-944-R  TGGGTTAGTTGGGACAAAGG (903 a 883) gRT-PCR
VRT-TRP1-F  GTTCCTCGGTTTGCCAGTTA (330 a 349) gRT-PCR
VRT-TRP1I-R  GTAAGCTTTCGGGGCTCTCT (520 a 501) gRT-PCR
RT.MSN2-F6  CGCGATGCAAGAACTATTGA (301 a 320) gRT-PCR
RT.MSN2-R6  TGAAGGTACCGGAAAAATGG (465 a 446) gRT-PCR

NOTA: # Os iniciadores F (forward) sio complementares a fita 3°— 5°,
enquanto que, os iniciadores R (reverse) sdo complementares a fita 5°— 3’;

® Sequéncias sublinhadas permitem a amplificacdo do produto de PCR loxP-
KanMX-loxP-Ppn1; as sequéncias em negrito tém homologia com as regides a
montante e no inicio dos genes TRP1 e MSN2. FONTE: Biicker (2014).
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O mobdulo genético para a sobre-expressdao do gene TRP1 foi
amplificado por PCR da linhagem BSY21-34B3 (Tabela 1) utilizando os
iniciadores TRP1-LPKanr-F1 e TRP1-ADH1-LPKanr-R4 (Tabela 2),
contendo sequéncias flanqueadoras de 40 pb com homologia a regido a
montante do gene TRP1 no cromossomo IV na linhagem ABH-4, que
apos recombinacdo homoéloga com essa linhagem originou a linhagem
ABH-4.2, com 0 médulo de sobre-expresséo inserido na frente do gene
TRP1 (esquema na

Figura 6). Apds a transformacéo, os recombinantes foram entdo
selecionados em placas de Petri, contendo meio de cultivo contendo
geneticina (200 pg/mL).

A verificagdo da transformacdo foi realizada utilizando os
iniciadores VR.TRP1-F3, V-Kanr-F e TRP1-R (Tabela 2). A mesma
modificacdo foi realizada para a linhagem industrial CAT-1, porém
utilizando o material genético da linhagem ja modificada ABH-4.2 (

Figura 6).

Figura 6 - Estratégia para sobre-expressdo do gene TRP1 nas linhagens de

levedura.
TRP1-LP
N
BSY21-34B3

kanr-F1
T —
Recombinagio
Homéloga
ABH-4
Transformagdo nas
ABH-1.2 leveduras

O W
— . o D e ..

Fonte: Bucker (2014)

RP1-ADH1-LPkanr-R4
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2.2.4.2 Modulos de sobre-expressao dos genes MSN2 e MSN2-Truncado

O modulo genético para a sobre-expressdo do gene MSN2 foi
amplificado por PCR da linhagem ABH-4.2 utilizando os iniciadores
MD.MSN2-F2 e MD.MSN2-R2 (Tabela 2), contendo sequéncias
flanqueadoras de 40 pb com homologia a regido a montante do gene
MSN2 no cromossomo XIllI das linhagens CEN.PK2-1C e CAT-1,
originando as linhagens ANY-2 e ANT-5, respectivamente, com o
modulo de sobre-expresséo inserido na frente do gene MSN2 (Figura 7).
As verificagbes das transformagdes foram realizadas utilizando os
iniciadores VR.MSN2-F8, V-Kanr-F e RT.MSN2-R6 (Tabela 2).

Figura 7 - Estratégia para sobre-expressdo do gene MSN2.

MD.MSN2-F2
ABH-4.2 H

— o N o o, ——

Recombinagéo
Homéloga MD.MSN2-R2
CEN.PK2-1C

Xl

O
Fonte: Biicker (2014)

O modulo genético para a sobre-expressao da forma truncada do
gene MSN2 (MSN2-T) foi amplificado por PCR da linhagem ANY-2
utilizando os iniciadores MD.MSN2-F2 e MD.MSN2T-R7 (Tabela 2),
contendo sequéncias flanqueadoras de 40 pb de homologia a regido
anterior e inicial ao gene MSN2 no cromossomo XIII da linhagem CAT-
1, originando a linhagem ATT-6 com o médulo de sobre-expressao
inserido no inicio do gene MSN2. O iniciador MD.MSN2T-R7 contém
uma sequéncia de 40 pb (145 a 185 pb) de homologia ao gene MSN2,
referente a sua regido TAD (ver Introducdo, Figura 3). Essa estratégia
visa a substituicdo dos primeiros 48 aminoacidos do gene MSN2 pelo
mabdulo de sobre-expressdo amplificado, de acordo com a Figura 8.

Apos a transformacdo (Segdo 2.2.5), os recombinantes foram
entdo selecionados em placas de Petri, contendo meio de cultivo
contendo geneticina (200 pg/mL). A verificagdo da transformacéo foi
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realizada utilizando os iniciadores VR.MSN2-F8, V-Kanr-F e
RT.MSN2-R6 (Tabela 2).

Figura 8 - Estratégia para sobre-expressdo do gene MSN2-Truncado

MD.MSN2-F2
\,

E—

Recombinacdo
Homéloga MD.MSN2T-R7
Transformagdo nas
leveduras
X

e B O e

Fonte: Bucker (2014)

PADH’ 1

2.2.5 Transformacdo das Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de levedura foram transformadas, sob condicGes
assépticas com manipulacdo do material em cdmara de fluxo laminar,
através do protocolo descrito por Gietz e Woods (2002) e adaptacdes
segundo Dario (2011). As linhagens de interesse foram pré-cultivadas
em tubos de ensaio que continham 3 mL de meio liquido YP contendo
2% de glicose. No dia seguinte, um volume de 1,5 mL do pré-cultivo foi
transferido para um frasco de erlenmeyer, com capacidade para 250 mL,
preenchido com 50 mL de meio liquido YP contendo 2% de glicose. O
frasco foi incubado a 28 °C sob agitacéo orbital de 160 rpm, até atingir
DOs7o =~ 1,0 para entdo a cultura ser transferida para tubo conico tipo
Falcon e centrifugada por 5 min a 3000 g, sendo a parte liquida
(sobrenadante) desprezada. As células foram gentilmente suspensas em
1 mL de uma solucdo 0,1 M de acetato de litio estéril, e a suspensao
celular obtida foi transferida a um tubo de microcentrifuga (1,5 mL). Em
seguida, o tubo foi centrifugado por 2 min a 3000 g, e ap6s descartar o
sobrenadante obtido, as células foram suspensas em um volume de 300
a 500 uL de 0,1 M acetato de litio. Em novos tubos, foram adicionados
50 pL de suspensdo celular, 300 pL de solugdo PLI (0,1 M de acetato de
litio ¢ 40% de PEG 3350), 5 uL. de ssDNA (DNA fita simples; 10
mg/mL) e mais 50 pL de agua deionizada ou 50 pL do produto de PCR
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— “modulo de sobre-expressdo”). Essas suspensfes celulares foram
entdo, vigorosamente agitadas com auxilio de agitador tipo Vortex, e em
seguida incubadas em banho maria a 42 °C por 30 min, agitando-se
rapidamente os tubos a cada 5 min. Os tubos foram centrifugados por 2
min a 3.000 g e o sobrenadante descartado. No concentrado de células
obtido, foi adicionado um volume de 1 mL de meio liquido YP contendo
2% de glicose, e os tubos foram incubados a 28 °C por 3 a 4 horas sob
agitacdo orbital de 160 rpm. A seguir, os tubos foram centrifugados por
2 min a 3.000 g e o sobrenadante desprezado. Uma suspensao celular foi
obtida utilizando 500 pL de 4gua deionizada, e inoculada na superficie
de placas de Petri, contendo meio SC™™, no caso das transformagdes
para restaurar o gene TRP1, ou as células foram inoculadas em meio
solido YP contendo 2% de glicose e 200 pug/mL de geneticina. As placas
foram deixadas, com a tampa aberta, dentro de capela de fluxo laminar,
até secar a superficie do meio solido (= 30 min) e, em seguida, as placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C de 3 a 5 dias, até
surgirem colonias de células na superficie do meio. As coldnias que
cresceram foram repicadas, com auxilio de alga bacterioldgica, para
novas placas contendo o mesmo tipo de meio e condigdes de cultivo
utilizado anteriormente. Apds o crescimento, as células foram utilizadas
para confirmacdo da inser¢do das modificagbes no genoma das
linhagens, conforme descrito a seguir.

2.2.6 Analise de Expressdo Génica por PCR quantitativo em Tempo
Real (QRT-PCR)

Para analisar a expressdo dos genes TRP1, MSN2 e SUC2 nas
linhagens estudadas, as células foram coletadas por centrifugacéo (7.000
g, 4 min) e em seguida lavadas com agua deionizada gelada (4 °C) e
armazenadas a -20 °C para posterior analise. Todos os Kits utilizados
para as analises génicas por qRT-PCR seguiram as instrugdes do
fabricante. As células foram descongeladas e realizada a extragdo do
RNA total utilizando 0 RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Em seguida, 0,5 pg
de RNA total foram utilizados para a sintese de cDNA com o
QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen). Para realizacdo do
gRT-PCR foi utilizado o kit comercial QuantiFast™ Sybr Green PCR Kit
(Qiagen). Os oligonucleotideos especificos para cada gene, utilizados
nessas reagfes de QRT-PCR, estdo listados na Tabela 2. Foram
utilizados 1 mM de cada par de oligonucleotideos e 50 ng de cDNA em
cada reacdo. As reacfes de qRT-PCR foram realizadas no equipamento
Rotor-Gene® Q (Qiagen) com os seguintes ciclos: incubacdo inicial de
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95 °C por 5 min; 40 ciclos a 95 °C por 10 seg; 60 °C por 15sege 72 °C
por 20 seg; e uma incubacdo final de 95 °C por 2 min. Os dados gerados
a partir dessas reagdes foram analisados com o software préprio do
equipamento. Em cada ensaio, foi gerada uma curva de dissociacdo
(curva de melting) para confirmar a amplificacdo de apenas um produto.
Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas. Os valores de
expressao génica representam uma quantificacdo relativa obtida através
do calculo do DeltaDelta Ct (AACt), que leva em consideragéo o célculo
do ACt (tempo de ciclagem) da amostra e o célculo do ACt da amostra
calibradora. O gene calibrador utilizado nas reagdes foi 0 gene da actina
ACT1 (Tabela 2).

2.3 Cultivos Celulares
2.3.1 Pré-cultivo

As células foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo 3 mL
de meio liquido YP contendo 2% de glicose, e incubadas por 48 horas a
28 °C em agitador orbital INNOVA®44 (New Brunswick Scientific) sob
agitacdo de 160 rpm.

