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RESUMO

A H*-ATPase é uma proteina presente na membrana citoplasmatica de plantas e fungos e
desempenha um papel essencial na geracdo de um gradiente eletroquimico de protons,
importante para a captacdo de nutrientes e regulacdo do pH intracelular. A ativacéo da
H*-ATPase da membrana citoplasmatica em Saccharomyces cerevisiae induzida por
glicose € supostamente atribuida a um sinal de célcio intracelular correlacionado ao
metabolismo do fosfatidilinositol. Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi
observada diferenca de fendtipo entre as cepas S. cerevisiae BY4742 arg824 e PJ69
arg82/ através do teste de atividade da H*-ATPase, indicando que o fendtipo de maior
ativacdo da H*-ATPase esta relacionado a varios genes. Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi utilizar diferentes abordagens gendmicas para identificar novos
componentes da regulacdo induzida por glicose da H*-ATPase. Para isso, foram
realizados o sequenciamento do genoma segregante agrupado, mapeamento de QTLS e
analises de Bioinformatica para identificar o possivel motivo da diferenca de fendtipo e,
ou, novos componentes desta via de transducdo de sinal. Uma vez identificadas as
variantes na analise de mapeamento de QTL foi desenvolvido o script
SNPsInQTLselection.py para identificar as bases genéticas que podem estar envolvidas
com o fen6tipo de maior atividade da H™-ATPase. Ap6s a utilizagdo desse script foram
identificadas 42 variantes em 33 genes potencialmente envolvidos com o fenotipo de
interesse. Para priorizacdo desses genes candidatos foi realizado analise de
enriquecimento e interatoma que permitiram identificar 10 genes enriquecidos e
envolvidos na via da telomerase e do fosfatidilinositol (STT4, PIK2, UGA2, EST1, MEC3,
HEK2, TOP3, PSO2, STO1, FUR4). Cepas do background BY contendo esses respectivos
genes deletados (colecdo EUROSCARF) foram utilizadas para teste de fendtipo de
acidificacdo extracelular e sinalizacdo de célcio induzida por glicose. Por meio desses
testes, 4 (UGA2, FUR4, EST1 e STT4) dos 10 genes enriquecidos, apresentaram o
fendtipo de maior ativagdo da H*-ATPase, fendtipo esse evidenciado nos testes de
acidificacdo extracelular e sinal de calcio. Destes 4 genes, vale destacar o STT4 visto que,
de acordo com a funcéo descrita para esse gene na literatura o fosfatidilinositol-4-fosfato
pode exercer um papel na regulacdo da via de ativacdo de H*-ATPase, controlando a
atividade da fosfolipase C. Tendo em vista uma relagdo positiva entre atividade da H*-
ATPase e desempenho fermentativo, estudos futuros podem ser feitos com o0s

genes/alelos identificados neste trabalho, com aplicagdo em cepas de leveduras industriais
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visando a melhoria na eficiéncia de processos fermentativos. Os genes (UGA2, FUR4,
EST1 e STT4) merecem investigacdo detalhada para verificacdo do possivel envolvimento
na via de sinalizacdo da H*-ATPase. Esse trabalho apresenta pela primeira vez uma
estratégia de Bioinformatica para identificar genes candidatos quando o resultado do
mapeamento de QTL néo for significativo.

Palavras chave: H*-ATPase da membrana plasmatica; analise de QTL; levedura.



ABSTRACT

The proton-pumping ATPase (H™-ATPase) is found in the plant plasma membrane and
plays an essential role to generate an electrochemical proton gradient, which is important
for nutrient uptake and intracellular pH regulation. Activation of H*-ATPase of the
plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae by glucose is supposedly attributed to an
intracellular calcium signal correlated to phosphatidylinositol metabolism. Previously, a
phenotype difference was observed between the S. cerevisiae BY4742 arg824 and PJ69
arg824 strains through the H*-ATPase activity test, indicating that the H™-ATPase
activation phenotype is related to several genes. In this context, the objective of this work
was to use different genomic approaches to identify new components of glucose-induced
regulation of the plasma membrane H*-ATPase activation. For this, the sequencing of the
clustered segregating genome, QTL mapping and Bioinformatics analyzes were carried
out to identify the possible reason for the phenotype difference and/or new components
of this signaling transduction pathway. Once the variants were identified in the QTL
mapping analysis, the SNPsInQTLselection.py script was developed to identify the
genetic bases that may be involved with the phenotype of higher activity H*-ATPase.
Through this script, 42 variants were identified in 33 genes potentially involved with the
phenotype of interest. To prioritize these candidate genes, the enrichment and interatoma
analysis were performed, which allowed the identification of 10 enriched genes involved
in the telomerase and phosphatidylinositol pathway (STT4, PIK2, UGA2, EST1, MECS3,
HEK2, TOP3, PSO2, STO1, FUR4). Background BY strains containing these respective
deleted genes (EUROSCAREF collection) were used to test the extracellular acidification
phenotype and glucose-induced calcium signaling. Through these tests, 4 (UGA2, FURA4,
EST1 and STT4) of the 10 enriched genes showed the phenotype of greater activation of
H*-ATPase, a phenotype that was evidenced in the extracellular acidification and calcium
signal tests. Of these 4 genes, it is worth highlighting STT4 since, according to the
function described for this gene in the literature, phosphatidylinositol-4-phosphate can
play a role in regulating the activation pathway of H*-ATPase, controlling the activity of
phospholipase C. In view of a positive relationship between H + -ATPase activity and
fermentative performance, future studies can be done with the genes / alleles identified in
this work, with application in industrial yeast strains to improve the efficiency of
fermentation processes. The genes (UGA2, FUR4, EST1 and STT4) deserve detailed

investigation to verify their possible involvement in the H™-ATPase signaling pathway.
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This work presents for the first time a Bioinformatics strategy to identify candidate genes

when the result of QTL mapping is not significant.

Keywords: H*-ATPase from the plasma membrane; QTL analysis; yeast.
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1. INTRODUCAO

1.1 Saccharomyces cerevisiae

Ha muito tempo a levedura Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada na
producdo de cerveja e pdo. Com o passar do tempo passou também a ser utilizada na
producdo de vinhos, biocombustiveis e biofarmacéuticos. Na inddstria cervejeira, séo
muito utilizadas devido a sua boa capacidade de produzir etanol, crescimento rapido e
tolerancia a estresses ambientais, como por exemplo alta concentracao de etanol e baixos
niveis de oxigénio. Técnicas de engenharia genética vem sendo utilizadas em S.
cerevisiae no intuito de obter cepas que produzem compostos aromaticos, melhorando as
caracteristicas sensoriais de bebidas fermentadas, como vinhos e cervejas. Aplicacdes
biotecnologicas de leveduras vem sendo cada vez mais explorada visando modificacfes
e desenvolvimento de novas cepas, 0 que contribuem para construcdo de cepas mais
robustas com consequentes melhorias nos processos fermentativos (Domingues et al.,
2000; De Carvalho et al., 2017; Figueiredo et al., 2017; Pretorius, 2017; Willaert, 2017).

Entre as aplicacBes das leveduras destaca-se também a producdo industrial de
etanol, Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada na producao de etanol de primeira
e segunda geragdo. Com isso, pesquisas de leveduras laboratoriais e industriais
contribuem para a producao de etanol além de estarem envolvidas na melhoria da cinética
de fermentacdo, do rendimento e da robustez nas condi¢bes envolvidas nos processos
(Beato et al., 2016; Jansen et al., 2017).

S. cerevisiae vem sendo utilizadas também em engenharia genética para o
desenvolvimento de cepas de levedura de alto desempenho para a producéo industrial de
o6leos, produtos quimicos entre outros compostos de interesse comercial (Mans et al.,
2018). E um dos modelos de organismos eucariotos que se destaca por ser um organismo
unicelular com organizagdo intracelular complexa como eucariotos superiores
favorecendo estudos de processos celulares como sinalizagéo, trafico de membrana, entre
outros. Por muito tempo as leveduras S. cerevisiae vem sendo usadas nos laboratérios
como modelo para entender as células eucariéticas, 0 sequenciamento do seu genoma
favorece a caracterizacao genética e fisiologica bem como a comparagédo de eucariotos
sequenciados (Goffeau et al., 1996; Piskur e Langkjaer, 2004; Feyder et al., 2015).

As aplicagdes biotecnoldgicas das leveduras envolvem varios setores, destacando

sua ampla utilizacdo nas industrias de alimentos, bebidas e biocombustiveis devido a sua
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excepcional fermentacdo e capacidade de acumulacdo de etanol combinada com
resisténcia a stresses, como por exemplo, tolerancia a baixo pH e altas concentragdes de
etanol. Uma notavel caracteristica desta espécie € a existéncia de subgrupos bem
adaptados a processos especificos, apresentando caracteristicas biotecnoldgicas ideais
(Barnett, 2003; De Carvalho et al., 2017; Peltier et al., 2019)

Leveduras podem reproduzir de forma sexuada e assexuada. Reproduzem
assexuadamente por brotamento onde a disponibilidade de nutrientes resulta em expanséo
clonal répida e mitdtica da levedura e a reprodugdo sexuada ocorre por esporulacao
seguido de cruzamento entre haploides com formacéo dos diploides (Boulton e Quain,
2008; Liti, 2015)

O cruzamento acontece com leveduras de diferentes mating types, determinado
por alelos de um unico locus (MAT). As leveduras apresentam MATa, MATa ou MATa/a.
A fusdo de células de dois haploides diferentes, formam células diploides. Em condicGes
de caréncia de nutrientes as células diploides sofrem meiose para produzir quatro esporos
haploides. Quanto ao ciclo de vida das leveduras, muitos isolados naturais de S. cerevisiae
séo capazes de sofrer troca de tipo de acasalamento (mating type) denominando-as assim
como cepas homotalicas. As leveduras que possuem ciclo homotélico apresentam fase
diploide estavel, mas as células haploides possuem capacidade de trocarem seus tipos de
fatores de acasalamento, sendo capazes de cruzarem ente si, tornando-se diploide. A troca
do mating type de leveduras homotélicas se da devido essas leveduras apresentarem o
gene HO ativo. O gene HO codifica uma endonuclease responsavel pela conversdo do
MATa para MATa ou vice versa. As cepas que ndo sofrem o processo de troca de mating
sdo consideradas heterotalicas, sendo essas cepas haploides e diploides estaveis
(Sherman, 1998; Katz Ezov et al., 2010; Haber, 2012).

1.2 Sinalizacéo celular

As células sdo submetidas a estimulos celulares através de receptores, esses
estimulos consistem em perturbacdes da homeostase celular e as celulas respondem
principalmente a problemas mecanicos, estimulos elétricos ou quimicos, sendo a maioria
dos sinais de natureza quimica. A partir desses estimulos sdo desencadeadas sinalizagdes
complexas, resultando em processos bioquimicos, genéticos e estruturais. A sinalizagao
celular tem inicio quando o primeiro mensageiro se liga ao seu receptor que na maioria

das células € uma proteina transmembrana ou uma proteina dentro da célula. A partir do
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momento que ocorre essa ligacdo ocorre inducdo de mudangas conformacionais no
receptor que ativam a maquinaria enzimatica ligada ao dominio citoplasmatico,
geralmente quinases, fosfatases e adaptadores. Ocorre assim ativagcdo de conjuntos de
reacOes realizadas pelos segundos mensageiros (CAMP, cGMP, 1P, diacilglicerol, célcio,
etc.) ou intermediarios que transduzem a mensagem do receptor para efetuar as fungdes
(Nair et al., 2019).

A sinalizagdo celular em sintese envolve inicialmente a percep¢do do sinal
seguido de transmissdo do sinal, a partir dai ocorre a passagem da mensagem para uma
série de componentes de sinalizacdo celular e chegada da mensagem ao seu destino no
interior da célula. Por fim, ocorre a resposta celular, uma efetiva alteracdo/modificacédo
na fisiologia da celula devido ao estimulo inicial (Hancock, 2017).

A sinalizagdo celular é um sistema multifatorial que representam esquemas
semelhantes a nos de cascatas de sinalizagdo com vias que ndo atuam isoladamente. Em
cenarios complexos em que o sistema percebe uma combinacdo de estimulos, com
inevitavel interacdo de sinalizacdo (Nair et al., 2019)

Em leveduras, os nutrientes sdo os principais agentes que sinalizam para a
ocorréncia de eventos de alteracdo ou resposta metabdlica j& em organismos
multicelulares, mensageiros extracelulares ativam rotas de sinalizacdo que tem efeito
sobre a proliferacdo, no desenvolvimento ou modificacdo do metabolismo de células alvo
(Thevelein, J., 1994). Saccharomyces cerevisiae se adapta rapidamente a diferentes
mudancas visto a capacidade de responder a variacdo da oferta de nutrientes e também a
outras variacGes ambientais como temperatura, osmolaridade, acdo de hormdonios e outras
(Hohmann et al., 1999; Newcomb et al., 2003; Holsbeeks et al., 2004).

As principais vias de sinalizacdo em Saccharomyces cerevisiae sao sinalizagéo
para resposta ao choque térmico, feromonios, estresse oxidativo, pressdao osmoética e a

presenca de nutrientes, calcio, aminoacidos e fontes de carbono (Engelberg et al., 2014).

1.3 Metabolismo do fosfatidilinositol

O fosfatidilinositol (PI/PtdIns) é um fosfolipidio encontrado na membrana de
células eucaridticas. Muitos de seus metabolitos, sofrem rapido “turnover” celular,
provocando alteragdes na concentracdo de Pl ou de qualquer um dos seus metabdlitos,
envolvendo assim impactos em processos celulares importantes como proliferacéo,
diferenciacéo e apoptose (Cocco et al., 1998; Gardocki et al., 2005).
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Estimulos extracelulares induzem alteraces rapidas e transitorias nos niveis de
lipidios e polifosfatos de inositol soltveis, gerando moléculas que amplificam e propagam
sinais para alvos intracelulares (York et al., 1998).

A via de sinalizacdo de inositol € uma via complexa que envolve Vérias espéecies
de fosfatos de inositol, originado por diferentes fosfatidilinositol sintetases, quinases,
transferases e fosfatases. Os dois principais segundos mensageiros, sdo diaciglicerol
(DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). DAG ativa a proteinaquinase C (PKC) e IPs3
induzem a liberacdo de Ca2* a partir de compartimentos intracelulares, regulando assim
uma grande variedade de processos celulares (Cocco et al., 1998; Maraldi et al., 1999).

PtdIns(4,5)P2 (fosfoinositol 4,5 bifosfato) é substrato da fosfolipase C e substrato
de fosfatidilinositol-3 quinase gerando segundo mensageiro fosfatidilinositol tri fosfato
PtdIns(3,4,5)Ps. Os mensageiros atuam de forma dependente e sinérgica (Maraldi et al.,
1999).

