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RESUMO

A conscientizagdo acerca de questdes ambientais aumenta a demanda por combustiveis
renovaveis. No cenario da industria energética brasileira, o bioetanol tem grande destaque e
sua demanda cresce anualmente. A producdo de etanol depende das leveduras industriais,
capazes de manter altos niveis de produtividade e rendimento sob as condigdes de estresse
inerentes ao processo. Neste contexto, o desenvolvimento de linhagens mais adaptadas ¢ uma
necessidade continua para a otimiza¢do do processo convencional, bem como para a
viabilizacdo economica de tecnologias emergentes, como o etanol hemiceluldsico. Para isto, a
evolugdo adaptativa por reproducdo sexuada figura como uma alternativa promissora €
complementar a engenharia genética, que acelera a adaptagdo e permite a combinacao de
caracteres responsaveis pela robustez observada em diferentes linhagens industriais.
Tipicamente, este processo consiste na disseccdo de um grande nimero de tétrades e na
analise de muitos segregantes, 0 que torna o processo extremamente laborioso. Sabe-se que
Saccharomyces cerevisiae tem a capacidade de evadir o ciclo meidtico apds a ocorréncia de
eventos de recombinacdo homologa, e retomar o ciclo mitdtico, gerando células com genoma
altamente recombinado, denominada RTG (do inglés, Return to Growth). Por esta razdo, este
trabalho teve como principal objetivo desenvolver uma abordagem que produza diploides
recombinantes sem a necessidade de esporulacdo; propondo uma metodologia rapida e
facilmente aplicada ao estudo e desenvolvimento de leveduras dedicadas a processos
industriais. Neste escopo, a expressdo transiente de uma versdo da proteina reporter GFP foi
utilizada como marcador do ciclo celular para selecao de possiveis diploides recombinantes
por citometria de fluxo. No periodo do presente projeto foi possivel definir um bom sistema
de expressdo composto de uma GFP e uma OFP, bem como determinar os FACS gating a
serem utilizados na abordagem proposta. No entanto ainda se faz necessario ajustes no que

tange a meia vida do GFP.



ABSTRACT

The awareness of environmental issues increases the demand for renewable fuels. In the
scenario of the Brazilian energy industry, bioethanol stands out and its demand grows
annually. The production of ethanol depends on industrial yeasts, capable of maintaining high
levels of productivity and yield under the conditions of stress inherent to the process. In this
context, the development of more adapted lineages is a continuous demand for the
optimization of the conventional process, as well as for the economic viability of emerging
technologies, such as hemicellulosic ethanol. For this, the adaptive evolution through sexual
reproduction is a promising and complementary alternative to genetic engineering. This
accelerates the adaptation and allows the combination of characters responsible for the
robustness observed in different industrial strains. Typically, this process consists of the
dissection of a large number of tetrads and the analysis of many segregants, which makes the
process extremely laborious. It is known that Saccharomyces cerevisiae has the ability to
evade the meiotic cycle after the occurrence of homologous recombination events, and to
resume the mitotic cycle, generating cells with highly recombined genomes, called RTG
(Return to Growth). For this reason, this work had as main objective to develop an approach
that produces recombinant diploids without the need of sporulation; proposing a methodology
that is quickly and easily applied to the study and development of yeasts dedicated to
industrial processes. In this scope, the transient expression of a GFP was used as a cell cycle
marker for the selection of possible recombinant diploids by flow cytometry. During the
present work it was possible to define both a good expression system composed of a GFP and
an OFP; and the FACS gating to be used on the approach. However adjustments are still
necessary regarding GFP’s half-life.
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1 INTRODUCAO

O reconhecimento das consequéncias ambientais advindas da utilizacdo dos
combustiveis fosseis tem aumentado o interesse mundial pelos biocombustiveis, ou seja,
aqueles derivados de matéria-prima renovavel [1]. Neste contexto, o bioetanol e o biodiesel
representam atualmente os principais biocombustiveis utilizados em todo o mundo, com o

primeiro ocupando uma posi¢ao de destaque na economia brasileira [2, 3].

Com o advento da biotecnologia, a levedura Saccharomyces cerevisiae, um organismo
modelo para o estudo de mecanismos moleculares em eucariotos [4, 5], se tornou referéncia
para o estudo de genes relacionados a estresses e “plataforma” para o desenvolvimento de
“biofabricas” aplicadas a producao de biocombustiveis [6—9] e outros bioprodutos [10—14].
Em especial, leveduras adaptadas as condi¢des industriais (leveduras industriais) t€ém atraido a
aten¢do de diversos grupos de pesquisa e empresas de biotecnologia por apresentarem bons

desempenhos em condi¢des adversas [15, 16].

Neste contexto, a busca por linhagens naturalmente mais adaptadas, a evolucao por
adaptagao evolutiva, o uso de agentes mutagénicos como EMS (Ethyl methanesulfonate) ou a
radiagdo UV, a fusdo de protoplastos e a hibridizagdo por cruzamento figuram entre as
principais alternativas para o desenvolvimento de linhagens mais adaptadas a condicdo de

interesse (revisado por Steensels e cols.(2014) [17]).

A hibridizac¢do por cruzamento, em particular, permite explorar a diversidade natural e
combinar em uma mesma linhagem genes responsaveis pela robustez observada em linhagens
distintas. Como exemplo, McDonald e cols. (2016) [18] demonstraram que em S. cerevisiae a
evolugdo baseada na reprodugao sexuada altera a dindmica molecular da evolugdo e acelera a
adaptagdo, evitando a fixacdo de mutacdes deletérias por ‘“‘efeito carona”, o qual ¢é

substancialmente observado na evolugdo sexuada.
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Apo6s a inducdo da esporulacdo, haploides de S. cerevisiae sdo tipicamente obtidos
pela dissec¢do manual do asco (tétrade), utilizando micromanipulador acoplado ao
microscopio [19]. Esporos podem também ser obtidos aleatoriamente — random spore
analysis -, abordagem na qual a presenca de tétrades ¢ enriquecida pela morte seletiva das
células vegetativas por meio de tratamento enzimatico [20]. Tong e cols. (2001) [21]
demonstraram mais eficiéncia utilizando marcadores de selecdo — dominantes e auxotroficos —
regulados por promotores ativos apenas em células haploides. Mais recentemente, a0 menos
dois métodos de analise de dissec¢ao de tétrades baseados em citometria de fluxo foram
desenvolvidos [22, 23]. Em todos os casos, no entanto, o processo ¢ laborioso e requer meses

de trabalho dependendo do numero de segregantes desejado.

Alternativamente, Laureau e cols. (2016) [24] reportam uma aplicacdo biotecnologica
para uma abordagem que elimina a necessidade de dissec¢do de tétrades. Esta explora a
habilidade de S. cerevisiae retornar ao crescimento mitotico apos ter passado pela Profase I da
Meiose, processo conhecido como Return To Growth (RTG). Uma vez que células
recuperadas sdo diploides altamente recombinantes, elas podem representar uma alternativa
promissora para acelerar o desenvolvimento de linhagens e o entendimento sobre mecanismos

moleculares que regulam fenotipos industriais relevantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Unidades fundamentais para expressio génica em eucariotos

No dogma central da biologia molecular, tem-se que a informagao genética contida no
DNA ¢ transcrita em uma molécula de RNA mensageiro (mMRNA) e esta ¢ traduzida em uma
unidade funcional denominada proteina. Podendo também, haver eventos de replicagdo do
DNA. Neste contexto, ¢ de extrema importancia que todas estas etapas sejam devidamente
reguladas, tanto no intuito de manter a homeostasia celular, quanto de responder a estimulos
exogenos [25, 26]. Aqui serd tratado apenas a primeira fase de regulagdo, abordando a

relevancia dos promotores na expressao génica.

De modo geral, a informagdo genética contida no DNA estd disposta em estruturas
denominadas genes. Os genes eucariotos sdo compostos essencialmente de uma ORF (do
inglés, Open Reading Frame — fase aberta de leitura); a qual é flanqueada por duas regides
UTRs,uma a 5’ e outra a 3’ (do inglés, Untranslated Region — regides nao traduzidas), e por

fim, uma regido promotora e outra terminadora.

A caracterizagdo de promotores eucaridticos ¢ relativamente complexa, mas sabe-se
que eles podem ser divididos, essencialmente, em duas por¢des, uma parte denominada core e
outra promotor regulador [27]. O core do promotor, por exemplo, corresponde ao conjunto
minimo de sequéncias reguladoras necessarias para que ele seja funcional. Estas sequéncias
sdo relativamente conservadas e indicam onde a maquinaria de trancricdo deve ser montada
[28]. Sua sequéncia contém de 100 a 200 nucleotideos [29, 30] e nela estdo inclusas a TATA
box e o BRE (do inglés, B Recognition Element, elemento de reconhecimento do TFIIB),

comumente referidos como elementos -25 e -35 [27].

Os promotores de S. cerevisiae ja foram alvo de diversos estudos, principalmente no

que tange sua forca (se ele ¢ muito ou pouco expresso) [31-35], e também a respeito da
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conservacdo e interagdo da TATA box com a TBP (do inglés, TATA Binding Protein —
proteina de ligacdo a TATA) [36, 37]. No entanto, além desta, os promotores eucaridticos
apresentam outras sequéncias relevantes em seu core. A Figura 1 traz uma representacdo
destas regides e as relaciona com os resultados obtidos por Lubliner e cols. (2015) [28] a
respeito das possiveis caracteristicas utilizadas na predi¢do tanto de promotores fortes quanto
fracos. Adiciona-se a lista de elementos presentes no core de um promotor a regido PIC (do
inglés, Pre Initiation Complex — complexo de pré iniciagao, sequéncia em que o complexo de
transcricdo, contendo a RNA polimerase Il - RNApol II se forma); a regido de scanning, onde
a RNA pol II busca pelo sitio de inicio de transcricdo, e por fim o TSS (do inglés,

Transcription Start Site — sitio de inicio de transcri¢ao).

T - rich Lower

G\C - rich G\C-rich G\C-rich &\ rich activity

Figura 1: Representacio dos principais elementos no core de um promotor. A estrutura basica do
core de um promotor resume-se a 4 elementos primordiais: (i) TATAbox, (ii) PIC, (iii) sequéncia de
scanning e (iv) TSS (sequéncia de iniciagdo). A maquinaria de transcri¢do comeca a se formar com a
ligacdo do FT (fator de transcrigdo) TBP (do inglés, TATA Binding Protein — proteina de ligagdo ao
TATA) a sequéncia TATA, a partir dela os demais FTs sdo recrutados e a maquinaria, ja completa
(contendo, inclusive a RNApol II) é formada na regido PIC. A RNApol II passa a buscar, downstream
no promotor pela sequéncia iniciadora (TSS). Na figura, sdo destacadas as composi¢oes de
nucleotideos para cada uma das estruturas do core, para que se obtenha promotores de alta ou baixa
atividade (representados em laranja e azul, respectivamente). [Adaptado de Lubliner e cols. (2015)
[28]].

Por sua vez, a por¢ao dita “reguladora” de um promotor localiza-se upstream do core
e nela € possivel encontrar diferentes combinagdes de sequéncias regulatérias, dentre as mais
comuns distacam-se a CAAT box, o GC box ¢ o Elemento Octamero [27]. A combina¢ao do
numero de copias e posicionamento de uma ou mais destas sequéncias consenso ¢ unica e
inerente a cada promotor, conferindo-lhe a especificidade necessaria para a regulacdo fina da

expressao génica ao longo do ciclo celular. Proteinas ditas ‘ativadoras’ sdo capazes de
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reconhecer e se ligar a estas sequéncias reguladoras e interagir com o aparato basal de

transcri¢cdo promovendo e aumentando a transcrig¢do.

A presenca de uma ampla diversidade de fatores de transcricdo e suas respectivas
combinagdes, somado a individualidade de cada promotor, permite uma forte regulagdo
temporal da expressdo de cada gene, conforme a necessidade da célula. Estas regides
promotoras, associadas tanto a determinadas func¢des celulares, quanto a momentos
especificos do desenvolvimento, ja se mostraram bastante relevantes no desenvolvimento de
tecnologias e estudos de base. No que tange o desenvolvimento de técnologias, cita-se a a
utilizacdo de promotores especificos regulando proteinas repodrteres fluorescentes para
marcagdo de tétrades e haploides matting type especifico de S. cerevisiae [14, 15,

respectivamente].

2.2 Utilizacio de proteinas reporter fluorescentes em estudos de expressio génica

Proteinas fluorescentes podem ser bons repdrteres para experimentos que envolvem o
monitoramento e visualizagdo de eventos intracelulares que demandam resolu¢ao temporal
e/ou espacial. Conforme revisado por Rostad e cols. (2016) [38], a primeira proteina
fluorescente (FP, do inglés, Fluorescent Protein) foi descrita na década de 1960 por
Shimomura e cols (1962) [39], ela foi isolada da 4gua viva Aequorea victoria e emitia
fluorescéncia verde, sendo classificada como uma GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein

— Proteina Verde Fluorescente).

Desde entdo, estudos de caracterizacao estrutural da GFP de A. victoria permitiram
que fossem elucidados os mecanismos que fazem com que essa classe de proteinas seja
excitada em um determinado comprimento de onda e emita fluorescéncia em um
comprimento de onda maior. Shimomura e cols. (1979) [40] forneceu o primeiro insight e
propOs a estrutura do cromodforo para a GFP. Em 1993 essa informagdo foi revisada e
aprimorada. Atualmente, sabe-se que o cromé6foro corresponde aos aminoacidos Serina®® —

Tirosina®® — Glicina®’ [41], sendo os residuos 66 e 67 extremamente conservados dentre

todas as F'Ps, independente do seu espectro de emissao (Figura 2) [42, 43].
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Figura 2: Conservacio da estrutura dos croméforos de proteinas fluorescentes. E feita a
comparagdo da estrutura do cromoforo de sete FPs distintas, cuja excitagdo ¢ emissdo se da em
diferentes comprimentos de onda. No centro da imagem ¢é possivel observar uma representacdo do
espectro de luz e a indicagdo do pico de excitagdo de cada molécula. A cor utilizada para destacar cada
um dos cromoforos representa seu espectro de emissdo. (A) SBPFP2; (B) mEGFP; (C) mKO2; (D)
mTurqoise2; (E) SYFP2; (F) mCherry; (G) TagRFP. [Retirado de Noelles e cols. (2017) [44]].

A estrutura terciaria das FPs também ja foi elucidada e hoje sabe-se que, de um modo
geral, todas seguem o padrao da GFP de A. victoria, descrito por Ormo e cols. (1996) [45].
Em linhas gerais, as proteinas fluorescentes sdo compostas por 11 folhas-f dispostas em
forma de barril, gerando um interior hidrofébico, no qual se insere a a-hélice contendo o

cromoforo [44]. A Figura 3 exemplifica a conservacdo da estrutura terciaria das proteinas

fluorescentes.



Revisao Bibliografica 25

SBFP2 mTurquoise2 mEGFP SYFP2 mKO2 TagRFP mCherry

Figura 3: Conservac¢ao da estrutura terciaria das proteinas fluorescentes. Diagrama de fita de 7
diferentes FPs. A cor das fitas representa o espectro de emissdo de cada proteina. No topo de cada
representacdo ¢ apresentado o nome da FP. A primeira representagdo mostra a face larga do barril; a
representacdo do meio apresenta a face fina e a ultima traz a vista de cima, deixando aparente as
extremidades C e N terminal. [Retirado de Noelles e cols. (2017) [44]].

