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RESUMO

A floculacdo é um processo de agregacdo celular observado em muitas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae que resulta em sedimentagdo, prejudicando o rendimento
fermentativo e a operagao de destilarias produtoras de bioetanol. A maioria das linhagens
utilizadas por essa industria, incluindo a linhagem PE-2/JAY270, foi selecionada pela
incapacidade de flocular.

O controle genético da floculagdao é bem caracterizado, vdrios genes foram associados ao
fendmeno, incluindo principalmente a familia de genes FLO. Previamente observamos que
a linhagem JAY291 (haploide derivado de JAY270) nao flocula, apesar de possuir o alelo
funcional do regulador positivo de floculacdo FLOS8, sugerindo que seu fenétipo envolve
outro passo dessa via. A andlise da progénie F2 do cruzamento de JAY291 com a linhagem
de laboratdrio S288 (flo8-1) revelou uma proporcdo fenotipica de ~1:8 (floculantes/ndo
floculantes), esperada para uma caracteristica controlada por trés genes nado ligados.
Sequenciamos os genomas de oito individuos F2 floculantes segregando ~40.000 SNPs
existentes entre S288c e JAY291. As sequéncias foram comparadas entre si para
localizarmos regides que co-segregavam com a floculacdo. Esse mapeamento preliminar
foi refinado por PCR-RFLP, revelando um segundo gene, FLO1, que estd ausente em
JAY291. Para identificar o terceiro gene, analisamos fenotipicamente novos haploides F2
segregantes de um cruzamento entre S288c (FLOS8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291
(FLOS flo14), dentre os quais os individuos FLO1:HphMX4 foram divididos em dois “bulks”
(floculante e ndo floculante) e sequenciados. As frequéncias alélicas S288c ou JAY291 nos
“bulks” foram interrogadas e validadas estatisticamente, revelando um terceiro gene
fortemente associado ao fendtipo: MSS11 (fator de transcricdo envolvido em floculacgdo).
Encontramos ainda outros doze loci contendo genes de efeito menor, mas que atuam
como modificadores do fendtipo.

Em experimentos independentes, observamos alteragdo na morfologia de col6nia de
JAY270 e troca de seu tipico fenétipo liso para rugoso, também associado com um grau
baixo de floculagdo. Tais col6nias rugosas também s3ao frequentemente encontradas na
industria. Curiosamente, o mesmo fendtipo foi observado cruzando-se haploides
especificos derivados de JAY270. Os cruzamentos sugeriram que o fenétipo era controlado
um Unico gene, porém especifico de diploides. O mapeamento em genomas de haploides
de JAY270 revelou o gene responsavel pela alteracdao de fendtipo: ACE2, envolvido com
separacdo celular. JAY270 é heterozigota para uma mutacao frameshift em ACE2
(ACE2/ace2-7A). O fendtipo rugoso ocorre por recombinacdo mitética associada com
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perda de heterozigosidade (LOH), produzindo células com duas cépias mutadas desse
gene.

Para evitar futuros problemas industriais causados pela sedimentagdo de linhagens
rugosas resultantes de LOH na regido de ACE2, o defeito detectado ace2-7A foi reparado
no genoma da JAY270. O diploide FGYO050 (ura3A/ura34), derivado de JAY270 e
auxotréfico para uracila, foi utilizado como plataforma. A linhagem desenvolvida passou a
ter duas copias do alelo selvagem de ACE2 (ACE2/ACE2) e portanto é incapaz de se tornar
rugosa por recombinacao.

Finalmente, em um estudo ndo relacionado com floculagdo ou morfologia de col6nia,
testamos se LOH pode estar relacionada com alguma consequéncia fenotipica benéfica a
JAY270. Dentre onze linhagens LOH testadas em ensaios fermentativos de competicdo
direta com o parental, encontramos uma com ganho de competitividade durante a
fermentacado.
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ABSTRACT

Flocculation is a process of cellular aggregation observed in several Saccharomyces
cerevisiae strains which results in sedimentation, impairing the fermentation yield and the
operation of Brazilian bioethanol distilleries. Most strains used in this industry, including
the PE-2/JAY270 strain, were selected for their inability to flocculate.

The genetic control of flocculation is well characterized and several genes were associated
with this phenomenon, including the FLO family of genes. We previously observed that
the JAY291 strain (derivative haploid of JAY270) does not flocculate, despite having the
functional allele of the positive regulator of flocculation FLO8, suggesting that its
phenotype involves another step of this pathway. Analysis of the F2 progeny from crossing
JAY291 with the laboratory strain S288c (flo8-1) revealed the phenotypic ratio of ~1:8
(flocculent/non-flocculent), expected for a trait controlled by three unlinked genes. We
sequenced the genomes of eight flocculent F2 individuals segregating ~40.000 SNPs that
exist between S288c and JAY291. The sequences were compared to each other to localize
regions that co-segregated with the flocculation. This preliminary mapping was refined by
PCR-RFLP, revealing a second gene, FLO1, which is absent in JAY291. To identify the third
gene, we phenotypically analyzed new F2 haploids segregating from a cross between
S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) and JAY291 (FLO8 flo14), among which
FLO1:HphMX4 individuals were separated into two bulks (flocculent and non-flocculent)
and sequenced. Allele frequencies S288c or JAY291 in bulks were interrogated and
statistically validated, revealing a third gene strongly associated with the phenotype:
MSS11 (transcription factor involved in flocculation). We also found twelve other loci
containing minor effect genes, but acting as modifiers of the phenotype.

In independent experiments, we observed alterations in the colony morphology of JAY270
and a transition from its typical rough to smooth phenotype, also associated with a low
degree of flocculation. This type of colony is often found in the industry. Interestingly the
same phenotype was observed crossing specific haploids derivatives of JAY270. The
crosses suggested that the phenotype was controlled by a single gene, but diploid specific.
Mapping genomes of haploids of JAY270 revealed the gene responsible for the altered
phenotype: ACE2, involved in cell separation. The JAY270 is heterozygous to a frameshift
mutation in the ACE2 (ACE2/ace2-7A). The rough phenotype occurs by mitotic
recombination associated with loss-of-heterozygosity (LOH), producing cells with two
mutated copies of this gene.



To avoid future industrial problems caused by sedimentation of rough strains derived
from LOH in the ACE2 region, the ace2-7A defect was repaired in the JAY270 genome. The
diploid FGY050 (ura34/ura34), derived from JAY270 and auxotrophic to uracil was used as
a platform. The developed strain has two copies of the ACE2 wild-type allele (ACE2/ACE2)
and is therefore unable to become roughened by recombination.

Finally, in a study unrelated to flocculation or colony morphology, we tested whether LOH
may be associated with some phenotypic consequence beneficial to the JAY270. Out of
eleven LOH strains tested in fermentative assays of direct competition against their
parental strain, we found one with gain in competitiveness during fermentation.
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Estrutura da tese

Primeiramente, sdo apresentados uma introducdo geral e objetivos do trabalho.
Em seguida, essa tese foi quatro capitulos. Em cada capitulo ha uma introducao individual,
materiais e métodos, resultados, discussao, conclusdes e referéncias. O capitulo 2 contém
dados e experimentos de um estudo em fase final de redacdo de manuscrito, o qual serd
submetido a revista Genetics em breve. Sou a primeira e principal autora nesse
manuscrito. No anexo | é apresentado um manuscrito aceito para publicacdo na revista
Journal of Biotechnology, no qual tive participagdo como co-autora pela realizagdo de

alguns experimentos de genotipagem de linhagens por PCR.

Introdugao Geral e Objetivos

Capitulo 1: Mapeamento gendmico por novos genes de floculagio na linhagem

industrial PE-2 (JAY291)

Capitulo 2: Colony morphology transition in industrial yeast strains is associated with

mitotic recombination leading to loss-of-heterozygosity



Capitulo 3: Manipulagio genética de linhagem PE-2 para reparo de defeito identificado

em gene envolvido com varia¢ao de morfologia de colonia

Capitulo 4: Analise das consequéncias fenotipicas da perda de heterozigosidade (LOH)

durante a fermentacao de etanol

Conclusoes Gerais

Anexo I: A simple and effective set of PCR-based molecular markers for the monitoring

of the Saccharomyces cerevisiae cell population during bioethanol fermentation



Introdugao Geral e Objetivos






Introdugao Geral e Objetivos

INTRODUGAO GERAL
Linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae utilizadas para produg¢ao

de etanol no Brasil

As linhagens industriais Saccharomyces cerevisiae utilizadas atualmente para
producdo de etanol foram isoladas durante o processo fermentativo em destilarias
brasileiras e selecionadas apds serem caracterizadas como boas fermentadoras e capazes
de dominar o processo fermentativo durante toda a safra. Diversas linhagens vém sendo
utilizadas como pré-indculo em diferentes unidades industriais: BG-1, CR-1, SA-1, CAT-1,
PE-2, entre outras (Basso et al. 2008).

A linhagem industrial Pedra-2 (PE-2), isolada na Usina da Pedra e amplamente
utilizada por destilarias brasileiras, foi selecionada por apresentar muitas caracteristicas
favoraveis ao processo de producdo de etanol, como: alta produtividade e rendimento
fermentativo, alta taxa de crescimento e viabilidade celular, alta tolerancia a temperatura
e estresse oxidativo, fermentacdo estavel durante toda a temporada, baixa formacao de
espuma, extremamente bem sucedida em competicdes e ndo floculante (Basso et al.

2008).



Introducao Geral e Objetivos

Floculagao em Saccharomyces cerevisiae

7

Floculacdo é a agregacdo de células de leveduras em massas multicelulares,
compostas por centenas e até milhares de células, chamadas de flocos, que resulta na

rapida sedimentacdo celular (Soares 2011).

Figura 1 - Fenétipos de linhagem nao floculante versus linhagem floculante, observados em microscopia. Exemplos de
células livres e ndo floculantes (A), em comparagdo com células floculadas, que formam grandes aglomerados
multicelulares (B). Em “A” sdo células da linhagem industrial PE-2/JAY270 e em “B”, células da linhagem de laboratério
S288c/ARY156, com o gene FLOS8 restaurado (desenvolvida no capitulo 2 desse trabalho). A barra indica 20 um.

O mecanismo fisico pelo qual ocorre a floculacdo é denominado Lectin-like Theory
of Flocculation, teoria que sugeriu a ligagdo que ocorre entre lectinas (floculinas)
presentes na parede celular de células floculantes e residuos de aglcar presentes na
parede celular de células vizinhas, sendo esse processo reversivel e dependente de calcio

(Miki et al. 1982; Touhami et al. 2003; Singh et al. 2011).
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Proteinas do tipo lectina

(Floculinas)
Carboidrato VJ . J_ fons calcio
L ]
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ndo floculante floculante - estado inativo floculante — estado ativo
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Células agregadas = Floculagdo

Figura 2 - Teoria de floculagdo chamada de Lectin-like (Miki et al. 1982). As proteinas de parede celular, chamadas de
floculinas, reconhecem carboidratos presentes na parede de células vizinhas. Para atingir sua conformagdo ativa, as
floculinas requerem a presencga de ions calcio. A agregacdo de células resultante dessa interacdo é chamada de
floculagdo (adaptado de Singh et al. 2011).