2.3.2 Multiplicagdo das linhagens de S. cerevisiae para uso experimental

Uma aliquota (500 pL) do pré-cultivo foi transferida para
erlenmeyers contendo 1/5 do seu volume de meio liquido YP contendo
2% de sacarose. As culturas foram incubadas como descrito acima por 6
— 8 horas até atingir o inicio da fase exponencial de crescimento com
DOs70 = 1,0. As células de levedura foram removidas do meio de cultivo
por centrifugacdo a 3.000 g, por 5 min, lavadas trés vezes com agua
destilada a 4 °C, e ressuspensas em agua destilada de forma a atingir
uma concentracdo celular inicial (Xo) de 20,0 +1 g¢/L para as
fermentagdes em batelada simples e de 30,0 +1 g/L para as fermentacGes
em batelada alimentada, como descrito a seguir.

2.3.3 Determinacdo da Concentracdo Celular

A concentracdo celular foi determinada pela relagdo entre a
leitura da Densidade Optica (DO) em espectrofotdmetro a 570 nm
(Agilent Cary 60 UV-VIS) e seguindo critérios de quantificacdo de
biomassa celular de acordo com Dario (2012). Fez-se a determinagdo da
densidade Optica das culturas, sendo respeitada a faixa linear de
absorbancia (0,030 — 0,250), de acordo com a equacao 1.
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Ceetutar = ADSamostra - D . FC (1)
Onde:
Ceelular = concentracdo de biomassa celular na amostra em g/L;
ADbS,mostra = absorbancia da amostra em 570 nm da amostra;
D = fator de diluicdo da amostra;
FC = fator de conversdo da absorbancia (0,27), para massa seca em g/L.

2.4 Crescimentos em Microescala

As células foram inoculadas (diluicdo 1:100) em 100 puL de meio
liquido YP contendo 2% de sacarose em cada poco de placas de ELISA
de 96 pogos. Quando necessario 0s meios eram acrescidos de
concentracdes pré-definidas de etanol. Para evitar a contaminacéo e/ou
evaporacdo dos meios e do etanol, as placas foram seladas com
“AccuClear Sealing Film for qPCR” (E&K Scientific) e, portanto, as
condi¢cdes de crescimento foram consideradas limitadas por oxigénio
(ou microaerobias). As leveduras foram incubadas a 28 °C e 160 rpm
por até 60 horas em uma leitora de placas TECAN Infinite® M200 Pro
(Tecan Group Ltd, Grodig, Salzburg, Austria), sendo a absorbancia a
570 nm determinada a cada 15 min e para calcular o valor final do
crescimento celular, foi subtraida a absorbancia obtida no experimento
por pocos controle somente contendo meio YP (STAMBUK et al.,
2009).

2.5 Crescimentos em Placas de Petri

Foram utilizadas placas de Petri contendo meio sélido YP (20 g/L
de agar) suplementado com glicose (20 g/L) e diferentes condicbes de
estresse, como etanol na concentracdo de 16% (V/V), H,O, 3 mM, NaCl
0,7 M, e incubagdo a 40 °C. As linhagens foram pré-crescidas em tubos
de ensaio com 3 mL de meio liquido YP contendo 2% de glicose, e
incubadas por 48 horas a 28 °C sob agitacdo de 160 rpm. Em seguida, as
células foram inoculadas em uma placa de ELISA de 96 pocgos e
ajustada a uma DOs7p = 0,5 em um volume de 200 pL. Essa suspenséo
celular sofreu cinco diluicGes seriadas na propria placa de ELISA. Ainda
em condicBes estéreis, um carimbo metéalico previamente esterilizado
(flambado) foi mergulhado na série de diluigdes seriadas e depois
posicionado nas placas de Petri contendo os meios sélidos de interesse.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C (exceto a
condicdo experimental de 40 °C) e fotografadas a cada 24 horas em
fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-
Rad).
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2.6 Fermentac0es
2.6.1 Fermentacdo em Batelada Simples

As linhagens foram pré-crescidas a 28 °C e 160 rpm em meio
liquido YP contendo 2% de sacarose até atingirem DOsz;o = 1,0. Em
seguida as células foram lavadas com agua fria deionizada e ajustada a
uma concentra¢do celular de X, = 20,0£1,0 g/L, em 50 mL, sendo
posteriormente misturadas em frascos (erlenmayer de 500 mL) contendo
mais 50 mL de meio liquido YP (2 vezes concentrado) com 40% de
sacarose. Foram feitas leituras de absorbancia (DOsz) para a
determinacdo da concentra¢do celular e aliquotas de 750 pL foram
retiradas de hora em hora para serem centrifugadas (5.000 g por 3 min),
e 0 sobrenadante armazenado a -20 °C para posterior determinacdo de
acUcares (sacarose, glicose e frutose) e produtos da fermentagéo (etanol
e glicerol). Experimentos com adi¢do de etanol foram realizados com o
acréscimo de etanol no tempo zero de cada experimento, variando as
concentracdes de etanol: 5%, 8%, 10%, 12%, 14% e 16% (V/V).

2.6.2 Fermentacdo em Batelada Alimentada

Para a realizagdo da fermentacdo em Batelada Alimentada, as
linhagens foram pré-crescidas a 28 °C e 160 rpm em meio liquido YP
contendo 2% de sacarose até atingirem DOszo = 1,0. Apos realizada a
propagacéo celular, as células de levedura foram ressuspendidas em 200
mL de agua deionizada e ajustada a uma concentragdo celular de Xo =
30,0+1,0 g/L. As fermentagdes foram conduzidas em um fermentador
BioFlo®/CelliGen® 115 (New Brunswick Scientific) com capacidade de
1,3 litros a 28 °C, agitacdo de 110 rpm sem aerac¢do, e pH controlado em
5,0 (ajustado automaticamente com HCI / KOH). A alimentagdo do
processo se deu com acréscimo de 400 mL de meio liquido YP contendo
20% de sacarose (15,0 g/L de extrato de levedura, 30,0 g/L de peptona e
300,0 g/L de sacarose), a uma velocidade de alimentacdo de 66,7
mL/hora por 6 horas. Foram feitas leituras de absorbancia (DOsyq) €
aliquotas de 750 pL foram retiradas de hora em hora, como descrito
anteriormente.
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2.6.3 Determinagdo da Produtividade do Processo Fermentativo

A produtividade em etanol (Peano) foi calculada pela razdo entre
a concentragdo maxima de etanol e o0 tempo necessario para obter essa
concentracdo maxima de etanol, conforme equacdo 2. A produtividade
méaxima de etanol foi expressa em g/L/h.

Petanol = [Et — E o] / th (2)

2.6.4 Determinagdo do Fator de Rendimento do Processo Fermentativo

O fator de rendimento do processo fermentativo (Y g/s) é a razéo
entre a concentragdo maxima de etanol produzido e a quantidade de
acucar consumido pelas células, conforme a equagéo 3.

Yes= [Ef = Eo] ©)
(Saco—Sacy) -[(Glis—Glig) + (Frus—Frug) ]
Es = concentracdo de etanol no tempo final de fermentacéo, em g/L
E, = concentracdo de etanol no inicio da fermentacéo, em g/L

Sac s = concentracdo de sacarose no final da fermentagdo, em g/L
Sac, = concentracdo de sacarose no inicio da fermentagéo, em g/L
Gli+ = concentragdo de glicose no final da fermentacdo, em g/L
Gli, =concentracdo de glicose no inicio da fermentacdo, em g/L
Fru s = concentragdo de frutose no final da fermentagdo, em g/L
Fru, = concentracdo de frutose no inicio da fermentacdo, em g/L

2.7 Cromatografia Liquida de Alta Pressao

As concentracdes de sacarose, glicose, frutose e etanol foram
determinadas por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC- Jasco X-
LC), com detector por indice de refracdo (RI 2031 plus- Jasco) e coluna
para acidos organicos (HyperREZ XP Organic Acid Column- Thermo
Scientific). A fase mével utilizada foi 5 mM de acido sulfifico, a 20 °C,
com fluxo de 0,2 mL/min durante 40 minutos. As curvas de calibracdo
foram estabelecidas para todos os agUcares analisados utilizando cinco
concentragdes diferentes, na faixa de 5,0 a 20,0 g/L.



58

2.8 Determinacédo da Atividade de Invertase Extracelular

Esse método baseia-se na quantificacdo da glicose liberada apos a
hidrélise da sacarose pela atividade da enzima invertase (SILVEIRA et
al., 1996). A atividade da invertase extracelular foi determinada
utilizando-se células integras coletadas de 3 em 3 horas, até 24 horas
para as fermentagdes em batelada simples e alimentada. A concentragdo
celular foi ajustada para uma DOszy = 1,0 entdo, um volume de 100 uL
da suspensdo celular foi misturado a 100 pL de Tampao NaF
(Succinato-Tris 150 mM; pH 5,0; NaF 150 mM) e incubado em banho
maria por 30 min, a 30 °C. Em seguida foi adicionado 100 pL de
sacarose 300 mM e novamente incubados em banho maria por 5 min, a
30 °C. A seguir as amostras foram colocadas a 100 °C por 5 min,
seguida de centrifugacdo a 5.000 g por 3 min. A glicose formada,
presente no sobrenadante, foi determinada utilizando kit enzimatico
comercial seguindo as instrucdes do fabricante (Glicose PAP Ligform,
Labtest, Lagoa Santa-MG, Brasil). Todas as determinacGes foram
realizadas em triplicata e utilizando controles negativos com células
fervidas (100 °C durante 5 min) em duplicata. A atividade especifica da
invertase foi expressa em nmoles de glicose liberada por minuto por mg
de células (massa seca).

2.9 Avaliacao do Nivel de Oxidagéo Intracelular

O nivel intracelular de ROS (reactive oxygen species — ROS)
induzido nas células durante o estresse foi medido usando o composto
diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF-DA) (Molecular Probes,
Eugene, OR). Este composto é aprisionado no interior das células, e
apos a clivagem do diacetato por uma esterase intracelular, é oxidada
por  espécies  radicais, principalmente  H,O0, (ROYALL,;
ISCHIROPOULOS, 1993).