E interessante ressaltar que todas as proteinas fluorescentes tém ao menos algum grau
de tendéncia a formar oligomeros, sendo necessaria a realizagao de alteracdes especificas para
que elas se mantenham como mondmero. A DsRed (Discosoma Red), por exemplo, ¢ uma FP
cuja emissao ocorre na faixa do vermelho (583nm). Ela foi isolada de Discosoma genus, e em
sua versao selvagem ¢ obrigatoriamente tetrdmera, tanto in vitro [46, 47], quanto in vivo [46].
Baird e cols. (2000) [46], no intuito de possibilitar estudos de localizacdo intracelular
utilizando proteinas que emitam fluorescéncia em vermelho construiu uma versao dimérica e
outra monomérica da DsRed, as quais sdo obtidas primordialmente por inser¢do de argininas

na interface responsavel pela interacao dos monomeros [48].

O potencial de implementar o uso das F'Ps em estudos cientificos s6 comecou a de fato
ser compreendido no inicio da década de 90, apds o sequénciamento e clonagem da GFP
oriunda de 4. victoria [49] e, dois anos mais tarde, quando Chalfie e cols. (1994) [50]
utilizaram pela primeira vez uma GFP como reporter para expressdo de genes tanto em
organismo procarioto quanto eucarioto (Escherichia coli e Caenorhabditis elegans,

respectivamente).

A maior evidéncia do potencial cientifico e biotecnologico das proteinas fluorescentes
surge em 2008 com a concessdo do prémio Nobel aos pesquisadores Osamu Shimomura,

Martin Chalfie e Roger Tsien, responsaveis pelo descobrimento da GFP de A. victoria, pela
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demonstragdo do uso da GFP como um tag de DNA e pelo aumento da paleta de cores de

proteinas fluorescentes, respectivamente.

A grande diversidade de cores de FP permite, atualmente, estudos multipardmétricos e
assim, grandes avangos sdo feitos, seja em pesquisa de base ou aplicada. Nos ultimos anos
foram feitas descobertas que ajudardo na elucidagdo de mecanismos até entdo pouco
compreendidos, como os papéis de fatores de transcricdo em embrides [51] e mecanismos de
exocitose [52]. J& na area da satde, estd sendo realizada a analise de sequéncias pepitidicas
visando um eficiénte sistema de drug delivery [53]; e também anélises dos granulos formados

pela proteina Exol na doenca de Huntington [54].

2.3 Principios da citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica bastante robusta que permite ao usudrio contar,
examinar e recolher eventos especificos de uma suspensdo de células, particulas ou
componentes celulares (Macey (2007) apud Adan e cols. (2017) [55, 56]). Ela ¢ amplamente
utilizada em andlises biomédicas e em pesquisas de base no que tange a andlise e a

caracterizagdo celular, tendo também aplicacdes biotecnoldgicas.

O principio bésico da citometria de fluxo relaciona-se com a difracdo do feixe de raios
de um laser que incidem sobre uma tnica célula ou particula. O tamanho da célula e sua
complexidade citoplasmatica faz com que os feixes difratem em diferentes angulagdes e
sejam captados por um sistema Optico, gerando uma combinagdo de sinais Unica para cada

evento [56, 57].

Para possibilitar a anélise de eventos de modo individual, o sistema fluidico utiliza o
foco hidrodinamico, este ¢ baseado no principio da dinamica de fluidos descrito em 1738 por
Bernoulli (revisado por Watson (1999) [58]). Para que o foco hidrodindmico ocorra
corretamente, a amostra ¢ injetada em uma canula cujo didmetro sofre constricdo préoxima ao

ponto em que a célula ¢ intersectada pelo feixe de lasers, denominado ponto de indagagao.

As andlises, propriamente ditas, ocorrem por intermédio dos sistemas Optico e
computacional. O primeiro € responsavel por gerar e captar os sinais de cada evento. De modo

simplificado, o sistema optico ¢ formado por: (i) um feixe de laser, o qual ¢ orientado por um
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prisma até o ponto de indagacdo; (ii) pelos filtros e espelhos dicroicos, que direcionam e
filtram a passagem de comprimentos de onda especificos; e (iii) pelos fotodiodos e PMTs
(Photo Multiplier Tube, do inglés tubo fotomultiplicador), os quais captam e permitem a
quantificagdo de cada estimulo. Deste modo, quando a amostra passa pelo ponto de indagacao
ela ¢ interceptada pelo feixe de laser com um comprimento de onda apropriado e este feixe
difrata em diferentes angulagdes em decorréncia do tamanho da célula e de sua complexidade

citoplasmatica (revisado em [57, 59, 60].

A Figura 4 traz uma esquematizagdo do sistema Optico. Dentre os parametros
comumente utilizados em analises de citometria de fluxo, destacam-se as analises de FSC (do
inglés, Forward Scatter Channel), SSC (do inglés, Side Scatter Channel) e a intensidade de

fluorescéncia .

O FSC corresponde aos feixes difratados em angulos de até 20° e relacionam-se ao
tamanho da célula que passou pelo ponto de indagagdo. Ja o SSC ¢ dado por feixes difratados
em angulos maiores que 20°, estes correspondem a complexidade citoplasmatica das células.
Por fim, tem-se a intensidade de fluorescéncia, sua identificacdo e quantificacdo dependem da
associacao de um conjunto de filtros e espelhos dicroicos, estes responsaveis por direcionar

determinados comprimentos de onda at¢ um PMT [56, 57, 60].
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Figura 4: Representacio esquematica do sistema optico de um citometro de fluxo. O feixe de
laser, do comprimento de onda necessario ao experimento ¢ orientado por prismas [P] até o ponto de
indagacdo; onde ¢ interceptado pelas amostras. Os feixes que difratam em pequenas angulacdes (até
20°) sdo captados pelo fotodetector FSC, ja os que difratam em maior angulagdo sdo captados pelo
fotodetector SSC. A fluorescéncia emitida ¢ filtrada pelos espelhos dicroicos [DM], os quais permitem
a passagem de feixes com comprimentos de onda especificos. [Adaptado de
https://bitesizebio.com/31638/flow-cytometry-optics-system/].

PMT

A combinagdo destes fatores (FSC, SSC e intensidade de fluorescéncia para
comprimentos de onda especificos) geram caracteristicas unicas para cada evento avaliado e
trazem grande relevancia para aplicagdo, ndo s6 em estudos de base [61] e aplicagdes clinicas
[62—65], mas também para aplicagdes industriais [66] e biotecnologicas, nomeadamente em
estudos que buscam por QTLs em organismos de interesse industrial (do inglés, Quantitative
Trait Loci — o qual faz referéncia a fendtipos que dependem de mais do que um Jocus génico
para serem evidenciados). Dentre as abordagens de citometria de fluxo com escopo na
resolucdo de QTLs, cita-se o trabalho de Ludlow e cols. (2013) [22] e Treusch e cols. (2015)
[23].

Ludlow e cols. [22], perceberam a laboriosidade de realizar a dissec¢ao manual de
tétrades de S. cerevisiae e propuseram uma metodologia de esporulagdo que permite o rastreio
dos quatro haploides irmaos (oriundos de uma mesma tétrade). Nesta abordagem ¢ criada uma
biblioteca de plasmideos contendo a CDS (do inglés, CoDing Sequence — sequéncia

codificadora) da EGFP fusionada a CDS do gene SPS2 (SPorulation Specific 2, responsavel
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pela organizagdo da parede de B-Glucano do esporo), desta maneira, leveduras transformadas
com este plasmideo podem ser esporuladas e as tétrades expressando o EGFP sao recolhidas
por cell sorting acoplado a citometria de fluxo. Apos lise dos ascos e genotipagem o0s
haploides podem ser identificados pelo barcode quanto a sua origem. Com o desenvolvimento
desta técnica, o trabalho de 1 més de disseccdo de tétrades foi resumido a 3 horas de

citometria de fluxo (Figura 5A).

Ja Treusch e cols. [23], sugere uma abordagem de separagdo de haploides de S.
cerevisiae mediante uso de um plasmideo, o qual permite a expressao de duas proteinas
reporteres distintas de modo independente baseando-se no matting type dos haploides
analisados. Deste modo, ele permitiu que fosse realizada a separagdo de haploides tanto
MATa, quanto MATa via citometria de fluxo eliminando tanto a necessidade de dissecar

tétrades de modo manual, quanto de genotipar os haploides recolhidos (Figura 5B).
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Figura 5: Representacio esquematica das técnicas de disseccio de tétrades baseadas em
citometria de fluxo. (A) BEST — Barcode Enabled Sequencing of Tetrads [22] e (B) Abordagem
proposta por Treusch e cols (2015)[23]. Ambas as aplicagdes sao bastante parecidos nos trés primeiros
passos e baseiam-se na transformacdo de uma linhagem diploide com o plasmideo gerado no
respectivo trabalho (1); seguido da inducdo a esporulagdo (2) e do recolhimento de eventos de
interesse por cell sorting acoplado a citometria de fluxo (3). Em (A) tem-se o recolhimento de tétrades
e subsequente dissec¢do das mesmas. Ja em (B), sdo recolhidos haploides MATa ¢ MATa
separadamente.
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2.4 Demanda e producao de etanol no cenario nacional.

Em decorréncia da primeira crise do petrdleo em 1973, o Governo Brasileiro instaurou
o Programa Nacional do Alcool (Proalcool) por intermédio do Decreto n° 76.592 (de
novembro de 1975). Este, surgiu com objetivo de firmar a seguranca energética do pais e
resultou no maior programa de incentivo ao desenvolvimento e emprego de energia renovavel
do mundo, unindo pesquisadores e empresarios na empreitada de substituir parte da demanda

de gasolina pelo etanol [67].

A primeira década do Programa foi bastante frutifera, aumentando a producao de
etanol e consequentemente aumentando a porcentagem de etanol na composi¢ao da gasolina;
a qual passou de 5% (valor mandatério desde 1930) para pouco mais de 20% em 1985 [67,
68]. No entanto, mediante a queda no prego do petréleo e a melhora no cendrio internacional
do agucar, o Préalcool ficou estagnado até que foi encerrado em 1990 [69] e sO voltou a
expandir no inicio dos anos 2000, mediante aumento de pressdes no que tange
sustentabilidade e questdes ambientais, isso agregado ao langamento dos carros flex-fuel em

2003 [70].

O advento dos carros flex-fuel tornou o etanol carburante uma realidade no pais e hoje
compdem a maior parte de nossa frota veicular. A Empresa de Pesquisa Energética (EPE), em
conjunto com o Ministério de Minas e Energia do Brasil divulgam anualmente um “Plano
Decenal de Expansdo de Energia” [3, 71]. Em 2018 foi lancado o plano referente ao
planejamento e as expectativas de crescimento da demanda de etanol carburante para o
periodo compreendido entre 2018 e 2027, nele, dados historicos apontam que, em 2017 o
Brasil consumiu 27 bilhdes de litros de etanol carburante e considerando a perspectiva menos
otimista esta demanda sera, em 2030, de 38 bilhdes de litros (aproximadamente 40% maior do

que a atual) (Figura 6).
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Figura 6: Demanda de Etanol Carburante. Previsdo decenal da demanda brasileira de etanol
carburante calculada pela Empresa de Pesquisa Energética e apresentada em conjunto com o
Ministério de Minas e Energia Brasileiro em 2017. [Retirado do Plano Decenal 2027, EPE (2017)
[72]].

A perspectiva do aumento na demanda do etanol para os proximos anos requer que
sejam feitas melhorias no sistema de producdo, tanto no que tange o aumento da
produtividade da biomassa, quanto no aumento da eficiéncia e produtividade da S. cerevisiae

ao longo do processo de fermentagao.

O processo de produgdo de etanol brasileiro ¢ bastante peculiar e oferece alguns
desafios para as leveduras que perfazem a fermentacdo. A Figura 7 apresenta, em linhas
gerais, nosso sistema de produc¢do. Inicialmente a cana de agucar ¢ recolhida e levada para a
moagem, gerando suco e melago de cana de agucar. Estes sdo clarificados e encaminhados as
dornas de fermentacdo. Na dorna, junto ao substrato, sdo adicionadas as leveduras (S.
cerevisiae). Tipicamente, a safra brasileira ¢ iniciada com um in6culo misto, contendo grande
porcentagem de uma linhagem denominada starter, comumente uma levedura de fermentacao
de pao e associado a ela, adiciona-se porcentagens menores de leveduras ditas industriais, as
quais sdo mais robustas e tem capacidade de fermentar mesmo sob os estresses inerentes ao
sistema produtivo [73, 74]. Por fim, apds o processo fermentativo, o vinho, produto da
fermentagdo, ¢ separado da massa de leveduras por centrifugacdo e é encaminhado aos

destiladores.
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E de grande importancia ressaltar que nosso processo nio é estéril, permitindo que
microrganismos (nomeadamente bactérias lacticas) oriundos da biomassa, ou mesmo
presentes na dorna, contaminem o processo fermentativo [75]. Deste modo, como solugdo a
este problema, foi adotado no Brasil, um sistema de reciclo de leveduras. Ap6s encaminhar o
vinho ao sistema de destilacdo, as leveduras sdo recuperadas e encaminhadas ao processo de
reciclo, o qual ocorre mediante tratamento dos microrganismos com acido sulfurico (pH e 1,8

~2,5) [73, 76].

D
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Moagem Fermentagao Destilacao
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Figura 7: Representacao esquematica do sistema brasileiro de producao de etanol. A cana ¢
transportada a usina e passa por uma etapa de moagem (A). Em seguida o suco proveniente da
moagem ¢ clarificado e passa a ser chamado de mosto. Este ¢ conduzido a dorna de fermentagao, onde
sdo adicionadas as leveduras e ¢ iniciado o processo fermentativo (B). Ao fim da fermentag¢do o vinho
(produto da fermentagdo) é separado das leveduras por centrifugacdo e encaminhado aos destiladores
(C). Inerente ao processo brasileiro de fermentacdo, ¢ realizado o processo de reciclo das leveduras
(D). Nesta etapa a massa de microrganismos obtida por centrifugacdo passa por um tratamento com
acido sulfurico (pH 1,8 a 2,5), no intuito de eliminar a contaminagdo por bactérias; ¢ em seguida ¢ rei-
inoculada na proxima batelada.

2.5 Vantagens da reproducio sexuada para a adaptacio evolutiva em S. cerevisiae

A diversidade genética pode ser gerada pelo surgimento de mutagdes de novo (nio
relacionadas a meiose), mas ¢ derivada principalmente de eventos de reprodugdo sexuada.
Estes recombinam a informagdo genética previamente existente nas geragdes parentais €

permitem que novas caracteristicas sejam estabelecidas [77].