As floculinas possuem uma estrutura comum de trés dominios: um dominio C-
terminal, que contém uma ancora-GPI (glycosylphosphatidylinositol) que liga a floculina a
parede celular; um dominio N-terminal, que sobressai da superficie celular e se liga a um
carboidrato presente na parede celular de uma célula vizinha e um amplo dominio

mediano caracterizado por multiplas repeticdes ricas em serina e treonina codificadas por

sequéncias de DNA conservadas (Verstrepen and Klis 2006).
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A floculacdo pode ocorrer em condicbes de estresse, comuns aos pProcessos
fermentativos industriais, como diminuicdo da quantidade de nutrientes, alta
concentracdo de etanol, condi¢des de temperatura, pH e oxigénio ndo adequados ao
crescimento e interacdo com bactérias presentes nas dornas de fermentacdo
(Lactobacillus fermentum) (Teresinha and Fumio 1993; Bromberg and Yokoya 1995; Soares

and Seynaeve 2000; Sampermans et al. 2005; Smukalla et al. 2008; Soares 2011).

Genes envolvidos com floculagao descritos na literatura

Em S. cerevisiae, a floculagdo é controlada geneticamente e muitos genes foram
relatados como sendo responsaveis por este fendmeno, sendo principalmente
pertencentes a familia FLO. Entre eles estdo: FLO1, FLO5, FLO9 e FLO10 (Teunissen and
Steensma 1995; Soares 2011).

Os genes FLO possuem muitas repeticdes internas in tandem. Essas unidades
internas de repeticdes favorecem eventos de recombinacdo, resultando na expansdo ou
contracdo do tamanho do gene. O numero dessas unidades de repeticdo foi também
relacionado com o aumento ou diminuicdo no grau de floculagdo. O FLO1 é o que possui o
maior numero de repeticdes internas entre os genes da familia FLO e foi observado que a
expansdo de repeticbes em FLO1 resulta em um grau de floculacdo mais forte.
(Verstrepen et al. 2005) (Figura 3). Possivelmente, floculinas menores conferem um
menor grau de floculagdo, pois o dominio N-terminal permanece dentro da parede celular

(Verstrepen and Klis 2006).
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Familia génica FLo J FLO10 ¥
(Floculinas) FLO9 ——{000000000000

Repeticoes internas

Figura 3 — Subunidades de repeti¢des intragénicas in tandem encontradas em genes da familia FLO. O gene FLO1
possui o maior nimero de repeti¢des internas dentre os genes dessa familia. O aumento ou diminuigdo no nimero de
repeticdes causam a expansdao ou contragdao no tamanho do gene. A adigdo ou remogao dessas unidades de repeticao
ndo alteram o quadro de leitura. As subunidades intragénicas de repeticdo estdo demonstradas na figura em cada uma
das caixas ou retangulos vermelhos (Verstrepen et al. 2005).

FLO1 é o principal agente no processo de floculacdo (Kobayashi et al. 1998;
Smukalla et al. 2008). O dominio de ligacdo N-terminal de Flolp se liga especificamente a
carboidratos de manose (Goossens et al. 2011).

O estudo realizado por Smukalla e colaboradores (2008) demonstrou que a
expressao de FLOI1 protege células floculantes de multiplos estresses, principalmente
guimicos, incluindo altas concentracbes de etanol, do antifungico Anfotericina B (droga
comumente utilizada para combater fungos patogénicos como Candida albicans) e de
perdxido (estresse oxidativo). Ainda nesse estudo, foi demonstrado que as células
floculantes presentes no interior dos flocos estao fisicamente protegidas e sdao mais
resistentes do que células presentes nas camadas exteriores dos flocos.

Porém, foi também observado que a expressdo de FLOI tem o custo de um
crescimento mais lento, relativamente as células que ndo expressam FLO1, provavelmente
pelo acesso limitado aos nutrientes e oxigénio em células presentes no interior dos flocos.

Mesmo quando a floculacdo foi inibida com adicdo de manose, as células que expressam
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FLO1 continuaram a apresentar esse defeito no crescimento. Para evitar que células que
ndo expressam FLO1 se aproveitem dessa protecdo, células FLO1" preferencialmente se
aderem entre si, independentemente do parentesco genético do restante do genoma (por
exemplo, entre duas espécies diferentes). Por esse motivo, os autores desse trabalho
indicaram FLO1 como um “gene egoista” (idéia popularizada por Dawkins, 1976) de
“efeito barba verde” (green beard gene), direcionando a cooperacdo para outros
portadores do mesmo gene. Também foi demonstrado que essa resisténcia ao estresse
aumenta com o aumento no numero das repeticdes in tandem do gene FLO1 (Smukalla et
al. 2008).

Existem também outros genes, reguladores transcricionais, atuantes sobre a
floculagdo e descritos na literatura. Tuplp, Ssn8p, Srb8p, Sindp atuam como repressores
transcricionais de FLO1. Também atuam como repressores de outro gene da familia FLO,
FLO11 (Fichtner et al. 2007), que estd relacionado principalmente com fendtipos
resultantes de adesdo célula-substrato, observada em biofilmes (Reynolds and Fink 2001).

MSS11, que participa na regulacdo da degradacdo do amido, na formagdo de
pseudohifas e crescimento invasivo hapldide, foi identificado como um forte indutor da
floculacdo (Bester et al. 2006).

Foi observado que a superexpressdo de outro gene, GTS-1, em uma linhagem
Saccharomyces cerevisiae de laboratdrio, W303-1A, que possui uma mutacdo no gene
FLOS8 tornando-o ndo funcional, leva a um fenétipo floculante. A floculacdo nesse caso era

dependente da expressao de FLO1 (Shen et al. 2006).
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O gene FLO8 codifica um ativador do gene FLO1 (Kobayashi et al. 1998). Regula
caracteristicas de crescimento invasivo, producao de glicoamilase extracelular e floculacdo
através da regulacdo dos genes FLO11, STA1 e FLO1 (Kobayashi et al. 1999).

A linhagem padrao de laboratério S288c contém uma mutacdo no gene FLOS8 (flo8-
1) que torna as células ndo floculantes (Liu et al. 1996). A reposicdo do gene FLO8 por uma
versdo intacta e a superexpressdo desse gene permite a expressdao dos genes FLOI e
FLO11 e consequentemente restaura em a floculacdo e o crescimento pseudohifas,
respectivamente, em dipldides (Bester et al. 2006; Fichtner et al. 2007). Em JAY291, uma
linhagem hapldéide ndo floculante derivada de um dipldide PE-2 (isolado JAY270) que teve
seu genoma sequenciado recentemente (Argueso et al. 2009), o gene FLO8 aparece como
funcional, indicando que o fenétipo nao floculante envolve outros genes dessa via. FLO8
atua como regulador positivo tanto do gene FLO1 como de FLO11 (Fichtner et al. 2007).

Como ja mencionado anteriormente, os genes FLO participam de outros tipos de
fenodtipos relacionados nao sé a adesdo célula-célula (floculagdo), como também a adesao
célula-substrato (FLO11) como crescimento invasivo, formac¢do de pseudohifas e biofilmes

(Reynolds and Fink 2001; Bauer et al. 2010)

Prejuizos causados por floculagao ao processo de produgao de etanol

A floculac¢do prejudica o processo de producgao de etanol, por reduzir o contato da
levedura com o meio, resultando em acucar residual e reduzindo a produtividade
fermentativa. Pode ainda diminuir a eficiéncia de centrifugacao, dificultando o tratamento

acido utilizado para reduzir contaminantes bacterianos no final de cada ciclo

11
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fermentativo, resultando no aumento do uso de acido sulfurico, aumentando o estresse
causado as leveduras, que podem reduzir suas atividades ou morrer. Além disso, pode
causar o entupimento de tubulacdes nas centrifugas utilizadas, causando sérios prejuizos

ao processo (Basso et al. 2008; Amorim et al. 2011).

Diferentes estudos envolvem o processo de adesdo celular: patogenicidade de
virus, fungos e bactérias e formacdo de biofilmes em microbiologia e, abrangendo as
areas, comunicacdo celular e metastase tumoral (Goossens and Willaert 2010).
Considerando que a floculagdo é um processo de adesdo celular ainda ndo totalmente
compreendido e um dos grandes problemas encontrados nas usinas brasileiras produtoras
de etanol combustivel, a identificacdo e a compreensao de fatores genéticos envolvidos
neste processo podem ter fundamental importancia para diversas areas e poderdo ainda,
servir como ferramenta para o desenvolvimento de linhagens industriais geneticamente

melhoradas para este fenébmeno.
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OBJETIVOS

O presente projeto objetiva compreender os fatores genéticos envolvidos no
processo de floculacdo em Saccharomyces cerevisiae e revelar novos reguladores desse
processo.

Os objetivos especificos deste projeto sao:

v' Compreender os fatores genéticos que controlam o fenétipo ndo floculante da
linhagem industrial JAY291 (isolado da PE-2);

v’ Identificar genes envolvidos no processo de floculacdo através de mapeamento
genémico;

v’ Caracterizar funcionalmente genes selecionados através de dele¢do génica e/ou
substituicdo alélica;

v' Obter uma linhagem industrial n3o floculante, independente das condicdes
encontradas nas dornas de fermentacdo, com caracteristicas de interesse

industrial preservadas.

13
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Capitulo 1

Mapeamento gendomico por novos genes de floculagao na

linhagem industrial PE-2 (JAY291)

INTRODUCAO

Saccharomyces cerevisiae é considerado um modelo para estudos gend6micos,
principalmente por possuir caracteristicas como curto tempo de geracdo sexual, alta taxa
de recombinacdo meidtica e pequeno tamanho de seu genoma (Connelly and Akey 2012;
Liti and Louis 2012). Foi o primeiro organismo eucarioto (linhagem de laboratério S288c) a
ter seu genoma sequenciado (Goffeau et al. 1996). E também um importante organismo
produtor na industria biotecnoldgica (revisado em Carvalho-Netto, Rodrigues et al. 2012).

A maioria das caracteristicas de interesse industrial de S. cerevisiae s3ao
quantitativas, ou seja, apresentam uma distribuicdo continua de um cardter mensuravel e
sao controladas por multiplos loci, chamados de QTL (Quantitative Trait Loci). Por outro
lado, caracteristicas qualitativas sao referidas como Mendelianas, controladas por um
Unico locus de efeito discreto e podem ser consideradas como fendtipos extremos de
caracteristicas quantitativas. Acredita-se ainda que cada um dos numerosos loci que
controlam as caracteristicas quantitativas exerce um pequeno efeito sobre o fendtipo,
chamados de loci de efeito menor (minor effect genes), mas alguns deles possuem amplo
efeito e esses sdo chamados de loci de efeito maior (major effect genes) (Swinnen et al.
2012).