Os testes foram realizados de acordo com linoya et al. (2009),
Nishimura et al. (2010) e Sasano et al. (2012). Foram utilizadas células
em fase exponencial de crescimento obtidas a partir do crescimento das
células em tubos de ensaio, contendo 3 mL de meio liquido YP
contendo 2% de glicose. Ap6s essa etapa, as células foram
ressuspendidas a uma DOszgym = 1,0 utilizando tampdo PBS (Phosphate
Buffered Saline - Tampéo fosfato salino) 50 mM (pH 7,4) contendo
DCF-DA 10 mM e incubadas a 28 °C por 30 min, no escuro. Entdo
foram submetidas aos testes de estresse, onde as células foram
incubadas a 28 °C por 1 hora em H,0, (3 mM); por 4 horas em NaCl
(0,7 M); 4 horas de incubacdo a 40 °C; ou 6 horas na presenca de etanol
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20% (VIV). Apbés o tratamento, as células foram lavadas e
ressuspendidas em 1 mL de &gua destilada (em triplicata) e rompidas
com bolas de vidro sob forte agitacdo com auxilio de vortex por 5
minutos. A seguir o extrato celular (50 pL) foi misturado com 150 pL
de 4gua destilada estéril, e determinada a fluorescéncia com
comprimento de onda de excitagdo em 504 nandmetros (Aex = 504nm) e
fluorescéncia com comprimento de onda de emissdo em 524 nanémetros
(Aem = 524nm) usando espectrofotdmetro de fluorescéncia TECAN
Infinite® M200 Pro (Tecan Group Ltd, Grédig, Salzburg, Austria). A
intensidade de fluorescéncia de cada linhagem antes da exposi¢do ao
estresse oxidativo (0 minuto) foi relativamente considerado 100%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencdo de Linhagens Recombinantes de S. cerevisiae por
Engenharia Genbmica

No andamento das Ultimas pesquisas acerca de engenharia
gendmica, cresce a importancia na utilizacdo de dados obtidos a partir
da andlise ampla do genoma (genome-wide) por se mostrar eficaz para a
selecdo de genes candidatos na construcdo de micro-organismos que
apresentem maior tolerdancia ao etanol (TEIXEIRA, 2009;
BABRZADEH et al., 2012; SWINNEN et al., 2012). No caso da
producdo industrial de etanol combustivel, sua acumulacdo resulta na
diminuicdo do crescimento das células, do consumo de substrato, e
consequentemente perda da produtividade de etanol. Em trabalhos
anteriores, a analise ampla do genoma tinha sido empregada para a
selecdo de genes candidatos para a construcdo de micro-organismos
mais tolerantes ao etanol. Hirasawa et al. (2007) com analise de
microarrays de DNA, relataram que 0 aumento da expressdo de genes
relacionados a biossintese de triptofano confere maior tolerancia ao
estresse de etanol para as células de levedura, comprovando em seus
resultados que, de fato, linhagens de laboratério com sobre-expressédo de
genes da biossintese de triptofano apresentaram tolerancia a 5% de
etanol. Assim como em trabalho de Yoshikawa et al. (2009), que
guantificaram o comportamento de crescimento de linhagens com
delecdo Unica no gene sob estresse de etanol, e constataram que as
linhagens com delecdo nos genes classificados na categoria de
“metabolismo de triptofano” foram sensiveis a 8% de etanol. Portanto,
comprovando a importancia do gene TRP1 na tolerancia da célula de
levedura ao etanol. O gene MSN2 codifica para um fator de transcrigéo,
gue em condi¢Bes normais essa proteina Msn2 permanece no citosol. O
proposito da intervencdo na expressao desse gene se baseia no interesse
de que a forma intranuclear do fator de transcricdo (forma
hiperfosforilada) seja mais expressa, provocando assim um fendtipo de
resposta ao estresse de forma constitutiva. A intencdo seria, que as
linhagens apresentassem alta expressdo desse fator de transcricdo dentro
do ndcleo da célula em resposta ao estresse, ndo precisando sair ao
citosol para receber o estimulo que desencadeasse a resposta ao fator
estressante (HONG et al., 2010).

Neste trabalho os genes TRP1 e MSN2 foram modificados em
suas regides promotoras no genoma das linhagens padrédo de laboratorio
(CEN.PK2-1C) e industrial (CAT-1), através da técnica de engenharia
gendmica com o intuito de incrementar a tolerancia ao etanol.
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3.1.1 Obtencéo de linhagens recombinantes no gene TRP1

Primeiramente, a levedura de laboratério (CEN.PK2-1C) precisou
ter o seu gene TRP1 restaurado, uma vez que essa levedura possui um
alelo mutante (trp1-289) no seu genoma. Para isso, foi amplificado o
gene TRP1 funcional da levedura de laboratdrio haploide S288C (Tabela
1) e foi substituido o gene completo por recombinacdo homéloga,
crescendo em meio sintético SC'™®, originando a linhagem ABH-4
(Figura 9). A seguir, fragmentos lineares de DNA, chamados “médulos
de sobre-expressdo”, foram confeccionados por PCR utilizando uma
linhagem de laboratério BSY21-34B3 como DNA molde, com o intuito
de expressar o0 gene TRP1 constitutivamente. A linhagem de laboratério
BSY21-34B3 possui em seu genoma o0 gene iSUC2 (invertase
intracelular) controlado pelo promotor forte e constitutivo ADH1 e um
gene que confere resisténcia a geneticina, KanMX (Tabela 1).

Para a obtencdo de linhagens com o gene TRP1 sobre-expresso,
inicialmente foi necessario realizar a transformacdo da levedura de
laboratério ABH-4, através de recombinacdo homologa utilizando um
modulo de sobre-expressdao amplificado pelos iniciadores TRP1-
LPKanr-F1 e TRP1-ADHI1-LPKanr-R4 (Tabela 2), esses modulos
apresentavam aproximadamente ~2.400 pb de comprimento, ¢ nas
extremidades, sequéncias homdlogas as regifes cromossdmicas a
montante (40 pb) e no inicio (40 pb) do gene TRP1. As células da
linhagem ABH-4 foram transformadas a partir da amplificacdo desses
modulos de sobre-expressao, e em seguida inoculadas na superficie de
placas de Petri contendo meio de cultura suplementado com geneticina.
Por recombinacdo homéloga, houve a integracdo dos mddulos de sobre-
expressao no genoma de algumas células, permitindo o desenvolvimento
de colbnias resistentes ao antibiotico. Os DNAs gendmicos, das coldnias
gue se desenvolveram na superficie da placa de Petri, foram extraidos e
analisados por PCR, para verificar a presenca ou a auséncia dos
mabdulos genéticos imediatamente anteriores ao gene TRP1 nas
linhagens. O DNA gendmico da linhagem recombinante foi submetido a
PCR com os iniciadores de verificacdo VR-TRP1-F3 (que hibridiza
numa regido cromossémica a montante do modulo de sobre-expresséo) e
RT-TRP1-R2 (que hibridiza a jusante do gene TRP1), e observou-se
amplificacdo de um fragmento com 1.346 pb de comprimento indicando
a presenca do gene TRP1, e a amplificacdo de um fragmento de 3.660
pb, indicando que o mobdulo de sobre-expressdo foi inserido
corretamente no genoma das leveduras recombinantes (Figura 9). As



células recombinantes foram isoladas para analises posteriores, e
denominadas ABH-4.2 (PADHJ_::TRP].).

Figura 9 - Confirmagao por PCR da inser¢do do mddulo de sobre-expressdo na
regido anterior ao gene TRP1 no genoma de linhagens de S. cerevisiae.
Utilizando dois pares de iniciadores (VR-TRP1-F3 e RT-TRP1-R2), os
tamanhos dos fragmentos obtidos por PCR indicam a presenca da construcdo
desejada: 1.346 pb nas linhagens TRP1 (ABH-4 e CAT-1), e/ou 3.660 pb nas

linhagens Ppni:: TRP1 (ABH-4.2. e NAB-1)

VR-TRP1-F3
VR-TRP1-F3 RT-TRP1-R2

—->
F— LoxP LoxP Paons __

RT-TRP1-R2

V-Kanr-F

Marcador

Fonte: Bicker (2014)

Posteriormente foi utilizada a mesma estratégia de engenharia
gendmica para transformar a levedura industrial CAT-1, porém, foi
utilizado o DNA molde da prdpria linhagem ABH-4.2, obtendo-se a
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linhagem industrial recombinante NAB-1 (Papn1::TRP1 / TRP1). Como
pode ser observado na Figura 9, a analise por PCR com os iniciadores
VR-TRP1-F3 e RT-TRP1-R2 da linhagem NAB-1 revelou a presenca de
dois produtos com tamanhos de 1.346 e 3.660 pb, indicando que apenas
um gene no genoma dipléide da linhagem NAB-1 foi modificado. Em
uma outra abordagem, a insercdo do modulo de sobre-expressdo foi
confirmada por PCR utilizando os iniciadores TRP1-R e V.kanr-F (que
hibridiza no meio do gene KanMX presente no mddulo, vide Tabela 2),
sendo que nesse caso foi obtido um produto de PCR com 2.020 pb
apenas nas linhagens Papn1:: TRP1 (linhagens ABH-4.2 e NAB-1), e ndo
foi obtida nenhuma amplificacdo nas linhagens ABH-4 ou CAT-1
(dados ndo mostrados). A analise da expressdo do gene TRP1 nas
linhagens parental e recombinantes, por PCR quantitativo em tempo real
(QRT-PCR), confirmou que nas linhagens ABH-4.2 e NAB-1
(Paph1::TRP1) a expressdo do gene é aproximadamente 20 vezes maior
do que o observado nas linhagens parentais ABH-4 e CAT-1 (Figura
10), confirmando o sucesso na estratégia desenvolvida.

Figura 10 - Andlise da expressdo do gene TRP1 por qRT-PCR. O RNA total de
cada linhagem foi preparado de amostras coletadas as 5 horas de fermentacéo
em batelada simples de 200 g/L de sacarose, submetido a transcri¢do reversa
para obtencdo do DNAC, e a andlise da expressdo génica determinado por qRT-
PCR. Os limites (thresholds) de cada ciclo para cada gene foram normalizados
com o gene ACTL1. A expressao relativa de cada linhagem representa a diferenca
na abundancia dos transcritos, e as barras de erro representam os desvios padréo
de duas determinacdes.

25

n
o

1
H

[N
[
1

Nivel Relativo de Expressiao
IS
1

0 — : ‘

T
ABH-4 ABH-4.2 CAT-1 NAB-1

Fonte: Blicker (2014)
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3.1.2 Obtencéo de linhagens recombinantes no gene MSN2

Uma estratégia semelhante & usada com o gene TRP1 foi
empregada para sobre-expressar o gene MSN2 nas leveduras, utilizando
0s iniciadores MD.MSN2-F2 e MD.MSN2-R2 (Tabela 2). Os DNAs
gendmicos das colbnias que cresceram em geneticina foram extraidos e
analisados por PCR, para verificar a presenca dos médulos genéticos
Papr1::MSN2 substituindo o promotor natural do gene MSN2 (Figura
11).

Figura 11 - Confirmagdo por PCR da inser¢do do médulo de sobre-expressao
na regido anterior ao gene MSN2 no genoma de linhagens de S. cerevisiae. Os
tamanhos dos fragmentos obtidos indicam a presenga da construcdo desejada.
Foram utilizados os seguintes pares de iniciadores: VR-MSN2-F8 e RT.MSN2-
R6 — 456 pb; V-Kanr-F e RT.MSN2-R6 — 2283 pb (ANY-2; ANT-5) e 2139 pb
(ATT-6).

V-Kanr-F

Marcador

VR-MSN2-F8

RT-MSN2-R6

CEN.PK2-1C

Fonte: Bicker (2014)
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Quando foram utilizado os iniciadores de verificacdo VR-MSN2-
F8 (que hibridiza na regido cromossémica no inicio do gene MSN2), V-
Kanr-F (que hibridiza numa regido no meio do gene KanMX no médulo
de sobre-expressdo) e RT.MSN2-R6 (que hibridiza no meio do gene
MSN2), observou-se amplificagdo de um fragmento com 456 pb
indicando que as linhagens apresentam o gene MSN2 (Figura 11), e a
amplificacdo de um fragmento de 2.283 pb (Figura 13) nas linhagens
ANY-2 (derivada da CEN.PK2-1C, vide Tabela 1) e ANT-5 (derivada
da linhagem industrial CAT-1, vide Tabela 1), indicando que o médulo
de sobre-expresséo esta inserido a frente do gene MSN2 (Figura 11).