Em 1904 Weismann [78] publicou a hipotese de que a evolugao sexuada permite que a

sele¢do natural seja mais ativa. Apesar da teoria de Wismann ser amplamente aceita, existem
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estudos que demostram a ocorréncia de evolucdo adaptativa por meio da reproducao
assexuada [79-83]. Neste contexto, Kao e Sherlock (2008) [80] fizeram a primeira
caracterizacao molecular da evolugdo assexuada em S. cerevisiae. Em resumo, os autores
concluiram que a ocorréncia da interferéncia clonal, definida como a competi¢ao de mutacdes
benéficas em organismos distintos de uma populacdo de padrdo reprodutivo assexuado, ¢
essencial para a evolugdo de uma populagdo em desenvolvimento mitotico. Por outro lado,
presume-se que isto pode ser também um fator determinante para a reduzida taxa de evolucao

observada.

Em relagdo ao papel da reproducao sexuada sobre a evoluciao, Goddard e cols. (2005)
[84] demostraram um aumento na taxa de adaptacdo em relacdo a reproducdo assexuada para
S. cerevisiae. Além disso, McDonald e cols. (2016) [18] comprovaram recentemente que
populagdes com reproducao sexuada desfazem a dupla carga genética das mutagdes
deletérias, que tipicamente se valem do “efeito carona” e consequentemente altera a dindmica
molecular da evolugdo e acelera a adaptagdo. Os autores avaliaram 1.000 geracdes de
populagdes sob crescimento mitdtico ou meidtico e confirmaram maior aumento do fitness de
populagdes evoluindo sexualmente (Figura 8A). Analisando as mutacdes fixadas em cada
populacdo, observaram que durante a reproducdo sexuada menos mutagdes sdo fixadas,
prevalecendo as ndo-sindnimas (Figura 8B), sugerindo que a sele¢do natural atua de modo

mais eficiente neste padrao de evolugao.
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Figura 8: Taxa e assinatura molecular da adaptacdo. A. Aumento do fitness apos 1.000 geragdes
para as populagdes submetidas a evolucdo assexuada e sexuada. Notar maior aumento do fitness para a
populagdo sexualmente evoluida. B. Quantificagdo das muta¢des ocorridas nas populagdes sob
evolucdo assexuada e sexuada. Notar que na evolugdo sexuada menos mutacdes sdo fixadas,
prevalecendo as ndo-sinonimas. (Adaptado de McDonald e cols. (2016) [18]).
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2.6 Producio de diploides recombinantes empregando reversio meidtica

Linhagens diploides de S. cerevisiae dispdem de dois padrdes de crescimento. Quando
em condi¢des nutricionais Otimas, ou seja, quando ha fontes de carbono e nitrogénio, elas
apresentam reprodugdo clonal mediada por um ciclo reprodutivo mitotico (brotamento). Ja
quando submetidas a estresse elas iniciam o ciclo meidtico tipico, que culmina na
esporulacdo, ou seja, divisdo da célula mae e subsequente formagdo de quatro haploides
confinados em um asco, estrutura comumente referida como tétrade [85].

Na esporulagdo ocorre a duplicagdo do material génico durante a interfase, seguido da
segregacdo dos cromossomos homologos (divisdo equacional ou Meiose I), subsequente
separagdo das cromatides irmas (divisdo reducional ou Meiose II) e formacao da tétrade [85].
Em especial, a Profase I da Meiose ¢ caracterizada pelo elevado niimero de eventos de
recombinagdes entre cromossomos homologos. Estes eventos iniciam com a ocorréncia de
quebras da dupla fita do DNA (DSBs, do inglés Double-Strand Breaks), mediadas por Spol1
(SPOrulation) [86—88].

Os DSBs podem resultar tanto na formacao de eventos de crossover, quanto na nao
ocorréncia de crossover [89, 90]. Estes sdo altamente regulados em termos genéticos, sendo
controlados por fatores que decidem a posicdo de quebra no DNA ou medeiam o
processamento das recombinacdes (revisado por Youds e Boulton (2011) [90]). Neste
processo, destacam-se proteinas que se ligam ao DNA como a Mlh1/3 (MutL Homolog) ¢ a
helicase Mer3, também denominada Hfm1 (Helicase Family Member) e Sgsl (Slow Growth
Suppressor). Apos a ocorréncia de DSBs, eucariotos sdo capazes de reparar o dano mediante
recombinagdo homologa ou pela jun¢ao de extremidades ndo homologas — non-homologous

end-joint (NHEJ) — ainda na fase G2 da intérfase [91, 92].

Embora os eventos DSBs e crossover mediados por Spoll sejam caracteristicos da
Meiose I, em S. cerevisiae a progressao da divisdo pode ser interrompida mediante um shift
nutricional, fazendo com que as células retomem seu ciclo de divisdo mitdtico [24, 93]. Esta
habilidade ¢ conhecida como Return to Growth (RTG). No entanto, ela deve acontecer,
impreterivelmente até o final da Profase I, precedendo o momento denominado ponto de
irreversibilidade, apds o qual as células se comprometem a finalizar a meiose [87, 94]. A
Figura 9 traz uma representagdo dos principais eventos da divisdo meidtica e da estratégia

para obtencao de diploides recombinantes por RTG.
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Figura 9: Representacao esquematica dos principais eventos da divisio meidtica e da estratégia
para obtencao de diploides recombinantes por RTG. A. Haploides sdo combinados por cruzamento
para se obter o diploide hibrido de interesse. B. Células diploides sdo transferidas para meio de
esporulagdo que induz a divisdo meidtica. C. Apos a Profase I da Meiose — etapa do ciclo celular onde
ocorre crossover — células sdo transferidas para meio de cultura padrdo (shift nutricional). Estas,
cessam a meiose e retornam ao crescimento por mitose. Notar que diploides recuperados apoés RTG
sdo hibridos recombinantes, geneticamente distintos dos parentais haploides e diploide.

O RTG ¢ possivel devido ao controle negativo exercido pela quinase Swel
(Saccharomyces Weel) sobre a proteina Cdk1 (Cyclin-dependente kinase) [94, 95]. Segundo
Liu e Wang (2006) [95], a Cdkl estd associada a replicagdo do DNA e a segregacdo dos
cromossomos homologos, tendo seu pico de expressao entre a intérfase e a Meiose. Assim, a
regulacao negativa de Swel em Cdkl apds o shift nutricional evita que sejam formadas
c¢lulas multinucleadas e permite o brotamento [87]. Ap6s ocorréncia do RTG a “célula mae”
pode ou ndo ter sofrido crossover. Esta terd um genoma 4C que ira segregar equacionalmente,
distribuindo aleatoriamente duas cromatides possivelmente recombinadas entre a “célula
mae” e a “células filha” (broto diploide). Ap6s o brotamento, tem-se duas células diploides

altamente recombinantes [24] (Figura 9C).

Ao menos cinco estudos j& demonstraram que ¢ possivel obter diploides
recombinantes para um, dois ou quatro loci por meio do RTG [87, 96] [93, 97] [24].
Recentemente, foi demonstrada a aplicagdo do RTG para fins biotecnoldgicos. Neste
contexto, Laureau e cols. (2016) [24] utilizam rounds subsequentes de RTG em uma mesma
linhagem no intuito de reduzir a heterozigosidade e permitir o estudos de QTLs, sem a

necessidade da dissecc¢ao de tétrades.
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3 JUSTIFICATIVA

Dado que processos industriais incluem diversos fatores de estresse que prejudicam o
rendimento e/ou produtividade da etapa fermentativa, o emprego de leveduras mais bem
adaptadas tem potencial de conceder ganhos indiretos na produtividade. Neste cenario,
linhagens resistentes a baixos pH podem reduzir custos operacionais na industria de etanol de
primeira gera¢do. Por exemplo, uma levedura com alta produtividade de etanol capaz de se
manter viavel apos os inimeros reciclos representaria maior rendimento ao longo de toda uma
safra. O mesmo beneficio poderia ser obtido para linhagens utilizadas na producao de etanol
de segunda geracdo, as quais precisam de uma robustez adicional, dado que sdo inseridas em

meio repleto de inibidores provenientes do pré-tratamento da biomassa.

Como uma alternativa a engenharia genética a evolucdo adaptativa em laboratorio ¢
uma abordagem muito promissora para acelerar o processo de obtencdo de linhagens mais
bem adaptadas as condig¢des industriais. Em S. cerevisiae esta pode ser conduzida tanto
mediante reproducdo assexuada quanto sexuada, sendo o segundo método mais eficiente por
alterar a dindmica molecular da evolugao em decorréncia das mudangas nas taxas de mutacoes

fixadas, e consequentemente, aumentando a taxa de adaptagao [18, 84].

Em geral, a abordagem de evolucdo sexuada depende da obtencdo e andlise de
haploides, selecdo dos que melhor representam seus respectivos parentais diploides e
cruzamento entre eles. Para isto, sdo necessarias ao menos cinco etapas: (i) inducdo da
esporulagdo do diploide; (i1) dissec¢ao de tétrades; (iii) fenotipagem dos haploides; (iv)

cruzamento e (v) fenotipagem dos novos diploides [19, 98].

Destas, as etapas (ii) e (iii) merecem atencao por serem significativamente laboriosas e
dificultarem a aplicagdo da evolugao por reproducio sexuada. Apesar de existirem abordagens
de obtencao e dissec¢do de tétrades em larga escala utilizando citometria de fluxo [22, 23],
estas sdao suscetiveis a pequenas diferengas morfoldgicas, taxas de esporulacdo e/ou

viabilidade dos esporos observada entre linhagens [24, 99, 100]. Por essa razdo, dependem de
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um longo periodo de padronizagdo (resultados preliminares dos projetos FAPESP
2016/02506-7 e 2014/26719-4, os quais tem por objetivo aprimorar as técnicas
implementadas por Ludlow e cols. (2013) [22] e Treusch e cols. (2015) [23]).

Por outro lado, a obtencdo de haploides que representam melhor o diploide parental
pode depender da andlise de centenas a milhares de segregantes. Isto se deve ao fato de que a
maioria dos fendtipos observados em populagdes naturais sdo caracteristicas quantitativas, ou
seja, controlados por alelos de diversos genes organizados em regides denominadas QTLs

[101].

Neste contexto, a proposta de aplicacdo do RTG como ferramenta para a evolugdo
sexuada elimina as duas etapas mais laboriosas e resume-se em: (i) inducdo da esporulagdo do
diploide; (ii) reversao da meiose por shift nutricional e (iii) testes dos novos diploides. No
entanto, ¢ importante considerar que para se obter um numero significativo de diploides
recombinantes o shift nutricional deve ocorrer no momento em que a maioria das células
encontram-se na Profase I da Meiose. Embora Laureau e cols. (2016) [24] tenham
estabelecido 5-7 horas como tempo ideal para a reversao da meiose do hibrido estudado (SK1
x $288c¢), ¢ bem conhecido que a transi¢ao entre as fases do ciclo celular ¢ consideravelmente
variavel entre diferentes linhagens de S. cerevisiae [102—104], sugerindo a necessidade de
caracterizagdo prévia do ciclo meidtico para cada diploide que pretende-se evoluir. O que, de

fato, inviabilizaria a aplicacao desse método.

O emprego da citometria de fluxo na analise e coleta de células expressando a proteina
reporter durante a Profase I da Meiose elimina a necessidade de padronizagdo do momento
ideal para reversdo do ciclo, uma vez que ndo hé limite para o nimero de células analisadas
em citometro de fluxo. Além disso, garante que o shift nutricional seja aplicado apenas em
células que ja realizaram recombinacao e ainda ndo avancaram irreversivelmente para o fim
da meiose, eliminando contaminagdo por diploides ndo recombinantes e/ou células que ja

passaram do ponto de comprometimento.

Uma vez estabelecida, a aplicagdo da proposta — referida como R7Geasy — na
evolugdo sexuada de S. cerevisiae ira contribuir significativamente para o continuo estudo e
desenvolvimento de leveduras industriais, aplicadas a protud¢do de bioetanol e de outros

bioprodutos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este projeto teve como principal objetivo desenvolver uma ferramenta que
possibilite, a partir de culturas heterogéneas, distinguir, selecionar e coletar diploides
recombinantes gerados por RTG. Com isto, pretendia-se estabelecer uma metodologia
simples, rapida e facilmente aplicada ao estudo e desenvolvimento de leveduras utilizadas em
processos industriais. A proposta baseia-se na indu¢do da expressao do reporter GFP durante
Profase I da Meiose e no emprego da citometria de fluxo para separagdo e coleta de possiveis

diploides recombinantes.
4.2 Objetivos especificos

A. Selecionar regides promotoras de genes, preferencialmente, codificantes para proteinas
envolvidas direta ou indiretamente na recombinagao homologa (regulagdo, quebra ou
reparo do DNA);

B. Construir vetores contendo a CDS do gene reporter GFP fusionado ao terminador
CYC1 e a cada promotor selecionado;

C. Transformar o hibrido JAY x CEN.PK, hemizigoto para os loci de interesse e
estabelecer parametros de citometria de fluxo (FACS gatting) para separagio e coleta
de células expressando o reporter GFP;

D. Padronizar protocolo de indugdo do RTG pela andlise da ocorréncia de diploides
auxotroficos para uracila, triptofano, histidina e leucina derivados do hibrido JAY x
CEN.PK;

E. Coletar eventos de interesse por citometria de fluxo e avaliar a eficiéncia de

recolhimento de diploides recombinantes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material biolégico

Foram utilizadas 7 linhagens de S. cerevisiae: os haploides JAY289 (MATa;
prototréfica), JAY290 (MATa., prototrofica), CEN.PK2-1D (MATo,; ura3-52; trpl-289; leu2-
3, his341), ACY 503c (derivado de PE-2 e pH tolerante — presente na colecao do Laboratério
de Gendmica e Bioenergia'); os hibridos diploide JGY 004 (JAY289 x CEN.PK2-1D -
MATa/MATa URA3/ura3-52; TRPI1/trpl-289; LEU2/leu2-3,112; HIS3/his341); JGY_016
(ACY _503c x CEN.PK2-1D — pH tolerante); e o diploide JP-1. A cepa de Escherichia coli

DH10 p foi utilizada em procedimentos de clonagem.

5.2 Meios de cultivo

O meio de cultura YEPD [10 g/L extrato de levedura; 20 g/L peptona; 20 g/L
glicose] foi utilizado para propagar levedura. Para a indugdo da esporulagdo foi utilizado o
meio de pré-esporulacdo SPS [5 g/L extrato de levedura; 10 g/L Peptona; 1,7 g/L Yeast
Synthetic Drop-out; 0,05 M hidrogenoftalato de potéssio; 10 g/L de acetato de potéssio; 5 g/L
de sulfato de amonio] e o meio de esporulagdo SM [10 g/L acetato de potéssio; e
suplementagdo de aminoacidos necessarios], como descrito por Borde e cols. (2009) [105].
Ensaios que envolveram tolerancia a pH foram realizados em meio YEPD com pH ajustado
mediante uso de acido sulfurico para os pH 2,0 (£0,2), pH1,9 (£0,2) e pH 1,75 (£0,2). O
cultivo de bactérias foi realizado em meio LB [10 g/L triptona; 5 g/LL extrato de levedura; 10
g/L NaCl]. Quando necessario foi adicionado agar (15-20 g/L) e antibioticos apropriados para

selecdo de transformantes (200 pg/mL de geneticina; 100 pg/mL de ampicilina).
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5.3 Construcio e validaciao de hibridos diploides

Células de ambas as linhagens haploides de interesse foram cultivadas em meio YEPD
solido. A partir de coldnias isoladas, foi feita uma suspensao em aproximadamente 500 pL de
agua destilada estéril contendo uma coldonia de cada linhagem. Aproximadamente 10 puL da
suspensao foi depositada em meio YEPD solido e incubada overnight a 30°C. Coldnias foram
isoladas a partir do spot de células e verificadas quanto ao matting type (MATa/a) por PCR
(Polymerase Chain Reaction, do inglés — reagdo em cadeia da polimerase), conforme descrito

por Huxley e cols. 1990 [106].