Em S. cerevisiae, o mapeamento de QTL é normalmente realizado apds o
cruzamento de duas linhagens parentais que diferem quanto a caracteristica em estudo.

Os individuos segregantes, apds esporulacdo do hibrido, diferem geneticamente e sdo
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analisados quanto a expressdo fenotipica da caracteristica quantitativa de interesse. A
variacdo fenotipica entre as linhagens parentais ndo é uma necessidade, mas deve existir
na populacdo de segregantes (Mancera et al. 2008; Swinnen et al. 2012).

Em estudos preliminares realizados por nosso grupo (Argueso et al. 2009), foi
realizado um cruzamento entre a linhagem de laboratério nao floculante $S288c (JAY479)
com a linhagem PE-2 industrial ndo floculante JAY291, resultando em um hibrido,
chamado JAY361, que apresentou o mesmo fendtipo nao floculante de seus parentais.
Foram observados os fendtipos 120 individuos haploides, segregantes da populacdo F2,
resultantes da dissec¢do de trinta tétrades completas (com seus quatro esporos viaveis)
do hibrido JAY361. A observagdo do crescimento em meio liquido de cada um dos esporos
separadamente mostrou que dezenove individuos apresentavam floculacdo e 101 eram
nao floculantes, proporg¢do fenotipica aproximada de 1:8 floculantes para nao floculantes,
esperada para uma caracteristica controlada por trés genes nao ligados (x2 = 1.22; P =

0.27) (Figura 1).
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flo8-1 ‘ x ‘ FLO8

Linhagem de Linhagem
laboratdrio (JAY479) industrial PE-2
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Figura 1 - Cruzamento da linhagem de laboratério S288c (JAY479) com a linhagem industrial PE-2 (JAY291). O
cruzamento entre S288c (flo8-1) e JAY291 (FLO8), ambas ndo floculantes, resulta no hibrido diploide JAY361 (FLO8/flo8-
1) que apresenta mesmo fenétipo dos parentais. Dentre 120 individuos F2 segregantes, 101 ndo flocularam e 19
flocularam em meio YPD liquido, uma proporgao fenotipica de ~1:8 esperada para uma caracteristica controlada por trés
genes ndo ligados (x2 =1.22; P = 0.27).

@ Esporos floculantes

. Esporos nao floculantes
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Dentre os individuos floculantes, observamos que havia uma varidvel no grau de
floculagdo. Alguns sedimentavam para o fundo do tubo imediatamente apds a retirada do
vortex, enquanto que alguns individuos também apresentavam flocos visiveis a olho nu no
meio liquido, mas demoravam um pouco mais para sedimentar. Por comparacdo entre o
tempo de sedimentacdo apresentado pelos dezenove individuos, os classificamos como
nivel cinco para a maxima floculagdo (menor tempo para sedimentacao), nivel um para
floculagdo minima (maior tempo para sedimentacdo dentre os floculantes), sendo nivel
zero para ndo floculantes. O grafico representado na Figura 2 mostra o grau de floculacao

observado nos dezenove individuos floculantes.

5—-
|
0%‘4- ||| ‘| ||
it \‘ﬁﬂﬁ*
§s 3- L N
=5 | THHEHRE L
%: _{ -‘ |||
3 E I ----4| 'k
SE | A HHE
S “HHF 'y
£ | ‘“"‘J-J—J.._'_J'
QH.:_‘-—-L “1||“

Haploides floculantes F2

Figura 2 - Grau de floculagdo entre os dezenove haploides floculantes F2. Os dezenove individuos floculantes foram
comparados entre si, quanto ao grau de floculagdo, pelo tempo de sedimentagdo em meio YPD liquido. Quando as
linhagens sedimentavam imediatamente apds retirada do tudo do vortex, a linhagem foi pontuada como 5 (mdaximo
grau de floculagdo). Para linhagens ndo floculantes o grau é zero.

Nesse capitulo, realizamos um mapeamento gendmico com intuito de localizarmos

regides que co-segregam com o fendtipo de floculagdo e controlam o fenétipo nao
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floculante de JAY291. Observando os primeiros resultados descritos acima, levantamos
uma hipdtese para o modelo de heranga genética de floculagdo: existe um componente
discreto atuante, que determina se a linhagem é floculante ou ndo; por outro lado, existe
um componente quantitativo, que determina o grau de floculacdo. Os trés genes nao
ligados, esperados pela proporcao fenotipica de 1:8 observada na populacdo F2, poderiam
ser os atuantes do componente discreto da heranca. Para o componente quantitativo,
esperamos encontrar outros genes, que seriam os genes de menor efeito (minor effect

genes) de uma heranca quantitativa, mas também atuantes sobre a caracteristica.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens, Meios, técnicas moleculares/microbioldgicas

As linhagens de levedura utilizadas nesse trabalho s3ao todas espécies de
Saccharomyces cerevisiae e estdo listadas na Tabela 1. A linhagem Escherichia coli (a-
Select Chemically Competent Cells, Bioline) foi utilizada para clonagem de plasmideos de
acordo com as instrucdes fornecidas pelo protocolo do fabricante. Os meios YPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose), LB (Luria-Bertani) e de esporulacdo foram preparados de
acordo com protocolos padrdes (Ausubel et al. 1998). Para a selecdo dos transformantes
integrativos, quando necessario, o meio YPD foi complementado com o antibidtico
geneticina, G418, a uma concentracdo de 200 pg/ml ou higromicina 300 pg/ml, apds
autoclavagem. Ja o meio LB, foi complementado com ampicilina 100 ug/ml para selecdo
de transformantes. Para a preparagao dos meios sélidos foram adicionados 2% de agar.
Técnicas de extracdo de DNA, transformacao de leveduras pelo método acetato de litio,

esporulacdo, disseccdo de tétrades e cruzamento de linhagens estdo descritas em
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protocolos padrées (Rose et al. 1990; Ausubel et al. 1998). Para esporulagdo, as leveduras
foram plaqueadas em meios de esporulacdo e incubadas a 30°C por trés dias. Apds
esporulacao, as tétrades foram tratadas com a enzima Zymolyase. A disseccao de tétrades
ocorreu através de micromanipulacdo. Apds cruzamento de linhagens haploides, o
mating-type MATa/a do diploide resultante foi confirmado por PCR, baseando-se na
técnica descrita por (Huxley et al. 1990). Para crescimento, as linhagens de levedura foram
incubadas a 30°C de um a trés dias. O armazenamento das linhagens ocorreu em glicerol a

-80°C. A Tabela 2 mostra os primers utilizados nesse trabalho.
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Gendtipos: Descrigoes: Referéncias:
Diploides:
Isolad | q Argueso et al.
JAY270: MATa solado selvagem da - 5 5nq
—_— linhagem industrial PE-
MATa «
2; nao floculante
JAY361: MATa FLOS8 FLO1 Hibrido resultante do
MATa flo8-1 flo1A cruzamento de JAY291  Argueso et al.
e JAY479; nao 2009
floculante
ARY161: MATa FLO8 FLO1::HphMX4 Hibrido resultante do
MATa FLOS8::KanMX4  flo1A cruzamento de JAY291  Esse estudo
e ARY157; ndo
floculante
Haploides:
Esporo selvagem Argueso et al.
JAY291: MATa FLO8 flo1A isolado de JAY270; ndo 2009
floculante
Linhagem de Steinmetz et
JAY479: MATa flo8-1 FLO1 laboratorio S288c al. 2002;
selvagem (S97); petite  Argueso et al.
(p0); ndo floculante 2009
Delegdo de FLO8 com
ARY153: MATa flo8A::HphMX4 FLO1 cassete HohMX4-FLO8  Esse estudo
em JAY479; ndo
floculante
Reparo de FLO8 com
ARY156: MATa FLOS8::KanMX4 FLO1 insercdo de pAR2 em Esse estudo
ARY153; floculante
Inser¢do de marca de
ARY157: MATa FLOS8::KanMX4 FLO1::HphMX4 resisténcia ligada ao Esse estudo

FLO1 em ARY156;
floculante
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Tabela 2- Primers oligonucleotidicos utilizados nesse estudo

Nome Sequéncia 5' - 3' e objetivo
ARO72 TATAGGAATGTTGCATTT
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo VII, Forward
ARO73 ATTTCTGATAAATAACTT
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo VII, Reverse
ARO74 TTCCAGCCGCTAGACGAC
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo |, Forward
ARO75S ATCTTGGTGTTGGTGGCG
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo |, Reverse
ARO76 AGCAAATGGCAAACAACA
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo XV, Forward
ARO77 TAATGGCACTATTATATG
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo XV, Reverse
ARO78 TGGTGGTACTTCTTCATT
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo XII, Forward
ARO79 TAGATAGCCTCTGGAATA
PCR-RFLP: regido candidata localizada no Cromossomo XII, Reverse
AROS2 ATTGAT%%TCCTGATATG
Homologia interna ao gene KanMX4, Reverse
CTTGCCGCATGAACAGCCAAGCTTCTATATATTTGTTCCTGCTCGAGCTCGTTTTCGA
ARO88 CA
Amplificacdo do cassete HphMX4-FLOS8 para delecdo parcial de FLOS8, Reverse
ATTAAGGTTATGTGAGTTTCGTCCTGTAAAGTTGATCGGCGCTTGACGTGCGCAGCTC
ARO89 AG
Amplificacdo do cassete HphMX4-FLOS8 para delecdo parcial de FLOS8, Forward
ARO90 TTAACATTGCGCATTTGAACC

Homologia interna ao FLOS8, confirmacao da integracdo de HphMX4-FLO8
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CCAATCTTGTATGTATGTGTC
Amplificacdo parcial de FLO8 de JAY291 para construgdo de pAR2, Forward

TTACCTTTGTGGGCTGTTTAG
Amplificagdo parcial de FLO8 de JAY291 para construcdo de pAR2, Reverse

CTATGGTATGTCCAATAAGAT
Amplificagdo de FLOZ1, Forward

TCAGTCCATTCTAGAGTTGGCGATGGTTCATTAAT
Amplificacdo de FLO1, sitio de restricdo Xbal (sublinhado) adicionado a ponta 5/,
Reverse

TGGAAACCAGCTCTTCAC
Regido proximal ao gene FLO1, Forward

CATGAGGCTCTATAGAGA
Regido proximal ao gene FLO1, Reverse

TTTGAAAAAGTAGATATGTGTATCATAAAGAAAACGTTATTAAGCTGAAGCTTCGTAC
Ge
Amplificacdo do cassete HphMX4-FLO1, homologia distal ao gene FLO1, Forward

GGTAAAATTCTTTTCATGGATTTTTGTTGCCTAAGACAATAAGGCCACTAGTGGATCT
GA
Amplificacdo do cassete HphMX4-FLO1, homologia distal ao gene FLO1, Reverse

TCTGCTGATATTTTAAATACTAGTGC
Confirmacgdo da integra¢do do cassete HphMX4-FLO1, Reverse

CTTCATTGCGTCCTTATTGCTGGC
Confirmagdo da integra¢do do cassete HphMX4-FLO1, Forward

AGGAGGGTATTCTGGGCCTCCATG
Homologia interna aos plasmideos pFA6aKanMX4, pAG32 e pAR2

ATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAG
Homologia interna aos plasmideos pFA6aKanMX4, pAG32 e pAR2

27



Capitulo 1

Mapeamento genémico preliminar

Primeiramente, realizamos um cruzamento entre a linhagem de laboratério S288c
(JAYA79) com a linhagem industrial PE-2 (JAY291), ambas nao-floculantes. Nessa primeira
andlise, observamos os fendtipos de 120 individuos segregantes F2. Oito individuos
floculantes selecionados entre essa populacdo F2 tiveram seus genomas completos
sequenciados, utilizando-se a plataforma “lllumina HiSeq 2000”, na “University of North
Carolina at Chapel Hill”, Chapel Hill, Carolina do Norte, Estados Unidos. Os genomas dos
oito individuos foram sequenciados em uma Unica calha (/lane) de sequenciamento.