As espeécies de fosfoinositdis mais abundantes e mais bem caracterizadas séo
PtdIns(4,5)P2 e seu principal precursor, o fosfatidilinositol 4-fosfato P1(4)P. Ambos
regulam vérias funcgdes estruturais e de desenvolvimento, além de estarem envolvidos em
vias de transducdo de sinal em todos os modelos eucariotos. Fosfatidilinositol 4-quinases
(P14Ks) catalisam a fosforilacdo de PI na posicdo D4 do anel inositol, gerando PI(4)P.
Esta molécula pode ser subsequentemente fosforilada na posicdo D5 por PI14P 5-quinases
(P14P5KSs) para produzir PtdIns(4,5)P2. A sinalizacdo do PtdIns(4,5)P2 pode ser também
finalizada por meio de sua conversdo em PI(4)P catalisada por fosfatases. Além disso o
tipo I11 de fosfatidilinositol quinase consiste na Stt4p que é localizada principalmente na
membrana plasmatica, sendo necessaria para a organizacdo do citoesqueleto e varias vias
de sinalizagéo. P1(4)P e PtdIns(4,5)P2 sdo provavelmente os principais coordenadores do
trafego de membrana atuando nas vias de transducdo de sinal (Delage et al., 2013).

Em leveduras, o PI, fosfatidilcolina (PC) e cardiolipina sao sintetizados através de
CDP-DAG enquanto que PI e PC podem ainda ser sintetizados via inositol e CDP-colina,
respectivamente (Greenberg e Lopes, 1996; Henry e Patton-Vogt, 1998; Schlame et al.,
2000).

A ativacdo da biossintese do fosfatidilinositol via CDP-DAG consiste na
internalizacdo do glicerol através das proteinas Fpslp ou Sltlp, onde é fosforilado a
glicerol 3-P pelo produto codificado pelo gene GUT1. A utilizacdo do glicerol-3-P pode
ocorrer ao longo de duas vias bioquimicas que convergem na sintese de acido fosfatidico
(PA). As proteinas Gatlp/Gat2p e Slclp promovem a conversao de glicerol 3-P a acil-
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glicerol 3-P (lyso-PA) e desse a PA respectivamente, ao passo que Gut2p converte 0
glicerol 3-P a dihidroxiacetona (DHAP), enquanto que pela acdo sequencial de Gatl
p/Gat2p e Ayrlp tem-se DHAP convertido a acil-dihidroxiacetona-fosfato (acil-DHAP)
e a reducdo de acil-DHAP a lyso-PA (acil-glicerol 3-P). O PA gerado é, entdo, convertido
a DAG ou a CDP-DAG pela acéo das proteinas Dpplp/Lpplp e Cdslp (Athenstaedt e
Daum, 1997; Athenstaedt et al., 1999; Athenstaedt e Daum, 2000).

A obtencdo de Pl mediada pela proteina Pislp pode originar-se endogenamente a
partir da metabolizacdo da glicose 6-P ou ainda ser captado de fontes nutricionais, sendo
transportado para o interior da célula pelos transportadores Itr1p/Itr2p. O Pl pode também
ser produzido atraves de metabdlitos do fosfatidilinositol, como o inositol trifosfato
(1(1,4,5)P3) que é defosforilado pela acdo de fosfatases (Saul et al., 2004).

O fosfatidilinositol é usado para sintetizar fosfoinositois (PIPs), inositois
polifosfatos (IPs) e complexos esfingolipidios (IPCs), enquanto que seu catabolismo gera
glicerofosfoinositois (GroPl). Em leveduras, PI(4)P e PI(4,5)P2 sdo sintetizados a partir
de Pl por meio da acdo de Pl 4-quinases (STT4 e PIK1) e PI(4)P 5-quinase (MSS4),
respectivamente (Odorizzi et al., 2000; Wera et al., 2001).

A producéo de PI(3)P e PI(3,5)P a partir de Pl é mediado pela acdo das enzimas
Pl 3-quinase (Vps34p) e PI(3)P 5-quinase (Fablp) respectivamente. A sintese de
PtdIns(4,5)P2 ocorre a partir de PtdIns(4)P, através da fosforilagdo de Pl por Piklp ou
Stt4p. Logo, PtdIns4P é fosforilado em PtdIns(4,5)P2 através de Mss4p (Odorizzi et al.,
2000; Wera et al., 2001).

Em leveduras dois genes (STT4 e PIK1) codificam o fosfatidilinositol 4-quinases
gerando PtdIns4P. Esses dois genes desempenham papel essencial na viabilidade de
leveduras, entretanto embora a atividade bioquimica de ambas sejam as mesmas sabe-se
que o aumento da expressdo de qualquer uma das quinase nao pode compensar a perda
da outra. A proteina Stt4p é necessaria para a manutencdo da morfologia do vacuolo,
integridade da parede celular e organizagao do citoesqueleto de actina. Ja a proteina Pik1p
é essencial para para a manutencdo da estrutura de Golgi e para a secre¢édo de proteinas.
A proteina Stt4p € um regulador critico da morfologia do vactolo, organizacdo do
citoesqueleto de actina e integridade da parede celular, sugerindo um papel pleiotropico
para Stt4p na manutencdo e organizacdo da célula. Quando deletados os genes STT4 ou
PIK1 de forma individual foi verificado reducdo de 50% de PtdIns4P. Acredita-se que as
proteinas Stt4p e Pik1lp atuam como as principais, sendo as unicas, PtdIns 4-quinases em
leveduras e produzem dois essenciais e independentes pools de PtdIns4P e Ptdins(4,5)P2
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que atuam em diferentes membranas intracelulares para recrutar ou ativar proteinas
efetoras ainda ndo caracterizadas. Em sintese, PtdIins4P dependentes de Stt4p é necessario
para a manutengdo da morfologia do vacutolo e do citoesqueleto de actina, enquanto que
PtdIns4P dependentes de Piklp € essencial para formacdo de vesiculas secretoras e
manutencdo do Golgi e endossomos (Audhya et al., 2000).

Por fim, a enzima fosfolipase C converte fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em IP3 e
DAG. DAG e IP3 controlam diversos processos celulares além de serem substratos para
sintese de outras moléculas sinalizadoras. Sendo assim, a fosfolipase C participa de
importantes redes regulatdrias interligadas (Kadamur e Ross, 2013).

As enzimas fosfatidilinositol quinase sao divididas em trés subgrupos com base
no dominio catalitico e na especificidade do substrato. Os tipos I e I1l, sdo 5-quinases que
fosforilam preferencialmente Ptdins4P e PtdIns3P, respectivamente. Os PIPkins tipo 11
séo 4-quinases que fosforilam PtdIns5P (Vanhaesebroeck et al., 2001).

PtdIns(4,5)P2> contribui, por exemplo, em transducdo de sinal e processos
celulares, incluindo a dinamica do citoesqueleto de actina e regulacdo do canal i6nico na
membrana. 1sso ocorre devido a organizagdo espacial de PtdIns(4,5)P2 em nanodominios
na membrana, permitindo assim que varios processos ocorram simultaneamente.
PtdIns(4,5)P2 tem sido principalmente associado & geragdo de dois segundos essenciais
mensageiros, inositol 1,4,5-trifosfato e diacilglicerol, necessarios em uma variedade de
respostas celulares (Audhya e Emr, 2003; Katan e Cockcroft, 2020).

Quanto a ativacgdo da Plcp, pode-se detalhar dois ramos de ativagao independentes,
o primeiro consiste no fosfatidilinositol que é fosforilado pela fosfatisilinositol 4-quinase
gerando fosfatidilinositol 4-fosfato. O fosfatidilinositol 4-fosfato sobre acdo da
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinase gera PtdIns(4,5)P2 que é convertido em DAG e IP3
pela Plcp (Gardocki et al., 2005). Por outro lado, o fosfatidilinositol sob acdo da
fosfatidilinositol 3- quinase gera fosfatidilinositol 3 fosfato (Whitman et al., 1988;
Vanhaesebroeck et al., 2001). Em seguida fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinase gera o
fosfatidilinositol 3,5 bifosfato (Cooke et al., 1998). Através desse substrato
fosfatidilinositol 3,5-bifosfato 3-fosfatase gera fosfatidilinositol 5-fosfato (Walker et al.,
2001). Por fim, fosfatidilinositol 5-fosfato 4-quinase gera PtdIns(4,5)P, com subsequente
ativagdo de Plcp (Boronenkov e Anderson, 1995; Rameh et al., 1997).

De forma concomitante o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato através da enzima
fosfatidilinositol-3,4,5-triposfato ~ 3-fosfatase =~ também  origina  PtdIns(4,5)P>
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(Vanhaesebroeck et al., 2001). A figura 1 demonstra as vias envolvidas na sintese de
PtdIns(4,5)P>.

Pisl Vps34
CPPDAG PP s — 5 Ptdins3P
Mioinositol
Piklp/Stt4p| Fablp)
Pl4k
PtdIns4P PtdIns(3,5)P,
Mssdp MITMI
PIPSK

PI4K
PtdIns(4,5)P, «<———— PtdIns5P

Plc1 P
) vl 2 G'ff
2
DAG + IP; PtdIns(3,4,5)P;
lArgSZp
IP, ¢ IP;

Figura 1: Sintese de Ptdins(4,5)P2. Reacles catalisadas por fosfatidilinositol -4quinases PtdIns4Ks a
partir de PtdIns com envolvimento das proteinas Piklp, Sttedp e PtdIns5K envolvendo Mss4p. Reagdes
catalisadas por fosfatidilinositol 4-quinases PtdIns4K a partir de PtdIins5P com envolvimento das proteinas
Vps34 p e Fabl p. PtdIns(4,5)P, é fosforilado em DAG e IP;3 pela Plcp. IP; em presenca de Arg82 p é
fosforilado em IPse IPs.

E importante ressaltar o envolvimento do metabolismo do fosfatidilinositol na
regulacao de diversos processos celulares que incluem sobrevivéncia e proliferacdo
celular, entre esses processos pode-se citar rearranjo do citoesquleto, trafégo de
membrana, migracao celular, quimiotaxia, sinalizacdo de célcio, transporte de glicose

entre outros (Fruman et al., 1998; Zhang e Majerus, 1998).

1.4 H*-ATPase de membrana citoplasmatica em Saccharomyces cerevisiae

A proteina H*-ATPase é uma das proteinas mais abundantes presentes na
membrana plasmatica de leveduras cuja funcdo é o bombeamento de protons para fora da
célula. A enzima H*-ATPase é codificada pelo gene PMA1 e consiste em um polipeptideo
de 100 kDa inserida na bicamada lipidica da membrana plasmatica. Em sua estrutura
terciaria, apresenta uma estrutura com dois grandes dominios hidrofilicos e 10 segmentos

transmembranares (Malpartida e Serrano, 1980; Ambesi et al., 2000).
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A H*-ATPase de membrana citoplasmatica presente em Arabdopsis thaliana,
apresenta similaridades com a encontrada em leveduras e tem sua estrutura cristalografica
(Figura 2), com 4 dominios distintos: um dominio transmembrana com 10 hélices e 3
dominios citosolicos denominados N (dominio de ligagdo com nucleotideo), P (dominio

de fosforilacdo) e A (dominio atuador) (Pedersen et al., 2007).

Citoplasma

Espaco
Extracelular

Figura 2: Estrutura cristalografica de H*-ATPase de membrana citoplasmatica de Arabdopsis
thaliana (H*-ATPase 2 — AHA2). A estrutura representa a forma ativa da bomba de prétons complexada
com AMPPCP (um analogo de ATP ndo-hidrolisavel). Estdo presentes 10 hélices transmembrana (nas cores
laranja, verde e marrom); dominio de ligacdo com nucleotideo (N, em vermelho); o dominio de fosforilagéo
(P, em azul); o dominio atuador (A, em amarelo). Mg-AMPPCP é encontrado na interface entre os dominios
N e P. Adaptado de PEDERSEN et al. (2007).

A H*-ATPase pertence a familia das ATPases do tipo P (P-ATPases) que consiste
em uma ampla familia que realiza muitos processos desde a geracdo do potencial de
membrana até a contracdo muscular e a remoc¢éo de ions tdxicos das células, proteinas
envolvidas nos processos de transporte que bombeiam ions e lipidios através de
membranas (Axelsen e Palmgren, 1998; Kuhlbrandt, 2004).

A H*-ATPase utiliza a energia da hidrélise de ATP para o transporte de prétons
do citoplasma para 0 meio extracelular, criando um gradiente eletroquimico de H",
processo indispensavel para manter o pH intracelular, captagéo de nutrientes através do
sistema de transporte ativo secundario e manutencdo da homeostase de ions, processos
essenciais para a viabilidade celular (Chang e Slayman, 1991; Volkov, 2015). O aumento

do potencial de membrana, proporcionado pela H™-ATPase, favorece o aumento da
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sensibilidade celular a higromicina e a alguns cations como litio, sédio, entre outros
(Perlin et al., 1988; Portillo, F., 2000; Rogowska - Wrzesinska et al., 2001). O contrario
também j& foi observado, atividade diminuida da H*-ATPase ocasiona diminuigdo do
crescimento celular e maior resisténcia a drogas carregadas positivamente foram
evidenciadas em células com muta¢fes na Pmalp. Essa resisténcia poderia ser explicada
pela diminuicdo do potencial de membrana da célula, ocasionado pela diminui¢do da
expressdo da enzima, visto que o transporte do antibiotico estaria relacionado ao gradiente
eletroquimico de prétons mantido pela H*-ATPase, que é atenuado nos mutantes. Assim,
a resisténcia a higromicina B estaria relacionada a uma menor atividade da enzima,
diminuindo a entrada do antibidtico (Mccusker et al., 1987; Vallejo e Serrano, 1989).

A atividade da H*-ATPase pode ser regulada em nivel de transcrigdo, por meio do
aumento da sintese de RNA mensageiro do gene PMAL e pos-tradugdo com a inducdo da
atividade da enzima (Moreno e Lagunas, 1991; Portillo, Francisco, 2000; Brandao, 2014).

A presenca de glicose no meio e o pH acido sdo fatores responsaveis pela
regulagcdo da enzima (Romero et al., 1997). A atividade da H"-ATPase é aumentada
durante o metabolismo da glicose com consequente acidificacdo do meio de crescimento
(Eraso e Portillo, 1994). Situacdes de estresse como presenca de etanol, acidos organicos
e choque térmico também sdo capazes de promover aumento da atividade da H*-ATPase
(Portillo, F., 2000; Tropia et al., 2006).

1.4.1 Via de transducéo de sinal da ativacdo da H*-ATPase induzida por
glicose
A transducdo de sinal envolve um sistema que regula atividades e funcdes

celulares que sdo fundamentais para a manutencdo da vida, essa ativacdo de eventos
intracelulares sdo ocasionados por estimulos externos como por exemplo alteracdes no
pH, pressdo osmdtica e presenca de nutrientes (Clapham, 2007).