A reacdo de PCR foi conduzida com aproximadamente 200 ng de DNA gendmico; 0,3
pmol do primer GSO_009 — comum ao MATa e ao MATa; 0,2 pmol do primer GSO 010 —
especifico para MATa; 0,2 pmol do primer GSO 011 — especifico para MATa; 1X Buffer;
0,2mM de cada ANTP; 4 mM de MgClo e 0,6 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega). Em
geral foi utilizado seguinte programa (95°C 1m; 35X 95°C 30s/ 55°C 30s / 72°C 30s; 72°C
10m): . O resultado foi verificado por eletroforese em gel de agarose 1,5%; sendo esperadas

bandas de 544bp e 404bp referentes ao MATa e ao MATa respectivamente.

5.4 RTG convencional

5.4.1 Inducio da meiose e shift nutricional

Tanto as padronizacdes do R7G convencional, quanto as andlises de citometria de
fluxo e de expressao génica tiveram o cultivo e inducdo da esporulacao realizados tal qual os
procedimentos descritos por Laureau e cols. (2016) [24]. Em resumo, células foram
propagadas em 5 mL de YEPD a 30°C e agitagdo vigorosa (250 rpm). Volume suficiente da
cultura foi transferido para 2,2mL de meio SPS, de modo que a concentragao final fosse de
10° células/mL e cultivadas a 30°C (250rpm) até atingir concentracdo de 2-4x107 células/mL.
Por fim, as células foram lavadas com PBS 1X, transferidas para meio de esporulacdo (SM) e
mantidas a 30°C (250rpm) pelo tempo necessario para cada experimento. Apds o tempo de
inducdo da esporulagdo inerente 4 cada experimento proposto, células foram submetidas ao
shift nutricional sendo o volume necessario da cultura plaqueado em meio YEPD solido

(também referido como “meio rico”).
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A detecg¢do do melhor tempo de indugdo foi aferido pela andlise de dois fatores: (i) a
taxa de diploides recombinantes recolhidos; e (ii)) o numero de marcas auxotréficas
recombinandas em um mesmo individuo. Deste modo, era esperado identificar, por
intermédio da selecdo negativa de diploides recombinantes, o melhor tempo de indugao a

esporulacdo para o hibrido JGY _004.

5.4.2 Anailise da eficiéncia do RTG para o hibrido hemizigoto prototroéfico

Resumidamente, a linhagem hemizigota foi propagada em meio rico e depois foi
induzida a esporulacdao por 6, 10, 12 e 24 horas, conforme explicado na sessao anterior e
indicado na Figura 10A. Apds a indugdo a esporulagdo, foi medida a absorbancia da cultura
em espectrofotometro, e a cultura foi diluida para que fosse possivel submeter
aproximadamente 1000 individuos ao shift nutricional em meio YEPD so6lido. Estes foram
recuperados por 48 horas em estufa 30°C (Figura 10B). Quando possivel, as colonias
recuperadas foram classificadas quanto ao seu tamanho, sendo consideradas coldnias
pequenas as de até 1 mm de didmetro e grandes as com ao menos 2 mm de diametro. Estas
foram repicadas em placa de micro cultivo (96 well) contendo 150ul. de meio YEPD e
propagadas overnight a 30°C para que fossem realizadas as andlises subsequentes (Figura
10C).

A taxa de diploides recombinantes foi analisada mediante identificacdo de individuos
que perderam a capacidade de crescer em meio YNB sem a complementacdo de uracila,
leucina, histidina e triptofano (indicado pelo termo drop4). Deste modo, as culturas
propagadas em placa de micro cultivo na etapa anterior foram carimbadas em placa drop4 e
replicadas em placa contendo meio YEPD, esta utilizada como controle positivo de
transferéncia de células (Figura 10D).

Das colonias analisadas na etapa anterior, as que se mostraram auxotréficas em meio
drop4 foram repicadas e propagadas em novas placas de micro cultivo para que pudessem ser
analisadas individualmente quanto a cada um dos /loci. Apos propagadas as culturas foram
analisadas em quatro versdes do meio YNB soélido, cada uma destas versdes sem a
suplementagdo de um dos componentes analisados. A comparagao de presenga ¢ auséncia de
crescimento para cada um dos aminoacidos foi contabilizada e as frequéncias de

recombinag¢do para cada um dos /oci estabelecida.
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Figura 10: Representacao esquematica da analise de eficiéncia do RTG convencional para o
hibrido prototréfico JGY _004. Apos etapas de propagacdo (YEPD) e pré esporulagdo (SPS) a
linhagem prototrofica para os quatro /oci em analise foi induzida a esporulagdo em meio SM por 6, 10,
12, 24 horas (A). Ao fim do periodo de indug@o, é realizado o shift nutricional mediante dispersao de
células em meio YEPD agar (aproximadamente 1000 individuos) (B). Colonias geradas foram
repicadas em placa 96 well e propagadas em meio YEPD por 16 horas a 30°C (C). Em ensaio de
replica plate foi realizado o screening por linhagens que perderam a capacidade de crescer em meio
minimo sem suplementacdo de uracila, leucina, histidina e triptofano (D). As linhagens que se
tornaram auxotroficas para ao menos um dos fatores foram propagadas em nova placa 96 well (E) e
posteriormente analisadas para perda de auxotrofia para cada um dos loci (F). [Figura gerada com
imagens da Servier licenciada sob os termos de “Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License” - https://smart.servier.com]

5.5 Implementacido da abordagem via citometria de fluxo
5.5.1 Montagem dos vetores de expressao

5.5.1.1 Sintese de primers para construcio dos vetores de expressao

Todos os primers foram construidos e/ou analisados utilizando o software Primer3
plus (http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi). As sequéncias de referéncia dos
genes reporteres EGFP e CyOFPI foram obtidas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) - U73901.1 e KU530233.1, respectivamente. A sequéncia de referéncia
dos genes reporteres yZsGreen ¢ ymUkGI foram obtidas no trabalho de Kashima e cols.
(2016) [107]. A sequéncia dos promotores candidatos, bem como dos genes por eles
regulados,  foram  obtidas no  Saccharomyces = Genome  Database  (SGD

http://www.yeastgenome.org/).

5.5.1.2 Reacoes de amplificacdo de regioes promotoras, genes e backbones

Todas as reagdes de PCR relacionadas a montagem dos vetores de expressao foram
realizadas com a enzima Phusion High Fidelity DNA Polymerase seguindo as intru¢des do

fabriacante (NEB — New England Biotechs). As reacdes foram realizadas em 1X Phusion HF
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Buffer; 0,2 - 0,5 uM primers, 200 uM dNTPs; 1U Phusion DNA Polymerase e 10-100 ng de
DNA template. Em geral foi utilizado seguinte programa (98°C 30s; 35X 98°C 10s/ Tm 30s /
72°C 20s por Kb; 72°C 10m).

Como alternativas de padronizagdo pode ter sido realizada: (i) adicdo de DMSO
(concentragdo final maxima 3%); (i) Reducdo do ramp de anelamento para até 15% em
reagdes com baixo rendimento; (iii) redug¢do na concentracdo final de enzima e primers e (iv)
aumento da temperatura de anelamento para reagdes com amplificagdo de bandas
inespecificas. A Tabela I resume os DNA templates utilizados para cada amplificagdo

realizada.

Tabela I: DNA template utilizado para cada amplificacao realizada.

Amplicon DNA template
pMF 004
Backbone (FAPES P2016/12852-0)
EGFP* pCLBC2 [22]
pMF 004
CyOFPI (FAPES P2016/12852-0)
vZsGreen** pGK416-yZsGreen [107]
ymUKGI** pGK416-ymUkGI1 [107]
Promotores DNA gendémico BY4741
Terminador CYC1 DNA genémico BY4741

Promotor SPS2 fusionado

4 CDS de SPS2* pCLBC2 [22]

CyOFPI regulado pelo pMF 004
terminador IDP1 (FAPES P2016/12852-0)

*Gentilmente cedido pela Profa. Dra. Aimeé¢ Dudley (Institute for Systems Biology, Seattle,
Estados Unidos da América).
**Gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Jun Ishii (Kobe University, Japao).

5.5.1.3 Assemble de partes por Double Joint — PCR

A fusdo das regides promotoras e CDS foram realizados com base na técnica Double

Joint-PCR [108]. Em resumo, o procedimento consiste de trés etapas: (i) amplificagdo dos
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fragmentos de interesse, inserindo homologia entre eles [Round1]; (ii) fusdo e extensdo dos
fragmentos de interesse mediante uma fase de anelamento [Round2] e (iii) amplificagdo do

produto da montagem do Round 2 [Round3].

As reacoes de PCR do Round 1 foram realizadas conforme descrito na se¢ao 5.5.1.2,
sendo que aos primers reverso do primeiro fragmento foram acrescidos de uma regido de
aproximadamente 25bp (pares de base) de homologia a CDS do gene reporter. O Round 2 foi
conduzido sem primers € com o seguinte ciclo (94°C 2m; 15X 94°C 30s/ 58°C 10m / 72°C
Sm; 72°C 10m). O Round 3 foi feito por uma reagdo de PCR normal com os primers externos
da montagem e em seguida foi realizada uma andlise do produto de amplificacdo por

elétroforese em gel de agarose sendo a banda de interesse excisada e purificada.

5.5.1.4 Montagem dos vetores por Gap-Repair em S. cerevisiae

A montagem dos cassetes foi feita de acordo com os procedimentos descritos por Ma e
cols (1987) [109] e adaptado por Kuijipers e cols (2013) [110]. Em resumo, as partes foram
amplificadas com primers apropriados contendo homologia ao fragmento subsequente. Apds
essa etapa, utilizou-se quantidades “equimolares” dos produtos de PCR e plasmideos
linearizados para transformagdao da linhagem JAY289, pelo método de transformacao de
leveduras com acetato de litio (LiAc) — descrito por Bimboim e Doly (1979) [111] e descrito
no método 5.5.2. Possiveis transformantes contendo o plasmideo foram selecionados em meio
YEPD solido acrescido de 200mg/mL de geneticina. O DNA total foi entdo extraido de um
pool de colonias e transformado em FE. coli para posterior screening dos plasmideos

corretamente montados.

5.5.1.5 Transformacao de E. coli por eletroporacio.

Para os procedimentos que envolveram a transformacdo de E. coli foi utilizada a
linhagem eletrocompetente DH10p. Geralmente, 250 mL de cultura (OD600 0,35-0,4) —
suficiente para dez preparagdes - foi centrifugado em tubos tipo falcon de 50 mL a 1.500x g
por 15 min a 4°C. O pellete foi lavado com agua MilliQ estéril duas vezes e, em seguida,
ressuspendido em agua MilliQ para um volume final de 500uL. Em um tubo eppendorf 1,5

mL o DNA de interesse foi adicionado a 50uL de suspensao de células. Para a eletroporagao,
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foram utilizadas cubetas de 2mm utilizando o Gene Pulser Xcell Electroporation System
BioRad® com parametros ajustados para E. coli (C=25uF; PC=2000hm; V=2.5kV). Células
foram recuperadas em 1 mL de meio LB e mantidas a 37°C por 1h. 50-200uL foram
plaqueados em meio LB acrescido de Ampicilina e as placas foram incubadas a 37°C por 14-

16h (overnight).

5.5.1.6 PCR de colonia

As verificagdes de montagem dos vetores pJG 001-011 e pJG _017-018 foram feitas
por PCR de col6nia com a enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega) conforme as
instrucdes do fabricante. Cada reacdo foi composta de 1X GoTaq Flexi Buffer, ImM MgCl2,
0,2-0,5uM de cada primer, 200uM dNTPs e 1,25U DNA polimerase. Como template foi
utilizado 10uL de uma suspengao de células com OD600 proxima de 0,5. Foi utilizado o
seguinte ciclo (95°C 10m; 35X 95°C 30s/ 50-55°C 30s/ 72°C 1m por Kb; 72°C 10m). As

analises de montagens foram realizadas em gel de agarose.

5.5.1.7 Extrac¢io de DNA plasmidial pelo método de lise alcalina

Plasmideos propagados em E. coli foram extraidos utilizando os procedimentos de lise
alcalina descritos por Birnboim e Doly (1979) [111]. 3 mL de culturas crescidas por 14 a 16
horas (overnight) foram centrifugadas em tubo tipo eppendorf de 1,5mL por 2 minutos a
13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, a lise e a precipitagdo de restos
celulares foram realizadas pela adicdo de 300uL de solucao P1 (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10
mM EDTA pH 8,0; 100 pg/mL RNase A), 300uL de solugdao P2 (1% SDS, 0,2 M NaOH) e
300uL de solugdo P3 (3M Acetato de Potassio, pH 5,5), mantendo intervalos de 5-10min
entre a adi¢do de cada solu¢dao. Apds centrifugagcdo por 10 min a 13000 rpm, o sobrenadante
(aproximadamente 700uL) foi transferido para tubos novos e adicionou-se 700ul de
isopropanol 100% e o DNA foi precipitado por centrifuga¢do a 13000 rpm por 15minutos. O
pellet foi lavado com 700uL de etanol 70% e ressuspendido com 30-50uL. de H20 MiliQ. A

cada extracdo o DNA foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific).
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5.5.2 Construcao de linhagens de S. Cerevisiae pelo método de Acetato de Litio (LiAc)

A metodologia para transformagdo de S. cerevisiae foi realizada nas linhagens
JAY289 (para montagem dos vetores por gap-repair) ¢ JGY 004 e JGY 016 (para
estabelecer as linhagens necessarias ao desenvolvimento da abordagem proposta). As
transformagdes foram conduzidas conforme descrito por Gietz e Schiestl (2007) [112]. Em
resumo, foram utilizados até 2 pg de DNA — em propor¢ao equimolar de inserto e vetor; 0,1
mg de DNA carreador (Life Technologies); 100 uL de suspensao de leveduras competentes
previamente preparadas e 600uL de PEG/LiAc (40% PEG 4000; 1X TE; 1X LiAc). Apods
homogeneizagdo vigorosa as células foram mantidas em agitagcdo (250 rpm) por 1h a 30°C.
Em seguida, foram adicionados 70uL. de DMSO, por fim, as células foram submetidas a um
choque térmico — 15 min a 42°C e 2 min no gelo. Os transformantes foram recuperados em
placas de meio YEPD overnight a 30°C e selecionados mediante replica plate em meio YEPD

solido acrescido de geneticina (200pg/mL).

5.5.3 Definicdo dos parametros de analise mediante citometria de fluxo

No intuito de estabelecer a abordagem proposta foram desenvolvidos trés FACS
gatting primordiais, sendo os dois primeiros baseados no emprego de apenas uma proteina
reporter (GFP ou CyOFPI) e o terceiro na utilizagdo de dois repdrteres de modo simultdneo
(ymUkGI e CyOFPI). No entanto, os trés FACS se basearam nos mesmos principios: (i)
eliminar doublets; (i1) determinar os indices de emissao de autofluorescéncia e (ii1) distinguir

eventos classificados como tétrades de ndo tétrades.