Apesar de provavelmente apenas um gene no genoma dipléide da
linhagem ANT-5 ter sido modificada, claramente o gene MSN2 se
apresenta sobre-expresso (Figura 12). A analise da expressdo do gene
MSN2 por gRT-PCR na linhagem ANT-5 (Papn1::MSN2) esta ilustrada
na Figura 12, confirmando que a expressao do gene é aproximadamente
7 vezes maior do que o observado na linhagem parental CAT-1 (Figura
12) obtendo sucesso com a estratégia proposta.

Figura 12 - Anélise da expresséo do gene MSN2 por qRT-PCR. O RNA total de
cada linhagem foi preparado de amostras coletadas as 3 horas de fermentacéo
em batelada simples de 200 g/L de sacarose, submetido a transcri¢do reversa
para obtencdo do DNAC, e a andlise da expressdo génica determinado por gRT-
PCR. Os limites (thresholds) de cada ciclo para cada gene foram normalizados
com o gene ACTL. A expressao relativa de cada linhagem representa a diferenca
na abundancia dos transcritos, e as barras de erro representam os desvios padréo
de duas determinacdes.
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Na linhagem industrial CAT-1 foi introduzido um maédulo para
sobre-expressar 0 gene MSN2-Truncado (Papn1::MSN2-T), utilizando os
iniciadores MD.MSN2-F2 e MD.MSN2T-R7 (que hibridiza a partir de
145 pb apoés o inicio de gene MSN2, Tabela 2). A presenca do médulo
genético, inserido imediatamente apds o aminoacido nimero 48 do gene
MSN2, na linhagem recombinante foi confirmada por PCR com os
iniciadores de verificacdo utilizados acima (VR-MSN2-F8, V-Kanr-F e
RT.MSN2-R6, vide Tabela 2). Observou-se a amplificacdo de um
fragmento com 456 pb de comprimento (Figura 11), indicando que a
linhagem apresentava o gene MSN2, e um fragmento de 2.139 pb,
indicando que o mddulo de sobre-expressdo esta inserido no inicio do
gene MSN2 da levedura recombinante ATT-6, causando a dele¢do dos
primeiros 48 aminoacidos do dominio de ativacdo de transcricdo (regido
TAD) do fator de transcricdo codificado pelo gene MSN2.

A andlise da expressao do gene MSN2 por gRT-PCR na linhagem
ATT-6 (Papn1::MSN2-T) esta ilustrada na Figura 12, confirmando que a
expressdao do gene é aproximadamente 8 vezes maior do que o
observado na linhagem parental CAT-1 (Figura 12) obtendo, portanto,
sucesso com a estratégia proposta.

3.2 Anadlise da Tolerancia ao Etanol pelas Linhagens Recombinantes

Para investigar o impacto da sobre-expressdao do gene TRP1 na
tolerdncia ao etanol nas linhagens de laboratério de S. cerevisiae
recombinantes, as linhagens ABH-4 e ABH-4.2 foram cultivadas em
meio liquido YP contendo 2% de sacarose com diferentes concentragdes
de etanol em leitor de microplacas de 96 pocos, e a DOs7q determinado a
cada 15 minutos. A densidade de células na inoculacdo foi ajustada para
cerca de 10° células/mL, porque o tamanho do indculo afeta a duracéo
da fase lag de crescimento das células de levedura, como descrito por
Walker-Caprioglio et al. (1985). A analise do crescimento das células da
linhagem de laboratério ABH-4 em meio liquido YP contendo 2% de
sacarose, adicionado de diferentes concentrac@es de etanol (Figura 13) é
apresentado que na presenca de 8% (V/V) de etanol afeta a velocidade
de ambas as fases lag e exponencial de crescimento, enquanto que 10%
de etanol aboliu completamente o crescimento da linhagem ABH-4. A
linhagem recombinante ABH-4.2 (Papn1::TRP1) cresceu melhor do que
a linhagem parental, em todos os meios testados, inclusive na presenca
de 10% de etanol (Figura 13). Esses resultados foram consistentes com
os obtidos por Hirasawa et al. (2007), indicando que a sobre-expresséo
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do gene TRP1 envolvido na biossintese do triptofano pode aumentar a
tolerancia ao etanol em linhagens de laboratério de S. cerevisiae.

Figura 13 - Tolerancia ao estresse de etanol em linhagens de laboratério e
industrial com sobre-expressao do gene TRP1 em condi¢Bes microaerébias. O
crescimento foi medido em meio liquido YP contendo 2% de sacarose, com as
concentragdes indicadas de etanol (%, V/V) em um leitor de microplacas
TECAN. A. Crescimento da linhagem de laboratério ABH-4 (TRP1) e a
recombinante ABH-4.2 (Papni::TRP1). B. Crescimento da linhagem industrial
CAT-1 (TRP1/TRP1) e a recombinante NAB-1 (Papn1::TRP1/ TRP1).
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Fonte: Bucker (2014)

A Figura 13 mostra também que a linhagem industrial CAT-1 é
mais tolerante ao etanol do que as linhagens de laboratdrio, pois é
possivel observar crescimento mesmo na presenca de até 14% de etanol,
enquanto a linhagem de laboratério ndo apresentou crescimento em 10%
de etanol. Da mesma forma, a sobre-expressdo do gene TRP1 na
linhagem industrial apresentou maior crescimento na auséncia de etanol.
Carrasco et al. (2001) em condicbes experimentais diferentes
encontraram apenas uma linhagem industrial da producdo de vinho
capaz de crescer em 15% de etanol apds 5 dias de incubacdo. Varios
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estudos demonstraram a relacdo entre a biossintese de aminoécidos e
tolerancia ao estresse de etanol em células de leveduras (TAKAGI et al.,
2005; HIRASAWA et al., 2007; LI et al., 2010). A biossintese de
aminoacidos é uma atividade de elevado custo de energia para as células
de leveduras, especialmente metionina e os aminoécidos aromaticos,
como o triptofano.

Como mencionado anteriormente na Figura 13, o desempenho de
crescimento durante os cultivos com estresse por etanol (10%) revelou
uma tolerancia natural maior para a linhagem recombinante industrial
NAB-1 (Papn1::TRP1/ TRP1), do que da linhagem de laboratério ABH-
4.2, também sobre-expressando o gene TRP1. Uma parte desses
resultados pode ser explicada pela diferenca de background entre essas
leveduras (vide Tabela 1). As linhagens de laboratério possuem alguma
auxotrofia e as linhagens industriais possuem adaptacdes tanto fisicas ao
meio ambiente das dornas de fermentacdo, quanto um ambiente
competitivo pela captura de fontes de nutrientes contra outras espécies
oportunistas presentes no fermentador. Além disso, linhagens dipléides
e hapléides frequentemente apresentam tolerancia diferente para uma
variedade de fatores de estresse, mesmo apresentando um mesmo
background (KATOU et al., 2008). A maioria dos trabalhos sobre
tolerancia ao etanol, geralmente utilizam linhagens de laboratério para
experimentos com concentra¢fes baixas ou moderadamente altas de
etanol (5-12%). Quanto as linhagens industriais, os resultados tém se
mostrado contraditérios, com alguns artigos mostrando menor
resisténcia a esse estresse quando comparados a linhagens de laboratério
(ALBERS; LARSSON, 2009; BRAVIM et al., 2010), enquanto que
outros trabalhos tém mostrado que algumas linhagens industriais podem
ser claramente mais tolerantes (BADOTTI et al. 2010), provavelmente
refletindo a natureza poligénica da resisténcia ao etanol pelas leveduras.
Um estudo recente em grande escala analisando a tolerancia ao estresse
de etanol de diversas linhagens de levedura (laboratério e industrial),
revelou que muitas das linhagens industriais brasileiras, utilizadas na
producdo de etanol combustivel, sdo realmente mais resistentes e
capazes de crescer em altas concentragcbes (15-17%) de etanol
(SWINNEN et al., 2012; PAIS et al., 2013).

A Figura 14 mostra os resultados dos crescimentos obtidos com
as linhagens industriais sobre-expressando o gene MSN2 e sua forma
truncada. Ambas as linhagens recombinantes ANT-5 (Papn1::MSN2 /
MSN2) e ATT-6 (Papn1::MSN2-T / MSNZ2), apresentaram maior
toleréncia ao etanol (16%), enquanto a linhagem CAT-1 (controle) ndo
apresentou crescimento celular nessa condicdo. Esses resultados
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corroboram com os obtidos por Hong et al. (2010), indicando que a
sobre-expressdo do gene MSN2 truncado pode aumentar a tolerancia ao
etanol em uma linhagem industrial de S. cerevisiae. Por outro lado, as
linhagens recombinantes no gene MSN2 apresentaram um desempenho
inferior a linhagem parental quanto ao crescimento celular na condigéo
controle em meio liquido YP contendo 2% de sacarose.

Figura 14 - Toleréncia ao estresse de etanol nas linhagens industriais com
sobre-expressdo do gene MSN2 ou MSN2-T. Crescimento em meio liquido YP
contendo 2% de sacarose das linhagens CAT-1 (MSN2 / MSN2); ANT-5
(PapH1::MSN2 / MSN2) e ATT-6 (Papn1::MSN2-T / MSN2) com as
concentragdes indicadas de etanol (%, V/V), realizado em um leitor de
microplacas TECAN.
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Fonte: Biicker (2014)

3.3 Determinacgdo da Resisténcia a Diferentes CondicGes de Estresse
pelas Linhagens Modificadas no Gene MSN2

Considerando que o gene MSN2 regula a expressdo de diversos
outros genes envolvidos na resposta geral ao estresse (MARTINEZ-
PASTOR et al.,, 1996; MAYORDOMO et al., 2002), avaliamos a
toleréncia da linhagem industrial CAT-1 e das recombinantes ANT-5 e
ATT-6 a varias condicOes de estresse (IVORRA et al., 1999; DELLA-
BIANCA; GOMBERT, 2013). Diluigdes seriadas de cada linhagem
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio sélido YP e 2% de
glicose (considerado o controle normal de crescimento), ou este mesmo
meio contendo 30% de glicose ou suplementado com diversas
concentracGes de NaCl, H,O, ou etanol, ou ainda alta temperatura (40
°C). O crescimento foi acompanhado por 6 dias, e registrado
diariamente. A Figura 15 mostra que as 3 linhagens industriais sdo
tolerantes a temperatura de 40 °C, j& que o crescimento registrado ap6s
48 horas é idéntico ao das linhagens crescidas na temperatura controle
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(28 °C). Della-Bianca e Gombert (2013) reportaram recentemente,
utilizando uma metodologia semelhante a empregada neste trabalho, que
varias das linhagens industriais brasileiras (p.ex. CAT-1, BG-1 e JP1) se
caracterizam por serem termotolerantes, enquanto que as linhagens de
laboratério (p.ex. S288C e CEN.PK113-7D), ou ainda uma linhagem
industrial (PE-2), mostraram-se sensiveis a temperatura de 40 °C. As
trés linhagens industriais também se mostraram igualmente resistentes
ao estresse osmotico provocado pela alta concentracdo de aglcar no
meio (30% de glicose), em concordancia com os estudos realizados por
outros pesquisadores utilizando tanto linhagens industriais quanto de
laboratério (BELLOCH et al., 2008; ALBERS; LARSSON, 2009;
JIMENEZ-MARTI et al., 2011). E importante salientar que 20% de
aculcar no meio de cultura ja é uma concentracdo que desencadeia uma
resposta de estresse em S. cerevisiae (GOMAR-ALBA et al., 2012). No
entanto, a sobre-expressdo do gene MSN2, ou da sua versdo truncada
(MSN2-T), ndo incrementou a tolerancia das linhagens as altas
concentracdes de aclcar (Figura 15).