Nutrientes, como a glicose, sdo moléculas sinalizadoras em leveduras e tém sido
sugeridos como 0s recursos que constituem as vias primarias de sinalizacdo. A preferéncia
de S. cerevisiae por glicose, é demonstrada por varias vias regulatorias que sdo
desencadeadas pela presenca de glicose, tendo como principal objetivo o estimulo da
fermentacdo e da proliferacdo celular (Thevelein, J. M., 1994; Peeters e Thevelein, 2014).

Estudos mostram que a ativagdo de H*-ATPase de membrana citoplasmatica
induzida por glicose resulta na promog¢édo de uma modificagcdo conformacional da regido

C-terminal, desfazendo a interacdo inibitoria deste dominio com o dominio de ligacéo do
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ATP e fosforilagéo direta da enzima por intermédio de proteina(s) quinase(s) (Figura 3).
Isso permitiria a enzima adotar uma conformacao mais ativa, pela fosforilacdo da enzima
nos residuos de aminoacidos serina-899 e treonina-912 por uma proteina quinase
(Mcdonough e Mahler, 1982; Eraso e Portillo, 1994; Portillo, F., 2000).

Meio extracelular
XY
o bttt LA Al

CATPD Meio intracelular

Meio extracelular

.. yatatatatatarays
- a_t_. ;. . aa__.._@. _q. _1.. (\

Meio intracelular

MNH

Figura 3: Modelo de ativagdo da H*-ATPase de membrana citoplasmatica, induzida por glicose. Apds
a adicdo de glicose, os residuos Ser-899 e Thr-912 sdo fosforilados desfazendo a interacdo inibitoria,
aumentando o bombeamento de prétons. Adaptado de PORTILLO (2000).

Trabalhos demostraram que Ptk2p seria a quinase envolvida na fosforilacdo do
residuo Ser-899 (Serrano, 1983; Portillo et al., 1989; Eraso e Portillo, 1994). Ptk2p
pertence a uma familia de proteina quinase serina/treonina dedicada a ativacdo de
transportadores da membrana citoplasmatica. Estudo recente com triagem de proteinas
quinases em leveduras reafirmou o envolvimento da quinase Ptk2p na ativacdo da H*-
ATPase (Goossens et al., 2000; Eraso et al., 2006; Pereira et al., 2015a).

A inducdo de transportadores de glicose apropriados durante o crescimento
fermentativo é controlada por proteinas do tipo transportador da membrana plasmatica,
que funcionam como sensores de glicose. Nas células de S. cerevisiae a glicose é
internalizada pelo transportador de hexose Hxtp; em seguida ocorre a sua fosforilacao
catalisada pelas proteinas quinases especificas, Hxklp, Hxk2p e Glklp (Hohmann e
Mager, 2007; Peeters e Thevelein, 2014).

Considerando a glicose fosforilada como molécula de sinalizagdo que regula os
aspectos fisioldgicos da levedura, trés receptores poderiam estar envolvidos, sendo eles
Gprlp, Rgt2p e Snf3p. A ativagdo eficiente da H*-ATPase estaria relacionado a entrada
e fosforilacdo da glicose com subsequente participacdo da subunidade alfa da proteina G
(Gpa2p) e do sensor de glicose Snf3p. Estudos do nosso laboratério demonstraram que
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Gprlp ndo parece estar envolvida na ativacdo da H™-ATPase; no entanto, mutantes
Gpa2A ndo apresentam uma ativagdo da H*-ATPase, induzida por glicose, quando
comparada com cepas selvagens, indicando o papel da Gpa2p na via de ativagdo da H*-
ATPase (Souza, 2001; Tropia et al., 2006).

Trabalhos mostram relacdo entre a regulacdo da atividade de H™-ATPase e o
modelo de sinalizacdo relacionado a homeostase de célcio. O fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato hidrolisado pela Plc1p com subsequente participacéo do inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) que atuaria como um mensageiro secundario responsavel pela geragdo do sinal de
calcio induzido por glicose (Ansari et al., 1999b; Tisi et al., 2002; Tisi et al., 2004).
Brand&o et al., 1994 sugeriram o envolvimento da via do fosfatidilinositol (PI) na ativacéao
da H*-ATPase induzida por glicose. Outros trabalhos também evideciaram a relagdo entre
a adicdo de glicose em meio com células de levedura e a via do tipo fosfatidilinositol
(Kaibuchi et al., 1986; Coccetti et al., 1998).

O IP3 é rapidamente fosforilado a IP4 e IPs por uma quinase (Arg82p) produto do
gene ARG82, que codifica uma multiquinase inositol polifosfato, 0 aumento nas
concentragdes de calcio intracelular foi observado em leveduras que possuem mutagdes
no gene ARG82 (Tisi et al., 2004). Esses mutantes apresentaram também um aumento na
concentracao de fosfatidil inositol trifosfato (IP3) e maior ativacdo da H*-ATPase (Tropia
et al., 2006). Surgindo assim a hipdtese de conexdo entre a sinalizacdo do
fosfatidilinositol, liberacdo de célcio intracelular e a via ativacdo da H™-ATPase.

Um canal de alta afinidade (Gicp) atua como transportador e € o principal
responsavel pelo influxo de célcio do meio externo para o citosol por adicdo de glicose
(Brandao, 2014). E o canal de célcio Yvclp € um componente importante na via de
sinalizacdo de ativacdo da H*-ATPase induzida por glicose, uma vez que a ativagdo deste
canal parece estar correlacionada com as mudancgas nas concentragdes intracelulares de
IP3 (Bouillet et al., 2012a). No entanto, resultados demonstraram que nédo € o IP3 que esta
envolvido diretamente com a ativacdo do canal de calcio Yvclp, é possivel que outros
componentes poderiam mediar a agdo do IPs sobre a mobilizagdo de calcio do vacuolo
(Palmer et al., 2001).

Estudos paralelos evidenciaram a fosforilagédo da glicose com participagdo da
Plclp e Gpa2p como sendo proteinas essenciais para a sinalizacéo de célcio (Nakajima-
Shimada et al., 2000; Tisi et al., 2002; Tokés-Fiizesi et al., 2002; Brandao, 2014). Esses
dados levaram a pressupor que a sinalizacdo de calcio e a ativacdo da H*-ATPase atuam
como eventos integrativos uma vez que a ativagdo da enzima e a absorgéo e, ou, sua
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mobilizacdo interna de célcio seria estimulada pela glicose. Diante desses dados, tornou-
se evidente que a ativacdo induzida por glicose da H*-ATPase seria dependente da
sinalizacdo de célcio intracelular.

O receptor Snf3p apresenta a capacidade de detectar os niveis intracelulares de
Glc-6-P e, ou, Glc-1-P, ha evidéncias que esse sensor de glicose atuaria de forma paralela
aproteina Gpa2p, e que sua acdo estaria relacionada a extremidade C-terminal. Ao utilizar
uma cepa mutante snf34 foi evidenciado o fen6tipo de acumulagdo de célcio na célula.
Estudos mostram que o sensor de glicose Snf3p seria inibido pelo aumento da relagdo
entre a Glc-1P e Glc-6P induzindo um aumento de calcio no citoplasma via inibicao da
Pmclp, uma Ca?*-ATPase vacuolar, com subsequente, ativacio da H*-ATPase (Tropia et
al., 2006; Brandao, 2014).

Evidéncias recentes experimentais sugerem que a ativacdo da H'-ATPase,
induzida por glicose, envolveria a participacdo de novos elementos. No modelo proposto,
a forma ndo ativada da H*-ATPase ap6s a adi¢do de glicose estaria associada a degradagéo
de tubulinas acetiladas que seriam hidrolisadas, devido a acdo de uma serino-protease
Lpx1p, liberando o dominio C-terminal da H*-ATPase, tornando-o suscetivel a
fosforilacdo e consequente ativacdo (Campetelli, 2005; Campetelli, 2013).

A sinalizacdo de calcio parece ser entdo, responsavel pela ativacdo da proteina
Lpx1p. De acordo com novo modelo, a ativacdo de Lpx1p causaria hidrolise de tubulinas
acetiladas ligada a H*-ATPase de membrana citoplasmatica, permitindo a liberacdo da
sua cauda C-terminal para fosforilacdo e posterior ativacdo da H*-ATPase (Castanheira
etal., 2017).

Essas informagdes permitiram propor um modelo hipotético relacionando niveis
intracelular de calcio, induzido por glicose, e regulacdo pos-transcricional da H*-ATPase
(Figura 3). A via de ativacdo da H*-ATPase dispde de duas vertentes em que a adicao de
glicose controla a disponibilidade de célcio citosolico com consequente ativacdo desta
enzima (Tropia et al., 2006).

Em sintese, o primeiro lado da via esta relacionado ao transporte de glicose e sua
fosforilagdo por diferentes quinases, gerando um sinal que ativaria a proteina Gpa2p que,
por sua vez, estimula a atividade da Plclp. Subsequentemente, o fosfatidil inositol
bifosfato (PIP2) seria hidrolisado a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), que
possui interacdo direta ou indireta com o canal de célcio Yvclp, regulando dessa forma a
intensidade da sinalizacdo de célcio no citoplasma. O outro lado da via estaria relacionado

com a inibicdo do sensor de glicose Snf3p pelas concentragdes de Glc-1P e Glc-6P com
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sucessiva inibicdo da Pmclp, gerando uma maior concentracdo de calcio no citoplasma e
consequentemente maior atividade da H*-ATPase. O aumento de calcio citosélico em
ambos os lados da via hipotética ativaria a serino-protease Lpx1lp que, através de
hidrdlise, degradaria tubulinas acetiladas ligadas a porcdo C-terminal de H*-ATPase. A
liberacdo da cauda C-terminal da H™-ATPase permitiria entdo a sua fosforilacdo pela

proteina quinase, Ptk2p, levando a extruséo de prétons (Figura 4).
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Figura 4: Via hipotética de ativacdo da H*-ATPase induzida por glicose. A glicose ¢ internalizada por
Hxtp, fosforilada por Hxk1p e Hxk2p e Glk1lp. A Gpa2p seria um receptor do sinal (glicose fosforilada)
ativando Plc1p convertendo PIP, em DAG e IPs. O IPzativa uma proteina ainda em estudo que ativa Yvclp
levando a saida de célcio do vacuolo, induzindo uma quinase a fosforilar e ativar a H*-ATPase. O outro
lado da via consiste na internalizagdo da glicose por Hxtp, fosforilagdo pelas Hxk1p e Hxk2p e Glk1p sendo
posteriormente convertida em Glic-1P por Pgm1p e Pgm2p. O aumento da relagéo entre as concentragdes
de Glc-1P e Glc-6P inibiria a Snf3p, com consequente inibigdo da Pmclp e aumentando o célcio
citoplasmatico. O equilibrio gerado pela acéo dos dois ramos € responsavel pelo sinal de calcio intracelular.
O sinal de calcio gerado ativaria a serino-protease Lpx1p que, através de hidrolise, degrada tubulinas
acetiladas ligadas a porgdo C-terminal de H*-ATPase. A liberacdo da cauda C-terminal de H*-ATPase
permitiria entdo a sua fosforilagdo pela proteina quinase, Ptk2 p (Bouillet et al., 2012b; Castanheira, 2018).
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1.5 Arg82p, proteina multifuncional em S. cerevisiae e atividade da H*-
ATPase

O gene ARG82, codifica a proteina Arg82p, que € uma inositol quinase, que
fosforila o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), em inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (IP4) e inositol
1,3,4,5,6-pentafosfato (IPs) (Xia e Guang, 2005). As suas atuagcdes como mensageiros
ocorrem quando o IPs é liberado do reticulo endoplasmatico para o citosol e 0 IP4 é
responsavel por mediar a entrada de Ca®* através da membrana plasmatica e mobilizar
Ca?" intracelular agindo sinergicamente com IPs (Vetter e Leclerc, 2003).

Inositol polifosfato sdo moléculas de sinalizagdo eucaridticas conservadas
implicadas na regulacdo de muitos processos bioldgicos, como desenvolvimento
embrionario, sinalizacdo e respostas ao estresse ambiental, reparacdo do DNA,
remodelagdo da cromatina, sinalizacdo de célcio induzido por glicose e alongamento dos
telomeros (EI Alami et al., 2003; Steger et al., 2003; Tisi et al., 2004; Lee et al., 2012;
Wilson et al., 2013; Hatch et al., 2017).

Em levedura S. cerevisiae, a geracgao de inositol polifosfato inicia com a enzima
fosfolipase C (Plclp) que hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), liberando
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) de diacilglicerol (DAG) (Flick e Thorner, 1993; York et al.,
1999).

O inositol-trifosfato (IP3) em levedura é rapidamente convertido em IP4 e IPs pela
quinase Arg82p, em seguida a quinase Ipk1 p fosforila o IPs em IPs. Em células arg82A,
o sinal de célcio induzido por glicose foi detectado em maior quantidade quando
comparado a estirpe selvagem. A ativacdo da Plclp por glicose leva a clivagem de PIP;
formando IP3 que esté relacionado com o aumento de célcio citosélico (Tropia et al.,
2006).

A Arg82p forma um complexo com Arg80p, Arg8lp e Mcmlp para regular a
expressao de genes do metabolismo da arginina. O mutante arg824 apresenta aumento
da expressdo dos genes catabolicos da arginina e repressao dos genes anabolicos. Esses
mutantes apresentam deficiéncias pleiotrépicas, incluindo falha no cruzamento e na
esporulacdo das leveduras (Dubois e Messenguy, 1994; Saiardi et al., 2000).

De acordo com 0s componentes ja estabelecidos para a homeostase de Ca®* e
aqueles envolvidos na atividade da H*-ATPase descritos na literatura, um vinculo pode
ser criado ja que ambas as vias apresentam componentes em comum, sendo um deles o
IP3 (Pereira, 2006).
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A fosfolipase C (Plclp), codificada pelo gene PLC1, esta envolvida no aumento
de célcio citosolico transitério, induzido por glicose em S. cerevisiae, aléem dos receptores
de hexoquinases Gprlp e Gpa2p. O aumento na concentracéo citosolica do célcio ocorre
principalmente devido a influxo do meio externo (Tisi et al., 2004).

Mutantes com delecdo no gene ARG82 apresentam maiores concentracdes de 1P3
e maior sinalizacdo de calcio (Tisi et al., 2004). No entanto, Carvalho (2007) verificou
que o mutante arg824 em BY4742 e PJ69 apresentaram taxas de bombeamento de
prétons diferentes no teste de acidificagdo extracelular induzido por glicose, medida
indireta da H*-ATPase, quando comparados as respectivas cepas selvagens. O mutante
PJ69 arg82A apresentou maior taxa de bombeamento de prétons quando comparado ao
mutante BY4742 arg824, sugerindo que o metabolismo do fosfatidilinositol embora
relacionado ao fenotipo de maior taxa de bombeamento de protons apresenta diferengas
quando PJ69 e BY4742 s&o comparadas (Carvalho, 2007).