Analisamos as sequéncias geradas para os oito genomas através do programa “CLC
Genomics Workbench”. Os “reads” gerados pelo sequenciamento foram mapeados no
genoma da linhagem S$288c, disponivel no banco de dados “Saccharomyces Genome
Database” (SGD), que possui alta qualidade de montagem e das sequéncias, os quais sao
sempre atualizados e disponiveis online. Também mapeamos as sequéncias de cada um
dos oito individuos no genoma da linhagem JAY291 (Argueso et al. 2009). A cobertura
média do sequenciamento foi de 77x.

Por conseguinte, interrogamos o gendtipo de cada um dos oito individuos
floculantes sequenciados em cada uma das posicoes de Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) existentes entre a linhagem de laboratério S288c e a linhagem industrial PE-2
(JAY291) (Figura 3). Foram analisados aproximadamente 40.000 SNPs segregantes entre
os genomas dessas duas linhagens, o que significa aproximadamente um SNP a cada 300
pb. Nosso objetivo nessa etapa foi encontrar trés regides que co-segregavam com o

fenodtipo floculante dos individuos analisados (Figura 4).
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Figura 3 - Re-sequenciamento gendmico e mapeamento dos reads no genoma referéncia de alta qualidade de S288c.
Os genomas dos esporos floculantes foram mapeados no genoma de S288c, depositado em SGD (representado pela seta
azul) e entdo os gendtipos dos haploides floculantes foram interrogados em 40.000 SNPs existentes entre S288c e
JAY291. Os genomas dos individuos floculantes foram mapeados nos genomas de ambos os parentais, S288c e JAY291.
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Figura 4 - Sequenciamento e mapeamento da populacdo floculante F2. Para identificar os genes que controlam o
fendtipo floculante observado na populagdo F2 do cruzamento de S288c e JAY291, dentre os 120 haploides derivados de
JAY361, selecionamos oito individuos e sequenciamos seus genomas completos, segregando os ~40.000 SNPs existentes
entre os genomas parentais. Ao realizarmos o mapeamento, as sequéncias dos genomas dos floculantes foram
comparadas entre si e com os genomas parentais, com o objetivo de se encontrar regides que co-segregam com o
fendtipo floculante dos oito individuos, podendo ser herdadas tanto de $288 (representado em azul) ou de JAY291
(representado em vermelho). Nossa expectativa nessa etapa é encontrar trés genes ndo ligados que controlam o
fendtipo ndo floculante de JAY291. Uma dessas regides é o segmento do Cromossomo V de JAY291, contendo alelo
funcional de FLOS8 (Argueso et al. 2009).

Refinando o mapeamento por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction

Restriction Fragment Length Polymorphism)

Apds encontrarmos cinco regides candidatas no primeiro mapeamento gendémico,
foram analisados os fendtipos de 160 individuos adicionais, segregantes F2 do mesmo
cruzamento de S288c (JAY479) e PE-2 (JAY291). Ja sabiamos que a regido localizada no
Cromossomo V estava realmente associada com o fendtipo, analisada por PCR-RFLP nos

19 individuos floculantes da primeira progénie F2 (Argueso et al. 2009). Dentre os novos
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160 individuos F2, 16 floculantes foram selecionados para genotipagem de outras quatro
regides candidatas também através da técnica PCR-RFLP. Para essa andlise, selecionamos
SNPs localizados nas regides candidatas que criavam sitios de restricdo especificos ou para

a linhagem de laboratério (5288c) ou para a linhagem industrial (JAY291), como mostra a

Figura 5.
A
X JAY291 : e
$288c °’f
b
‘%) “
o i - JAY361
\ S288c
Q\ SNP
Sitio de restri¢do

Figura 5 - Refinando o mapeamento por PCR-RFLP. Para verificar o gendtipo de dezesseis individuos floculantes
adicionais em quatro regides candidatas, selecionamos SNPs que criam sitios de restri¢do especificos de S288c (A) ou de
JAY291 (B).

Todos os primers foram desenhados para amplificacdo de fragmentos contendo
aproximadamente 600 pb, sendo que forward e reverse distam, cada um, cerca de 200 e
400 pb do SNP/sitio de restricdo selecionado, ou seja, quando houver o sitio de restricdo,
a digestdao gera dois fragmentos, um de aproximadamente 200 pb e outro de
aproximadamente 400 pb.

O PCR ocorreu pela reacdo a seguir, utilizando MyTaqg DNA Polymerase (Bioline) e

DNA gendmico de cada um dos dezesseis individuos analisados: desnaturacdo inicial de
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94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, temperatura de
hibridizacdo dos primers por 30 segundos, 72°C por 1min e extensdo final a 72°C por 5
minutos.

Para andlise da regido candidata localizada no Cromossomo |, utilizamos os primers
ARO74-75 para amplificacdo de PCR, seguido de reacdo de digestdo pela enzima de
restricdo Sacll. J& para a regido candidata encontrada no Cromossomo VII, utilizamos os
primers ARO72-73 e enzima de restricdo Sspl. Para a regido candidata encontrada no
Cromossomo XlI, ARO78-79 e enzima Sspl e para a localizada no Cromossomo XV, ARO76-
77 e enzima Hinfl. Todas as enzimas de restricdo utilizadas sdao da marca New England
Biolabs Inc. (NEB).

O PCR para testarmos a amplificagdo ou ndao amplificacdo de FLO1 no genoma das
linhagens S288c e JAY291 foi realizado através de reacdo preparada da mesma maneira

descrita acima, mas com os primers ARO101-102.
Construc¢ao do plasmideo pAR2

Com o intuito de se reparar o defeito flo8-1 da linhagem de laboratdério S288c
construimos um plasmideo, denominado como pAR2, contendo sequéncias parciais do
alelo funcional FLO8 de JAY291 e o gene de resisténcia a geneticina (KanMX4), que foi
utilizado para integracdo por recombinacdo homéloga. O plasmideo pFA6aKanMX4 (Wach
et al. 1994), que contém o marcador KanMX4, foi utilizado como base.

Inicialmente, nossa estratégia era construir um plasmideo contendo o gene FLO1
de S288c e o0 gene FLO8 de JAY291 para inseri-lo em ambas as linhagens de laboratdrio e

industrial. Esse plasmideo chegou a ser construido, mas posteriormente decidimos mudar
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a estratégia, apenas reparando o defeito flo8 na linhagem de laboratdrio e ligando seu
gene FLO1 a um marcador (HphMX4), o que seria util para selecionar linhagens F2 que
herdassem o gene FLO1 de S288c apds seu cruzamento com JAY291. Houve a mudanca de
estratégia porque o gene FLO1 possui muitas repeticdes internas que poderiam
comprometer a fidelidade de amplificacdo e consequentemente sua funcionalidade.

Portanto, primeiro construimos um plasmideo com os genes FLO1, FLO8 e KanMX4
e posteriormente o gene FLO1 foi removido, resultando no plasmideo pAR2 (Figura 6).

O gene FLO1 foi amplificado do genoma de S288c (JAY479) com os primers ARO95
e ARO98 (contém uma cauda com o sitio de restricdo Xbal) gerando um fragmento de 6,4
Kb. A reacdo de PCR foi gel purificada e apds reacdo de digestdo com as enzimas Xbal e
Ndel resultou em um fragmento de 6,1 kb, gel purificado e reservado para inser¢dao no
plasmideo juntamente com o fragmento de FLOS.

Sequéncias parciais do gene FLO8 foram amplificadas com os primers ARO91 e
AR092 e DNA genbmico da linhagem JAY291, utilizando Velocity DNA Polymerase
(Bioline). A amplificacdo por PCR foi iniciada a 98°C por 50 seg e entdo realizada com 38
ciclos de 98°C por 10 seg, 55°C por 20 seg e 72°C por 2 min, com um passo final de 4 min a
72°C. O produto de amplificacdo de 2,3 Kb foi purificado de gel de agarose (GeneJET Gel
Extraction Kit, Thermo Scientific) e subsequentemente digerido com as enzimas de
restricdo Sacll e Ndel (New England Biolabs - NEB). O fragmento de interesse de 1,8 kb foi

purificado de gel de agarose.
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Por outro lado, o plasmideo pFA6aKanMX4 foi digerido com as enzimas Sacll e Spel
(NEB) gerando dois fragmentos, sendo que o fragmento de 3921 pb foi isolado e
purificado de gel de agarose e o fragmento de 20 pb descartado.

Os fragmentos de FLO1, FLO8 e pFA6aKanMX4 foram ligados utilizando-se a
enzima T4 DNA Ligase, criando um plasmideo de 11,9 kb, clonado por E. coli (Bioline) e
extraido com “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Scientific).