As estratégias baseadas na expressdo de apenas um vetor repdrter foram
estabelecidas mediante a comparagao de culturas da linhagem diploide selvagem (JGY_004)
ao longo da progressao da indugdo da meiose (1, 3, 5 e 96 horas). A esporulacao foi
conduzida conforme descrito na sessdo 5.4.1 e para atender os principios mensionados

anteriormente foram utilizados os seguintes parametros:
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(1) FSC-A x FSC-H — eliminar doublets;

(i1))  FITC-A x FSC-H (para padronizacdes baseadas na expressdo de versoes de
GFP); PerCP-Cy5-54 x SSC-A (para padronizagdes baseadas na expressao
do CyOFP1I) — determinar indices de emissao de autofluorescéncia;

(ii1)) FSC-A SSC-A - distinguir eventos classificados como tétrades de ndo

tétrades.

A terceira abordagem de FACS gatting foi baseada na coexpressao do ymUkG1 (para
marcar o ponto de interesse no ciclo celular) e a CyOFPI (para eliminar falsos positivos -
tétrades). Os parametros para (i) eliminar doublets e (ii) determinar os indices de emissdo de
autofluorescéncia, foram mantidos tal qual descrito acima. Ja a distingdo de eventos
classificados como tétrades e nao tétrades foi estabelecida como um sistema de duplo positivo
(FITC-A x PE-A), de modo que, eventos expressando ambos os fluordforos seriam
considerados inadequados e eventos apresentando apenas o ymUkGI seriam tidos como

poténciais diploides recombinantes.

5.6 Extracido de RNA total

Culturas do hibrido diploide JGY 004 foram propagadas sob as condi¢gdes de
interesse. As células foram fixadas em fenol acido gelado (5%), pelletadas por centrifugacao a
1000g sob refrigeracao (4°C) durante 10 minutos e armazenadas em Biofreezer a -70°C. A
extracao foi feita pelo método do fenol acido em alta temperatura, tal qual descrito por Collart
e Martine (1993) [113]. De modo resumido, a lise celular foi realizada pela adi¢ao de 400uL
da solugdo TES (0,5M NaCl; 1mM Tris HCI, pH 7,5; 10mM EDTA) e 400uL de fenol acido.
Ap0s vigorosa agitacdo em vortex a solugdo foi mantida por 1 hora em banho seco a 60°C e
sob agita¢ao de 900rpm. Em seguida foi realizado choque térmico por 10 minutos em gelo e a
suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 13400 rpm e a 4°C. A fase aquosa foi transferida
para novo tubo e foram realizadas duas etapas de purificagdo, a primeira com fenol acido
(400pL) e a segunda com cloroformio (400uL). Por fim, a fase aquosa proveniente da
purificagao com cloroféormio foi precipitada com 40uL de acetato de sodio 3M, pH 5,3, 1 mL
de etanol absoluto gelado e incubado por 1 hora a -20°C. O pellette de RNA foi formado por
centrifugacdo a 13400rpm por 15 minutos. O mesmo foi lavado com etanol 70% e

ressuspendido em agua.
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5.7 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit SuperScript I (Thermo Fisher Scientific).
Inicialmente 2pg do RNA total foi tratado com DNase RQ1 (Promega), a reagdo foi composta da
amostra de RNA, acrescida de 1X RQ1 Buffer ¢ 1U da enzima RQ1 (37°C 30 minutos ¢ inativagdo a
65°C 10 minutos). A sintese foi conduzida em duas etapas, na primeira foi adicionado 1mM de dNTP
mix e 2pmol de Ramdom primers (65°C 5 minutos ¢ 0°C 5 minutos). Posteriormente, foi adicionado
1X First Strand Buffer, 10mM DTT, 40U RNaseOUT e 200u SuperScript 11 (25°C 10 minutos, 42°C

50 minutos, 70°C 15 minutos).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RTG convencional — Padronizacao da técnica

Apesar de bastante conhecido, a aplicabilidade do RTG para obtengdo de diploides
recombinantes depende do entendimento da progressdo do ciclo celular de toda e cada
linhagem estudada, inclusive dos hibridos gerados. Havendo a necessidade de adequar a etapa

de inducao da esporulagdo a cada novo trabalho.

Neste contexto, esta primeira etapa do processo de RTG ¢ também um de seus
gargalos pois afeta diretamente na eficiéncia de recuperagao de diploides recombinantes. Isto
porque o shift nutricional deve ser realizado o mais proximo possivel do ponto de
comprometimento, e se realizado muito antes reduz o numero de recombina¢des ao longo do
genoma. Em contrapartida, a realiza¢@o do shif nutricional ap6s o ponto de comprometimento
ndo permite a retomada do ciclo mitotico, caracterizando uma ténue linha entre o tempo de se

garantir uma alta variabilidade e a irreversibilidade do processo.

Assim, os topicos 6.1.1 a 6.1.3 trazem resultados referentes a padronizacdo e
compreensdo do processo de RTG para as linhagens inicialmente utilizadas no presente

projeto.

6.1.1 Construcio de hibridos diploides utilizados na padronizacio do método

Para realizar as padronizacdes iniciais, € de fato compreender a eficiéncia e o potencial
da técnica, foram desenvolvidas duas linhagens. A linhagem JGY 004, hemizigota para
quatro loci auxotroficos (URA3/ura3-52; TRPI1/trp1-289; LEU2/leu2-3,112 e HIS3/his341)
foi criada no intuito de compreender os melhores tempos de indugdo da esporulagdo para um
hibrido com um background de PE-2 e CEN.PK, bem como mensurar a frequéncia de

recombinagao entre estes loci.
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Como prova de conceito da aplicabilidade do RTG ao aprimoramento de linhagens

com caracteristicas de interesse industrial foi idealizado o hibrido JGY 016 (MATa/a; pH

tolerante), tendo como background as linhagens ACY 503c (MATa; pH resistente) e

CEN.PK2-1D (MATa; pH suscetivel).

A Tabela II sumariza o background de cada linhagem montada para a presente sessao,

bem como os motivos para sua idealizacdo. Ja a Figura 11 apresenta os resultados da

confirmacao de montagem dos dois diploides gerados.

Tabela II: Caracterizaciao de linhagens utilizadas na padronizacio do RTG convencional

IDD Background MATa Background MATa, Objetivo
JAY 289 Realizar padronizagdes
CEN.PK2-1D
(Haploide de PE-2) iniciais do R7G e analises
JGY 004 ura3-52; trp1-289; leu2-
URA3; TRPI1; LEU2; da eficiéncia de
3,112; his341
HIS3 recombinagao
Prova de conceito da
CEN.PK2-1D aplicabilidade do R7G ao
ACY _503c
JGY 016 ura3-52; trp1-289; leu2-  aprimoramento de

(Haploide de PE-2)

3,112; his341

linhagens com #raits de

interesse industrial.
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Figura 11: Screening por hibridos diploides gerados para padronizacio do RTG. (A) Triagem
por hibridos resultantes do cruzamento de JAY289 x CEN.PK2-1D, agora denominado JGY 004,
sendo a colonia 7 um diploide confirmado. (B) Triagem por hibridos resultantes do cruzamento de
ACY 503c¢ x CEN.PK2-1D. Individuos MATa apresentam banda de 404bp e individuos MATa banda
de 544bp. De 1 a 10 tem-se as coldnias analisadas. Como controle da reagdo foi feita analise do
diploide JAY 270 e dos parentais CEN.PK2-1D (MATa) e JAY289 ou ACY 503c (MATa). M:
marcador de peso molecular (1kb Thermo Fisher Scientific); C-: Controle negativo.

6.1.2 Implementacdo do RTG e avaliacdo da eficiéncia da técnica no hibrido

hemizigoto prototrofico

Conforme relatado na sessao 5.4.2, as analises para o hibrido hemizigoto prototrofico
dependem de trés pontos primordiais, sendo eles: (i) tempo de induc¢dao da esporulacao; (ii)
analise da frequéncia de recombinantes para ao menos um /ocus e (iii) analise do nimero de

locus recombinados para cada evento.

Os parametros iniciais para a definicdo do melhor tempo de indugdo a esporulagao foi

baseado no trabalho de Laureau e cols. 2016 [24], o qual estabelece de 7 a 8 horas como o
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melhor intervalo de tempo para um hibrido SK-1 x s288c. Assim, foi decidido iniciar os
testes com indugdes da esporulagdo por 6, 10, 12 e 24 horas e para cada um desses intervalos
realizar as andlises (ii) e (iil), acima referidas (resultados apresentados nas sessoes 6.1.2.1 e

6.1.2.2 respectivamente)

6.1.2.1 Frequéncia de diploides recombinantes recuperados apés shift nutricional

Inicialmente, a andlise (ii) - frequéncia de recombinantes para ao menos um Jocus, foi
aferida pela taxa de colonias amostradas que perdiam a capacidade de crescer em meio
sintético sem a suplementacdo dos 4 aminoacidos em analise. No entanto, apds a realizacao
do shift nutricional foi possivel observar um range relativamente amplo no tamanho das
colonias; variando de 3 mm a menos de 1 mm de didmetro (Figura 12), esta variagdo permitiu
classifica-las como pequenas ou grandes, sendo colonias de até 1 mm consideradas pequenas

€ as com ao menos 2 mm grandes.

Figura 12: Colonias obtidas apds 12 horas de inducio a esporulacio e 24 horas de recuperacio
em meio YEPD-agar a 30°C. Notar a diversidade de tamanho das colonias recuperadas apds shift
nutricional. As colonias pequenas foram consideradas como potenciais diploides recombinantes para
ao menos um dos /oci de auxotrofia.

Sabe-se que culturas auxotréficas dispoem de fitness relativamente menor do que

culturas prototréficas [114, 115]. Com base nesta informacao foi levantada a hipotese de que
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o tamanho das coldnias poderiam ser um fenotipo de selegdo para a ocorréncia de

recombinagdo nos loci que conferem auxotrofia (ura3-52; trp1-289; leu2-3,112 e his341).

Ao se observar as placas ap6s shift nutricional, foi possivel perceber que com 6 horas
de indugdo a esporulagdao ndo houve diferenciacdo de coldnias no que tange o didmetro delas.
No entanto, conforme se progride na esporulagdo as colonias pequenas passaram a ser mais

frequentes.

O aparente aumento do nimero de coldnias pequenas ao longo da esporulagdao nos
levou a considerar uma busca por diploides recombinantes auxotroficos tanto em funcao do
fator tempo de indugdo da meiose, quanto em fun¢do do didmetro das colonias recuperadas.
Assim, foram avaliadas, aproximadamente 700 colonias, sendo a0 menos 94 pequenas e 96
grandes para cada tempo de coleta, com excecao das analises para 6 horas de inducdo, a qual
gerou apenas colonias grandes apoOs o shift nutricional. A Figura 13 sumariza os resultados

para este experimento, tanto em func¢do do tempo quanto do tamanho das colonias.

Os resultados obtidos neste experimento, quando analisados apenas em fun¢do do
tamanho da colonia permite identificar frequéncias de individuos auxotroficos bastante
discrepantes; estabelecendo-se uma relacio de ao menos 10 vezes mais eventos de
recombinagdo em coldnias pequenas, quando comparado com as grandes. Estes dados
corroboram com a hipdtese de que colonias pequenas podem ser utilizadas como marcador

para individuos auxotréficos.

Ao adicionar a varidvel tempo nestas analises observa-se que a frequéncia de eventos
de recombinagdo em ao menos um dos loci estudados aumenta conforme prolongamos o
tempo de inducdo da esporulacdo. Nota-se que com 6 horas de indugdo ainda ndo existem
eventos de recombinacdo e que a taxa de recombinantes aumenta nos trés tempos
subsequentes, 21,28%, passando a 62,11% e chegando a 89,58% nos trés tempos

subsequentes (10 horas, 12 horas e 24 horas).
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Frequéncia de diploides recombinantes
recolhidos por RTG para ao menos um locus

100,00 89,58
=~ 80,00
S 62,11
8 60,00
C
@D
S 40,00
o 21,28
w 20,00
2,08 1,04 575 72
0,00 — [ | [ ]
6 horas 10 horas 12 horas 24 horas

Tempo de indugdo a esporulacdo

M Grandes Pequenas

Figura 13: Freqéncia de individuos recombinantes para ao menos um dos loci analisados em
fun¢do do tempo de inducdo da esporulacio e do tamanho da colonia. Para cada uma das
combinagdes de variavel (tempo e tamanho de colonia) foram analisados ao menos 94 eventos. As
analises das colonias grandes sdo apresentados em azul e das colonias pequenas em laranja. Notar que:
(1) as analises referentes as colonias grandes ndo geraram alteracdes significativas no que tange a
ocorréncia de combinagdo para os /loci analisados; (ii) as frequéncias de recombinantes em colonias
pequenas sdo aproximadamente dez vezes maiores do que em colonias grandes.

6.1.2.2 Frequéncia de interagdes ocorridas para cada evento analisado

A partir dos resultados obtidos na sessdo anterior foram realizadas as analises para
compreender o numero de recombinacdes ocorridas para cada diploide recombinante
recuperado, novamente em fun¢do tanto do tempo quanto do tamanho das colonias. Para
tanto, as 181 colonias auxotroficas identificadas na primeira analise foram fenotipadas quanto

a cada uma das quatro marcas de selec¢do.

Das aproximadamente 400 colonias grandes avaliadas no primeiro experimento apenas
5 foram identificadas como auxotroficas e com a exceg¢do de um individuo que recombinou

tanto no locus leu2-3 quanto em his341, os demais recombinaram apenas em his341.

A Figura 14 resume os resultados para a frequéncia de eventos de recombinacao em
fungdo do tempo de inducdo da esporulagdo. E pertinente notar que com até 10 horas de

inducdo os eventos de recombinagdo ocorrem apenas entre 1 e 2 loci e que com 12 e 24 horas
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de indugdo do ciclo meidtico a ocorréncia de 1, 2 e 3 eventos de recombinagdo passa a ser

equivalente e a recombinagao dos 4 /oci também passa a ocorrer.

Nuimero de /loci recombinados em fun¢ao do
tempo de indugao a esporulagao para
colonias pequenas
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Figura 14: Numero de loci recombinados em funcio do tempo de inducdo da esporulacdo para
colonias pequenas. As colOnias auxotréficas identificadas na analise da sessdo 6.1.2.1 foram
exploradas, de modo individual, quanto a cada uma das marcas auxotroficas em analise. O eixo y traz
a frequéncia para cada numero de interagdes. No eixo x sdo apresentados os resultados para cada
tempo de indugdo utilizado e para os nimeros de recombinagdes ocorridas.

6.1.3 Uso do RTG convencional para obtencao de diploides recombinantes tolerantes

a baixo pH

Apo6s implementacdo da abordagem do RTG fez-se necessdrio gerar uma prova de
conceito da aplicabilidade do uso da mesma na obtengdo de linhagens com caracteristicas de
interesse industrial. Para tanto, foi gerado um hibrido cuja tolerancia a baixo pH ¢
intermediaria a de seus parentais e, esperava-se que, ao submeté-lo ao RTG, fosse possivel

restaurar o feno6tipo do parental tolerante a baixo pH (ACY_503c).