1.6 Analise poligénica através de mapeamento de QTLs (Quantitative Traits
Loci)

Estudo de fen6tipos poligénicos por meio da analise de QTLs é uma metodologia
muito utilizada que correlaciona fenotipo e gendtipo, com identificacdo de bases
genéticas de uma caracteristica de interesse. Essa técnica relaciona caracteristicas
complexas a regibes especificas do cromossomo (Consortium, 2003b; Miles e Wayne,
2008).

As caracteristicas fenotipicas podem ser classificadas em qualitativas e
guantitativas. Quando a variacdo fenotipica &€ mensuravel, essa caracteristica é
considerada quantitativa com envolvimento de dois ou mais genes. A maioria das
caracteristicas fenotipicas de interesse em cepas de S. cerevisiae é quantitativa, o que
significa que elas sdo controladas por maultiplos loci genéticos. Caracteristica
quantitativas sdo aquelas que possuem variacdo fenotipica mensuravel devido a
influéncias genéticas e, ou, ambientais. Geralmente, caracteristicas quantitativas sao
influenciadas por varios genes, de modo que um ou muitos loci ou QTLS podem
influenciar uma caracteristica ou um fen6tipo. Em sintese QTL se refere a uma regido que
explica a expressdo fenotipica de uma caracteristica quantitativa, podendo conter um ou
mais genes que, em conjunto irdo contribuir para o fendtipo (Consortium, 2003a;

Swinnen, Thevelein, et al., 2012).
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S. cerevisiae tornou-se um organismo de producdo favorito na biotecnologia
industrial, com desafios na engenharia de levedura visando a introducdo de tracos
fenotipicos vantajosos quando as bases genéticas de tais caracteristicas fenotipicas sao
identificadas. O sequenciamento de todo o genoma para detectar variagdes genéticas entre
cepas facilitou a deteccdo de um grande nimero de marcadores moleculares (Swinnen,
Thevelein, et al., 2012).

Em leveduras o mapeamento de QTLs apresenta varias aplicacdes, determinando
regides envolvidas com tolerdncia e méaxima acumulagdo de etanol (Swinnen,
Schaerlaekens, et al., 2012; Pais et al., 2013), termotolerancia (Marullo et al., 2009),
producdo de glicerol (Hubmann et al., 2013), producéo e alta tolerancia a acido acético
(Marullo et al., 2007; Meijnen et al., 2016), via de sinalizacdo da MAP quinase (Treusch
et al., 2015), e producdo de composto aromaticos em bebidas (De Carvalho et al., 2017).
Essa técnica vem sendo utilizada também na producédo de vinho e saqué com selecdo de
cepas com fendtipos relacionados a tolerancia de crescimento a altas temperaturas,
capacidade de esporulacdo, resisténcia a drogas, sintese e resisténcia ao etanol (Katou et
al., 2008; Steyer et al., 2012).

O mapeamento de QTLs exige uma metodologia que seja capaz de localizar todos
os loci simultaneamente, havendo inicialmente sequenciamento do genoma inteiro e
busca por marcadores genéticos como nucleotideos de polimorfismo Gnico (SNPs - Single
Nucleotide Polimorfism). Para realizacdo dessa metodologia é necessario o uso da técnica
de segregantes agrupados (BSA - Bulk Segregant Analysis), que corresponde ao
agrupamento de individuos que apresentem o fendtipo de interesse com consequente
componente genético responsavel por tal fenétipo (Pais et al., 2014b).

Essas novas metodologias permitem a exploracéo de grande biodiversidade de S.
cerevisiae para identificacdo de genes que afetam caracteristicas comercialmente
importantes. Genes que exercem efeito significativo sobre uma caracteristicade interesse

revelam a base genética completa do fendtipo (Den Abt et al., 2016).

1.6.1 Analise de segregantes agrupados

Para o mapeamento de regifes gendmicas relacionadas com fenotipos de interesse

é utilizado a BSA associada ao sequenciamento de alta performance. A anélise de BSA ¢

um método que permite a identificacdo simultanea de loci genéticos que contribuem para

uma caracteristica especifica ou fenétipo. Essa técnica baseia-se no cruzamento de duas
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linhagens haploides com fendtipos opostos, sendo um de interesse, chamado parental de
fenotipo superior, e a outra cepa, chamada parental de fenétipo inferior. As duas cepas
sdo cruzadas com subsequente obtengdo do hibrido diploide (Bhatia et al., 2014; Pais et
al., 2014b).

Quando células diploides sédo submetidas a condi¢cdes de estresse nutricional,
havera o processo de esporulacéo, que por meiose ocorre a formacdo de quatro esporos,
sendo dois MATa e dois MATa (Duitama et al., 2014). A meiose esta relacionada com a
mistura dos alelos, consequentemente aumento na diversidade genética associada a
variacdo na expressdo fenotipica da caracteristica quantitativa (Mancera et al., 2008;
Swinnen, Thevelein, et al., 2012).

Posteriormente, esses segregantes sao selecionados para identificar um
subconjunto que exibe o fendtipo de interesse. Estes individuos selecionados sao
agrupados (aqui referidos como o “pool superior”), seguido de extragdo do DNA
gendmico do pool isolado (Duitama et al., 2014).

Ao comparar 0s genomas do pool selecionado, do parental inferior, do parental
superior e do pool randémico (individuos ndo selecionados agrupados) é possivel
encontrar os QTLsS, determinados pela frequéncia de polimorfismos encontrada no pool
superior. Quando a frequéncia de polimorfismos é analisada em relacdo a cepa de fenétipo
inferior ela apresentara um aumento na sua porcentagem, caso algum(s) gene(s)
determinante(s) ao fendtipo esteja(m) presente(s) no cromossomo em estudo, em
contraste, o pool ndo selecionado apresentara distribuicdo de frequéncias de
polimorfismos em torno de 50% (Ehrenreich et al., 2010; Swinnen, Thevelein, et al.,
2012; Pais et al., 2014a). As regides de polimorfismos (SNPs) devem, teoricamente, ser
de 50% para qualquer variante com excecdo das regides geneticamente ligadas ao
fendtipo de interesse. Nesses QTLs, o alelo causativo do parental superior sera sobre-
representado. O alelo correspondente do parental inferior sera sub-representado (Duitama
etal., 2014).

Desta forma o método de analise de BSA permite a detecgdo de multiplos loci
relacionados a determinado fenotipo. Em sintese, a execucdo dessa técnica pode ser

representada como na Figura 5.
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Figura 5: Esquema da técnica BSA, andlise de segregantes agrupados em levedura. Duas estirpes
parentais que possuem fendtipos superior (n) e inferior (n). A cepa hibrida (2n) é esporulada. Os segregantes
(n) s&o selecionados por apresentar caracteristica como a parental superior. Adaptado, Pais, 2012.

Apbs a identificacdo dos QTLs por tratamento computacional e estatistico dos
dados obtidos dos sequenciamentos gendmicos das cepas parentais e dos dois conjuntos
de segregantes, o pool superior e randémico, métodos tradicionais de engenharia genética
devem ser utilizados para determinacdo da participacdo desse QTL no fen6tipo. Os QTLs
podem ser analisados por analise de reciprocidade hemizigotica, que consiste na avalia¢do
dos efeitos pontuais de cada gene presente no QTL sobre o fenotipo. Sdo realizadas
delecdes do gene candidato na cepa parental superior ou inferior, seguido de cruzamento
e verificacdo do fendtipo, possibilitando a identificacdo do alelo que apresenta o gene
responsavel pela caracteristica de interesse (Pais et al., 2014b).

A analise genética de caracteristicas complexas continua sendo uma tarefa
desafiadora. Varios elementos genéticos sdo necessarios, entre eles o grande numero de
segregantes que precisam ser fenotipados com posterior selecdo (Swinnen,
Schaerlaekens, et al., 2012). Por outro lado a rapidez e diminuicdo de custos dos
sequenciamentos genémicos propiciados pelo advento das tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo contribuiram para um aumento significativo de dados
gendmicos disponibilizados. Esses dados geram necessidade de aplicagdo de solugdes
computacionais para resolucéo de dados bioldgicos. As analises genémicas comparativas,
propiciadas pelas ferramentas bioinformaticas, permitem a inferéncia de relagGes
evolutivas baseadas nas caracteristicas funcionais conservadas entre 0s diversos
organismos. As analises gendmicas podem se tornar essenciais para o estudo de vias de
sinalizacdo e mapas metabolicos ainda ndo desvendados usando metodologias que fazem
avaliacdo funcional do gene através de delecdes e modulagcfes de sua expressdo (Karlin

et al., 1998; Dutilh et al., 2007).
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1.7 Melhoramento de leveduras de interesse biotecnologico

As caracteristicas quantitativas como por exemplo a producdo e tolerancia ao
etanol, producdo de compostos volateis, tolerdncia ao estresse dentre outras séo
normalmente controladas por varios loci referidos como QTLs. Esse locus é responsavel
por uma parte especifica da expressdo fenotipica de uma caracteristica quantitativa,
podendo conter um grupo de genes intimamente ligados que contribuem para o traco
quantitativo (Swinnen, Schaerlaekens, et al., 2012; Pais et al., 2013).

A identificagdo dos QTLs tem sido aplicada na industria de bebidas, como vinho
e saqué, e tem sido utilizado essa metodologia para selecdo de cepas com fendtipos de
interesse como por exemplo, tolerancia a altas temperaturas de crescimento, capacidade
de esporulacdo, resisténcia a drogas, sintese e resisténcia ao etanol (Katou et al., 2008;
Steyer et al., 2012).

Avancos em ferramentas moleculares combinadas com tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento de baixo custo permitem o mapeamento de loci de
caracteristicas quantitativas (QTL) de caracteristicas poligénicas. Uma vez que as regides
gendmicas de interesse sdo identificadas, elas podem ser investigadas a fim de encontrar
0s genes causadores, que podem em seguida, ser usado para modificar com preciséo a
caracteristica de interesse em cepas-alvo especificas, sem afetar outras propriedades
desejaveis (Swinnen, Schaerlaekens, et al., 2012; Meijnen et al., 2016).

Com essas abordagens foi possivel identificacdo de genes envolvidos na baixa
producdo de glicerol, na capacidade méxima de acumulacdo de etanol e genes
responsaveis pela baixa producéo de acetato de etila responsavel pelo aroma frutado de
bebidas. A identificacdo dos genes responsaveis por esses fendtipos favorece o
melhoramento de leveduras em carater industrial (Hubmann et al., 2013; Pais et al., 2013;
Den Abt et al., 2016).
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2.0 JUSTIFICATIVA

A via de sinalizacdo da H"-ATPase ainda esta sendo desvendada, portanto, estudar
o fendtipo poligénico do background PJ69 por meio da metodologia de QTL pode nos
favorecer na descoberta de marcadores moleculares eventualmente presentes no
background PJ69 e ausentes em BY4742 que podem estar direta ou indiretamente
relacionados a ativacdo da H*-ATPase.

Tendo em vista uma relagcdo entre atividade da H*™-ATPase e desempenho
fermentativo pretendemos introduzir os genes alelos identificados em cepas visando

melhorar a eficiéncia dos processos fermentativos.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar novos componentes da via de ativacdo da H™-ATPase de membrana

plasmatica de Saccharomyces cerevisiae induzida por glicose.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliacdo da ativacdo da H*-ATPase em duas cepas de diferentes backgrounds;
o Realizar técnica de BSA para realizar mapeamento de QTL,;
o Realizar analise de mapeamento de QTL relacionado a maior ativacdo da

ativacdo da H*-ATPase.
o Desenvolver o refinamento da analise de mapeamento de QTL de maior ativacéo
da ativacdo da H*-ATPase utilizando ferramentas de bioinformatica para identificar genes

candidatos ao fenotipo de interesse;

o Identificar genes envolvidos na maior ativagdo da H*-ATPase.
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4.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular

do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto.

4.1 Microrganismos

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas as leveduras S. cerevisiae obtidas
da colecdo Euroscarf (European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional
Analysis), linhagens gentilmente cedidas pelo Dr. Enzo Martegani (Dipartimento di
Biotecnologie e Bioscienze, Universita degli Studi di Milano, Italia) e pelo Dr. Johan

Thevelein (Katholieke Universiteit Leuven, Bélgica) (Tabela 1).

Tabela 1: Linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste estudo

Identificacdo Genotipo Origem

MATa; trp-901; leu2-3; 112
ura3-52; his3-200; gal4A

PJ69-2a gal80A; LYS::GAL1-HIS3; g?geszngg)rey (SAIARDI
GAL2-ADE2; met2::GAL7- B
lacZ.

PJarg824 PJ69-2a; arg82::KanMX4 i?r;eszc()%g)rey (SAIARDI

(*PJ69-4a) N

BY4742 MATa, his341; leu2A0; lys2A40; Coleciio EUROSCARF
ura340.

BY arg824 . . x

(*Y23531) BY4742; arg82.: KanMX4 Colecdo EUROSCARF

$288C MATa SUC2 gal2? mal2 mel flol Colecdo EUROSCARF
flo8-1 hapl ho biol bio6

. BY4741; MATa; his341;

?,618'1224&) leu240; met1540; Colecdo EUROSCARF
ura340; YOR347c::kanMX4

BY uga2A BY4741; MATa; his3Al;

(*Y03141) leu2A0; met15A0; Colecdo EUROSCARF
ura3A0; YBR0OO6w::kanMX4
BY4741; MATa; his3A1;

BY fur4A leu2A0; met15A0; Colecdo EUROSCARF
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(*Y03158)
Identificacdo

ura3A0; YBR021w::kanMX4
Genotipo

Origem

BY estlA
(*Y05142)

BY hek24
(*Y03058)

BY top3A
(*Y05143)

BY pso24
(*Y06743)

BY stolA
(*Y06566)

BY mec3A
(*Y05198)

BY stt4A
(*Y40681)

BY arg824 + pVTUAEQ
BY estld + pVTUAEQ

BY hek24 + pVTUAEQ

BY pso24 + pVTUAEQ

BY uga2A + pVTUAEQ

BY furdd + pVTUAEQ

BY stt44 + pVTUAEQ

BY4741; MATa; his3A1;
leu2A0; met15A0;
ura3A0; YLR233c::kanM X4

BY4741; MATa; his3A1;
leu2A0; met15A0;

ura3A0; YBL032w::kanMX4
BY4741; MATa; his3Al;
leu2A0; met15A0;

ura3A0; YLR234w::kanMX4
BY4741; MATa; his3Al,
leu2A0; met15A0;

ura3A0; YMR137c::kanMX4
BY4741; MATa; his3Al,
leu2A0; met15A0;

ura3A0; YMR125w::kanMX4
BY4741; MATa; his3A1;
leu2A0; met15A0;

ura3A0; YLR288c::kanMX4
BY4741; MATa; his3A1;

leu2A0; met1 5A0; ura3A0;
stt4-4:kanMX (lethal at 37°C)

BYarg824 + pVTUAEQ

BY estid + pVTUAEQ

BY hek24 + pVTUAEQ

BY pso24 + pVTUAEQ

BY uga24 + pVTUAEQ

BY furd4 + pVTUAEQ

BY stt44 + pVTUAEQ

Colecdo EUROSCARF

Colecdo EUROSCARF

Colecdo EUROSCARF

Colecdo EUROSCARF

Colecdo EUROSCARF

Colecdo EUROSCARF

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

Mutante construido no presente trabalho

** Mutantes construidos por recombinagdo homéloga com cassete kanMX
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4.1.2 Vetor
Foi utilizado nesse trabalho o vetor pVTU-apoaequorina (pVTU-AEQ) obtido

pela insercdo do fragmento do gene AEQ1, que codifica para apoaequorina, sob regulacao
do promotor ADH1. Possui marcador auxotrofico para levedura: URA. Apresenta 6850pb
(Tisi et al., 2002).