Em relacéo & tolerancia ao estresse salino provocado por elevadas
concentracdes (0,5 e 0,7 M) de NaCl, os resultados mostrados na Figura
15 indicam que a sobre-expressdo do gene MSN2 (linhagem ANT-5)
permitiu um maior crescimento das células, enquanto que a linhagem
gue sobre-expressa 0 gene MSN2 truncado (linhagem ATT-6) foi
igualmente afetada pelo estresse salino quanto a linhagem parental
CAT-1. De qualquer forma, os resultados corroboram os resultados
reportados por Gasch et al. (2000) e Berry e Gasch (2008), que
mostraram que o gene MSN2 é induzido durante o estresse salino
provocado pelo NaCl, indicando que este fator de transcricdo estaria
envolvido na resposta a esse tipo de estresse.

A Figura 15 mostra ainda que quando o crescimento foi avaliado
em placas contendo 16% de etanol, apds 4 dias, é possivel verificar um
menor crescimento das linhagens recombinantes em relagdo ao controle,
sendo que a linhagem ANT-5 (que sobre-expressa 0 MSN2) foi mais
afetada por essa concentracdo de etanol do que a linhagem referéncia
CAT-1, ou a linhagem que sobre-expressa a forma truncada do gene
MSN2 (linhagem ATT-6). Os resultados com a linhagem ANT-5
confirmam os dados reportados por Sasano et al. (2012) que indicam
que a sobre-expressdo do gene MSN2 aumenta a sensibilidade das
células a altas concentracbes de etanol. Cabe salientar que essa
concentracao de etanol (16%) inibiu o crescimento da linhagem parental
CAT-1 em condicBes microaerobias (vide Figuras 13 e 14), enquanto
que na Figura 15 as células foram incubadas em placas e portanto o
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crescimento pode ser considerado aer6hio. Portanto, esses resultados
sugerem que o estresse provocado pelo etanol afeta as células de forma
diferente dependendo se h& ou ndo disponibilidade de oxigénio. Por
outro lado, uma concentragdo maior de etanol (20%) praticamente inibiu
completamente o crescimento da linhagem CAT-1 (Figura 15), enquanto
que algumas col6nias sdo visiveis para a linhagem ANT-5, mas
principalmente com a linhagem que sobre-expressa o gene MSN2
truncado (linhagem ATT-6).

Figura 15 — Analise da tolerancia a diversos estreses pelas linhagens industriais
com sobre-expressdo do gene MSN2 ou MSN2-T. As células obtidas em
crescimento exponencial em meio liquido YP contendo 2% de glicose foram
transferidas para placas com meio s6lido YP contendo 2% de glicose com
diferentes condigdes de estresse, como indicado. A condigdo controle (A) é livre
de estresse e incubada a 28 °C. As linhas representam diferentes linhagens e as
colunas representam diluicdes seriadas. As imagens foram registradas ap6s o
numero de dias descrito para cada placa.

A - YP-2% Glicose (Controle) B-40°C C-NaCl 05M D-NaCl 0,7M
2 dias 2 dias

E-YP-30% Glicose
2 dias

G—-20% Etanol H-3mMH,0,
6 dias 2 dias

Fonte: Blicker (2014)

Finalmente, outra condicdo avaliada foi o estresse oxidativo
provocado pelo peréxido de hidrogénio. Os resultados indicam que as
leveduras industriais s&o igualmente resistentes & concentragdo de 2 mM
de H,O, (crescimento semelhante & condicdo controle, dados néo
mostrados), mas no meio contendo 3 mM de H,O, (Figura 15) a
linhagem ANT-5 (que sobre-expressa MSN2) teve menor crescimento
que a linhagem parental, enquanto que a linhagem que sobre-expressa a
versdo truncada do gene MSN2 (linhagem ATT-6) foi mais resistente a
este tipo de estresse. Embora Sasano et al. (2012) tenham relatado que
as linhagens de laboratério contendo plasmideos que sobre-expressam o
gene MSN2 foram mais resistentes a 2 mM de H,0,, como as leveduras
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industriais analisadas ja sdo resistentes a essa concentracdo de peréxido
de hidrogénio, os resultados indicam que a sobre-expressdo do gene
MSN2 em leveduras industriais ndo necessariamente melhora a
tolerancia ao estresse oxidativo, mas isto precisa ser melhor avaliado ja
gue a linhagem ATT-6 que sobre-expressa a versao truncada do gene
MSN2 mostrou-se mais tolerante a este tipo de estresse.

Em resumo, é possivel afirmar que nenhuma das linhagens
industriais recombinantes para 0 gene MSN2 investigadas é a mais
tolerante & todas as condicfes de estresse testadas neste trabalho. Isto
provavelmente é relacionado ao fato de que a linhagem CAT-1 foi
selecionada e isolada de usinas de cana-de-aglcar, ou seja, ja se
encontram bem adaptadas as condi¢cOes de estresse do processo
industrial.

Apesar da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ser
geralmente associada com a respiragdo celular, hd evidéncias de que
ROS podem ser formados mesmo durante o metabolismo fermentativo
(LANDOLFO et al., 2008), o que significa que o estresse oxidativo
pode também ocorrer durante a producdo de etanol combustivel
industrial. Inclusive, é sugerido (COSTA et al., 1997; DU; TAKAGI,
2007; 1INOYA et al., 2009) que concentracOes estressantes de etanol
apresentam toxicidade as células através da geragdo intracelular de
ROS. Desta forma, avaliamos os niveis de espécies reativas de oxigénio
nas linhagens recombinantes para o0 gene MSN2 durante a exposicdo as
diferentes condiges de estresse. Como pode ser observado na Figura
16, todas as condicBes de estresse testadas (exposicdo a 20% etanol,
H,0, 3 mM, NaCl 0,7 M ou temperatura de 40 °C) elevaram os niveis
de oxidacdo intracelular nas células.

Condizente com os resultados apresentados na Figura 15, a
exposicdo das linhagens a 20% etanol foi o estresse que mais
incrementou os niveis de ROS nas células (Figura 16), sendo que as
linhagens recombinantes de S. cerevisiae sobre-expressando MSN2
mostraram uma diminuicdo (=25%) no nivel de fluorescéncia relativa
apos este estresse (quando comparado a fluorescéncia relativa da
linhagem CAT-1), enquanto que a linhagem ATT-6 (que sobre-expressa
a forma truncada do MSN2) apresentou uma diminuigdo de =~39% no
nivel de ROS detectado por fluorescéncia (Figura 16), e foi a Unica
linhagem a apresentar algum crescimento nessa condi¢do de estresse
(vide Figura 15). Esses resultados sugerem que concentragdes
estressantes de etanol provocam toxicidade através da geracdo
intracelular de ROS, em adicdo a dano deletério na membrana celular e
em proteinas celulares.



74

Figura 16 — Nivel de oxidagdo intracelular nas linhagens de S. cerevisiae. A
intensidade da fluorescéncia do DCF-DA foi determinada por
espectrofotometria nas linhagens CAT-1 e nas recombinantes ANT-5 e ATT-6
apos o estresse provocado pela exposicéo por 6 horas na presenga de 20% (V/V)
etanol, 1 hora em H,0, 3,0 mM, 4 horas na presenc¢a de NaCl 0,7 M, ou ainda 4
horas de incubagéo a 40 °C. A intensidade de fluorescéncia de cada linhagem
antes da exposicdo ao estresse (controle) foi considerando 100%. Os resultados
indicam a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Fonte: Biicker (2014)

Apo6s incubacdo por 1 hora na presenca de H,O, 3,0 mM, foi
possivel também verificar uma correlacdo entre os resultados obtidos
avaliando o crescimento de diluigdes seriadas em placas nessa condicéo
de estresse (Figura 15), com os resultados obtidos para avaliar o nivel
intracelular de ROS, uma vez que a linhagem mais sensivel ao peréxido
de hidrogénio (linhagem ANT-5, que sobre-expressa o gene MSN2) é a
gue possui 0s maiores niveis de ROS nessa condicdo de estresse
oxidativo. No entanto, a linhagem mais resistente (ATT-6, que sobre-
expressa a forma truncada do MSN2, vide Figura 15) apresentou 0s
mesmos niveis de ROS detectado por fluorescéncia do que a linhagem
parental CAT-1 (Figura 16). E importante salientar que a resposta
especifica ao estresse oxidativo é controlada também por outros 2
fatores de transcricdo codificados pelos genes YAP1 e SKN7, embora o
envolvimento do fator de transcricdo MSN2 seja evidente, uma vez que
uma linhagem duplo mutante msn24msn4A apresenta hipersensibilidade
ao H,O, (HASAN et al., 2002). Apo6s o estresse salino provocado pela
exposicdo a 0,7 M de NaCl por 4 horas (Figura 16) podemos perceber
que a linhagem ANT-5 (Papn1::MSN2) apresentou 0s menores niveis de
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ROS intracelulares e foi a linhagem que melhor cresceu nessa condigédo
de estresse (Figura 15). Embora a linhagem industrial CAT-1 seja téo
sensivel ao estresse salino quanto a linhagem ATT-6 (Papn1::MSN2-T),
indicando menor geragdo de ROS intracelulares durante o estresse salino
(Figura 16). Apesar de Sadeh et al. (2012) terem demonstrado que o
gene MSN2 truncado promove a expressdo da HSP12 e de uma das
subunidades do complexo de sintese de trealose (codificada pelo gene
TPS2) durante o estresse provocado por NaCl 0,5 M, é importante
salientar que as respostas ao estresse salino envolvem outras vias
regulatérias como a via de sinalizacdo de céalcio pela calcineurina, ou a
via de sinalizacdo HOG, regulando a expressdo da ATPase de
membrana (codificada pelo gene ENAL) responsavel pela extrusdo do
sodio da célula (POSAS et al. 2000). Finalmente, durante o estresse
provocado por altas temperaturas (40 °C durante 4 horas) os niveis de
ROS intracelulares claramente aumentaram, quando comparado a
condicdo controle (Figura 16), embora ndo haja diferenca entre as trés
linhagens analisadas. Este resultado é condizente com o apresentado na
Figura 15, uma vez que as trés linhagens cresceram igualmente nessa
condicao de estresse.
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3.4 Andlise da Performance Fermentativa das Linhagens
Recombinantes

3.4.1 FermentacOes em Batelada Simples

A seguir foi investigado se a melhora no crescimento celular em
altas concentracdes de etanol poderia levar a produtividades mais
elevadas de etanol durante a fermentagdo pelas linhagens de S.
cerevisiae. Inicialmente foram avaliadas as linhagens de laborat6rio em
um sistema de fermentacdo em batelada com meio YP contendo altas
concentracBes de sacarose (200 g/L), na auséncia e na presenca de
etanol (5%, 8% ou 10%).