Inicialmente foi estabelecida uma caracterizagdo do perfil de tolerancia do hibrido

diploide (JGY _016) e de seus parentais (ACY_ 503c e CEN.PK2-1D). Nota-se que o pH 1,9
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(£0,01) ¢ uma condigdo inibitdria para a linhagem laboratorial (CEN.PK2-1D) e permissiva
para ambos, ACY 503c e JGY 016, permitindo diferencid-los apenas por robustez. Quando
analisados em pH 1,75 (£0,01) apenas o parental ACY 503c ¢ capaz de crescer, sendo esta
uma condi¢do inibitoria para as demais linhagens (os resultados do perfil de tolerancia sao

mostrados junto com a fenotipagem do diploide recombinante, na Figura 16).

Conforme resultados apresentados na Figura 13, a inducdo a esporulagdo por 24 horas
se mostrou como a melhor condi¢ao para obtengao de diploides recombinantes para o hibrido
JGY 004. No entanto, como nao havia sido realizada nenhuma avaliacdo por maiores tempos
de inducdo, a presente andlise de R7G foi feita sob os seguintes tempos de desenvolvimento
meiodtico: 6, 12, 24, 36 e 48 horas. Foi incluido ainda, um controle contendo apenas a cultura
propagada de modo mitdtico e depois plaqueada no meio YEPD com pH ajustado com acido
sulfirico, no intuito de evidenciar que a retomada do fenotipo inerente ao parental

(ACY _503c) ndo era em decorréncia de mutagdes aleatorias.

A Figura 15 traz os resultados para estas analises. E interessante notar que, conforme
esperado, o controle que nao foi induzido a esporulagdo apresentou uma frequéncia de
recuperagao satisfatoria apenas em meio YEPD pH 1,89, condigao esta permissiva ao hibrido.
Ainda mais interessante, ¢ que existe uma maior taxa de diploides recuperados em pH 1,89
para a cultura controle (47,07%), quando comparado com as culturas que passaram por
indugcdo a esporulagdo por 6, 24, 36 e¢ 48 horas (24,81%, 29,9%, 31,17% e 28,62%,
respectivamente). Possivelmente este fato se deve a ocorréncia de eventos de recombinagao
nas culturas que passaram pelo RTG, culminando na homozigoze dos alelos que ndo
fornecem robustez frente a baixo pH, reduzindo assim, o numero de individuos capazes de
crescer nesta condicao. Em contrapartida, as analises para eventos recolhidos em meio YEPD
com pH 1,74 evidenciam a possibilidade de se realizar o shift nutricional em meio seletivo, €
reduzir a laboriosidade de fenotipar os diploides recolhidos. Por fim, nota-se que ndo ha
aumento na frequéncia de diploides recombinantes nas andlises feitas para indugdes por 36 e
48 horas, possivelmente em decorréncia de uma maior frequéncia de células desta cultura ja
ter atingido o ponto de comprometimento e consequentemente reduzir o total de diploides

recombinantes avaliados.



Resultados e Discussao 57
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Figura 15: Frequéncia de diploides recombinantes recuperados por RTG apoés shift nutricional
em placa com pH controlado. O RTG foi utilizado no hibrido JGY 016 crescendo por 6, 12, 24, 36 ¢
48 horas; além de um controle sob crescimento mitdtico. Apos indugdo da esporulagdo o shifit
nutricional foi feito plaqueando de 1000 a 2000 células de cada cultura em placas contendo meio
YEPD solido com pH ajustado para 1,89 e 1,74, respectivamente. As frequéncias de diploides
recombinantes observadas sdo oriundas da contabilizagdo de colonias recuperadas, estas analisadas em
razdo do total de células plaqueadas.

Por fim, foi feita a caracterizacao fenotipica de 18 individuos recolhidos em meio
YEPD pH 1,89. Estes, tiveram seu crescimento comparado com o hibrido JGY 016 e os
haploides parentais CEN.PK2-1D e ACY_503c; tanto em pH 1,89 quanto em pH 1,75. A
Figura 16 traz os resultados desta caracterizacdo fenotipica. Tal qual o esperado, em pH 1,89
a linhagem laboratorial ndo cresce e tanto o hibrido quanto seu parental tolerante crescem,
mas se diferem por robustez (Figura 16A). Supreendentemente, em pH 1,75, todos os
diploides recombinantes analisados retomaram o feno6tipo do haploide ACY 503c, alguns
aparentemente menos robustos que a linhagem parental, mas ainda assim, com capacidade de

crescer em condigdes inibitérias ao hibrido JGY 016 (Figura 16B).
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Figura 16: Caracterizacao fenotipica dos diploides recombinantes (DRs) recolhidos apdés RTG.
(A) Caracterizagdo do hibrido JGY_016 e seus parentais ACY_503c e CEN.PK2-1D crescendo em
meio YEPD pH1,89 a 30°C. Nota-se que esta condi¢do é permissiva ao diploide, mas ainda assim
permite diferencia-lo do haploide ACY 503c¢c por robustez. (B) Caracterizagdo dos diploides
recombinantes (DR) recolhidos apos shift nutricional em placa YEPD pH 1,90. Estes diploides foram
caracterizados quanto a sua capacidade de crescer em meio YEPD pH 1,75. Como controle foram
utilizados o diploide JGY 016 e seus parentais haploides; notar que dentre os controles, apenas o
parental MATa (ACY 503c) tem capacidade de crescer nestas condi¢cdes e que os DRs recolhidos
retomam o fenotipo do haploide. Em ambas as condi¢des a analise foi iniciada com DO660 de 0,6 e

foram realizadas diluigdes seriadas até 1074,

6.2 Implementacio da abordagem via citometria de fluxo

A sessdo 6.2 tratard os resultados obtidos no que tange a tentativa de associar o
processo do RTG com a citometria de fluxo, no intuito de implementar a abordagem do
RTGeasy. Foram realizadas diversas tentativas e alteragdes ao planejamento inicial. Dentre
elas, cita-se a tentativa de padronizacdo do método com quatro proteinas repodrter distintas,
bem como um sistema de coexpressdo de genes repoérteres. Foi trabalhado também a
otimiza¢do na escolha do promotor reporter, baseando-se na presenca de transcritos ao longo

da meiose.
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Com a finalidade de facilitar a leitura, a presente sessdo divide os resultados em duas
frentes primordiais. As sessoes 6.2.1 e 6.2.2 compreendem as etapas de selecdo de promotores
candidatos e montagem de vetores de expressao, bem como das linhagens a serem utilizadas
no projeto. Ja a sessdo 6.2.3 trata das analises de citometria de fluxo e de transcritos ao longo
da meiose para identificar o melhor sistema de reporter, e também compreender qual o

promotor candidato melhor se aplica aos critérios do projeto.

6.2.1 Selecdo de promotores candidatos

A selecdo de regides promotoras figurou entre um dos maiores gargalos da abordagem
proposta, dado que a precisdo do momento que o gene reporter serd expresso ¢ crucial para
que ndo se recolha, por citometria de fluxo, eventos que j& passaram pelo ponto de
comprometimento. Assim sendo, a selegdo dos promotores foi feita com base em ao menos
dois estudos sobre genes que participam exclusivamente da meiose em S. cerevisiae: (1)
Neiman, 2011 [85], o qual revisa os mecanismos moleculares que regulam a esporulagdo, e
(i1) Primig e cols 2000 [102] que apresenta um transcriptoma com os principais clusters de
genes presentes no processo de esporulagdo. Optou-se por promotores cujo gene: (i) €
transcrito durante a Profase I; (i) € relatado como meiose especifico, ndo sendo transcrito
durante a mitose, e (iii) codifica para uma proteina preferencialmente relacionada ao

mecanismo de recombinacdo homoéloga (Tabela IIT).
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Tabela I1I: Relacao dos promotores candidatos e a funcio de seus respectivos genes.
ID Funcio do gene
Helicase responsavel pela dissocia¢ao da dupla fita de DNA
Proml (dsDNA) e possivelmente associado a resolucao das duplas
jungodes de Holliday que se resolvem em crossover.
Quinase responsavel pela fosforilagdo da Serina 1 da subunidade
Prom? H4 das histonas. Sua agdo ajuda a aumentar o grau de
compactag¢ao dos cromossomos quando comparado com a
compactagdo ao longo da mitose.
Prom3 Maturagdo do prospore.
Parte integrante de um SNARE e consequentemente relacionado
Prom4 \ ~
a formac¢do da membrana do prospore.
Atua como check point do paquiteno, modulando a formacao dos
Prom5 eixos do complexo sinaptonémico e prevenindo a segregagdo dos
cromossomos homologos quando ha ma formacao das
recombinagdes € sinapses.
Quinase que atua na fosforilagdo da proteina Zipl e
Promé6 , . \ ~
possivelmente esta relacionada a formagao de crossovers.
6.2.2 Construcio de vetores de expressdo e das linhagens utilizadas nas analises por

citometria de fluxo

Apos defini¢do dos promotores candidatos a serem utilizados, foi iniciada a montagem

dos vetores de expressdo do gene repdrter. Conforme sera abordado na sessdo 6.2.3, foram

realizados testes de citometria de fluxo com ao menos quatros proteinas reporteres e/ou

combinagdo delas. Para cada um destes testes foi idealizado um controle de expressao basal,

compreendendo apena a CDS do gene reporter, sem regulacdo de promotor. A Tabela IV

resume a composi¢ao dos cassetes de expressao dos vetores pJG_001-013 e pJG_017-018.
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Tabela IV. Descricao dos vetores de expressao idealizados no presente projeto.

ID Promotor Gene reporter ID d:z l:::::l]z;g’sxg;arada
pJG 001 prom1 EGFP JGY 001 JGY_004)
pJG 002 prom?2 EGFP JGY 002 (JGY _004)
pJG_003 prom3 EGFP JGY 003 (JGY_004)
pJG 004 prom4 EGFP JGY 005 (JGY _004)
pJG_005 prom5 EGFP JGY 006 (JGY_004)
pJG 006 prom6 EGFP JGY 007 JGY _004)
pJG_007 - EGFP JGY 008 (JGY_004)
pJG 008 prom?2 CyOFPI JGY 010 JGY _004)
pJG_009 - CyOFPI JGY 012(JGY_004)
pJG 010 prom?2 vZsGreen JGY 017 JGY _016)
pJG 011 - vZsGreen JGY 018 JGY _016)
pJG 012 prom?2 ymUKGI JGY 019 JGY 016)
pJG 013 - ymUKGI JGY 020 (JGY _016)
pJG 017 prom?2 ymUKGI; CyOFP1 _SPS2 JGY 024 (JGY 016)
pJG 018 prom?2 ymUKG]I,; (neg) CyOFP1_SPS2 JGY 025 (JGY _016)

(neg) controle negativo para a expressdo do gene CyOFP1, utilizado para identificagdo de tétrades.

As montagens aconteceram conforme descrito na metodologia 5.5.1 e 5.5.2, sendo as

partes necessarias obtidas por PCR e analisadas por eletroforese em gel de agarose quanto a

especificidade e integridade e, quando necessario purificadas com o kit Wizard sv Gel and

PCR Clean-up System (Promega©). A montagem final dos veores foi realizada por Gap-

repair ¢ a confirmagao foi realizada por PCR ou, quando necessario, mediante uso de enzimas

de restricdo. As Figuras 17-21 resumem as confirmacdes de montagem dos vetores de

expressao idealizados ao longo deste projeto, elas estdo organizadas conforme as proteinas

reporteres envolvidas (EGFP, CyOFPI, yZsGreen ou ymUkGI e ymUkGI coexpresso com

CyOFP]I).
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Figura 17: Confirmacio de montagem dos vetores de expressiao contendo o gene reporter EGFP.
(A-C) Representacao da estratégia de montagem utilizada para construir os vetores pJG_001-003,
pJG_004-006 ¢ pJG 007, respectivamente. As setas pretas indicam os primers utilizados para
amplificacdo dos insertos e as homologias inseridas. Setas coloridas (vermelhas e azuis) indicam os
pares de primers utilizados para confirmacao das montagens. (D-K) Verificagdes da correta montagem
dos vetores de expressdo pJG_001-007, analisadas em gel de agarose.
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Figura 18: Confirmacdo da montagem dos vetores de expressio contendo o gene reporter
CyOFP1l. (A-B) Representagdo da estratégia de montagem utilizada para construir os vetores pJG_008
e pJG_009 respectivamente. Setas pretas indicam os primers utilizados para amplificagdo dos insertos
e as homologias inseridas. Setas vermelhas indicam os pares de primers utilizados nas confirmagdes
das montagens. (C-D) Verificacdo da correta montagem dos vetores de expressio pJG 008 e

pJG_009, analisadas em gel de agarose.
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Figura 19: Confirmacio de montagem dos vetores contendo os genes reporteres yZsGreen e
ymUkG]1. (A) Representagdo da estratégia de montagem utilizada para construir os vetores pJG_0010
e pJG_012, contendo os genes reporteres yZsGreen ¢ ymUkG1 regulados pelo promotor candidato 2,
respectivamente. A verificacdo de ambas as montagens foi realizada por intermédio de enzimas de
restricdo (Xhol e Sphl — indicadas em vermelho no esquema). (B) Representacdo da estratégia de
montagem utilizada para construir os vetores pJG 011 e pJG_013, contendo os genes reporteres
vZsGreen e ymUkG1 respectivamente. As setas pretas indicam os primers utilizados na amplificacdo
do inserto e as homologias inseridas. Setas vermelhas indicam o par de primers utilizado para
confirmagdo da montagem. (C-D) Confirmacdo da montagem dos vetores pJG 010 e pJG 012,
respectivamente. Para cada montagem foram realizadas ao menos duas tentativas de confirmacdo. O
gel de agarose apresenta a dupla digestdo (D) seguida das digestdes controle realizadas com as
enzimas separadamente: Xhol (X) e Sphl (S), além da minipreparagdo de DNA plasmidial (M). (E)
Analise por PCR da montagem dos vetores de controle de expressao basal pJG 011 e pJG_013.
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Figura 20: Confirmacdes de montagem dos vetores contendo o sistema de coexpressio do
ymUkG1 e da CyOFPI fusionada a proteina de parede de tétrades SPS2. (A-B) Representagdo
esquematica da montagem dos vetores de expressao pJG 017 e pJG _018. Setas pretas indicam os
primers utilizados para amplificagcdo dos insertos e as homologias inseridas. Setas vermelhas indicam
os primers utilizados para confirmacao das montagens. (C-D) Analise em gel de agarose da montagem
dos vetores pJG_017 e pJG_018, respectivamente.

Apo6s confirmacao de montagem dos vetores de expressao os mesmos foram utilizados
para transformar linhagens hemizigotas de interesse, nomeadamente os hibridos JGY 004

(CEN.PK2-1D x JAY289) e JGY_016 (ACY_503c x CEN.PK2-1D).
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6.2.3 Analises por citometria de fluxo

6.2.3.1 Determinacido dos parametros da analise por citometria de fluxo para vetores

de expressao contendo apenas uma variedade de GFP

A estratégia de analise de express@o do GFP foi desenhada de modo a: (i) eliminar
doublets; (ii) determinar os indices de emissdo oriundos tanto da proteina reporter quanto de
autofluorescéncia e (iii) distinguir eventos classificados como tétrades de nao tétrades. Estes
Sgates foram obtidos com base nas analises do diploide selvagem JGY 004 ao longo de

diferentes tempos de indu¢do da meiose (1, 3, 5 e 96 horas).