4.2 Meios de cultivo

Meio YPD - Composto por extrato de levedura 1% (p/v), peptona de carne 2% (p/v) e

glicose 2% (p/v). O meio solido foi acrescido de agar 1,5% (p/v).

Meio para esporulacdo — Composto por acetato de potassio 1% (p/v), bicarbonato de
potassio 0,05% (p/v) e agar 2% (p/v), pH 6,0.

Meio para micromanipulacdo —Composto por extrato de levedura 0,5% (p/v), peptona

de carne 1% (p/v), 2% de glicose e agar 1,5%.

Meio minimo sintético (SD) — Composto por base nitrogenada para leveduras sem adicao
de aminoécidos 0,67% p/v (Difco, USA), suplementado com os aminoacidos (mg/L):
arginina (20), metionina (20), tirosina (30), isoleucina (30), lisina (30), fenilalanina (50),
triptofano (100), histidina (100), acido glutdmico (100), acido aspartico (100), valina
(100), treonina (200), leucina (250) e serina (375); e as bases nitrogenadas (mg/L):
adenina (50) e uracila (50). Para o0 meio SD s6lido foi adicionado &gar 1,5% p/v e o pH
ajustado com KOH 3 M para 6,5, antes da esterilizacdo. Para o preparo do meio SD
liquido, o pH foi ajustado para 5,5. A glicose foi autoclavada separadamente e adicionada

ao meio SD estéril para uma concentracdo final de 2%.

4.2.1 Cultivo de S. cerevisiae em glicose

As cepas S. cerevisiae BY4742(wt), BYarg824, PJ69(wt) e PJ69arg824 foram
pré-cultivadas em 5 mL de caldo YPD a 30 °C por 24 horas sob agitacéo.

Posteriormente, as culturas foram cultivadas em batelada em frascos Erlemeyer,
contendo um volume final de 25 mL dos meios YPD sob agitagéo constante a 200 rpm
em incubador rotatorio (New Brunswick Modelo G25), a temperatura de 30 °C. A

absorbéancia inicial a 600 nm (Asoo) foi de 0,15 para todas as culturas.
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Amostras de 1 mL foram retiradas em intervalos de 3 horas até 60 horas de
crescimento. Tais amostras foram lidas em  espectrofotometro (DU-68
Spectrophotometer- Beckman) em absorbancia de 600 nm, a fim de obter o perfil de

crescimento da populacgéo das leveduras.

4.3 Acidificacdo extracelular

Com o objetivo de medir o efluxo de protons através da membrana plasmatica das
células de leveduras, foi utilizado o metodo descrito por Coccetti et al., 1998 modificado

por Trdpia, 2003.

4.3.1 Condigdes de crescimento e preparo das céelulas de leveduras para
medida da acidificacao

As células de leveduras foram crescidas em tubos de ensaio contendo 5 mL de
caldo YPD durante 24 horas a 30 °C e sob agitacdo. Em seguida, as culturas foram re-
inoculadas em 50 mL do mesmo meio liquido, procedendo-se o crescimento nas mesmas
condicdes anteriormente descritas.

O volume de 50 mL de células, previamente cultivadas, foi transferido para
Erlemeyer contendo 300 ml de meio YPD e incubado a 30 °C, sob agitacdo constante a
200 rpm até o final da fase exponencial de crescimento (entre 18 e 20 horas). As células
foram entdo coletadas por centrifugacdo a 3.750 rpm por 5 minutos, a 4 °C (centrifuga

Beckman GS-6R), e lavadas 2 vezes em agua destilada gelada.

4.3.2 Medida da acidificacéo extracelular induzida por glicose

Amostras de 0,4 g das células, previamente preparadas, foram coletadas em 5
béqueres, contendo 4,5 mL de tampao de acidificacao (Tris-HCI 100 mM, KCI 100 mM,
pH 4,5). Em dois desses béqueres foram adicionados 0,49 mL de &gua destilada e a
suspensdo de células foi homogeneizada, acompanhando-se a estabilizagcdo do pH por 2
minutos (potencidmetro Ankersmt, ORION, Modelo 720A). Em seguida as células foram
submetidas a um pulso de 1 mmol de H* pela adicdo de 10 pl de HCI 100 mM. A variagdo
de pH foi acompanhada por 6 minutos, e os valores foram registrados de 30 em 30
segundos, esse procedimento foi realizado duas vezes para cada amostra de célula. Nas

outras trés amostras de células foram adicionadas 500 pl de glicose 1,0 M (concentragao
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final de 100 mM), acompanhando-se a variagao do pH como descrito anteriormente para

0 pulso de HCI.

4.3.3 Determinacdo do peso seco das células de levedura

A determinacdo do peso seco foi realizada em triplicata ao final de cada
experimento de acidificacdo. Uma aliquota de 100 pL da suspensdo de células foi
coletado por filtracdo a vadcuo em membranas de celulose 0,45 um de porosidade
(Sartorius Stedim Biotech), previamente pesadas. Apo6s a filtragdo as membranas
contendo as células foram secas em estufa a 80 °C por 24 h e pesadas a fim de determinar

0 peso seco das células.

4.3.4 Célculo da taxa de acidificacdo extracelular

Os valores de pH obtidos nos experimentos de acidificacdo foram registrados e
analisados utilizando os programas Microsoft Excel® e Prism 5, em que as taxas de

bombeamento de protons foram calculadas de acordo com a seguinte equacao:

mmol H* . h L. g de células = ApH =+ ApH (HCI) x 60
At X PS x volume da solugéo (50) x 1000

Em que:

ApH = variacdo de pH na presenca de glicose

ApH (HCI) = refere-se a variacdo de pH apo6s a adi¢do de 1 umoL H* (controle)
PS = valor do peso seco médio em gramas

Multiplicou-se por 60 para converter o valor para hora.

Foi dividido pelo peso seco obtendo o resultado em gramas.
Multiplicacéo por 1.000 na equagdo, para que a extrusao de prétons seja apresentada em
mmoles de H*. ht . g ! de célula.

4.4. Transformacao de leveduras

Colénias isoladas da cepa hospedeira foram inoculadas em 3 mL de meio, YPD
ou SD complementado adequadamente, em um tubo de ensaio. A suspensao celular foi

incubada overnight, a 30 °C, com agitacédo, 200 rpm. Este pré-inoculo foi utilizado para

44



inocular uma cultura em 50 mL de meio, com DOgoonm inicial ~ 0,10. Seguiu-se o
crescimento até a cultura atingir valores de DOsoonm entre 0,4 e 0,6, e procedeu-se a
centrifugacdo das células a 5.000 rpm durante 2 min, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de LiAc a 0,1 M, sendo
as ceélulas incubadas a 30 °C por 10 min. Apds incubacdo as células foram
homogeneizadas e 100 pL para cada transformacdo foi transferido para novo tubo. Em
seguida as células foram centrifugadas a 8.000 rpm por 5 segundos e 0 sobrenadante
descartado. Adicionou-se 2 a 4 pug de DNA (plasmideo e, ou cassete para recombinacao
homologa, em um tubo e 0 mesmo volume adicionado de DNA foi adicionado de agua
em outro tubo com a mesma quantidade de células como controle negativo), 100 ug de
DNA de esperma de salmao de alto peso molecular, 240 pL de PEG 3350 50%, 36 uL de
LiAc 1 M e H2O ultra pura estéril para volume final de 360 pL. A mistura foi
homogeneizada em vortex por 2 min e em seguida incubada a 30 °C por 30 min sob
agitacdo, 200 rpm. Em seguida, a mistura foi submetida a um choque térmico de 42 °C,
por 40 min e imediatamente incubada no gelo, por até 60 min. Para transformacdes com
plasmideos apds incubacdo em gelo as células foram centrifugadas a 5.000 rpm por 2
min, lavadas 2 vezes com 1 mL de H»O destilada estéril e inoculadas em placas com meio
seletivo (SD &gar sem Ura para o plasmideo p416GAP CYC). Para transformacdes por
recombinacdo homdloga, apds incubacdo em gelo as células foram centrifugadas a 5.000
rpm por 2 min, lavadas 2 vezes com 1 mL de YPD e incubadas com YPD a 30 °C sob
agitacdo, 200 rpm, overnight. Ap6s incubacdo as células foram lavadas 2 vezes com 1
mL de H2O destilada estéril e inoculadas em placas com meio seletivo (SD &gar sem His
ou YPD é&gar suplementado com geneticina ou higromicina) (Gietz e Woods, 2002;
Pedersen et al., 2007). As placas foram incubadas a 30 °C durante 4-5 dias. Os
transformantes foram confirmados por PCR, sendo que os positivos foram guardados a -

80 °C em estoques de 40% de glicerol.

4.5 Monitoramento in vivo da concentragéo de calcio citosolico livre

Para a medida in vivo da concentracdo de célcio citosolico livre foi utilizado o
método da Aequorina (Tisi et al., 2002). As cepas transformadas com o plasmideo
pVTUAEQ ou pVTWAEQ, foram inoculadas em 4 mL de meio seletivo SD-URA
(pPVTUAEQ) e incubadas durante 24 h sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C. As células foram
lavadas com agua destilada estéril e a DOsoonm foi medida. 50 mL de YPD 2% pré

aquecidos a 30°C foram inoculados com DO inicial de 0,2 e o crescimento das mesmas
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acompanhado até atingir DOgoonm de 0,8. As células foram coletadas por centrifugagao
(3750 g, 5 min, 4 °C) seguida de tripla lavagem com 20 mL de agua Milli-Q e a DOgoonm
aferida novamente. Logo apds, foi transferida para 2 microtubos @mbar, aliquotas
referentes a 5 mL de suspensdo de células com DOgoonm= 0,8 e as células centrifugadas
(5939 g, 2 min), o sobrenadante descartado e as mesmas ressuspendidas em 500 uL de
tampdo MES/Tris 0,1 M pH 6,5. O tubo foi incubado a 30°C durante 90 min e logo apos,
centrifugado (5939 g, 2 min) e as células ressuspendidas em 25 pulL do tampdo MES/Tris
0,1 M pH 6,5 e acrescentado 5 puL de coelenterazina 0,1 mg/mL (50 uM coelenterazina),
homogeneizada a suspensdo e 0 microtubo incubado a temperatura ambiente por 30 min.
A suspensao de celulas foi centrifugada a 5939 g durante 2min e triplamente lavada com
500 pL de tampao MES/Tris 0,1M pH 6,5. As células foram ent&o ressuspendidas em 450
uL de tampao MES/Tris 0,1 M pH 6,5 e transferidas para um tubo de luminémetro
imediatamente antes da leitura. A luminescéncia foi medida de 10 em 10 segundos
durante 1 min em luminémetro Berthold Lumat LB 9501/16. Em seguida, foi adicionado
ao tubo 50 pL de glicose 1 M, homogeneizado e a luminescéncia novamente medida de
10 em 10 segundos por um periodo de 6 min. Foram realizadas duas repeti¢des bioldgicas
em duplicata e os resultados foram apresentados como média e desvio padréo.

4.6 Obtencdo e selecdo de haploides com maior ativacdo da H*-ATPase a

partir do cruzamento entre S. cerevisiae PJ694a e S. cerevisiae BY4742

4.6.1 Confirmacao das linhagens parentais com fendtipo superior e inferior
para ativacdo da H*-ATPase

Considerando que a adi¢do de glicose promove a ativacdo da H*-ATPase, a
confirmacéo dos fenétipos foi realizada por meio da medida da acidificacdo extracelular

induzida por glicose como descrito anteriormente no item 3.3.

4.6.2 Cruzamento entre S. cerevisiae PJ69 arg824 e S. cerevisiae BY4742

As culturas de PJ69 arg82A e BY4742(wt) foram crescidas em YPD a 30 °C por
24 horas, sob agitacdo constante a 200 rpm em incubador rotatério (New Brunswick
Modelo G25). As células foram lavadas com agua gelada e amostras das duas células
foram transferidas para placa com agar YPD. As células foram misturadas com adi¢éo de
10 pL de agua destilada estéril na superficie do agar YPD. Ap0s secagem da mistura de

células, as placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Ap0s esse periodo, amostras da
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biomassa foram coletadas, diluidas e plaqueadas em agar YPD para obtencédo de coldnias

isoladas. Apds esse periodo, 0 matting type dos hibridos foi confirmado por meio da PCR.

4.6.3 Determinacgdo do mating type das leveduras

O mating type foi determinado por PCR conforme descrito por (Huxley et al.,
1990). As reacGes foram realizadas em termociclador (T100 Thermal Cycler - Bio-Rad),
usando a combinacdo de primers para as regibes MATIlocus, MATa e MATa:
AGTCACATCAAGATCGTTTATGG, MATa: ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG,
MATa: GCACGGAATATGGGACTACTTCG), sintetizados pela Integrated DNA
technology, Brasil. As reac6es foram conduzidas em 25 pL utilizando 0,2 mM de cada
dNTP, 1 mM de MgClz, 25 pmol de cada primer, Tampdo 1X Green Gotag® Flexi e
Gotag® Flexi DNA polimerase (Promega, USA), conforme recomendacdes do
fabricante. As amostras de DNA foram preparadas a partir de suspencdes de células de
cada coldnia em 8 puL de H.O estéril e posterior aquecimento a 100 °C por 5 minutos. As
condicdes das reacdes foram: temperatura inicial de desnhaturacdo 94 °C por 4 minutos;
30 ciclos de amplificacdo a 94 °C por 1 minuto; 58 °C por 2 minutos; 72 °C por 1 minuto,
e temperatura de extensdo final de 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCRs foram
visualizados usando o equipamento Alphalmager Mini System (Alpha Innotech, USA)
apos separacdo por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed™ Nucleic
Acid (Biotium, USA).