Na Figura 17 podemos visualizar as fermentagcGes com ambas as
linhagens de laboratorio apresentando o mesmo perfil cinético de
hidrélise e consumo de sacarose, produzindo quantidades de glicose e
frutose no meio, que foram subsequentemente consumidas pelas
leveduras, permitindo uma producdo de ~92 g/L de etanol. Na presenca
de 5% de etanol ao inicio da fermentacdo, foi observado uma clara
reducdo da cinética de hidrélise de sacarose, em especial para a
linhagem referéncia ABH-4 (TRP1). Apesar dessa linhagem hidrolisar
sacarose mais lentamente na presenca de etanol adicionado no inicio da
fermentacdo, a glicose e especialmente a frutose liberada para o meio
também foram consumidos mais lentamente (no caso da frutose, ainda
restavam ~18 g/L no meio, mesmo apds 24 horas de fermentacdo) e,
consequentemente, menos etanol foi produzido, atingindo um maximo
de 127 g/L (Figura 17). Por outro lado, a linhagem sobre-expressando
TRP1 (ABH-4.2) consumiu 0s agUcares monossacarideos mais
eficientemente e com isso, produziu mais etanol (133 g/L) em
comparacao com a linhagem controle (Tabela 3).



Figura 17 — Fermentagdo em batelada de 200 g/L de sacarose com as linhagens
de laboratério. As cinéticas de consumo de agUlcares e producao de etanol pelas
linhagens ABH-4 (simbolos pretos) e ABH-4.2 (simbolos brancos) foram
determinadas em meio rico YP contendo altas concentragdes de sacarose na
auséncia ou presenga de 5%, 8% ou 10% de etanol adicionado no inicio das
fermentacGes.
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No caso das linhagens industriais, as fermentacGes com elevadas
concentraces de sacarose (200 g/L), foi observada uma performance
fermentativa semelhante na producdo de etanol, bem como nenhuma
diferenca significativa no rendimento da fermentacéo (Tabela 3), sendo
que ambas as linhagens produziram ~ 95 g/L de etanol (Figura 18).

Tabela 3 - Rendimento e produtividade de etanol nas fermentac6es em batelada
de 200 g/L de sacarose pelas linhagens modificadas no gene TRP1.

Linhagens YE/S (getanollgsacarose) Petanol (g / L/ h )
+5% +10% + 5% +10%
Controle Controle
EtOH EtOH EtOH EtOH
ABH-4 0,46 0,41 0,44 9,40 4,48 2,00
ABH-4.2 0,47 0,42 0,46 9,70 5,06 3,10
+14% +16% + 14% + 16%
Controle Controle
EtOH EtOH EtOH EtOH
CAT-1 0,47 0,40 0,37 17,46 3,12 2,80
NAB-1 0,47 0,43 0,40 16,35 4,24 3,89

Fonte: Blicker (2014)

Tendo em vista esses resultados, a atividade da enzima invertase
foi determinada durante as fermentagBes em batelada na auséncia de
estresse ao etanol. Apesar de ambas as linhagens de laboratério
apresentaram praticamente a mesma atividade de invertase no inicio da
fermentacdo até 3 horas, apds esse periodo a linhagem recombinante
ABH-4.2 produziu niveis mais elevados da enzima quando comparado
com a linhagem referéncia ABH-4 (

Figura 19-A). As cinéticas mais lentas de consumo de glicose, e
especialmente de frutose, em fermentacdo na presenca de etanol 10%
(Figura 17) sdo mais dificeis de explicar, mas estdo de acordo com
publicacdo recente mostrando que em alta concentragdo de etanol ha a
inibicdo da fermentagdo de monossacarideos (especialmente frutose) em
células de leveduras (ZINNAI et al., 2013). Em geral, a maior
velocidade de crescimento e produtividade de etanol da linhagem
recombinante de laborat6rio na presenca de etanol sugere que a sobre-
expressdo de TRP1 em ABH-4.2 conduziu a um aumento da tolerancia
ao estresse de etanol.
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Figura 18 - FermentacOes em Batelada em linhagens industriais CAT-1
(simbolos pretos) e NAB-1 (simbolos brancos), em meio rico YP contendo 200
g/L de sacarose na auséncia ou presenca de 14% ou 16% de etanol adicionado
no inicio das fermentagoes.
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Figura 19 - Atividade especifica de invertase nas linhagens de laboratério (A) e
industriais (B) durante a fermentacdo em Batelada de 200 g/L de sacarose.
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Fonte: Blicker (2014)

Em relacdo a atividade invertase durante a fermentacdo em
batelada pelas linhagens industriais, um comportamento oposto foi
observado (

Figura 19-B), quando comparados os resultados com as linhagens
de laboratério. A atividade de invertase na linhagem NAB-1 sobre-
expressando TRP1, ndo apresentou diferenga significativa quando
comparada com a linhagem controle CAT-1, embora o gene TRP1 ter
sido claramente sobre-expressado nessas condi¢cdes de fermentagdo
(Figura 10, Secdo 3.1.1). Esses resultados sugerem que as linhagens
industriais estdo claramente mais adaptadas ao estresse de etanol que as
linhagens de laboratério, e que a sobre-expressdo do gene TRP1 na
linhagem industrial teve um baixo efeito sobre o rendimento
fermentativo (Tabela 3), além de néo apresentar efeito sobre a expressao
do gene SUC2, codificante da enzima invertase, indispensavel na
hidrélise de sacarose.

No caso do consumo da sacarose, foi verificado que na auséncia e
na presenca de 5% de etanol, a hidrolise de sacarose foi mais eficiente
na linhagem ABH-4.2 (que sobre-expressa TRP1) do que a linhagem
parental ABH-4, bem como apresentando uma maior atividade
extracelular de invertase, como pode ser visto na

Figura 19-A. Esses resultados indicam que a linhagem ABH-4.2,
ao menos de uma forma indireta, seja por melhorar a viabilidade celular,
ou por um tipo de inducdo do gene SUC2, atinge uma maior producdo
e/ou apresenta uma maior atividade da enzima invertase. De acordo com
Gancedo (1992; 1998), o principal efeito da glicose sobre a expressdo
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do gene SUC2 ocorre ao nivel da transcricdo através da ligacdo de
proteinas reguladoras na regido do promotor do gene SUC2. Nessa
regido promotora, um complexo de proteinas que consiste em Migl,
Ssn6 e Tupl sdo ligados. Ssn6 e Tupl sdo responsaveis pela inibicdo
efetiva da transcricdo do gene SUC2, enquanto Migl é responsavel pela
ligagdo ao DNA e direciona o complexo de proteinas para 0s respectivos
promotores. Quando a concentragdo de glicose no meio estiver elevada,
poderia tornar o complexo Snfl inativo e Migl estaria desfosforilado.
Neste caso, Migl iria se ligar ao promotor do gene SUC2 e ser
reprimido pela glicose. Apos a glicose ser consumida pela fermentacao
ou a formacgdo de novas células, assim como uma concentragdo alta de
etanol, levaria a uma fosforilacdo de Migl e sua translocagdo para o
citoplasma. Nesse caso, Migl estaria inativo e o gene SUC2
desreprimido (GANCEDO, 1998).

Niveis mais altos da expressdo de genes envolvidos na
biossintese de triptofano leva a uma maior tolerancia ao etanol, da
mesma maneira que com a suplementacdo de triptofano também
aumento a tolerancia de etanol pela levedura (HIRASAWA et al., 2007).
A biossintese de tirosina, fenilalanina e triptofano procedem de uma via
metabdlica comum. A maioria dos genes dessa via S80
significativamente reprimidos na presenga de etanol, tal como TRP1-
TRP5, ARO2, ARO3, e ARO9 (LI et al., 2010). Com os resultados
obtidos nesse trabalho (Figura 18) é sugerido que a produtividade em
etanol da linhagem NAB-1 ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa por influéncia do estresse osmético causado pela alta
concentracdo de sacarose (200 g/L) e pela toxicidade de etanol no final
do processo, quando comparado com a linhagem parental (CAT-1).
Dinh et al. (2009) em seus resultados encontraram em uma categoria
funcional do metabolismo de aminoacidos, que muitos genes envolvidos
na biossintese desses aminoacidos foram regulados positivamente na
linhagem controle, mas ndo na linhagem tolerante ao etanol. No entanto,
os resultados desse trabalho sugerem que a sobre-expressdo do gene
TRP1, responsavel pela biossintese de triptofano, estd mais envolvida na
resposta ao estresse de etanol para o crescimento celular, mas ndo sendo
tdo importante para o processo fermentativo nessa condicdo de estresse.

Foram avaliados os perfis fermentativos das linhagens
recombinantes sobre-expressando o gene MSN2 (ANT-5), e sua forma
truncada MSN2-T (ATT-6) em condigOes de estresse ao etanol. Nas
fermentacdes em batelada com altas concentracdes de sacarose (200
g/L), as células foram expostas também a altas concentracdes de etanol
(12% e 16%) no inicio da fermentacdo, causando estresse ndo somente a
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concentracdo inicial de etanol adicionado, como também ao etanol
produzido durante a fermentagdo. Os resultados observados na Figura
20 mostram que ndo houve diferenca nos perfis fermentativos entre as
linhagens testadas na condigdo controle e aquelas com acréscimo de
16% de etanol no inicio da fermentacao.

Na condicdo de batelada com acréscimo de 12% de etanol no
inicio da fermentacdo, a linhagem recombinante ANT-5 sobre-
expressando o gene MSN2, apresentou uma visivel queda de rendimento
na hidrélise da sacarose em relagdo a linhagem controle. Por outro lado,
a linhagem ATT-6 (Papn1::MSN2-T) apresentou um melhor potencial de
hidrélise da sacarose em relacdo a linhagem controle. A produgdo de
etanol pela linhagem ATT-6 também mostrou uma maior produtividade
de etanol na fase inicial de fermentacdo (primeiras 5 horas), quando
comparado com a linhagem parental (Figura 20). Porém os rendimentos
finais de producéo de etanol foram semelhantes para todas as linhagens
(Tabela 4).