Finalmente, a remocdo do gene FLO1 foi realizada através da digestdo do
plasmideo com as enzimas Mfel e EcoRl (NEB) e o fragmento de interesse de 5,8 kb,
contendo sequéncia parcial do gene FLO8 e o marcador KanMX4, foi purificado de gel de
agarose e religado com T4 DNA Ligase, resultando no plasmideo pAR2. Apds a clonagem
em E. coli, pAR2 foi isolado com utilizacdo do “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo
Scientific). Todas as etapas realizadas para constru¢dao de pAR2 estdo representadas na

Figura 6.
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Figura 6 - Representacdo das etapas realizadas para a constru¢do do plasmideo pAR2, utilizado para reparo do gene
FLO8 em S288c. Em A, amplificacdo de sequéncias parciais de FLO8 do genoma da linhagem industrial JAY291, pelos
primers ARO91 e ARO92, seguida de reagdo de digestdo com enzimas de restricdo Ndel e Sacll. A amplificagdo de FLO1
do genoma da linhagem de laboratério S288c, pelos primers ARO95 e ARO98, foi digerida com as enzimas de restrigao
Ndel e Xbal (B). Em C, digestdo do plasmideo pFA6aKanMX4, que contém o gene de resisténcia ao antibiotico geneticina,
com enzimas Spel e Sacll. A etapa D mostra a ligagdo dos fragmentos gerados nas etapas anteriores (A-C) gerando um
plasmideo que contém os genes FLO1, FLO8 e KanMX4. Para a construgdo de pAR2, ocorreu a remogdo do gene FLOI,
através de digestdo com enzimas EcoRl e Mfel, do plasmideo construido em (D), que foi religado, resultando em um
plasmideo final de 5810 pb, com sequéncias parciais de FLO8 de JAY291 e gene de resisténcia ao antibidtico geneticina

(KanMX4) (E).
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Reparo da mutagao nonsense flo8-1 e inser¢ao do marcador Hph ligado ao

gene FLO1 no genoma de S288c

Primeiramente foi construido um cassete, nomeado de HphMX4-FLOS8, para
delec¢do parcial de FLO8 no genoma da linhagem de laboratdrio S288c (JAY479). O cassete
HphMX4-FLOS8 foi amplificado do plasmideo pAG32 (Goldstein and McCusker 1999) com
utilizacdo da enzima “MyTaq DNA Polymerase” (Bioline) e os primers quiméricos ARO88-
ARO89 (42 nucleotideos homdlogos com a regido flanqueadora do locus alvo e 18
nucleotideos para a amplificacdo HphMX4-pAG32). A reacdo ocorreu apoés desnaturacao
inicial de 5 min a 94°C, em 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 3 min a 72°C, com um
passo final de 5 min a 72°C.

A integragdo correta de HphMX4-FLOS8 foi confirmada por PCR de col6nia com os
oligonucleotideos ARO90 e JAO15 e a linhagem S288c com delecdo de parte do gene FLO8
foi salva como ARY153 (Figura 7).

Posteriormente, o plasmideo pAR2 foi inserido no genoma de ARY153, removendo
sequéncias do cassete HphMX4-FLO8, através de integracdao homdloga, reparando o
defeito do gene FLOS8. Antes da transformac¢do em levedura, pAR2 foi digerido com as
enzimas Sacll e Xmal. A integracao de pAR2 na posicao gendmica correta foi confirmada
por PCR de colonia com os primers ARO82 e AR0O92. A linhagem S288c com o FLO8

reparado através da integracdo homadloga de pAR2 foi salva como ARY156 (Figura 8).
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Figura 7 - Delegdo parcial de flo8 em S288c (JAY479) pela integragdo homadloga do cassete HphMX4-FLO8. O cassete
HphMX4-FLOS8 foi construido através de amplificagdo a partir do plasmideo pAG32, que possui gene de resisténcia ao
antibidtico higromicina (HphMX4). Para a reagdo foram utilizados os primers quiméricos ARO88 e ARO89, possuindo 42
bases de homologia com o locus alvo de delegdo (cauda vermelha dos primers) e 18 bases de homologia interna a pAG32
(parte representada em preto nos primers). Apés o PCR, o cassete de 1,6 kb foi utilizado para transformagdo. A
integracdo homaloga do cassete ocorreu no genoma de S288c (JAY479) e a nova linhagem, com delegdo da regido que
possui mutagdo nonsense flo8-1 (M), foi nomeada ARY153.
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Figura 8 - Reparo de flo8 em S288c (ARY153) pela integragdo homdloga do plasmideo pAR2. O plasmideo pAR2 possui
sequéncias parciais do alelo funcional (F) de FLO8 da linhagem industrial JAY291. Apéds digestdo de pAR2 com as enzimas
de restrigdo Xmal e Sacll, ocorreu sua integragdo no genoma da linhagem ARY153, que possui delegdo parcial de flo8
pela integracdo do cassete HphMX4-FLO8. A regido de homologia para integragdo de pAR2 ocorreu entre sequéncias de
FLO8 do plasmideo e de ARY153 e também entre sequéncias de pAR2 e cassete HphMX4-FLOS8. A inser¢do de pAR2 foi
confirmada por PCR, utilizando-se um primer externo a integragdo e interno ao gene FLO8 (ARO92) e um primer interno
ao gene KanMX4, especifico de pAR2 (ARO82). A confirmagdo da correta integragdo e consequente reparo do gene FLO8
também puderam ser observados pela mudanga de fendtipo da linhagem, que passa a ser floculante e foi nomeada
ARY156.

38



Capitulo 1

Inser¢ao do marcador Hph ligado ao gene FLO1 no genoma de S288c

O cassete HphMX4-FLO1, desenvolvido para ligar o gene FLO1 do genoma de S288c
a um marcador de resisténcia ao antibiético higromicina, foi amplificado de pAG32 com o
mesmo programa utilizado para amplificagdo do cassete HphMX4-FLOS8, porém com os
oligonucleotideos quiméricos ARO115-AR0116. O cassete HphMX4-FLO1 foi inserido a
aproximadamente a 200 pb (180 pb) distal ao gene FLO1, no genoma da linhagem
ARY156. A linhagem S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) foi salva como ARY157 (Figura
9).

A inser¢ao foi confirmada por PCR com os primers ARO117-JAO15 apds a selegao
dos transformantes em placas contendo os antibidticos geneticina e higromicina. O
produto amplificado pelo PCR digerido com a enzima Tagl para checar se o marcador foi
inserido no local correto (detalhado em resultados). Apds pré-selecao do candidato pelo
padrdo de restricdo, os fragmentos amplificados através de duas reacées PCR, uma
realizada com os primers ARO117-JAO15 e outra com os primers ARO116-JAO14, foram
sequenciados. O sequenciamento ocorreu em um equipamento “ABl 3130xL Genetic
Analyzer” (Applied Biosystems), em “Proteomics and Metabolomics Facility”, localizada na
“Colorado State University”, Fort Collins, Colorado, EUA. As sequéncias foram analisadas

através do software “CLC Genomics Workbench” .
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Figura 9 - Insergdo do cassete HphMX4-FLO1 em uma regido ~200 pb distal ao FLO1 de S288c (ARY156) por integracdo
homoéloga. O cassete HphMX4-FLO1 foi construido através de amplificagdo a partir do plasmideo pAG32, que possui
gene de resisténcia ao antibidtico higromicina (HphMX4). Para a reagdo foram utilizados os primers quiméricos ARO115
e ARO116, possuindo 42 bases de homologia com o locus alvo, distal a FLO1 (cauda laranja dos primers) e 18 bases de
homologia interna a pAG32 (parte representada em preto nos primers). Apds o PCR, o cassete de 1,8 kb foi utilizado
para transformagdo. A integracdo homadloga do cassete ocorreu no genoma de ARY156 e a nova linhagem, agora com
marca de selegdo ligada ao gene FLO1 passou a ser chamada de ARY157.
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Mapeamento genomico em “bulks” - Bulk Segregant Analysis (BSA) aliada a

sequenciamento de ultima geracgao - Next Generation Sequencing (NGS)

Para um segundo mapeamento, realizamos uma nova estratégia, diferente da
utilizada no primeiro caso. Nesse caso, primeiramente realizamos um cruzamento entre a
linhagem de laboratério S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4), nomeada como ARY157,
com a linhagem industrial JAY291 (FLOS8 flo14).

Selecionamos 217 tétrades completas do hibrido resultante (ARY161), ou seja, que
possuiam os quatro haploides da tétrade vidveis e que também possuiam segregacdo 2:2
tanto para resisténcia a higromicina, quanto para resisténcia a geneticina (dois esporos
cresciam em meio contendo geneticina e dois esporos cresciam em meio contendo
higromicina), totalizando 868 individuos segregantes haploides F2. A observacdo do
crescimento nas placas YPD contendo higromicina e YPD contendo geneticina foi realizada

apos trés dias em estufa a 30°C (Figura 10).
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Figura 10 — Nova populacdo para mapeamento. Primeiramente foi realizado um cruzamento entre a linhagem
S288c/ARY157 (FLOS::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 flo1A), gerando o hibrido ARY161. 217 tétrades
completas de ARY161 foram selecionadas e 868 individuos haploides F2 analisados fenotipicamente. Somente linhagens
F2 portadoras do marcador HphMX4-FLO1 foram selecionadas para o novo sequenciamento e mapeamento.
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O proximo passo foi analisar o fendtipo de cada um dos 868 individuos e classifica-
los como floculante ou ndo floculante. Com esse intuito, amostras de cada individuo
foram inoculadas separadamente em tubos contendo 5 ml de meio liquido YPD. O tipo de
crescimento em meio liquido (floculante/nao floculante) foi observado e classificado apds
dois dias de crescimento em estufa a 30°C e rotacdo a 120 rpm. Essa classificacdo ocorreu
a partir de observacdo das células a olho nu, logo apds vortexar os tubos por um tempo
aproximado entre 5 e 10 segundos. A classificacdo ocorreu por comparacao das linhagens
guanto ao tempo de sedimentacdo apds a retirada do tubo do vértex. Para essa
classificacdo, as linhagens foram divididas em trés grupos diferentes: ndo floculantes,
floculantes e as mais floculantes, que sedimentavam logo apds a retirada do tubo do
vortex. Para as linhagens floculantes, ndo somente sedimentavam mais rapidamente do
que as nao floculantes, como também foi observada a formacao de flocos, tipicos do
fendbmeno e que ndo ocorre em linhagens nao floculantes.

Para o sequenciamento e mapeamento, somente os individuos portadores do
marcador HphMX4-FLO1 foram selecionados e entdo sequenciados em “bulks” e nao
individualmente como ocorreu no mapeamento preliminar realizado nesse trabalho. Para
a realizacdo do BSA-Seq, realizamos uma nova classificacdo dos individuos, dividindo-os
em dois grupos para sequenciamento.

O primeiro grupo continha somente os individuos ndo floculantes e resistentes a
higromicina (Grupo 1). J4 o segundo grupo, possuia os individuos mais floculantes, ou

floculantes extremos, e também resistentes a higromicina (Grupo 2).

43



Capitulo 1

Cada segregante cresceu individualmente YPD liquido por trés dias a 30°C e 120
rom. Foi entao coletada a mesma quantidade de cultura de cada individuo selecionado,
imediatamente apds vortexar e colocado em um Erlenmeyer para mistura das culturas dos
individuos de cada grupo. Foram utilizados dois recipientes Erlenmeyer, um para cada
grupo de sequenciamento, cada um contendo uma barra magnética para mistura. Cada
Erlenmeyer foi mantido em gelo até completarmos o indculo de todas as amostras
pertencentes ao grupo. Apds a agitacdo com barra magnética por 15 minutos, amostras
do conteudo total foram transferidas para tubos de 15 ml, aos quais foram centrifugados,
os sobrenadantes descartados e os pellets foram utilizados para a extragao de DNA.