4.6.4 Esporulagéo das leveduras obtidas do cruzamento

As células foram pré-cultivadas em 3 mL de meio YPD a 30 °C sob agitacdo
constante a 200 rpm por 24 horas. Ap6s o crescimento, as células foram coletadas por
centrifugacdo (3.750 rpm por 5 minutos a 4 °C) e lavadas 2 vezes em 1 mL de 4gua
destilada estéril gelada e 1 vez com solucdo de acetato de potassio. As células foram
ressuspendidas em 20 uL de agua destilada estéril e inoculadas em forma de microgotas
na superficie do meio de esporulacdo em placas. As placas foram incubadas a 22 °C por
aproximadamente sete dias, ou até a visualiza¢do da formacéo de esporos em microscopio

optico.

4.6.5 Dissecacao de tétrades e obtencéo dos segregantes haploides

47



As células que apresentaram formacao de esporos foram submetidas a dissecacédo
de tétrades em micromanipulador (MSM System 400, Singer Instruments, UK).

Uma pequena porcao da biomassa presente no meio de esporulagéo foi transferida
para microtubos Eppendorf estéril contendo 45 pL de &gua destilada estéril, 5 pL de
solucdo de liticase (5.000 U/mL de liticase, 1,0 M sorbitol, 0,1 M citrato de tri-sodio, 0,06
M EDTA e 0,14 M B-mercaptoetanol) e rapidamente agitada. Apds incubacdo por 5
minutos a temperatura ambiente, foi transferida uma aliquota de 10 pL para uma placa de
Petri estéril descartavel (92 mm X 16 mm, Thermo Scientific Nunc™, Danmark)
contendo meio para micromanipulacdo acrescido de 300 pg de geneticina, para
crescimento apenas dos esporos com o gene ARG82 deletado. A placa foi levada para o
micromanipulador para dissecacdo dos ascos e 0s ascosporos (esporos) foram ordenados
na placa conforme Figura 2. Cada esporo (segregante haploide) foi individualmente
cultivado em 3 mL de YPD e estocados a -80 °C. Para melhor identificacdo dos
segregantes, para cada um foi dado um numero referente ao asco, uma letra minuscula
referente ao esporo e uma letra maidscula referente a identificacdo da placa como o

exemplo apresentado na Figura 6.

Ascon®1

Estria com os ascos
dissecados

Figura 6: Disposicdo e identificacdo das colénias dos haploides na placa do micromanipulador.
Exemplo do segregante identificado como 1a.A, esta localizado na posi¢do 1 (nimero do asco), a (letra
referente ao esporo), A (letra referente a placa utilizada na dissecacdo no micromanipulador).

4.7 Anélise da ploidia por Citometria de Fluxo
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A ploidia das leveduras foi determinada por quantificacdo do contetdo DNA
celular analisado por citometria de fluxo conforme descrito por Popolo et al. (1982), com
algumas modificagdes. Tal técnica tem como principio a intensidade da fluorescéncia
emitida pelo iodeto de propidio intercalados aos acidos nucléicos.

As ceélulas de leveduras previamente cultivadas em 3 mL de YPD por 12 horas
foram coletadas por centrifugacdo e lavadas 3 vezes em tampao Tris-HCI (50 mM Tris-
HCI, 15 mM MgCly, pH 7,7). Uma amostra de 2x10’ células/mL foi fixada com 1 mL de
etanol 70% (v/v) gelado, a temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, as células foram
coletadas por centrifugacéo, ressuspendidas em 100 uL de tampéo Tris-HCI com RNAse
(0,25 mg/mL) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo as celulas foram
tratadas com proteinase K (1mg/mL) por 1 horaa 50 °C. Posteriormente, as células foram
centrifugadas e ressuspensas em 100 pL de solucdo de iodeto de propidio (0,046 mM) e
mantidas a 4 °C por 48 horas. As amostras foram analisadas em citometro FACScalibur
(Becton-Dickinson) emitindo laser a 488 nm. As células foram detectadas a 564-606 nm
(FL2-A) e a quantidade de DNA foi estimada com base na intensidade da fluorescéncia e
comparado ao contetdo de DNA das células de leveduras de referéncia (S. cerevisiae
S288C MATa e S288c MATa/a).

4.8 Avaliacéo do crescimento dos haploides em presenca de higromicina

A avaliacdo do crescimento dos haploides em presenca de higromicina foi
realizada para selecionar o pool de segrantes superior. Os segregantes foram previamente
cultivados em caldo YPD a 30 °C por 24 horas. ApGs esse periodo, os segregantes foram
submetidos ao teste de crescimento em caldo YPD acrescido de 150 pg de higromicina
medido por (Asoonm) €m um espectrofotdbmetro (Reader Model 680 BIO-RAD), mediante
incubacédo a 30 °C por 48 horas. A absorbancia inicial a 600 nm foi de 0,1 para todas as
culturas. O crescimento foi avaliado em microplacas de 96 pogos (86 x 128 mm, fundo
chato) com leitura a cada 6 horas e agitagdes prévias de 30 segundos antes das leituras.
Em cada microplaca foi realizado o crescimento das linhagens parentais com fenétipo
superior (PJ69-4a) e fenotipo inferior (BY4742). Os segregantes que apresentaram DO
final proximas ou semelhantes a cepa parental S. cerevisiae PJ694a (arg824) foram

selecionados para o teste de tolerancia ao cloreto de litio.
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4.9 Avaliacéo do crescimento dos haploides em presenca de cloreto de litio

A avaliacdo do crescimento dos haploides em presenca de cloreto de litio foi
realizada para selecionar o pool de segrantes superior. Os segregantes selecionados pela
susceptibilidade a higromicina foram previamente cultivados em caldo YPD a 30 °C por
24 horas. Ap0s esse periodo, as culturas foram submetidas ao teste de crescimento em
caldo YPD acrescido de cloreto de litio (concentracdo final de 50 mM) medido por (Asoo
nm) eém espectrofotometro (Reader Model 680 BIO- RAD), mediante incubacdo a 30 °C
por 48 horas. A absorbancia inicial a 600 nm foi de 0,1 para todas as culturas. O
crescimento foi avaliado em microplacas de 96 pocos (86 x 128 mm, fundo chato) com
leitura da absorvancia a 600 nm a cada 6 horas e agitacdes prévias de 30 segundos antes
das leituras. Em cada microplaca foi realizado o crescimento das linhagens parentais com
fendtipo superior PJ694a (arg824) e com fendtipo inferior BY 4742 (wt).

Os segregantes que apresentaram DO final proximas ou semelhantes a cepa
parental PJ694a (arg824) foram selecionados e submetidos a andlise da acidificacao
extracelular induzida pela glicose (item 3.3). A selecdo dos segregantes foi feita através
de comparacédo das taxas de acidificacdo dos segregantes e do parental superior, tendo
sido selecionados aqueles que apresentaram taxas maiores ou iguais ao do referido

parental.

4.10 Analises estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prisma 5. Os dados

obtidos da acidificacdo extracelular foram analisados pela ANOVA, seguido de teste de
Tukey (5% de significancia), quando a ANOVA foi significativa, p<0,05. Para os demais

resultados foram realizados célculos de média e desvio padréo.

4.11 Extracao de DNA e sequenciamento
Amostras de DNA das leveduras parentais PJ694a, BY4742 e dos grupos

de segregantes, tanto superior quanto randémico, foram extraidas para posterior

sequenciamento. As células foram cultivadas em meio YPD 2% com ampicilina (20
pug/mL) por 48 horas até a fase estacionaria. As culturas dos segregantes foram cultivados
separadamente em 3 mL de YPD, as células foram misturadas antes da extragdo com base

em DO e peso seco com o0 objetivo de obter quantidades aproximadamente iguais de DNA
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para cada cepa. A extracdo do DNA gendmico foi extraido seguindo o protoloco de Pais
et al, 2014.

Apols a extracdo do DNA, o material foi quantificado e posteriormente foi
realizado anélise de contaminagdo por DNA bacteriado por PCR, através da amplificagcdo
do gene rDNA 16S. As reacdes foram realizadas em termociclador (T100 Thermal Cycler
- Bio-Rad), usando a combinacdo de primers TACGGCTACCTTGTTACGACTT e
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG sintetizados pela Integrated DNA technology, Brasil.
Nas reacOes foram utilizadas 0,2 mM de cada dNTP, 1 mM de MgCl., 25 pmol de cada
primer, Tampao 1X Green Gotaq® Flexi e Gotaqg® Flexi DNA polimerase (Promega,
USA). As condicdes das reacdes foram: temperatura inicial de desnaturacéo 94 °C por 2
minutos; 30 ciclos de amplificacdo a 94 °C por 30 segundos; 60 °C por 1 minutos; 72 °C
por 1 minuto, e temperatura de extenséo final de 72 °C por 10 minutos. Os produtos de
PCRs foram visualizados usando o equipamento Alphalmager Mini System (Alpha
Innotech, USA) ap6s separacdo por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
GelRed™ Nucleic Acid (Biotium, USA).

Foram fornecidos 2 pug de DNA por pool e cepas parentais ao Instituto de
Gendmica de Pequim (BGI) (Hong Kong, China) para sequenciamento do genoma
completo, via plataforma lllumina (HiSeq2000). Nesse sequenciamento o DNA é
fragmentado em blocos de aproximadamente 500pb que sdo lidos em ambas as

extremidades (pair-ended), as leituras s&o curtas, de 100 pb.

4.12 Analise das sequéncias e mapeamento dos QTLs

As leituras de sequéncia das cepas parentais e o pool foram inicialmente alinhadas
a sequéncia do genoma S288c de referéncia, apds o qual polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) restantes entre as duas cepas parentais e a cobertura mapeamento é de 30x
para as cepas parentais e de 70x para os pools, de acordo com os protocolos de analise
poligénica anteriores (Parts et al., 2011; Claesen et al., 2013). Os SNPs s&o utilizados
como marcadores naturais presentes em todo o0 genoma, servindo para diferenciar alelos
provenientes de cada uma das cepas parentais. No mapeamento foi utilizado Phred 64.
SNPs entre as cepas parentais individuais e a sequéncia do genoma de referéncia, mas
ausentes nas proprias cepas parentais, foram filtrados usando o plugin de sequenciamento
eclipse nova geracdo (Duitama et al., 2014). As frequéncias das variantes SNP foram
calculadas dividindo o nimero da variante pelo nimero total de leituras alinhadas. O

desvio de 50%, acima ou abaixo, era um sinal de segregacéo de variante SNP unilateral,
51



indicando ligacdo genética a caracteristica de interesse (Wera et al., 2001). No programa
NGSEP para deteccdo das variantes teve-se as etapas de filtro de regiées com nameros
de copias diferentes em comparacdo com a referéncia, genes e cromossomos duplicados,
genes multi-copia retirando assim as regides ja conhecidas que eram repetidas. No
NGSEP o indice de qualidade do gen6tipo minimo varia de 0 a 259, utilizamos o valor
padrdo 40. Quanto ao alinhamento maximo por posicéo inicial utilizamos o valor 5,
evitando assim perda de dados.

A ligacdo genética ao fenotipo foi estatisticamente confirmada usando EXPIoORA,
um algoritmo baseado no modelo oculto de Markov (HMM) para extracdo de alelos
super-representados na andalise de segregacdo em massa. Nesse algoritmo, um marcador
é identificado como significativo quando sua probabilidade atribuida é maior que 0,95
(Duitama et al., 2014). Para cada polimorfismo, existem trés possibilidades: correlagdo
com o parental superior, correlacdo com o parental inferior e sem correlagdo. Com a
frequéncia dos SNPs no pool superior e randémico é determinado quais regides do
genoma estdo relacionadas a caracteristica de interesse (Haldermans et al., 2007).

Finalmente, o mapeamento de frequéncia da variante SNP e a suavizagéo de dados
foram realizados usando o algoritmo baseado em HMM desenvolvido por Claesen e
Burzykowski (Claesen et al., 2013) na plataforma R (programa RStudio 0.99.903, R
versdo 3.3.1, R Development Core Team, 2013). Este algoritmo permitiu a reducdo da
largura dos QTLs estimando a significancia (valor p) da ligacdo em cada localizagdo SNP,
comparando as frequéncias das variantes SNP dos pools superior e aleatorio nesta
posicdo. Além disso, calculou-se o valor p comparando a frequéncia variante SNP do pool
superior e uma frequéncia variante prevista de um pool aleatério de 0,5, que
corresponderia, na auséncia de ligacdo inadvertida, a situacdo esperada para o total
namero de leituras em uma determinada posicdo, metade representa a variante SNP de

referéncia e a outra metade representa a variante SNP alternativa.

4.12.1 Analises de Bioinformética para priorizacdo de genes candidatos

O numero de SNPs identificados a partir da analise de mapeamento de QTL foi
baixo (item 4.4) e insuficiente para apresentar significancia estatistica pelos métodos
descritos anteriormente e comumente usados para esse fim. Este baixo ndmero de
variantes pode ter sido observado devido a proximidade filogenética apresentada pelas
cepas que foram utilizadas como parentais. Embora o numero de SNPs identificados

tenha sido pequeno, eles podem representar variantes/genes envolvidos com o fenoétipo
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de interesse, uma vez que as cepas sequenciadas apresentaram nitida diferenca fenotipica
e, portanto, precisavam ser melhor investigadas.

Neste contexto, com o objetivo de identificar as bases genéticas que podem estar
envolvidas com o fen6tipo de maior atividade da H'™-ATPase de membrana
citoplasmatica, tendo em conta as variantes identificadas na analise de mapeamento de
QTL, independentemente do valor de p apresentado na anéalise, desenvolveu-se o script
SNPsInQTLselection.py (https://github.com/bioinfonupeb/SNPsINQTLSelection). Este
script usa o arquivo de SNPs identificados pelo programa NGSEP dos parentais superior
e inferior, do pool superior e do pool aleatorio (variantesfile_Annotated.vcf) como
entrada, no formato vcf. Na primeira etapa, foi realizada a correcdo da ploidia das cepas
parentais 205 (parental superior) e 206 (parental inferior), uma vez que para a construcao
do modelo de sequenciamento foram utilizadas as cepas hapléides. Por se tratar do
resultado do alinhamento de todas as reads obtidas contra uma referéncia, algumas dessas
reads podem alinhar em uma regido, mesmo com alguma substituicdo de base. Essa
substituicdo, em linhagens dipldides, seria considerada uma regido de heterozigosidade,
ou mesmo um SNP. No entanto, como as cepas 205 e 206 sdo hapldides, para evitar esse
tipo de falsa identificagéo de alelos, todas as reads que se alinharam em uma determinada
posicdo foram contadas e foi considerado o alelo mais frequente como o presente nessa
cepa. As posicoes que nao apresentaram diferenca minima de duas reads entre os alelos,
ou que apresentaram o mesmo nimero de reads para cada um dos alelos identificados,
foram removidas. Apos essa correcdo de ploidia, a segunda etapa do script levou em
consideracdo a confiabilidade dos SNPs identificados. Desta forma, as posi¢cdes onde a
cobertura em profundidade era inferior a 4 reads foram removidas. Posteriormente, na
terceira etapa, realizou-se a comparacéo dos alelos de cada uma das quatro linhagens para
identificar aquelas possivelmente envolvidas com o fenétipo. Assim, os SNPs que
atendiam as seguintes condicGes foram selecionados, por posicdo: (1) o alelo mais
frequente para o parental superior deve ser o alelo mais frequente para o pool superior,
mas diferente do alelo mais frequente para o parental inferior; (2) o alelo mais frequente
no pool superior deve ter uma frequéncia igual ou superior a 75% e (3) a frequéncia do
alelo no pool aleatério deve estar entre 48 e 50%. Os genes portadores de cada um dos
SNPs indicados pelo script foram selecionados para analise funcional.