Tabela 4 - Rendimento e produtividade de etanol nas linhagens controle e
recombinantes no gene MSN2 em fermentagdes em Batelada de 200 g/L de
sacarose.

Linhagens YE/S ( Jetanol / gsacarose) Petanol ( g /L/h )
+12% + 16% +12% + 16%
Controle Controle
EtOH EtOH EtOH EtOH
CAT-1 0,47 0,43 0,33 17,77 5,70 2,50
ANT-5 0,47 0,44 0,32 17,11 4,37 1,68
ATT-6 0,47 0,46 0,35 17,96 5,78 2,86

Fonte: Biicker (2014)
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Figura 20 - Fermentagdes em Batelada em linhagens industriais CAT-1 (simbolos
pretos), ANT-5 (simbolos cinzas) e ATT-6 (simbolos brancos), em meio rico YP
contendo 200 g/L de sacarose na auséncia ou presenca de 12% ou 16% de etanol
adicionado no inicio das fermentagdes.

250 YPS 20% + 0% etanol . YPS 20% + 12% etanol YPS 20% + 16% etanol
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© - ANT-5 o)
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Fonte: Biicker (2014)

Em relacdo a atividade invertase durante a fermentacdo em
batelada pelas linhagens industriais, uma tendéncia inibitéria foi
observada conforme maior exposigdo ao estresse de etanol (Figura 21).
A atividade de invertase na linhagem ANT-5 sobre-expressando MSN2,
apresentou desvantagem da atividade de invertase comparada com a
linhagem controle CAT-1, embora o gene MSN2 ter sido claramente
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sobre-expressado nessas condigdes de fermentacdo (Figura 12, Secéo
3.1.2). Por outro lado, a linhagem ATT-6 sobre-expressando a forma
truncada de MSN2, apresentou uma atividade de invertase maior que a
linhagem controle CAT-1, e 0 gene MSN2-T claramente sobre-expresso
nessas condicdes de fermentacdo (Figura 12). Além disso, a Figura 22
mostra uma maior expressao relativa do gene SUC2 na linhagem ATT-
6, que sobre-expressa 0 gene MSN2-T. Esses resultados sugerem que,
apesar de as duas formas de Msn2 estarem sobre-expressas, apenas a
forma truncada apresentou algum efeito relevante para a maior
expressdo do gene SUC2 e, subsequente maior atividade da enzima
invertase.

Figura 21 - Atividade invertase nas linhagens industriais CAT-1 (simbolos pretos),
ANT-5 (simbolos cinzas) e ATT-6 (simbolos brancos) durante a fermentacdo em
Batelada de 200 g/L de sacarose e suplementacdo com 12% ou 16% de etanol.
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£
20

2
—@— CAT-1
15 —O— ANT-
—O— ATT-6

Atividade especifica de invertase (U / mg)

Tempo ( horas )

Fonte: Biicker (2014)

Figura 22 - Analise da expressdo do gene SUC2 por gRT-PCR. O RNA total (2
pg) de cada linhagem foi preparado de amostras coletadas antes e até o tempo
de 3 horas ap6s comecar os experimentos em Batelada Simples de 200 g/L de
sacarose. As barras representam os desvios padrdo de duas medigdes.
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Tem sido proposto na literatura, que Msn2 pode reconhecer
sequéncias promotoras do gene SUC2 (invertase) que sdo normalmente
pareados pelo repressor MIG1. Desta maneira, Msn2 pode apresentar
efeitos antagbnicos para MIG1 em relacdo a expressdo de SUC2
(ESTRUCH; CARLSON, 1993). Ha reconhecidos dois locais de ligagdo
em MIG1 com a regido promotora de SUC2, um contendo um motivo
CCCCG e o outro contendo um motivo CCCCC (NEHLIN; RONNE,
1990). Essas sequéncias funcionais de 5-pb sdo semelhantes com a
sequéncia de elementos de resposta ao estresse (STRE: CCCCT,; vide
Introducdo, Secdo 1.5.1), corroborando para um modelo em que a
superproducdo de Msn2 leva & ocupacdo de sitios de ligagdo MIG1 e
com isso, 0 aumento da transcricdo de SUC2 (SCHMITT; McENTEE,
1996).

A indicagdo de que o fator de transcricdo Msn2 tem influéncia ou
participacdo na ativacdo de transcricdo do gene SUC2, também
corrobora com trabalhos anteriores como o de Geng e Laurent (2004),
indicando que Msn2 atua especificamente na fase inicial de inducdo de
SUC2. Geng e Laurent (2004) analisaram ao decorrer de um
determinado tempo, a indugdo da transcrigdo do gene SUC2 regulada
por glicose, em resposta a limitagdo de glicose. Os dados encontrados
pelos autores indicam que a inducdo de SUC2 é rapida e,
inesperadamente, prossegue em duas fases distintas, a primeira se trata
de uma fase inicial ap6s 5 minutos de inducdo com rafinose, como
provavelmente, uma resposta geral ao estresse pelo fator de transcri¢do
Msn2 que se liga ao promotor de uma forma dependente ao Snf2. A
ligacdo de Swi/Snf nessa fase inicial é prejudicada em qualquer um
mutante seja gcn5 ou esal, componentes HAT (histone
acetyltransferase) de SAGA e NuA4, respectivamente). Depois de um
pico logo no inicio, a expressdo caiu e, em seguida, comegou a formar
um segundo pico. Nessa fase mostrou pequenas diferencas exigidas
pelos co-ativadores transcricionais: o recrutamento dos complexos
Swi/Snf e SAGA ocorreu ao mesmo tempo, e a delecdo de um ndo teve
nenhum efeito sobre a ligacdo do outro, em contraste com o ocorrido na
primeira fase. Concluindo que Swi/Snf é essencial para ambas as fases
de inducdo do gene e associagdo com o promotor de SUC2 de uma
maneira bifasica. Na Figura 23Error! Reference source not found., os
passos levando a ativagdo da transcricdo sdo mostrados em sequéncia
nos diagramas das regides promotoras. Na presenca de glicose, Migl se
liga ao promotor e, em combina¢do com varios nucleossomas bem
posicionados, inibe SUC2. Pouco tempo ap6s a indugdo por rafinose (5
min), Migl é fosforilado e transportado para fora do nlcleo. Em uma
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resposta réapida a falta de glicose, o fator de transcricdo de resposta ao
estresse Msn2 se liga na regido UAS1. O complexo SAGA acetila
histonas (Ac), criando uma estrutura de cromatina mais relaxada no
promotor. Isto permite a fraca ligacdo da proteina TBP (TATA binding
protein) e a enzima Pol 1l (BIDDICK; YOUNG, 2009).

Figura 23 - Esquema que mostra alguns elementos de recrutamento do

promotor SUC2.
+ Glicose suc?2
UAS1 TATA
+ Rafinose SAGA . Pol Il
5 min. Q_%W sucz2
UAS1 TATA

Fonte: Bucker (2014), modificado de Biddick e Young (2009)

Portanto, evidéncias da literatura sugerem que Msn2 e Msn4
desempenham funcbes na ativagdo da expressdo do gene SUC2
(BIDDICK; YOUNG, 2009). No entanto, a importancia fisiol6gica
dessa fungdo permanece pouco clara porque o duplo mutante ndo foi
demasiadamente defeituoso na expressdo de SUC2. Uma possibilidade é
gue as proteinas Msn2/4 contribuem de maneira muito particular na
ativacdo da expressdo de SUC2, enquanto que outras proteinas nédo
relacionadas, seriam as principais responsaveis pela ativagdo. Tendo em
vista essas informagOes, se fazem necessarios mais estudos sobre os
papéis regulatérios de Msn2 envolvidos na tolerancia ao etanol e mesmo
inducdo de SUC2, uma vez que ha pouca informacéo disponivel para a
fungdo da forma truncada de Msn2.

3.4.2 FermentacOes em Batelada Alimentada

O ensaio experimental de fermentacdo em batelada alimentada foi
realizado pois é o experimento que mais se assemelha as condi¢des
industriais de producdo de alcool combustivel no Brasil (WHEALS et
al., 1999; BASSO et al., 2011; DELLA-BIANCA et al., 2013; DELLA-
BIANCA; GOMBERT, 2013). Os experimentos seguiram 0s parametros
conforme descri¢do anterior em Material e Métodos (Secéo 2.6.2).
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Em relacdo a producdo de biomassa nessa condigdo de
fermentacdo, com concentracdo inicial de 30,0 g/L (volume inicial de
200 mL), a linhagem CAT-1 terminou com 20,0 g/L (volume final de
600 mL) enquanto a linhagem NAB-1 terminou com 15,0 g/L de
concentracdo celular, produzindo em média 25% menos biomassa em
comparacgdo com a linhagem parental CAT-1, mostrando com isso, uma
velocidade menor de crescimento enquanto continua O processo
fermentativo (Figura 24). Quanto a produgdo e consumo de agucares,
ambas as linhagens seguiram comportamento semelhante nas
fermentacdes de ciclo e reciclo celular. Porém, foi observada uma
velocidade menor de hidrdlise e consumo de sacarose para o reciclo
celular, e um maior acumulo de frutose pela linhagem CAT-1. Apesar
da linhagem NAB-1 também apresentar uma hidroélise e consumo mais
lentos de sacarose pela célula na segunda fermentacdo (reciclo), o
consumo de glicose foi mais rapido que o observado na linhagem
controle CAT-1 (Figura 24). Na primeira fermentacdo, foram
consumidos todos os agucares em ~9 horas. No reciclo celular, foram
consumidos todos os agucares em =10 horas. Em resumo, as duas
linhagens apresentaram parametros fermentativos semelhantes (Tabela
5), ndo havendo diferenca significativa entre as linhagens industriais
CAT-1 (TRP1/TRP1) e NAB-1 (Pppn1::TRP1/ TRP1).

Tabela 5 - Rendimento e produtividade de etanol em ambas as linhagens
controle e recombinantes em fermentagdes em Batelada Alimentada de 200 g/L
de sacarose (volume final).

Linhagens Yeis ((Getanol / Osacarose ) Peanot (g/L17h)

Ciclo Reciclo Ciclo Reciclo
CAT-1 0,48 0,46 12,9 11,6
NAB-1 0,48 0,47 13,3 12,2
ANT-5 0,47 0,46 12,9 11,7
ATT-6 0,47 0,47 13,0 11,9

Fonte: Blicker (2014)
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Figura 24 - FermentagOes por Batelada Alimentada em linhagens industriais
CAT-1 (simbolos pretos) e NAB-1 (simbolos brancos). As células foram
suspensas em 200 mL e a batelada foi alimentada com 400 mL de meio rico YP
contendo 200 g/L de sacarose (volume final, 600 mL) durante 6 horas (painel a
esquerda). Ap6s o final da fermentacéo, as células foram centrifugadas, lavadas
com 4gua gelada e entdo, uma segunda fermentacdo em batelada alimentada foi
realizada, seguindo as mesmas condi¢Ges experimentais anteriores (painel a
direita).