O sequenciamento ocorreu em “lllumina HiSeq 2000” (2x 100pb), na “University of
North Carolina at Chapel Hill”, Chapel Hill, Carolina do Norte, Estados Unidos, e cada
amostra de DNA, representando um grupo (pool) de individuos segregantes F2
selecionados, foi sequenciada individualmente em uma calha (/ane), com o intuito de se
obter a maxima qualidade dos dados em cada grupo.

As sequéncias geradas foram analisadas pelo programa “CLC Genomics
Workbench” e os “reads” gerados pelo sequenciamento foram mapeados no genoma da
linhagem de laboratdrio S288c, disponivel no banco de dados “SGD”.

As frequéncias alélicas, ou as porcentagens de alelos herdados de cada parental,
S288c e JAY291, foram calculadas em cada posicdo dos 40.000 SNPs existentes entre a
linhagem de laboratdrio S288c e a industrial JAY291.

As estatisticas para validarmos os dados gerados pelo mapeamento em BSA-Next

Generation Sequencing e consequentemente, os loci associados com o fendtipo, foram
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calculadas pelo professor Dr. Paul Magwene, da “Duke University”, localizada em Durham,
Carolina do Norte, Estados Unidos, conforme metodologia descrita em seu artigo
(Magwene et al. 2011). Foram calculadas as estatisticas para os dados gerados em cada
“bulk” individualmente e também do “bulk” ndo floculante (Grupo 1) versus o “bulk”
floculante (Grupo 2). Para analisarmos os loci associados e posteriormente genes
candidatos e relacionados ao fendtipo, utilizamos os dados de comparacgao estatistica de
um grupo versus o outro: Grupo 1 (ndo floculantes e resistentes a higromicina) versus

Grupo 2 (floculantes e resistentes a higromicina).

RESULTADOS

Mapeamento gendmico preliminar

Dadas as primeiras observacdes descritas na introducdo desse capitulo, realizamos
um mapeamento preliminar com o intuito de localizarmos regides que co-segregam com o
fenétipo de floculacdo e controlam o fendtipo ndo floculante de JAY291. Para isso,
primeiramente selecionamos oito entre os dezenove individuos F2 floculantes e
realizamos o sequenciamento completo de seus genomas a uma cobertura relativamente
baixa (77x). Os genomas dos oito individuos foram mapeados no genoma referéncia da
linhagem de laboratdrio S288c e seus gendtipos foram interrogados em aproximadamente
40.000 posicdes de SNPs existentes entre a linhagem de laboratdrio S288c e a linhagem
industrial JAY291.

Pela previsdo da taxa fenotipica, nossa expectativa era de encontrarmos trés

regides co-segregando com o fenétipo floculante dos oito individuos analisados, ou seja,
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regidoes que estavam presentes nos genomas de todos os individuos floculantes, sendo
herdadas de S288c ou JAY291 (Figura 4).

Através da comparacao entre os gendtipos dos oito individuos encontramos cinco
regides candidatas que co-segregavam com o fenétipo de floculagdo. A primeira regido
estava localizada no Cromossomo |, com 8,2 kb (185626-193823 pb); a segunda,
localizada no Cromossomo V, possuia 112 kb (342715-454722 pb); a terceira estava
localizada no Cromossomo VII, com 9,8 kb (971314-981052 pb); a quarta no Cromossomo
Xll, com 1,8 kb (981506-983258 pb) e a quinta regido candidata, estava localizada no
Cromossomo XV, contendo 10,5 kb (226291-236809 pb). Os niumeros apresentados entre
parénteses correspondem as posicdes dos marcadores SNPs no genoma da linhagem
JAY291.

Analisando essas regides no genoma da linhagem S288c (SGD), a regido candidata
localizada no Cromossomo | esta na ponta direita a partir do gene SWH1 e o ultimo
marcador estd em FLOI. Ja a regido candidata do Cromossomo V, corresponde a regiao
gue vai do gene TSC11 ao gene LSM5. Para a regido candidata localizada no Cromossomo
VI, temos os genes de TNA1 a MES1. Ja para o Cromossomo Xll, temos uma regido de
ponta direita a partir do gene NBP1, com ultimo marcador em GABI. Finalmente, a regido
candidata localizada no Cromossomo XV, compreende a regiao que vai do gene SPE2 ao
gene YOL0O47C.

O numero de regides candidatas encontradas, acima do esperado, poderia ser
devido ao baixo numero de individuos analisados e, por isso, estavam co-segregando com

a populacdo F2 apenas coincidentemente, sem estarem de fato relacionadas com o
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fendtipo. Por esse motivo, resolvemos aumentar o nimero de segregantes analisados,
aumentando consequentemente a populacdo F2 e observando os fendtipos dos novos
segregantes. Dessa vez, selecionamos mais quarenta tétrades completas do hibrido
JAY361, resultando em 160 individuos F2 segregantes adicionais para andlise. Dos 160
novos individuos analisados, 16 eram floculantes e 144 nao floculantes, novamente uma
proporcdo fenotipica de 1:8.

Resumindo, primeiramente analisamos 120 individuos F2, onde 19 eram
floculantes. Em uma segunda andlise, de 160 haploides segregantes, 16 eram floculantes.
Somando-se o numero total de individuos analisados, temos uma populagdo F2 de 280
haploides, sendo 35 floculantes. No numero total também temos novamente, a proporgao
fenotipica de 1:8 floculantes para ndo floculantes, esperada para uma caracteristica

controlada por trés genes nao ligados.
Genotipagem adicional por PCR-RFLP: refinando o mapeamento

Para uma segunda andlise, selecionamos os 16 individuos floculantes, da
populacdo F2 adicional de 160 individuos, para genotiparmos as cinco regiées candidatas
encontradas no mapeamento preliminar, para validar regides verdadeiramente associadas
ao fendtipo.

Essa genotipagem dessa vez nao ocorreu pelo sequenciamento completo dos
genomas dos segregantes, mas sim através da técnica PCR-RFLP. Assim, selecionamos
SNPs localizados nas regides candidatas que criavam sitios de restricao especificos para
somente em um dos parentais, ou seja, especificos ou para a linhagem de laboratdrio

$288c ou para a linhagem industrial JAY291 (Figura 5). Dessa maneira, apds a realizacdo de
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PCR naquela regido, seguido de reacdo de digestdo com enzimas de restricao, teriamos
um parental com digestao do fragmento amplificado, um parental onde a digestdo ndo
ocorria e o hibrido, com os dois padrdes de banda no gel, apresentando um fragmento
digerido e um fragmento ndo digerido.

Para a regido candidata localizada no Cromossomo |, a enzima de restricdao Sacll
possui digestdo especifica para S288c. Da mesma forma, para a regido candidata
encontrada no Cromossomo VII, a enzima de restricdo Sspl também possui digestao
especifica para S288c. Ja para a regido candidata encontrada no Cromossomo Xll, a
enzima Sspl tem digestdo especifica para JAY291 e finalmente, para a regido localizada no
Cromossomo XV, a enzima Hinfl possui digestao especifica para S288c.

Conforme esperado, quando havia o sitio de restricdo presente no fragmento de
aproximadamente 600 pb amplificado do genoma dos parentais, hibrido e floculantes
analisados, a digestdo resultava em dois fragmentos, um de aproximadamente 200 pb e
outro de aproximadamente 400 pb. O hibrido apresentou as trés bandas, correspondentes
aos trés fragmentos, um de 600 pb, ndo digerido, herdado do parental que ndo possui o
sitio de restricdo e os outros dois, de 200 e 400 pb, resultantes da digestdo do fragmento
herdado do parental que possui o sitio para a enzima.

Os resultados mostraram que duas das cinco regides candidatas estavam
associadas com o fenétipo floculante. Ja sabiamos que uma dessas regides correspondia
ao gene FLOS8, regulador global do fenémeno de floculacdo, pela co-segregacao do alelo
funcional de JAY291 em toda a primeira progénie F2 floculante de 19 individuos (Figura

11), mostrando o requisito de um Flo8p funcional para a floculacdo (Argueso et al. 2009).
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O gene FLOS8 estd localizado na regidgo do Cromossomo V encontrada no mapeamento

gendmico.
!—||—|U . . .
QLR 19 individuos floculantes da progénie F2
> > 2
M ZZH : )\ M
-
-
600pb- | o e o - ——————— - —— — — — -
400 pb-
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Figura 11 - Co-segregacdo do alelo funcional FLO8 (JAY291) na progénie F2 floculante. A linhagem S288c possui uma
mutagdo nonsense no gene FLOS8 (flo8-1), ligada a outro SNP que cria um sitio de restrigdo especifico para a enzima Sall.
Essa enzima ndo digere o fragmento de JAY291 (FLOS8). Todos os dezenove haploides floculantes herdaram o alelo FLO8
funcional de JAY291. Marcador de peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M).

Das outras quatro regides candidatas, analisadas na progénie F2 adicional de
dezesseis individuos, uma delas co-segregava com o fenétipo floculante dos segregantes,
a localizada no Cromossomo |. Quinze dos dezesseis individuos floculantes apresentaram
o mesmo padrdo de banda do parental S288c, indicando que todos possuem essa regido
herdada da linhagem de laboratério. Apenas um individuo apresentou o padrdo da
linhagem de laboratério JAY291, indicando provavelmente a ocorréncia de um crossing-

over entre a regido associada e o marcador (SNP) escolhido (Figura 12).
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Figura 12 - Genotipagem de quatro regides candidatas em dezesseis individuos F2 floculantes adicionais por PCR-RFLP.
Géis de agarose com amostras de reagdo de PCR, apds digestdo com enzimas de restrigdo. A regido localizada no
Cromossomo | estd ligada ao fenotipo, com co-segregacdo do alelo FLOI1 de S288c na progénie floculante. As outras
regides, localizadas nos Cromossomos VII, XIl e XV ndo estdo ligadas ao fendtipo floculante dos individuos. Marcador de
peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M).

A andlise das outras trés regides candidatas nos dezesseis segregantes floculantes
mostrou que ndo estavam associadas com o fenétipo. A regido candidata analisada no
Cromossomo XlII mostra exatamente a frequéncia esperada para regides nao associadas,
50% ou oito individuos possuem a regido herdada de S288c e os outros oito individuos
possuem a regido herdada de JAY291. Os padrdes de heranca apresentados para as
regides localizadas nos Cromossomos VIl e XV também mostraram que essas duas nao
estdo associadas com o fendtipo floculante dos dezesseis individuos analisados (Figura
12).

A regido que co-segrega com o fendtipo floculante corresponde ao final do brago
direito do Cromossomo | e analisando-a no genoma da linhagem S288c, através das

sequéncias depositadas no programa SGD, vimos que é onde esta presente o gene FLO1,
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um dos principais genes ja descritos que controla a caracteristica floculante de linhagens
de levedura.