Para verificar a via metabolica de acdo de cada um dos genes selecionados, e
verificar se havia alguma interacao entre eles, foi realizada uma analise de enriquecimento
funcional utilizando a ferramenta DAVID (Huang et al., 2009 a, b) e de interagcdo usando
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STRING (Szklarczyk et al., 2019). Para tornar a anlise de interacdo mais especifica foi
adicionado a lista de genes aqueles que ja foram descritos como envolvidos na via
hipotética de ativacdo da H *-ATPase de membrana citoplasmatica, que sdo: ARG82,
YVC1, LPX1, SNF3, PMC1, PLC1, PTK2 e PMA1 (Brandao et al., 1994; Coccetti et al.,
1998; Souza et al., 2001; Tropia et al., 2006; Buillet et al., 2012; Pereira et al., 2015;
Castanheira et al., 2018).

Para verificar se os alelos do gene STT4 poderiam estar envolvidos com 0s
fendtipos apresentados no teste de acidificagdo extracelular e sinal de célcio foi verificado
se os alelos se encontram em regides conservadas atraves de um alinhamento multiplo a
nivel de nucleotideos e de aminoacidos usando o o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004),
implementado na ferramenta MEGA (Kumar et al., 2018). As sequéncias génicas
utilizadas nesse alinhamento foram recuperadas do banco de dados Saccharomyces
Genome Database (SGD) no formato fasta. Posteriormente foi verificado se algum dos
alelos desse gene poderiam alterar um dos dominios funcionais descritos para a proteina
codificada pelo gene STT4 através do banco de dados The protein families database
(Pfam), 2021.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diferencas entre duas cepas de leveduras de diferentes backgrounds em relacéo
a ativacdo de H*-ATPase de membrana plasmatica induzida por glicose e a

sinalizacdo de calcio

Cepas Saccharomyces cerevisiae apresentando delecdo no gene ARG82 néo
codifica a quinase responsavel por fosforilar IPs logo, mutantes arg824 apresentam
aumento nas concentracdes de IP3 no citoplasma que atua como mensageiro na resposta
intracelular de célcio, o que resultaria em um aumento da atividade da H*-ATPase (Steger
et al., 2003; Tisi et al., 2004; Brandao, 2014). A metabolizacdo do IP3, esta relacionada
ao metabolismo de fontes alternativas de carbono e a expressdo génica regulada por
glicose induzindo a ativacdo da H*-ATPase em leveduras (Saiardi et al., 2000; Carvalho,
2007).

No entanto, quando a atividade de H*-ATPase da membrana plasmatica, induzida
por glicose, foi determinada em duas cepas Saccharomyces cerevisiae (BY4742 e PJ69)
e seus respectivos mutantes arg824, ocorreu um menor aumento da taxa de bombeamento
de prétons na célula com delecdo no gene ARG82 do background BY4742 quando
comparado ao background PJ69, 0,39 para 0,5 mmol.h.g? células e 0,43 para 0,74
mmol.ht.g%, respectivamente (Figura 7). Esses dados sugerem uma diferenca fenotipica
entre as cepas do background PJ69 e BY4742, resultando numa maior ativagao induzida
por glicose da H*-ATPase no mutante PJ69 arg824, observando assim que esses efeitos
sdo claramente dependentes da base genética. Esses resultados se correlacionam com
aqueles observados quando a atividade de H*-ATPase induzida por glicose foi medida
diretamente em membranas plasmaticas purificadas, seguindo a hidrolise de ATP, a
mesma tendéncia foi observada. No background genético do PJ69, a ativacdo da enzima
induzida por glicose é quase o dobro quando comparada ao tipo selvagem correspondente
(Tropia et al., 2006).
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Figura 7: Acidificacéo extracelular induzida por glicose. Ativacdo da H*-ATPase induzida por glicose
nas cepas BY4742 (wt), BY arg82A, PJ69 (wt) e PJ69 arg82A. Os asteriscos demonstram que ha diferenca
significativa entre a taxa de bombeamento de H*de BY4742 e BY arg82A, entre PJ69 e PJ69 arg824, entre
BY arg82A e PJ69 arg824 e BY4742 e PJ69 arg824.

Adicionalmente, quando a sinalizacdo de célcio induzida por glicose foi medida
em ambas as cepas (wt e mutante arg82A) em ambos os backgrounds genéticos (Figura
7), 0 mutante arg824 do background PJ69 apresenta uma maior sinalizacdo de célcio
apos a adicao de glicose quando comparada ao tipo selvagem correspondente (Figura 8B)
ja no background BY a cepa selvagem apresentou maior sinal de calcio quando
comparado ao seu respectivo mutante arg824 (Figura 8A). Os resultados apresentados
demonstram que a cepa BY4741 apresentou pico de luminescéncia maxima de 317 URL/s
ja o mutante BYarg824 apresentou um pico maximo em torno de 163 URLI/s,
aproximadamente 51% abaixo do valor encontrado na cepa selvagem. No background
PJ69, o mutante arg824 atingiu pico de luminescéncia maxima de 1086 URL por segundo
e a cepa selvagem 404 URL por segundo, sendo essa luminescéncia equivalente 37% a
cepa PJarg824 (Figura 8).
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Figura 8: Determinacéo indireta de célcio intracelular - sinal de calcio nos backgrounds BY (A) e PJ
(B). No background BY a cepa selvagem apresentou maior senal de calcio quando comparado ao respectivo
mutante arg82 A, ja no background PJ a cepa PJarg82 A apresentou maior sinal de calcio do que a cepa
selvagem PJ69. Cepa BYselvagem (linha verde), BYarg82 A (linha cinza), PJ69 (linha marrom), PJarg82
A (linha vermelha).

Os resultados apresentados pela cepa PJ arg824 evidencia a importancia do gene
ARGB82 no controle do célcio citosolico corroborando também com os resultados da
acidificacdo extracelular que mostrou uma maior ativacdo da Pmalp nessa cepa quando
comparado a cepas do background BY (Figura 7). Uma hip6tese para explicar a diferenca
fenotipica desses backgrounds seria a presenca de um ou mais alelos génicos
eventualmente envolvidos na ativacdo da H*-ATPase, codificando para proteinas com
atividades distintas presentes no background genético PJ69 e ausentes em BY4742 ou
vice-versa.

Dada a complexidade da via de sinalizacdo envolvida na ativacdo da H*-ATPase
de membrana citoplasmatica (Branddo et al., 1994; Coccetti et al., 1998; Souza et al.,
2001; Tropia et al., 2006; Pereira et al., 2008; Bouillet et al., 2012b; Brandao, 2014;
Pereira et al., 2015a; Castanheira et al., 2018), ou mesmo a presenca de novos elementos
ainda ndo anteriormente descrito e considerando que essas diferencas de fen6tipos podem
estar relacionadas a diferentes genes e, ou, alelos, foi aplicada uma anélise poligénica
através do mapeamento de QTL usando sequenciamento de genoma de segregantes
agrupados seguido de anélise de QTL e, ou, mapeamento fino. A técnica de mapeamento
de QTL permite identificar regides que explica parte da expressdao fenotipica de uma
caracteristica quantitativa, podendo conter um ou mais genes que, em conjunto irdo

contribuir para o fenotipo (Katou et al., 2009; Pais et al., 2014a).
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5.2 Obtencéo e selecdo de segregantes com maior ativacdo da H*-ATPase a partir do
cruzamento entre S. cerevisiae PJ69-4a e S. cerevisiae BY4742

5.2.1 Escolha das cepas parentais

Nesta abordagem, duas cepas de parentais hapléides devem diferir em uma
caracteristica particular (parentais superiores e inferiores); entdo, essas cepas Sdo
cruzadas para gerar segregantes que diferem nessas propriedades e, dessa forma, podem
ser submetidas a selecdo de segregantes superiores, analise de segregantes agrupados para
mapeamento de QTL (Holt et al., 2018)

Os parentais superior e inferior sdo 0 mutante arg824 — background PJ69 (MATa)
e a cepa de tipo selvagem BY4742 (MATa), respectivamente. Essa escolha foi feita
porque em estudo anterior foi demonstrado que leveduras com dele¢des no gene ARG82
sdo consideradas incapazes de esporular, e que o fenotipo seria restaurado apds a
transformacdo da célula com a insercdo de um plasmideo contendo o gene ARG82
(Dubois e Messenguy, 1994). De fato, quando realizado o cruzamento da cepa PJ69
arg824 com a cepa BY4742 arg824, os diploides gerados ndo apresentaram capacidade
de esporulacdo (dados ndo mostrados).

Diante disso a cepa selvagem BY4742 (Mat o), foi selecionada como parental
inferior (menor atividade da H*-ATPase) para o cruzamento, dissecacdo e selecdo do pool

de segregantes.

5.2.2 Cruzamento entre S. cerevisiae PJ694a e S. cerevisiae BY4742

Foi realizado o cruzamento da cepa PJ69 arg824 (MAT a) com a cepa BY4742
(wt) (MAT «) (Figura 8A) e dezoito colbnias, resultantes da diluicdo da biomassa formada
pela mistura das duas cepas, foram escolhidas aleatoriamente para realizar a PCR a fim
de confirmar o mating type. Foram obtidos trés hibridos, denominamos 10, 12 e 15,
resultantes do cruzamento, demonstrado pela amplificagcdo dos dois amplicons, um com
404 pb (MATa) e outro com 544 pb (MAT a) (Figura 9B).
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Figura 9: PCR mating type das S. cerevisiae PJ69 arg82A e BY4742. Painel A - PP (DNA ladder 100pb),
C1, C2, C3: S. cerevisiae S288c Mat o, Mat a e Mat a/a, respectivamente. Painel B - col6nias obtidas do
cruzamento dos parentais haploides: 10, 12 e 15.

Para confirmar a obtencao dos hibridos, além da PCR de mating type, foi realizada
também a andlise da ploidia por citometria de fluxo. A quantidade de material genético
dos hibridos e dos parentais foram comparadas com cepas controles haploides e diploides,
(Figura 10). Os parentais BY4742(wt) e PJ69 arg824 foram confirmados como haploides
de acordo com as cepas controles haploides marcados em vermelho na Figura 10 (Painéis
AeB). Os hibridos 10, 12 e 15 apresentaram quantidade de material genético compativeis
as cepas controles diploides marcados em azul na Figura 10C, 10D e 10E,
respectivamente, apresentando o dobro de contetido de DNA que as cepas parentais.

Esses dados da citometria de fluxo e da PCR de mating type, confirmam a
obtencdo de trés hibridos apds o cruzamento das estirpes BY4742 (wt) com PJ69 arg824.
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Figura 10: Histograma do conteddo de DNA das leveduras parentais e hibridas obtidos por
citometria de fluxo ap6s marcacéo com iodeto de propidio. As linhas azuis mostram os perfis de
conteido de DNA da levedura BY4742 (wt) (A); PJ69 arg82A (B) e dos hibridos 10 (C), 12 (D) e 15 (E).
As linhas vermelhas mostram os perfis das cepas referéncias haploide e diploide S. cerevisiae S288c Mata,
(A, B) e Mata/a (C,D e E), respectivamente.

Os trés hibridos foram submetidos ao teste de acidificacdo extracelular e
comparado com a cepa parental PJ69 arg824 para verificacdo do fendtipo dos mesmos
através das taxas de bombeamento de prétons. As taxas calculadas estdo representadas na
Figura 11.

Conforme pode ser verificado na Figura 11, a taxa de bombeamento de proétons da
PJ69 arg824 foi 0,72 mmol.h'.g*.células e das cepas hibridas 10, 12 e 15 foram 0,71, 0,44
e 0,77 mmol.ht.g.células, respectivamente. Portanto, apenas o hibrido 12 apresentou
uma menor taxa de acidificacdo. A levedura hibrida 10 foi escolhida para a etapa posterior

de esporulacdo, dissecacdo e selecdo dos segregantes superiores.
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Figura 11: Acidificacdo extracelular induzida por glicose da levedura PJ69arg824 e das cepas
resultantes do cruzamento (hibrido 10, 12 e 15). Os valores das taxas de bombeamento de H* seguidos
da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, p<0,05.

5.2.3 Esporulacéo da levedura obtida do cruzamento

As células do hibrido 10, resultantes do cruzamento entre a selvagem BY4742 e
mutante PJ69 arg824, foram submetidas as condicGes de esporulacdo até visualizacdo da
formacéo de esporos (tétrades) em microscopio Optico, como mostrado na Figura 12. De
fato, houve boa esporulacdo com visualizacdo da formacdo de triades e tétrades apos

aproximadamente cinco dias de incubacéo.

Figura 12: Células esporuladas do hibrido 10 resultante do cruzamento entre S. cerevisiae BY4742
(wt) e PJ69arg824. As setas mostram a formagao das tétrades observadas em microscopia 6tica.

O mutante arg824 néo possui capacidade de esporular, sendo observado formagéo
de ascos somente ap0s insercdo de plasmideo contendo o gene ARG82 (Dubois e

Messenguy, 1994), como observado na Figura 12, o hibrido 10 foi capaz de esporular
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evidenciando assim a recuperacdo de fenétipo pelo cruzamento com a cepa selvagem
BY4742, provavelmente pela incorporacao do gene ARG82 dessa cepa.

Foram obtidas 18 placas com col6nias oriundas de tétrades dissecadas, contendo
16 a 18 tétrades por placa totalizando 600 segregantes que foram selecionados com o
mesmo fenotipo apresentado pelo parental superior, conforme sugerido por (Pais et al.,
2014a), uma vez que quanto maior 0 numero de segregantes maior a probabilidade de
identificacdo dos QTLs relacionado a caracteristica de interesse (Ehrenreich et al., 2010).
Essa elevada quantidade de tétrades dissecadas foi necessaria, pois 0 meio de cultura para
micromanipulacéo foi suplementado com geneticina, a fim de obter segregantes com gene
ARG82 deletado, como a parental superior, 0 mutante PJ69 arg82::KanMX4. Dentre 0s
600 segregantes resistentes a geneticina foram identificados aqueles que apresentavam
um fenotipo de ativacdo da H*-ATPase igual ou maior o da cepa parental superior (PJ69
arg824).