Batelada Alimentada YPS 20% Reciclo
60
. @ CAT-1
- O NAB-1
[=2]
~ a0
{3
2
o
IS
[
<1
n 20
100
80
<
(=]
~ 60
°
c
S 40
]
20
0
30
|
=
(=2}
~ 20
@
2
o
2
6 10
0
30
:‘ 20
(=]
— O
Q O
3
8 10
=}
2
w
0
60
~— 50
|
>
- 40
[
Q%0
@
Eux
@ o000 0 o000
0

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo ( horas)

Fonte: Blicker (2014)



89

Em relacdo as fermentacdes em batelada alimentada com as
linhagens recombinantes no gene MSN2, a producdo de biomassa da
linhagem controle CAT-1 (X, = 30 g/L) terminou com 20 g/L de
concentracdo celular, e a linhagem ANT-5 terminou com = 13 g/L de
células, produzindo em média 35% menos biomassa em comparagdo
com a linhagem parental CAT-1, enquanto a linhagem ATT-6 mostrou
uma producdo de biomassa semelhante a parental CAT-1 (Figura 25).
Assim, sugere-se que a linhagem recombinante ANT-5 (MSN2 sobre-
expresso) apresentou maiores dificuldades em fermentar os agucares
nessa condicdo em batelada alimentada, por apresentar uma
desvantagem na sua proliferagdo celular e, consequentemente, menos
células aptas para realizar o processo fermentativo.

Quanto a producdo e consumo de aclcares, ambas as linhagens
controle e recombinantes para o gene MSN2 seguiram comportamento
semelhante na primeira fermentacdo (ciclo celular). Porém, para os
resultados observados na segunda fermentacdo, no reciclo celular, um
menor consumo de sacarose foi observado, principalmente na linhagem
ANT-5, e um maior acimulo de frutose (Figura 25). Porém, ao final do
processo fermentativo, ndo houve diferenca significativa entre as
linhagens industriais CAT-1 (MSN2 / MSN2), ANT-5 (Papn1::MSN2 /
MSN2) e ATT-6 (Papn1::MSN2-T / MSN2), com as trés linhagens
apresentando parametros muito semelhantes (Tabela 5).

Estd claro com os resultados observados neste trabalho, que a
sobre-expressdo do gene MSN2 e MSN2-T desempenham papéis
diferentes na resposta geral ao estresse, principalmente por atuacdo na
regulacdo de genes relacionados ao controle da via PKA, inibindo
(ANT-5) ou promovendo (ATT-6) uma maior proliferacdo celular nas
leveduras de S. cerevisiae em resposta ao estresse de etanol. A
inativacdo da via PKA bloqueia o crescimento celular e provoca parada
na fase G1 do ciclo celular, como ocorre com a deplecdo de nutrientes
(THEVELEIN; WINDE, 1999). Curiosamente, a delecdo de MSN2 e
MSN4 supera a parada do crescimento causada pela inativacdo de PKA,
0 que indica que esses fatores de transcri¢do interferem na expressdo de
proteinas que causam a inibicdo de crescimento (SMITH et al., 1998).
Diversas linhas de evidéncia apontam para Yakl como o principal
candidato para este papel. YAK1 codifica uma proteina-quinase, que é
conhecida por inibir o crescimento (GARRETT et al., 1991). Primeiro,
Msn2/4 controla a expressdo de YAK1l (SMITH et al., 1998); em
segundo lugar, a atividade da quinase Yakl é diretamente inibida por
fosforilacdo de PKA (LEE et al., 2008). Além disso, Yakl fosforila a
subunidade reguladora de PKA, Bcyl, polarizando a sua localizacéo
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para o citoplasma. Em contraste com a regulacdo negativa exercida
sobre Msn2/4 pela PKA, Yakl fosforila e ativa Msn2/4 e Hsfl sob
condicdes de baixa glicose (GRIFFIOEN et al., 2001; LEE et al., 2008).
Essa constatacdo torna esta quinase uma das poucas proteinas
reguladoras conhecidas por influenciar tanto Hsfl quanto Msn2/4
(GRIFFIOEN et al., 2001; LALLET et al., 2004; LEE et al., 2008;
MORANQO et al., 2012). De acordo com a literatura (LALLET et al.,
2004), Msn2 é degradado no nicleo apés uma ativagdo cronica ou
constitutiva, proporcionado por um potencial mecanismo de adaptacdo
aos periodos prolongados de limitagdo de nutrientes ou estresse
ambiental.

O que é proposto para a a¢do da linhagem ANT-5 nos ensaios em
batelada alimentada é que as células estdo respondendo com uma baixa
proliferacdo celular, sendo sugerido que a proteina quinase Yakl esta
fosforilando PKA e assim, inibindo o crescimento celular, e por sua vez
menor potencial de fermentacdo nessas condi¢cdes de fermentacéo.
Enquanto a proposta para a acdo do fator de transcricdo Msn2 na
linhagem ATT-6 é sugerido, em um primeiro momento, que a forma
truncada de Msn2 néo esteja influenciando de uma maneira tdo forte a
atuacdo de Yakl sobre PKA, dessa maneira, o crescimento celular ndo é
completamente inibido, bem como PKA néo apresenta forte influéncia
na atividade de Msn2 no nacleo da célula. Porém, em um segundo
momento, PKA passa a exercer uma certa atividade na inibicdo de
Msn2, ou conforme Lallet et al. (2004), Msn2 pode estar sendo
degradado no nucleo apds sua ativagdo constitutiva. Os mecanismos de
regulacdo operando através dos fatores de transcricdo de resposta ao
estresse, como Msn2/4 e Yakl em leveduras, permanecem obscuros. No
entanto, a identificacdo desses fatores de transcricdo e os STRES com
seus genes alvo especificos, sem divida poderdo facilitar a compreenséo
de como esses fatores de transcricdo em si sdo regulados e como
diferentes sinais de resposta celular alimentam as vias de ativacdo por
estresse podem induzir uma resposta celular especifica.

E sugerido que em experimentos futuros em batelada alimentada,
a alimentacdo com sacarose no mosto fermentativo seja feita de forma a
se ter uma maior concentracdo de sacarose nas fases iniciais do
processo, aumentando a vazao de alimentacdo. Pois dessa maneira, pode
ser permitida a célula responder aos estimulos em uma condicdo de
estresse osmatico via atuacdo de Msn2, e analisar o efeito da (suposta)
rapida inducdo do gene SUC2 por Msn2 no inicio da fermentacdo em
batelada alimentada, visando um melhor aproveitamento das
caracteristicas das linhagens recombinantes obtidas neste trabalho.
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Figura 25 - FermentagOes por Batelada Alimentada em linhagens industriais
CAT-1 (simbolos pretos), ANT-5 (simbolos cinzas) e ATT-6 (simbolos
brancos). As células foram suspensas em 200 mL e a batelada foi alimentada
com 400 mL de meio rico YP contendo 200 g/L de sacarose (volume final, 600
mL) durante 6 horas (painel a esquerda). Apds o final da fermentagdo, uma
segunda fermentagdo em batelada alimentada foi realizada, seguindo as mesmas
condigdes experimentais anteriores (painel a direita).
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4 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que a linhagem industrial CAT-1 é mais
tolerante ao etanol do que a linhagem de laboratério CEN.PK2-1C. A
linhagem de laboratério foi capaz de crescer em 8% de etanol
(adicionado ao meio liquido YP contendo 2% sacarose), enquanto que a
linhagem industrial praticamente foi capaz de tolerar o dobro (14%) da
concentracgdo do alcool. Mesmo sendo mais tolerante, a sobre-expresséo
dos genes TRP1 ou MSN2 (e sua forma truncada) na linhagem industrial
incrementou mais ainda a tolerancia ao etanol, permitindo que elas
fossem capazes de crescer com 16% de etanol. As estratégias de
modificacdo gendmica dos promotores dos genes alvo (TRP1 e MSN2),
baseada na transformacdo das linhagens com moédulos de DNA
contendo um gene que confere resisténcia a geneticina (para selecionar
as células modificadas) seguido de um promotor forte e constitutivo
(PapH1) € nas extremidades sequéncias (de 40 pb) com homologia a
regido de interesse a ser modificada, permitiu sobre-expressar 0s genes
TRP1, MSN2, ou ainda uma versdo truncada deste gene (MSN2-T, sem
0s primeiros 48 aminoacidos). Como as modificacbes ocorrem
diretamente no cromossoma das células, as linhagens recombinantes séo
estaveis e ndo precisam meios seletivos para expressar oS genes
modificados, como ocorre quando plasmideos sdo utilizados.

A analise dos niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio (ROS) revelou que o estresse provocado pelo etanol aumenta
significativamente os niveis de ROS nas células, sendo que ocorreu uma
reducdo na quantidade desses compostos nas linhagens modificadas no
gene MSN2. Niveis elevados de ROS foram também encontrados apds
estresse térmico, estresse salino, e apds expor as células ao peroxido de
hidrogénio, sendo que a linhagem que sobre-expressa o gene MSN2
mostrou-se também mais resistente ao estresse salino, porém mais
sensivel ao estresse oxidativo, enquanto que a linhagem que sobre-
expressa o gene MSN2 truncado foi mais resistente a este Gltimo tipo de
estresse. Finalmente, os resultados revelaram que ndo ocorreram
diferencas significativas entre a linhagem industrial CAT-1 e as
linhagens recombinantes nos diferentes pardmetros fermentativos
analisados, tanto em batelada simples com altas concentrag¢@es (200 g/L)
de sacarose, mesmo na presenca de diferentes concentracfes
estressantes de etanol no inicio das fermentagBes, como também néo
foram encontradas diferencas significativas em processos de
fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular. O estresse
alcoolico afetou principalmente a velocidade de consumo dos
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monossacarideos (glicose e frutose) produzidos na hidrdlise da sacarose.
Portanto, os resultados sugerem que uma maior tolerancia ao etanol
(através das modificacdes gendmicas realizadas neste trabalho), nédo
significa necessariamente numa maior producdo de etanol pela linhagem
industrial de S. cerevisiae.

Como perspectivas futuras de trabalho, seria interessante analisar
a performance fermentativa das linhagens industriais mais tolerantes ao
etanol, desenvolvidas no presente estudo, em processos fermentativos
(batelada simples ou batelada alimentada com reciclo de células) com
uma concentracdo maior (30-35%) de acUcares, 0 que certamente levaria
a uma concentragdo maior de etanol ao final da fermentacéo.
Alternativamente, seria interessante também estudar a possibilidade de
modificar a batelada alimentada de forma a aumentar a vazdo de
alimentacdo para atingir uma maior concentracdo de aglcar nas fases
iniciais da fermentacdo. Além destas modificagbes no processo
fermentativo, seria importante avaliar o desempenho das linhagens mais
tolerantes ao etanol durante varios reciclos das células (e ndo apenas um
como realizado neste trabalho), bem como analisar a dominancia e
persisténcia das células em processos fermentativos industriais.
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