Portanto, os resultados gerados pelo primeiro mapeamento mostraram que todos
os segregantes floculantes possuiam FLO8 herdado da linhagem industrial JAY291 e o

FLO1 herdado linhagem de laboratério S288c (Figura 13).

|
|

FLO8 FLO1

Figura 13 - Regides associadas com floculagdao. Refinando o mapeamento PCR-RFLP, validamos duas dentre as cinco
regides candidatas relacionadas com o fendtipo floculante dos individuos. Todos os dezesseis esporos da segunda
progénie F2 herdaram o alelo FLO8 de JAY291 e o alelo FLO1 de S288c, mostrando que essas regides estdo
verdadeiramente associadas a floculagdo. As outras trés regiGes candidatas encontradas nos dados de sequenciamento
foram apenas coincidéncia e ndo estdo associadas com o fenétipo.

FLO1 nos genomas de S888c e JAY291

Vimos que o fenétipo floculante dependia da presenca do alelo funcional Flo8p da
linhagem industrial JAY291. A linhagem de laboratério S288c possui uma mutagao
nonsense flo8-1, que o torna inativo (Liu et al. 1996).

Também foi observado que o fendtipo era dependente da presenca do alelo FLO1
da linhagem de laboratério. O gene FLO1 esta localizado em uma regido subtelomérica do

Cromossomo | de S288c (Figura 14).
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Figura 14 — Gene FLO1 no genoma de S288c. No genoma de S288c, disponivel em SGD (Saccharomyces Genome
Database), o gene FLO1 estd localizado em uma regido subtelomérica, na ponta direita do Cromossomo |I.

Com essa observagao, o proximo passo foi analisar o gene FLO1 no genoma da
linhagem industrial PE-2. Realizamos uma busca por esse alelo no genoma de JAY291 e
surpreendentemente, observamos que ele ndo esta presente nessa linhagem, explicando
o resultado obtido pelo mapeamento genémico e genotipagem por PCR-RFLP.

Apds avaliarmos as sequéncias genomicas de JAY291 e constatarmos que esta ndo
apresentava o alelo FLO1, testamos ainda por PCR a amplificacdo ou ndo amplificacdo de
uma regido localizada a aproximadamente 2790 pb proximal ao FLO1, que sabiamos que a
linhagem JAY291 ja ndo possuia em seu genoma. O resultado do PCR ocorreu conforme
esperado, com amplificacdo da regido (~1793 pb) para S288c e hibrido JAY361 e nao

amplificacdo para JAY291 (Figura 15).
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Figura 15 — Gene FLO1 no genoma de JAY291. Apds constatarmos que o gene FLOI ndo esta presente no genoma de
JAY291 pela analise de suas sequéncias, testamos por PCR a amplificagdo de uma regido distal ao FLO1 no genoma de
$228c, a ndo amplificagdo no genoma de JAY291 e amplificagdo para o hibrido entre as duas linhagens JAY361. A regido
amplificada tem aproximadamente 1793 pb. Marcador de peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M).

Os resultados mostraram que a presenca de alelos funcionais dos genes FLO1 e
FLO8 é necessaria para que a floculacdo ocorra. Porém, o hibrido JAY361, resultante do
cruzamento de S288c e JAY291 possui esses alelos e ndo flocula, indicando que ha pelo
menos mais um gene controlando o fendtipo. Esse poderia ser o terceiro gene previsto
pela proporgdo fenotipica inicialmente.

Mapeamento genomico em “bulks”

No mapeamento realizado preliminarmente, esperdvamos encontrar trés genes
ndo ligados associados com floculagdo. Porém, somente dois genes foram de fato
encontrados, FLO1 e FLO8. Vimos também que esses dois genes sdo necessarios para que
a floculacdo ocorra, mas ndo suficientes, indicando que hd pelo menos mais um gene

envolvido no processo.
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Construimos entdo, uma nova estratégia de mapeamento, onde todos os
segregantes a serem analisados teriam presentes em seus genomas o gene FLO8 de
JAY291 e o gene FLO1 de S288c, facilitando a identificacdo de outras regides também
associadas ao fenétipo. Com esse objetivo, construimos uma linhagem S288c com FLO8
funcional e FLO1 marcado. Assim, realizando um novo cruzamento da linhagem S288c
construida com a linhagem JAY291 (FLO8 flo1A) todos os segregantes teriam o FLO8
funcional e poderiamos selecionar aqueles com o gene FLO1 herdado de S288c, através da
marca de selegdo. Também aumentamos significativamente o numero de individuos
analisados e isso pode ser realizado através do sequenciamento e mapeamento genoémico

em “bulks”.
Construc¢ao do plasmideo pAR2

Para reparo do alelo mutado flo8-1 em S288c, construimos um plasmideo,
designado pAR2, contendo sequéncias parciais do alelo funcional FLO8 de JAY291 e marca
de selecdo, de resisténcia ao antibidtico geneticina (KanMX4). O plasmideo final obtido
tem 5810 pb. Sua construcdo estd descrita em “materiais e métodos” desse capitulo e
ilustrada na Figura 6.

Construg¢ao de uma linhagem S288c FLO8

Primeiramente, foram deletadas sequéncias parciais do gene FLO8 na linhagem de
laboratério S288c (JAY479) através da recombinacdo homéloga do cassete HphMX4-FLOS.
Esse cassete contém o gene de resisténcia a higromicina (HphMX4), homologia de 42
bases de cada lado flanqueando o /ocus alvo e foi amplificado como um fragmento de 1,6

kb a partir do plasmideo pAG32 (Goldstein and McCusker 1999).
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A confirmacdo da insercdao do cassete HphMX4-FLO8 ocorreu por PCR, apods
selecdo em meio contendo o antibiético higromicina, com um primer interno ao cassete
(JAO15) e um primer externo a integracdo (AR0O90), como mostra a Figura 7. O fragmento
esperado de aproximadamente 280 pb foi amplificado, confirmando a integracdo. A
linhagem obtida, com delecdo parcial de FLO8 pela insercdo do cassete HphMX4-FLOS8 foi
denominada ARY153.

A seguir, o fragmento de 3,3 kb gerado apds digestdao do plasmideo pAR2 com as
enzimas de restricdao Sacll e Xmal foi inserido no genoma da linhagem ARY153. A
homologia para integracdo de pAR2 ocorreu entre sequéncias do gene FLO8 da linhagem
ARY153 e do plasmideo pAR2 e entre sequéncias do plasmideo e o cassete HphMX4-FLOS,
como mostra a Figura 8. Portanto, a integracdo de pAR2 remove sequéncias do cassete
HphMX4-FLO8 e consequentemente a linhagem transformada passa a ser sensivel a
higromicina (gene de resisténcia estava presente no cassete HphMX4-FLOS8) e resistente a
geneticina (gene de resisténcia presente no plasmideo pAR2).

Apéds selecdo em meios contendo os antibidticos higromicina e geneticina, a
integracdo de pAR2 foi confirmada por PCR, com amplificacdo pelos primers AROS82
(homologia interna ao gene KanMX4 de pAR2) e ARO92 (homologia interna do gene FLO8
e externa a integracdao de pAR2), gerando um fragmento de aproximadamente 2460 pb

(Figura 16).
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Figura 16 — Confirmagdo da integragdo de pAR2 no genoma de S288c/ARY153 (flo8A::HphMX4) por PCR. A integracdo
de pAR2, contendo sequéncias parciais do alelo funcional FLO8 de JAY291 e marca de selegdo, de resisténcia ao
antibidtico geneticina (KanMX4) no genoma de ARY153 repara o defeito flo8-1 de S288c e a linhagem passa a ter um
alelo funcional FLO8. A amplificagdo realizada com primers ARO82 (homologia interna ao gene KanMX4 de pAR2) e
ARO092 (homologia interna do gene FLOS8 e externa a integragdo de pAR2) gera um fragmento de aproximadamente
2460 pb. Além disso, a linhagem S888c/ARY156 (FLOS::KanMX4) agora é floculante. Controle negativo de amplificagdo
com DNA de ARY153 (CN). Marcador de peso molecular “Hypperladder 1” (1 kb) Bioline (M).

A insercdo de pAR2 no genoma de ARY153 repara o gene FLOS8 da linhagem de
laboratério e a linhagem obtida ARY156 passa a ser floculante (Flo8p funcional) (Figura 1b
- Introducdo Geral). O reparo do gene FLO8 em S288c leva a uma linhagem floculante (Liu

et al. 1996).
Inser¢dao de um marcador de selegao ligado ao gene FLO1 de S288c

O proximo passo foi inserir um marcador de selecdo, chamado de cassete
HphMX4-FLO1, em uma regido distal ao gene FLO1 da linhagem S288c, que agora é
floculante (linhagem ARY156). A realizacdo dessa etapa foi importante para futura selecédo
de linhagens F2 segregantes que herdaram o FLO1 funcional da linhagem de laboratério,
apos novo cruzamento da mesma com a linhagem industrial JAY291, que ndo possui esse
alelo. O cassete HphMX4-FLO1 foi desenvolvido e amplificado de pAG32 como um
fragmento de 1,8 kb, conforme descrito em “materiais e métodos”. A insergdo do cassete

HphMX4-FLO1 ocorreu no genoma da linhagem ARY156.
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Apds selecdo dos transformantes em meio contendo o antibidtico higromicina e
em meio contendo o antibidtico geneticina (candidatos resistentes a ambos), realizamos
uma reacdo de PCR para confirmar a integracao do cassete HphMX4-FLO1. Os primers
ARO117, externo ao local alvo e a integracao do cassete e JAO15, interno ao plasmideo
pAG32 e ao cassete amplificado, foram utilizados para essa confirmacao (Figura 9).

Como os genes FLO1, FLO5 e FLO9 possuem altas similaridades entre si, incluindo
suas regides distais, selecionamos um sitio de restricdo exclusivo da regido alvo para
realizarmos o PCR e analisarmos a insergao correta do cassete HphMX4-FLO1 distal ao
gene FLO1 e ndo aos outros dois genes. Assim, primeiramente realizamos um PCR (primers
ARO117-JAO15) com DNA dos transformantes candidatos e apds amplificagcdo, os
fragmentos gerados de aproximadamente 600 pb foram submetidos a uma reacdo de
digestdo com a enzima de restricao Tagl. Se a insercao estivesse correta, ou seja, na
regido de FLO1 e ndo de FLO5 ou FLO9, o transformante deveria apresentar, apds digestao
com Tagl, duas bandas diagndsticas, uma de 109 pb e outra de 183 pb, além de outras
bandas comuns as trés regides (dez sitios de restricio esperados para regido distal ao
gene FLO1). Se a insercdo ndo estivesse correta, o fragmento teria apenas nove sitios de
restricdo para a enzima Tagl e apresentaria uma banda maior diagndstica, ndo digerida,
de aproximadamente 300 pb (284 pb para FLO5 ou 292pb para FLO9), além das outras
menores em comum com a regiao distal ao gene FLO1 (Figura 17a).