Seguindo os principios delineados para esta estratégia de gates foi definido,
inicialmente, a populagdo “singlets” (P6), a qual foi gerada pela analise de todos os eventos
quanto aos pardmetros FSC-A x FSC-H (Figura 21 A-D). A partir dos eventos da populagdo
de “singlets” foram feitas duas andlises: FITC-A x FSC-H e FSC-A x SSC-A. Na primeira
determinou-se a autofluorescéncia de modo que apenas os eventos que ocorreram na
populacdo “GFP positivo” (P5) seriam considerados positivos para a expressdo de uma das
variantes de GFP (Figura 21 E-H). Em seguida, a diferenciagdo entre tétrades € ndo tétrades
baseou-se na analise de “singlets” quanto ao tamanho e complexidade citoplasmatica (FSC-A
x SSC-A). Esta analise foi feita em quatro pontos apos o inicio da indug¢@o da esporulagdo,
sendo possivel identificar o aumento de eventos dentro da populagdo “tétrades” ao longo da
indugcdo da esporulacao (0,1%, 0,3%, 0,6% e 33,9% da populagdo total - dados ndo
apresentados). Dessa forma, considerou-se apropriado atribuir eventos com baixo valor de
SSC-A e elevado valor de FSC-A como “ndo tétrade” (P7) e eventos com maior valor de

SSC-A e menor valor de FSC-A como possiveis tétrades (Figura 21 1-L).
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Determinacao dos FACS gatting para identificacdo e coleta de diploides
recombinantes. A — D Triagem padrdo para sele¢do de singlets em analises de citometria de fluxo -
FSC-A x FSC-H. E-H Gate para confirmacao da deteccdo do EGFP - FITC-A x FSC-H. O diploide
heterozigoto JGY 004 foi analisado ap6s 4 tempos de indugdo da esporulagdo (1, 3, 5 e 96 horas), a
demarcagdo verde delimita P5, sendo estes individuos com maior emissdo de fluorescéncia do que o
background. I-L Determinagdo de populacdes de provaveis tétrades e nao tétrades (populagoes P4 e
P7, respectivamente) — FSC-A x SSC-A. Notar que a populacdo tende a migrar a P4, conforme se
aumenta o tempo de inducdo da meiose. A partir da estratégia de gate sugerida, seriam considerados
eventos de interesse aqueles que estivessem representados concomitantemente em “gfp positivo” e
“nao tetrade”, aqui representado como eventos marcados em roxo dentro da populagdo “ndo tetrade”
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6.2.3.2 Analise por citometria de fluxo para uso do EGFP como reporter.

O hibrido JGY_004 previamente transformado com cada um dos vetores (pJG_001-
007) foi submetido ao protocolo de indugao da meiose e as culturas foram analisadas apos 1, 3
e 5 horas. Como controle foram utilizados: (i) o diploide selvagem (JGY 004 nao
transformado) e (ii) um controle de expressdo basal (JGY_ 008 — contendo o gene reporter nao
regulado por promotor). Para confirmar que a expressio do gene reporter se da
exclusivamente na meiose, todas as culturas foram analisadas também em crescimento

mitdtico.

A andlise foi feita com base na estratégia de gafe descrita na sessdo anterior com

objetivo de identificar células fluorescentes (“GFP positivo”) dentro da populagio
estabelecida como “ndo tétrade” (Figura 21 E-H e I-L, respectivamente). O resultado desta

andlise é resumidamente apresentado na Figura 22, a qual apresenta apenas os dotplots de

FSC-A x SSC-A. Como esperado, as linhagens controle JGY 004 e JGY 008 (selvagem e
controle de expressdo basal) apresentaram apenas sinais de autofluorescéncia (A 1-4 e B 1-4).
Ja os vetores contedo o reporter regulado pelos promotores 3 e 4 expressaram o EGFP ao
longo da meiose (Figura 22 E2-4 e F2-4, respectivamente). No entanto, mesmo que a sele¢cdo
dos promotores tenha sido baseada em candidatos descritos como expressos exclusivamente
na meiose, também foi possivel observar expressdo dos mesmos ao longo da mitose (Figura
22 El1 e Fl1). As linhagens contendo o EGFP regulado pelos promotores 1, 2, 5 ¢ 6 nao
evidenciaram a expressao do gene repoérter, (Figura 22 Bl-4, Cl-4, G1-4 e¢ Hl1-4,

respectivamente).
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Figura 22: Analise da funcionalidade dos promotores candidatos por citometria de fluxo. A
analise foi conduzida com as linhagens selvagem e transformadas com os vetores pJG_001-007 no
intuito de identificar candidatos apropriados a abordagem proposta. A coluna 1 apresenta as linhagens
crescendo em mitose e as colunas 2-4 mostram o desenvolvimento meiotico apos diferentes tempos de
inducdo da esporulagdo. Os controles da linhagem selvagem e de expressdo basal do EGFP estdo
dispostas nas linhas A e B, respectivamente. As linhas C-H apresentam as analises realizadas para
cada promotor candidato.
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A partir destes resultados foi decidido: (i) excluir os promotores 3 e 4 devido a
detec¢do da expressdo do EGFP durante a mitose (Figura E 1-4 e F 1-4); e (ii) validar se a
transcricdo dos genes controlados pelos promotores selecionados, de fato, ocorrem ao longo

da meiose.

6.2.3.3 Verificacdo da expressao dos genes controlados pelos promotores selecionados

A detec¢do de transcritos dos genes enddgenos da linhagem JGY 004 foi avaliada
durante o crescimento mitotico € ao longo da indugdo da esporulagdo, sendo precedida por
uma etapa de pré-esporulacdo em meio SPS, utilizada para sincronizar a progressao do ciclo
celular [24]. Com isso espera-se que haja uma alta frequéncia de células em um mesmo

estagio de progressdo da meiose, aumentando a probabilidade de detecgao de transcritos.

A Figura 23traz o resultado da verificagdo da integridade do RNA total extraido,
submetido 4 uma eletroforese em gel desnaturante. E possivel notar que se aplicada a mesma
quantidade de RNA total (lpg) observa-se uma reducdo da intensidade das bandas
correspondentes as subunidades do RNA ribossomal ao longo da indugdo da esporulacdo. O
mesmo ¢ observado com o rendimento de RNA total extraido. Possivelmente isto ocorre
devido ao aumento significativo do nimero de tétrades observado ao final de 72 horas (dados

nao mostrados).

Mitose Meiose
YEPD SPS Oh 5h 10h 24h 72h

-

--m‘

Figura 23: Verificacio da integridade e qualidade da extracio de RNA total da linhagem
JGY 004 para os diferentes tempos de analise. Foi aplicado no gel 1lug de RNA total para cada
cultura analisada. E possivel visualizar as bandas de RNA ribossomal quando em crescimento mitético
e o gradativo desaparecimento da mesma conformer se avanga na indugdo da meiose.
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Apos confirmacao de integridade do RNA total, este foi utilizado como template para
sintese de cDNA e subsequente reacdo de PCR com primers para os genes enddgenos no
intuito de identificar a presen¢a de transcritos dos mesmos. A Figura 24 apresenta os
resultados de identificacdo dos candidatos 1, 2, 5 e 6 sob crescimento mitotico (YEPD e SPS)
e meidtico (SM induzido por Oh, 5h, 10h, 24h e 72h). Foi também, realizado um controle
positivo para as amplificagdes usando como DNA femplate o DNA gendmico da linhagem

selvagem.
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Figura 24: Validacdo da expressdo dos genes candidatos ao longo do ciclo celular mediante
analise do RNA total. As colunas numeradas referem-se a analise dos genes candidatos (1,2, 5 ¢ 6
respectivamente). Nas linhas sdo apresentados os resultados para cada uma das condi¢des analisadas
(i) controle positivo - gDNA; (ii e iii) crescimento mitdtico — YEPD e SPS; (iv-viii) indugdo a
esporulagdo em SM por Oh, 5h, 10h, 24h e 72h, respectivamente. As setas brancas indicam a presenga
de transcritos. A. Promotor candidato 6 em crescimento mitotico. B — C. Promotor candidato 2 apos 0
e 24 horas de indugdo a esporulacdo, respectivamente . M: DNA Ladder 100bp Promega.



Resultados e Discussao 72

Como j& demonstrado na sessdo anterior, os promotores 3 e 4 foram desconsiderados
devido a expressdo ao longo da mitose. Os promotores 1 e 5, por sua vez, ndo apresentaram
atividade em nenhuma das duas andlises (citometria de fluxo e identificagdo de transcritos a
partir do RNA total), por isso também foram considerados como inadequados ao proposito da
abordagem. J4 o candidato 6, apesar de ndo ser forte o suficiente para evidenciar a expressao
do EGFP por citometria de fluxo, quando analisado por PCR, deixou evidente a presenca de
transcritos de seu gene ao longo da meiose (0 hora e 5 horas), mas também ao longo da mitose
— invalidando sua aplicabilidade a abordagem (Figura 24, seta A). Em contrapartida, o gene
regulado pelo promotor candidato 2 se mostrou expresso exclusivamente apos a indugdo do
ciclo meiotico (Figura 24, setas B e C - indu¢do por Oh e 24h, respectivamente). Assim,
decidiu-se por uma nova analise de citometria de fluxo utilizando a linhagem transformada

com o promotor 2.

6.2.3.4 Analise por citometria de fluxo para o uso do EGFP como reporter

Com base nas andlises de expressdo dos transcritos de genes endogenos (apresentados
na sessao anterior) foi possivel selecionar o melhor promotor candidato, bem como sua
melhor condi¢do de cultivo e assim redesenhar o experimento de citometria de fluxo. Deste
modo, foram sugeridas duas alteragdes nas condi¢des de cultivos anteriormente utilizadas,
sendo elas: (i) realizar uma etapa de pré-esporulacdo (meio SPS) e (ii) aumentar o tempo de
inducgdo a esporulacao de 5 para 24 horas (SM). As analises por citometria de fluxo seguiram
os mesmos gates delineados na sessdo 6.2.3.1. Mas ainda assim, nao foi evidenciada a

expressdo do gene reporter.

Mediante as dificuldades de se identificar o EGFP mesmo que por citometria de fluxo,
optou-se por trocar o fluordforo utilizado. Levando em consideragdo trabalhos passados do
grupo, foi decidido utilizar a proteina reporter CyOFPI. Esta, foi expressa em S. cerevisiae
pela primeira vez em trabalhos do nosso grupo e resultou na patente BR 10 2017 021326 9
[116], em uma adaptagdo da técnica de separagdo de haploides mediante uso de citometria de

fluxo proposta por Treusch e col. (2015) [23]
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6.2.3.5 Analise por citometria de fluxo para uso do CyOFPI como reporter

Apesar do EGFP e do CyOFPI terem padrdes de excitagdo similares, e poderem ser
excitados com o /aser 488nm, as faixas de emissdao de ambos sdo distintas. Por esta razdo foi
necessario alterar o filtro utilizado para determinagdo da fluorescéncia. Ao considerar que o
EGFP emite em 507nm, no espectro verde [107, 117] e a CyOFPI emite em 589nm, no
espectro laranja [118], fez-se necessario alterar o gate utilizado na deteccdo de fluorescéncia
de SSC-A x FITC para SSC-A x Per-CP-Cy5-5-A. Mesmo com a alteracao do filtro utilizado,
o desenho racional da analise se manteve o mesmo, ou seja, individuos presentes tanto no gate
“OFP positivo” quanto no gate “ndo tétrade” seriam considerados eventos de interesse para

realizacdo de cell sorter.

Os padrdes de cultivo continuaram sendo realizados com base nos resultados de
identificacdo de transcritos (sessdo 6.2.3.3). Os resultados para a analise de citometria de
fluxo foram resumidamente apresentados na Figura 25, a qual traz as andlises para
determinagdo dos padrdes de emissdo da proteina repdrter no grafico SSC-A x Per-CP-Cy5-5-

A.

As determinagdes do que correspondia a autofluorescéncia foram estabelecidas com
o uso das linhagens JGY 010 e JGY 012 crescendo em mitose. Desta forma, tudo que
emitisse maior intensidade de fluorescéncia do que células controle, seria considerado uma
populagdo expressando o gene reporter (Figura 25 A e D, respectivamente). Conforme o
esperado, tanto a linhagem JGY 010 (CyOFPI regulado pelo promotor 2) quanto a JGY 012
(controle de expressao basal) ndo acusaram maior intensidade na emissao do que o esperado
para autofluorescéncia ao longo da pré esporulacdo (Figura 25 B e E, respectivamente).
Quando se tenta identificar a expressao do repérter ao longo da inducao a esporulagao, €
possivel identificar a populagdao migrando para o gate “OFP positivo”, ainda assim, nao o

suficiente para determinar duas populacdes distintas (Figura 25 C e F, respectivamente).

Como controle positivo da expressdo do CyOFP1 foi utilizado o haploide JAY290
(MATa) transformado com o plasmideo pMF 005, o qual tem a CDS do CyOFPI regulado
por um promotor MATa especifico, permitindo que esta linhagem o expresse ao longo da
mitose. No entanto, ao contrario do que se esperava, ndo foi possivel identificar uma

populacdo de eventos expressando o CyOFPI, evidenciando apenas um rastro de individuos



Resultados e Discussao 74

que passam do gate de autofluorescéncia para o gate de organismos expressando a proteina
reporter (Figura 25 G). Hoje, acreditamos ser uma questdo de bioacumulagdo da proteina
reporter, dado que, com base em resultados do nosso grupo, obtemos melhores resultados de
visualizagdo da CyOFPI conforme se aumenta o tempo de cultivo de uma linhagem o

expressando (dados ndo publicados oriundos do projeto de inicia¢do cientifica da aluna

Monique Furlan que resultou na publicagdo da patente BR 10 2017 021326 9 [116]).
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Figura 25: Andlise da funcionalidade do promotor candidato 2 regulando a expressao da
proteina reporter CyOFPI mediante citometria de fluxo. As colunas dispdes resultados para cada
condi¢ao de cultivo analisada (mitose, pré-esporulagao e meiose). Nas linhas sdo dispostas as analises
realizadas para cada linhagem. (A-C) Diploide transformado com o plasmideo pJG 008, contendo o
promotor 2 regulando o gene reporter (JGY_010). (D-F) Linhagem controle de expressdo basal do
CyOFP1 , transformado com o plasmideo pJG_009 (JGY_012). (G) Controle positivo de expressao do
gene reporter CyOFP1 — linhagem JAY290 (MATa) transformada com o plasmideo pMF_005.
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A impossibilidade de identificar a presenca de ambas as proteinas repdrteres (tanto o
EGFP quanto a CyOFPI) nos levou a considerar duas possiveis hipoteses para a ausencia de
deteccdo das mesmas. A primeira, contemplou a possibilidade de que o gene endogeno,
possivelmente fosse pouco transcrito no momento da analise e assim o sinal do reporter fosse
muito baixo. A segunda hipotese considerou que possivelmente as proteinas reporteres
utilizadas até entdo apresentavam baixa emissdo de fluorescencia e assim seriam menos

eficientes.