Dos dez candidatos avaliados por PCR-RFLP, quatro apresentaram o padrdo de
restricdo esperado para insercdo do cassete no local desejado, distal ao gene FLOI,

mostrando as bandas de aproximadamente 109 e 183 pb. Os outros seis candidatos
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apresentaram a banda de tamanho aproximado de 300 pb, indicando que a inser¢do nao

ocorreu no local esperado (Figura 17b).
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Figura 17 - Confirmagao da integra¢do do cassete HphMX4-FLO1 por PCR-RFLP. Os genes FLO1, FLO5 e FLO9 possuem
altas similaridades entre suas sequéncias. Para confirmagdo da inser¢do de marca de resisténcia ao antibidtico
higromicina 200 pb distal a FLO1, selecionamos um sitio de restricdo para a enzima Tagql (seta), especifico de FLO1,
localizado na regido alvo. Realizamos o PCR com os primers JAO15 (interno ao cassete) e ARO117 (externo a integragdo
do cassete), seguido de reagdo de digestdo com a enzima Tagl. O fragmento de interesse possui dez sitios de restri¢do
para a enzima, enquanto que se o cassete fosse inserido nas regiGes distais aos genes FLO5 e FLO9, os produtos das
amplificagGes teriam apenas nove sitios (A). Em B, gel de agarose 2,5% com amostras de reagdo de PCR descrita em (A)
realizada para dez candidatos, apds restricdo com enzima Tagl. Dos dez candidatos testados, quatro (1, 6, 8 e 9)
apresentaram as bandas esperadas de aproximadamente 109 e 183 pb. Os outros candidatos ndo tiveram a inser¢ao no
local correto, mostrando uma banda de ~300 pb. Marcador de peso molecular “HyperLadder V" (25 pb — 500 pb) Bioline
(M).
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Apds a pré-selecdo de dois candidatos pelo padrdo de restricdo, os produtos
gerados pelas amplificacdes realizadas em duas reacdes diferentes, uma com os primers
ARO117 (homologia externa distal a insercdo) - JAO15 (homologia interna ao cassete) e
outra com os primers ARO116 (homologia externa proximal a insergdo) - JAO14
(homologia interna ao cassete) foram sequenciados. O sequenciamento dessas regides
confirmou a insercdo do cassete no local esperado, a aproximadamente 200 pb distal ao
gene FLOI1. A linhagem S288c floculante, com FLO8 reparado e marca de selecdo HphMX4

ligada ao gene FLO1 foi designada como ARY157.
Nova populagao F2 segregante para analise

Para encontrarmos o terceiro gene associado ao fenétipo de floculagcdo, a nova
linhagem desenvolvida e derivada da linhagem de laboratério S288c, ARY157
(FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4), foi cruzada com a linhagem industrial JAY291 (FLO8
flo14). O hibrido resultante nao floculante foi chamado ARY161. A esporulagao e
consequente disseccao de tétrades de ARY161 resultaram em uma nova populagao F2
segregante (Figura 10).

Analisamos os fenétipos de 868 individuos segregantes haploides F2 de ARY161.
Dos 868 individuos analisados, 434 possuiam resisténcia a higromicina, portanto possuiam
FLO1 herdado da linhagem 5288c (ARY157), além do FLO8 funcional, seja herdado de
JAY291 ou de ARY157. Desses, 200 individuos foram classificados como floculantes e 198
como nao floculantes (Tabela 3), uma relacdo fenotipica de 1:1, esperada para uma
caracteristica controlada por um Unico gene. Esse gene poderia ser o terceiro fator que

esperavamos encontrar no mapeamento preliminar realizado (os trés genes ndo ligados
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esperados pela proporg¢do fenotipica de 1:8 encontrada na populacdo F2 segregante do
mapeamento preliminar, sendo que ja tinhamos encontrado FLO1 e FLO8 como

relacionados ao fenétipo).

Tabela 3 - Fenétipo observado na populagdo F2 segregante do cruzamento de $288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e
JAY291 (FLOS flo14).

Numero de individuos

Fenétipo observado

Resistentes a Higromicina Sensiveis a Higromicina
Floculantes 200
Nao floculantes 198
Indeterminado 36
Total de individuos 434
868

Porém, dentre os individuos floculantes, novamente pudemos perceber uma
significante diferenca quanto ao grau de floculacdo, sendo que algumas linhagens
apresentavam sedimentacdo imediata apds a retirada do tubo do vdrtex e outras levavam
um tempo relativo maior para sedimentacao.

Nossa hipdtese era de que FLO1, FLOS8 e o terceiro gene esperado poderiam atuar
sobre o componente discreto de heranca da caracteristica, controlando se a linhagem era
floculante ou ndo. Por outro lado, existia também o componente quantitativo, contendo
genes com efeito menor sobre a caracteristica, que poderiam ser também atuantes sobre
a variacao no grau de floculagdo entre os segregantes.

Para o novo sequenciamento e mapeamento em “bulks”, selecionamos 149

III

individuos nao floculantes e resistentes ao antibiético higromicina como o primeiro “poo

III

de individuos (Grupo 1). Para o segundo “pool” (Grupo 2), selecionamos linhagens que

apresentavam o grau maximo de floculagcdo, comparativamente entre os 200 individuos
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classificados como floculantes e resistentes a higromicina, resultando em um total de 50

haploides mais floculantes (Figura 18).

Resistentes a higromicina e Nao floculantes:

Numero total - 149 individuos

Grupo 2
Resistentes a higromicina e Floculantes:

50 mais floculantes de 200 individuos

Figura 18 — llustragao dos dois “bulks” sequenciados. Dentre a populagdo F2 segregante entre o cruzamento de S288c e
JAY291, selecionamos os individuos portadores do marcador de resisténcia a higromicina (FLO1-HphMX4) e dividimos
em dois “bulks” para sequenciamento: 149 individuos nao floculantes (Grupo 1) e 50 individuos mais floculantes (Grupo
2).

O sequenciamento foi realizado em equipamentos de ultima geracao, conforme
descrito em “materiais e métodos”, gerando coberturas médias, baseadas no
mapeamento dos reads, de 486x para o primeiro grupo (ndo floculantes; resistentes a
higromicina) e 891x para o segundo grupo (floculantes; resistentes a higromicina).

Para avaliarmos os resultados de sequenciamento, os reads gerados foram
mapeados no genoma referéncia da linhagem S288c (disponivel em SGD) e analisamos as
frequéncias alélicas parentais S288c ou JAY291 nas sequéncias de cada “bulk”. Loci que
afetam a caracteristica em estudo mostram um enriquecimento para um dos parentais em
cada grupo, enquanto que loci ndo ligados possuem segregacdo uniforme (Edwards and

Gifford 2012), como ilustrado na Figura 19.
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Regido candidata
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Figura 19 - Grafico hipotético representando o mapeamento. A frequéncia alélica (%) herdada de um parental “A” ou

w

“B” (eixo “y”) é avaliada ao longo de cada cromossomo (“eixo x”) onde estdo localizadas as posi¢ées dos SNPs. Loci que
afetam a caracteristica em estudo mostram um enriquecimento de alelos para um dos parentais (seta).

Mapeamento genomico: Frequéncia alélica parental X Posicao

cromossomica (SNP)

As proximas figuras representam os resultados do mapeamento gendmico,
gerados pela analise grafica das frequéncias alélicas parentais ao longo dos dezesseis
cromossomos. Pelo nimero de SNPs avaliados, temos aproximadamente um SNP a cada
300 pb. Cada figura corresponde a analise de cada cromossomo individualmente,
mostrando os dados gerados para o Grupo 1 (ndo floculantes e resistentes a higromicina)
e para o Grupo 2 (50 mais floculantes e resistentes a higromicina).

Analisando graficamente os resultados, temos no “eixo x” as posi¢cdes dos SNPs ao
longo dos cromossomos e no “eixo y” a frequéncia alélica (%) parental S288c-ARY157

(linha azul) ou JAY291 (linha vermelha) (Figuras 20-35).
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Cromossomo | - Grupo 1 (Nao floculantes; Resistentes a higromicina)
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Figura 20 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculagdo através de sequenciamento gendmico -
Cromossomo |. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8
flo14) foram analisados fenotipicamente e individuos FLO1:HphMX4 divididos em dois “bulks”: ndo floculantes (Grupo
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequéncias alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequéncias de
cada “bulk” (pool de individuos), que foram plotadas sobre posi¢Ges cromossomais. Desvios significativos em relagdo a
média de 50% indicam loci candidatos, posteriormente validados estatisticamente.
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Cromossomo Il - Grupo 1 (N3o floculantes; Resistentes a higromicina)
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Figura 21 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculagao através de sequenciamento genémico -
Cromossomo Il. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8
flo14) foram analisados fenotipicamente e individuos FLO1:HphMX4 divididos em dois “bulks”: ndo floculantes (Grupo
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequéncias alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequéncias de
cada “bulk” (pool de individuos), que foram plotadas sobre as posi¢cdes cromossomais. Desvios significativos em relagdo
a média de 50% indicam loci candidatos, posteriormente validados estatisticamente.

64



Capitulo 1

Cromossomo lll - Grupo 1 (N3o floculantes; Resistentes a higromicina)
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Figura 22 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculagdo através de sequenciamento gendémico -
Cromossomo lll. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8
flo14) foram analisados fenotipicamente e individuos FLO1:HphMX4 divididos em dois “bulks”: ndo floculantes (Grupo
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequéncias alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequéncias de
cada “bulk” (pool de individuos), que foram plotadas sobre as posi¢des cromossomais. Desvios significativos em relagdo
a média de 50% indicam loci candidatos, posteriormente validados estatisticamente.
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Cromossomo IV - Grupo 1 (Ndo floculantes; Resistentes a higromicina)
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Figura 23 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculagdo através de sequenciamento gendémico -
Cromossomo IV. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8
flo14) foram analisados fenotipicamente e individuos FLO1:HphMX4 divididos em dois “bulks”: ndo floculantes (Grupo
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequéncias alélicas dos parentais $288c (linha azul) e JAY291 (linha
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequéncias de
cada “bulk” (pool de individuos), que foram plotadas sobre as posi¢des cromossomais. Desvios significativos em relagdo
a média de 50% indicam loci candidatos, posteriormente validados estatisticamente.
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Cromossomo V - Grupo 1 (Nao floculantes; Resistentes a higromicina)
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Figura 24 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculagdo através de sequenciamento gendmico -
Cromossomo V. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8
flo1A) foram analisados fenotipicamente e individuos FLO1:HphMX4 divididos em dois “bulks”: ndo floculantes (Grupo
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequéncias alélicas d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>