Ambas as possibilidades, seja de modo individual ou associadas uma a outra,
poderiam atuar como um impeditivo na detec¢do de individuos expressando a proteina
reporter. No inuito de superar a baixa intensidade do sinal gerado, foi realizado um
levantamento bibliografico a partir do qual foram selecionadas outras duas versdes de GFP,
estas, com otimizacdo de cdédon e com cerca de 30 vezes mais intensidade média de
fluorescéncia (quando comparado com o EGFP selvagem) [107]. As versdes de GFP, foram
gentilmente doadas pelo Dr. Jun Ishii da Universidade de Kobe e foram utilizados nas analises

subsequentes.

6.2.3.6 Analise por citometria de fluxo das proteinas reporter yZsGreen e ymUkG1

A ZsGreen ¢ uma GFP isolada de Zoanthus sp. a qual, apesar de ser expressa como
mondmeros, mantém a tendéncia das proteinas fluorescentes de formar oligdmeros (revisado
por [48, 119]), sendo, a yZsGreen, essencialmente tetramera [107, 117, 120]. Ja a ymUkG1 foi
isolada do coral Sarcophyton sp. (em japonés Umi-kinoko) e além de ter seus cddons
otimizados para expressao em S. cerevisiae, também acumulou mutagdes na interface de

contato entre os mondmeros, tronando-se uma versao monomérica de UKG/ [121].

A CDS de ambos genes reporteres foram utilizadas para montar novos vetores de
expressao (confirmacdes de montagem apresentadas na sessdo 6.2.2). E assim como nos
demais experimentos, foi idealizado tanto um vetor de expressdo contendo o gene reporter
controlado pelo promotor candidato quanto um controle de expressdo basal. Estes foram
transformados no background JGY 016 e as linhagens resultantes foram induzidas a
esporulagdo (tal qual estabelecido na sessdo 6.2.3.3) e analisadas por citometria de fluxo sob

0s mesmos parametros estabelecidos anteriormente (sessdo 6.2.3.1).
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Para evidenciar a melhoria ao empregar as versdes de GFP propostas nesta sessdo, foi
utilizado como controle adicional, a linhagem transformada com o gene reporter EGFP. A
Figura 26 resume os resultados de citometria de fluxo destas andlises. Eventos marcados em
verde dentro da populacdao “ndo tétrade” (P2) seriam considerados potenciais diploides
recombinantes. Foram utilizados como controle neste experimento a linhagem selvagem
(JGY_016) e os controles de expressdo basal para cada uma das proteinas reporter em analise

(JGY_018, 020 e 008; controles para a yZsGreen, ymUKG1 e EGFP, respectivamente).

Como esperado, tanto a linhagem selvagem, quanto os controles de expressao basal,
apresentaram apenas sinais de autofluorescéncia em todas as condig¢des avaliadas (mitose,
pré-esporulacdo e meiose) (Figura 26 A—L). Ainda conforme esperado, a linhagem contendo o
EGFP regulado pelo promotor 2 nao permitiu evidenciar a expressao do gene reporter, fosse

ao longo da mitose, meiose ou pré-esporulagdo (Figura 26 M-0).

Como suposto, a maior intensidade de fluorescéncia inerente as novas proteinas
candidatas permitiu deteccdo de eventos as expressando (Figura 26 R e U). No entanto,
apesar da proteina reporter yZsGreen ser detectavel ao longo da meiose (Figura 26 R), ela
também foi identificada na mitose e na pré-esporulacao, o que nos levou a desconsidera-la

como uma boa candidata para a abordagem proposta (Figura 26 P e Q).

Por fim, os testes para a proteina reporter ymUKGI mostram que ela ¢, de fato,
expressa apenas ao longo da indugao da esporulagdo (Figura 26 U) e ndo ¢ possivel evidenciar
sua expressao ao longo da mitose ou pré-esporulagao (Figura 26 S e T). Este fato, por si,
classificaria a ymUKGI como um bom candidato para a abordagem do R7Geasy. No entanto,
apesar de identificar a expressdo do ymUKG1 apenas na meiose, 0s eventos ndo se encontram
agrupados exclusivamente no gate de “ndo tétrades” (Figura 27) e sugerem a existéncia de

diferentes populagdes.
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Figura 26: Resumo dos resultados obtidos por citometria de fluxo para analise das proteinas
repérteres candidatas. E apresentado apenas as analises que compreendem FSC-A x SSC-A, sendo
eventos marcados em magenta correspondentes a deteccdo de autofluorescéncia e eventos verdes,
aqueles que expressam a proteina reporter. Cada coluna representa uma das condi¢des de cultivo
(mitose, pré-esporulacdo e meiose), para cada linha uma linhagem analisada. (A-C) JGY 016 —
diploide selvagem utilizado para determinar parametros de autofluorescéncia, (D-F) JGY 018 —
controle de expressdo basal para o gene reporter yZsGreen, (G-1) JGY_020 — controle de expressdo
basal para o gene reporter ymUKGI, (J-L) JGY_008 — controle de expressdo basal para o gene
reporter EGFP, (M-0) JGY_002 — EGFP controlado pelo promotor candidato 2, (P-R). JGY 021 -
yZsGreen controlado pelo promotor candidato 2, (S-U) JGY 019 — ymUKGI controlado pelo
promotor candidato 2.
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Figura 27: Resultados obtidos por citometria de fluxo para definir se a proteina reporter
ymUKGI! se adequa as necessidades da abordagem proposta. Ambas as imagens apresentam o
resultado da analise para a linhagem JGY 019 ap6s 24 horas de indugdo da esporulagdo, levando em
consideragdo tamanho celular e complexidade citoplasmatico (FSC-A x SSC-A). (A) Dotplot
apresentado na Figura 26 U, no qual ¢ evidenciado o gate de “nao tétrades” e apresentam-se em verde
os eventos que expressam ymUkGI. (B) Analise para o mesmo grafico em (A), porém agrupando os
eventos em possiveis populagdes mediante densidade de ocorréncia dos eventos. Notar que,
aparentemente, existem quatro populacdes que expressam o ymUkGI e que a populacdo indicada pela
seta A encontrasse dentro do gate de “ndo tétrades”.

O espalhamento dos eventos expressando a proteina reporter para fora do gate “nao
tétrades”, pode corresponder tanto as mudangas na complexidade citoplasmatica das células
que iniciaram a meiose como individuos que passaram pelo ponto de comprometimento e
acumularam a proteina reporter até a formacdo das possiveis tétrades. Para minimizar ao
maximo possiveis falsos positivos ao recolher eventos por cell sorter acoplado a citometria de
fluxo € proposto na proxima sessdo um sistema de coexpressao de duas proteinas reporteres,

sendo uma delas utilizadas para marcar exclusivamente a presenga de tétrades.

6.2.3.7 Implementacio de um sistema baseado na coexpressio de duas proteinas

reporteres para citometria de fluxo.

O sistema de coexpressao idealizado para minimizar o recolhimento de falsos
positivos ao realizar o cell sorter ¢ baseado em um vetor de expressao contendo dois cassetes.
O primeiro compreende a CDS do gene ymUKGI regulada pelo promotor candidato 2, o
segundo consiste na proteina de parede SPS2 fusionada a proteina reporter laranja CyOFP1
(Figura 28). Deste modo, esperasse que eventos expressando apenas o ymUKGI representem
células com potencial de passar pelo RTG e células coexpressando, tanto o ymUKG 1 quanto o

CyOFPI indiquem células que ja completaram a esporulacdo e ndo devem ser recolhidas.
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Figura 28: Ilustracao do cassete de expressao para o sistema de coexpressio de duas proteinas
reporteres. O primeiro cassete de expressdo ¢ constituido da CDS da proteina reporter ymUkG1
regulado pelo promotor candidato 2 e pelo terminador CYCI. J& o segundo cassete consiste na CDS
da proteina reporter CyOFPI fusionada a CDS da proteina de parede de esporos SPS2, ambas
reguladas pelo promotor SPS2 e pelo terminador IDP. Deste modo, a expressdo da proteina reporter
laranja indicard eventos que ja terminaram a meiose e, consequentemente ndo devem ser recolhidos.
[Imagem gerada com o programa SnapGene Viewer].

Assim, a nova estratégia de gate se baseia em (i) eliminar doublets; (i1) determinar
eventos expressando a proteina reporter e (iii) distinguir tétrades de ndo tétrades. Os dois
primeiros gates se mantiveram tal qual proposto na sessdo 6.2.3.1. Ja o terceiro gate foi

desenhado com base nos principios de duplo positivo.

A partir da populagado “singlets ” determinada com base nos parametros FSC-A x FSC-
H (Figura 29 A-C) foram realizadas duas analises. A primeira (FITC-A x FSC-H) foi aplicada
para definir padrdes de autofluorescéncia, assim, eventos dentro da populagdo “GFP positivo”
(P3) seriam considerados individuos expressando a proteina verde fluorescente (Figura 29 D-
F). Com base na segunda analise (FITC-A x PE-A) foi realizada a distin¢do entre tétrades e
ndo tétrades. Diferente do que foi apresentado na sessdo 6.2.3.1, esta andlise se baseou no
padrdo de emissdo para duas proteinas repdrteres. Assim, tanto eventos expressando o
CyOFPI (Q1), quanto eventos coexpressando ambos os reporteres (Q2) seriam considerados
indesejaveis. Ja eventos que evidenciam apenas a expressao do reporter ymUKG1 (Q3) seriam

considerados de interesse a abordagem do RTGeasy (Figura 29 G - I).
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Figura 29: Determinacio dos FACS gatting para identificacio e coleta de diploides
recombinantes. (A-C) Triagem padrdo para sele¢do de singlets em analises de citometria de fluxo —
bFSC-A x FSC-H. (D-F) Gate para confirmacgdo da detec¢do do ymUKGI — FITC-A x FSC-A. A
determinagdo de sinais de autofluorescéncia foi realizada com base na comparagdo dos sinais obtidos
para diploide selvagem JGY 016 em crescimento mitotico (D) e para o controle positivo de expressao
do ymUkGI, a JGY 024 com 24 horas de indugdo a esporulagdo (E). (G-I) Discriminag¢do entre
eventos que expressam o ymUkGI e que possivelmente ainda ndo passaram pelo ponto de
comprometimento (Q4), dos eventos que ja finalizaram a meiose (Q3 — coexpressdo das proteinas
reporter ymUKG1 ¢ CyOFP1) — FITC-A x PE-A.

Com base na analise preliminar dos FACs gatting a ser implementado fica evidente
que 24 horas de inducdo a esporulacao reduz muito a possibilidade de encontrar células que
ainda ndo passaram pelo ponto de comprometimento (Figura 29 I), assim, levando em
consideragdo os resultados de identificacdo de transcritos (apresentado na sessdo 6.2.3.3), no
qual indica pico de expressdo do gene endogeno apds 24 horas, o experimento de cell sorting

foi idealizado com uma cultura induzida por 20 horas em meio SM, além da cultura
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esporulando por 24 horas, a qual foi mantida com finalidade de comparar se a diferenca de

quatro horas seria suficiente para reduzir a frequéncia de tétrades ja formadas.

A aquisi¢do dos 1000 eventos foi feita diretamente em 200uLL de meio YEPD liquido e
depois plaqueados em YEPD pH 1,9 (£0,01). Como tentativa adicional de se confirmar que o
gate estabelecido de fato exclui tétrades, foram adquiridos 100 eventos em tampao fosfato
(PBS1X) para que estes fossem analisados por microscopia. Apesar de nenhum dos
individuos avaliados ser tétrade, so foi possivel analisar 5% da cultura induzida por 20 horas e
2% da cultura induzida por 24 horas, sendo altamente recomendavel uma nova avaliagdo da
abordagem sugerida. Quanto aos individuos que passaram pelo shift nutricional, eles foram
cultivados em meio YEPD soélido com pH ajustado para 1,89. Apods o crescimento forma

recuperados aproximadamente 15% individuos plaqueados.
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7 CONCLUSOES

Ao fim do projeto conseguimos padronizar e estabelecer o uso da abordagem do RTG
convencional para o possivel desenvolvimento de leveduras industriais, técnica esta que até
entdo estava bem estabelecida para a resolugdo de QTLs. Sendo demonstrado o uso desta
metodologia para reestabelecer o fenotipo de tolerancia a baixo pH em um diploide que o

havia perdido.

Adicional ao estabelecimento e padronizacdo do RTG convencional, evidenciamos
que fenotipos selecionaveis, tal qual a auxotrofia e a tolerancia a baixo pH, podem gerar
elevada eficiéncia de recolhimento de diploides recombinantes uma vez que o screening pode
tanto ser direcionado pelos fenotipos de interesse, quanto mediante presenca de uma selegao
positiva. Ainda mais interessante, ¢ o fato de conseguirmos, por selecao positiva, recolher

100% de eventos com fendtipo de interesse.

No entanto, fendtipos ndo seleciondveis, como por exemplo a eficiéncia no processo
fermentativo demandam o screening de grande nimero de individuos. Para enriquecer o
recolhimeno de possiveis diploides recombinantes e também, para eliminar a variavel tempo

de inducao a esporulagdo, propusemos associar a abordagem do RTG a citometria de fluxo.

As tentativas de estabelecer a abordagem do R7Geasy mostraram que tanto a proteina
EGFP (sem otimizacdo de codon para S. cerevisiae) quanto a CyOFPI nio s3o reporteres
eficientes quando regulados pelos promotores propostos. Possivelmente devido ao reduzido
nivel de transcricao génica durante a meiose e/ou por demandarem bioacumulagdo. Também
foi possivel descartar o uso da proteina reporter yZsGreen regulada pelo promotor 2, pois a

mesma foi expressa ao longo da mitose.

Por fim, conseguimos evidenciar a potencial funcionalidade da abordagem proposta,
ao desenvolver um vetor de expressao baseado na coexpressao das proteinas reporter ymUkG 1

e CyOFPI. Sendo a primeira regulada pelo promotor candidato 2 e a CyOFPI expressa em
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fusdo com a proteina de parede de tétrades SPS2, esta utilizada como marcadora de individuos

que ja encerraram o ciclo celular meidtico.

Apesar de termos conseguido recolher por citometria de fluxo individuos que
retomaram a capacidade de crescer em pH 1,75 (£0,01), ainda se faz necessario validar a
frequéncia de ndo-tétrades recolhidas, dado que por microscopia s6 foram observados 5% do

total de eventos recolhido.

Mesmo sendo promissora, a abordagem ainda pode ser aprimorada e sdo propostas
duas medidas: (i) ampliar a busca por promotores com o intuito de encontrar um candidato
que seja expresso com menor tempo de indugdo a esporulagdo e assim reduzir a frequéncia de
tétrades na cultura e (i) implementar uma sinalizag¢@o para a via da ubiquitinagao na proteina

reporter ymUkG 1, no intuito de reduzir sua meia vida.
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arbitragem, que constam da minha Dissertagcao/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Desenvolvimento de uma abordagem de evolugdao sexuada em Saccharomyces
cerevisiae baseada na selegao de diploides recombinantes por citometria de fluxo,
nao infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer

editora.
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