5.2.4 Avaliacéo do crescimento dos segregantes em presenca de higromicina

Células com mutacdo no gene PMAL sdo mais resistentes a higromicina quando
comparadas a cepas do tipo selvagem. Mutantes pmald apresentam diminuicdo no
potencial de membrana devido a menor atividade da H*-ATPase e, consequentemente,
menor transporte da higromicina para o interior da célula. Dessa forma, o transporte de
prétons esta diretamente relacionado ao aumento do potencial de membrana com
consequente aumento na sensibilidade a algumas drogas como, por exemplo, a
higromicina (Perlin et al., 1988; Rogowska-Wrzesinska et al., 2001).

Diante disso, o teste de sensibilidade a higromicina foi o primeiro teste realizado
para triagem dos segregantes. Inicialmente foi realizada avaliagdo com as cepas parentais,
superior e inferior para escolha da concentracdo do antibi6tico a ser utilizada, os parentais
foram testados em diferentes concentragdes de antibidtico (entre 0 a 800 pg/ml de
higromicina em YPD). A sensibilidade a essas concentragdes estd apresentada na Figura
12.

O aumento da sensisibilidade das estirpes a higromicina foi diretamente
relacionado ao aumento da concentracio do antibidtico (Figura 13). E possivel observar
que a estirpe PJ69 arg824 € mais sensivel que a estirpe BY4742 (wt) em todas as

concentracdes de higromicina. PJ69arg824 apresentou crescimento inferior atingindo
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uma DOsoomm de 0,6, enquanto BY4742 (wt) apresentou um maior crescimento
alcangando uma DOegoomm de 1,3 em 150 pg de higromicina, o crescimento dessa estirpe
sO diminuiu a partir de 400 pg de higromicina. Como afirmado antes, maior sensibilidade
a higromicina pode ser devido a uma maior atividade da H*-ATPase que atuaria no
aumento do potencial de membrana com consequente aumento na sensibilidade a cations,
como observado também por (Goossens et al., 2000).

Diante desses resultados foi escolhida a concentragdo de 150 pg (Figura 13 —
Painel D) para realizacdo de selecdo dos segregantes, uma vez que nessa concentracgao ja
é possivel observar as diferencas no crescimento entre as cepas controles (PJ69 arg824 e
BY4742.

A Figura 13 mostra o perfil de alguns segregantes cultivados em presenca de
higromicina. Os segregantes 11bF, 12bF, 11dG e 12dG apresentaram crescimento menor
que a cepa PJ694a em 24 horas de crescimento (Figura 14 — Painéis A e B). Os demais
segregantes ndo foram selecionados, pois apresentaram crescimento superior ao da cepa
PJ694a (Figura 14 — Painéis C e D). A partir dos 600 segregantes, 90 apresentaram

crescimento em higromicina igual ou inferior ao da parental superior (Tabela 2).
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Figura 13: Crescimento das cepas de leveduras parentais BY4742 (wt) e PJ69arg824 em diferentes

concentracdes de higromicina. A, auséncia de higromicina; B, 50ug; C, 100ug; D, 150ug; E, 200ug; F,

400ug; G, 600ug; H, 800ug higromicina por ml de meio YPD. BY4742 (verde) e PJ69 arg824 (vermelho)
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Figura 14: Crescimento dos segregantes em presenca de higromicina. Segregantes selecionados
apresentaram crescimento igual ou menor a cepa PJ69 arg824. (A e B) e ndo selecionados com crescimento
superior ao da cepa PJ69 arg824 (C e D). BY4742 (verde), PJ69 arg824 (vermelho), Segregantes néo
selecionados (preto), segregantes selecionados (amarelo e azul).

A realizacdo do teste de sensibilidade a higromicina em microplaca permitiu
comparar o crescimento dos segregantes com as cepas controles e verificar pequenas
diferencas de crescimento entre os segregantes (Figura 14) favorecendo assim a
identificacdo daqueles que apresentaram fenétipo igual ou semelhante ao parental
superior (Perlin et al., 1988; Withee et al., 1998; Maresova e Sychrova, 2007; Pereira et
al., 2015b).
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Tabela 2: Crescimento celular (DOesoomm) dos segregantes em presenca de
higromicina (150 pg/mL)

Segregante D.Ofinal  Segregante D.Ofinal Segregante D.O final
PJ694a  0,774+0,0282 BY4742  1,517+0,023 le.B 0,289+0,009
la.A 0,32+0,039 9a.F 0,751+0,080 12a.F 0,063+0,015
3d.A 0,299+0,107 11b.F 0,060+0,004 4a.A 0,052+0,004
3h.C 0,259+0,008 12b.F 0,073+0,008 6b.A 0,395+0,212
11c.E 0,068+0,008 11e.G 0,052+0,015 4a.A 0,474+0,021
12d.G 0,501+0,070 12e.G 0,064+0,035 6b.A 0,368+0,051
6d.B 0,255+0,001 11f.H 0,304+0,059 6d.A 0,355+0,001
3d.B 0,249+0,036 12f.H 0,065+0,007 4d.J 0,074+0,021
3h.A 0,065+0,002 11g.H 0,076+0,002 10e.B 0,059+0,016
7a.A 0,061+0,021 6c.J 0,077+0,025 8d.B 0,368+0,053
7c.A 0,045+0,018 1d.J 0,055+0,098 9d.B 0,367+0,154
6e.J 0,732+0,016 9f.B 0,046+0,006 2h.K 0,070+0,040
4e.J 0,72+0,041 9h.C 0,043+0,002 9b.1 0,077+0,047
30.K 0,723+0,052 10e.B 0,267+0,299 7c.J 0,243+0,210
12b.A 0,054+0,001 9c.J 0,226+0,210 7b.D 0,051+0,014
12d.B 0,050+0,008 8c.J 0,492+0,063 10c.D 0,055+0,005
129.C 0,051+0,010 10c.J 0,035+0,053 6b.F 0,764+0,198
4d.D 0,053+0,001 11c.Jd 0,047+0,033 12a.0 0,060+0,001
7d.J 0,037+0,008 8b.P 0,065+0,011 10g.K 0,075+0,097
11d.J 0,043+0,013 12b.P 0,061+0,011 11g.k 0,072+0,068
12e.K 0,048+0,064 12d.P 0,064+0,028 8a.0 0,047+0,001
9h.K 0,068+0,030 11e.Q 0,067+0,012 8b.L 0,053+0,010
12e.Q 0,061+0,019 1a.0 0,072+0,013 8g.R 0,618+0,183
11c.Q 0,684+0,113 3a.0 0,048+0,002 7h.R 0,548+0,230
7a.0 0,056+0,002 2a.L 0,718+0,029 11a.R 0,076+0,018
5b.0 0,072+0,020 6a.L 0,084+0,020 1b.R 0,056+0,006
4f.N 0,714+0,063 11h.R 0,063+0,013 1f.N 0,084+0,016
1d.M 0,081+0,025 8b.S 0,048+0,011 2b.L 0,088+0,025
3a.0 0,057+0,005 8c.M 0,098+0,029 3c.P 0,066+0,008
5b.0 0,057+0,008 12b.M 0,090+0,001 4c.P 0,066+0,024
10a.0 0,070+0,015 5d.P 0,078+0,004
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5.2.5 Selecdo de segregantes sensiveis ao cloreto de litio

Considerando a relacdo da ativacdo da H™-ATPase e a absorcdo de cations, foi
escolhido também o teste de sensibilidade ao cloreto de litio para selecéo dos segregantes.
O litio inibe o crescimento em concentragdes suficientemente baixas quando comparado
aoutros cations, além disso, algumas cepas (mutantes para genes associados ao transporte
através da membrana) podem apresentar resisténcia especifica a litio (Goossens et al.,
2000). De fato, estudos anteriores do nosso laboratério ja haviam corroborado que em
cepas com sensibilidade a higromicina nem todas apresentaram sensibilidade ao cloreto
de litio, sugerindo que o uso combinado dessas duas substancias aumenta a estringéncia
de processos seletivos que visam identificar cepas com maior atividade H™-ATPase
(Pereira et al., 2015b).

Assim, foi realizado um teste de sensibilidade a cloreto de litio em diferentes
concentragdes (0 a 200 mM) nas cepas controles (BY4742 e PJ69 arg824). A Figura 15
demonstra o crescimento dessas cepas em diferentes concentracoes de cloreto de litio.

Como pode ser observado, a cepa PJ69arg824 foi mais sensivel ao cloreto de litio
que a cepa BY4742 (wt) em todas as concentragdes testadas, tendo sido escolhida a
concentracdo de 50 mM para o teste de selecdo dos segregantes.

67



~
o
w
g
o
J

-
>
A
-
o
A
5

o
w
A

0.54

bl
o
-

Crescimento de cel. em D.O (Agyonm)
v 8
Crescimento de cel. em D.O (Agym)
-
o
A

o
°

T

10 15 20 25 30

=3
)
-
=3
-
«»
- £
"
>
8

0 5
Tony Tempo
o Bva74aw) o BYATA2(W)
-+ PJGOarg82. -+ PJGOarg82.
¢ D
— 204 20,
g ;
6 1.54 o 154
o i o »
£ [=)
@
3 104 § 1.0
: ® £ k]
P Y
£ 054 < 054
E E
g E = -
W~ — et o 25 o
- @ 10 15 2 30
S5 10 15 20 %5 0 S \°\.
0.5 Tempo
0.5 Tempo
o BYA742(W) o BYA742(W1)
-+ PJ6%arg82. -+ PJ6%arg82.3

Figura 15: Crescimento das cepas de leveduras parentais BY4742 (wt) e PJ69arg824 em
diferentes concentracgdes de cloreto de litio. A, auséncia de cloreto de litio; B, 50mM; C, 100mM; D,
200mM. BY4742 (verde) e PJ69arg824 (vermelho).

O teste de sensibilidade a cloreto de litio foi realizado com os 90 segregantes
selecionados no teste de sensibilidade a higromicina (Tabela 2), o critério de selecédo foi
crescimento igual ou inferior a parental superior PJ69arg82A. A Figura 16 mostra curvas
de crescimento de alguns segregantes selecionados (9a.F, 11b.F, 2b.L e 8b.L) e néo
selecionados. Dos 90 segregantes testados quanto a sensibilidade ao cloreto de litio, 34

apresentaram crescimento igual ou inferior a cepa parental PJ69arg82A (Tabela 3).
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Figura 16: Crescimento de segregantes em presenca de cloreto de litio (50mM). Alguns segregantes
selecionados com crescimento igual ou menor a cepa PJ69arg824 (A e B) e segregantes ndo selecionados
com crescimento maior ao da cepa PJ69arg824 (C e D). BY4742 (verde) e PJ69arg824 (vermelho).

O transportador da higromicina ainda ndo ¢ conhecido, mas ha uma hipotese que
esse transportador ¢ mais sensivel quando comparado a outros transportadores de cations
visto que mutantes com dele¢des no gene TRK2 e HRK1 de estirpes YOR267¢ apresentam
pequenas mudancas no potencial de membrana. H4 uma hipotese em que a atividade
relativa do sistema de transporte de protons pela Pmalp, e o transporte de K* pelas
proteinas TrKp e TrK2p definem o estado estacionario do potencial de membrana
modulando assim a atividade dos sistemas de transporte ativos secundarios, como o0s
envolvidos na absorcdo de nutrientes e de cations toxicos (Goossens ef al., 2000). Diante
desses dados ¢ possivel supor que algumas mutacdes podem afetar a sensibilidade a
alguns cations e ndo afetar outros por isso usamos o teste de sensibilidade a higromicina

e cloreto de litio para sele¢do dos segregante.
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Tabela 3: Valores da densidade otica (DOsoomm) obtidos pelos segregantes
selecionados no teste de sensibilidade a cloreto de litio (50mM)

Segregante  D.Ofinal Segregante D.Ofinal Segregante  D.O final
PJ694a  0,943+0,008 BY4742  1,378+0,026 10e.B 0,962+0,157
4a.A 0,921+0,144 9c.J 0,820+0,024 6b.F 0,874+0,249
6b.A 0,905+0,080 11c.E 0,840+0,056 9a.F 0,785+0,029
11c.Jd 0,993+0,085 11b.F 0,962+0,017 11g.K 0,763+0,309
11d.J 0,963+0,033 11f.H 0,983+0,031 9h.K 0,982+0,025
7d.J 0,624+0,014 4d.J 0,935+0,014 3a.0 0,912+0,008
30.K 0,960+0,004 11h.R 0,967+0,012 12d.P 0,831+0,006
2h.K 0,979+0,047 1b.R 0,986+0,129 10g.K 0,967+0,001
4c.P 0,961+0,021 2b.L 0,759+0,029 11a.R 0,984+0,052
8b.P 0,956+0,026 8b.L 0,746+0,025 8b.S 0,977+0,0613
8c.M 0,967+0,014 11e.Q 0,963+0,033 7c.d 0,958+0,006
4f.N 0,942+0,064 5b.0 0,557+0,724 11c.Q 0,526+0,083

5.2.6 Sele¢do de segregantes com maior taxa de bombeamento de prétons

Os trinta e quatro segregantes selecionados na etapa anterior (sensibilidade ao
cloreto de litio) foram submetidos a analise da acidificacdo extracelular induzida por
glicose. As taxas de bombeamento de protons foram calculadas e os valores encontrados

estdo representados na Figura 17.
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Figura 17: Acidificacdo extracelular induzida por glicose dos segregantes selecionados no teste de
sensibilidade a cloreto de litio (50mM). Vinte segregantes apresentaram taxa de bombeamento de prétons
igual ou maior ao parental superior PJ69arg824 (marcacdo dos segregamtes selecionados com a linha
vermelha).

Dos 34 segregantes avaliados no teste de acidificacdo extracelular, 13 segregantes
apresentaram taxa de bombeamento de prétons maior a parental superior (PJ69arg824),
ou seja, taxa maior a 0,65 e 7 segregantes apresentaram taxas iguais a parental superior,
14 segregantes apresentaram taxa de bombeamento igual a cepa parental inferior BY4742
(Figura 17). Assim, 20 segregantes foram selecionados por apresentar fenétipo igual ou
superior a cepa PJ69 arg824. Embora esse nimero de segregantes seja inferior a 30, que
é o recomendado para formacdo de um pool superior, trabalhos recentes mostraram
identificacdo de QTLs com um nimero de segregantes mais limitado, principalmente em
se tratando de caracteristicas que nao sdo facilmente mensuraveis (Hubmann et al., 2013;
Pais et al., 2013; Pais et al., 2014a; Den Abt et al., 2016).

O fato de nem todos os 34 segregantes selecionados no teste de sensibilidade a
cations ndo terem sido selecionados no teste de acidificacdo extracelular pode indicar que
a relacdo entre atividade da H*-ATPase, potencial da membrana e a resisténcia a
diferentes cations ndo ocorre de forma direta, corroborando com estudos que sugerem a

participacdo de outras proteinas na absorcéo de cétions (Barreto et al., 2011).
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5.3 Extracédo do DNA e conferéncias das amostras para envio do sequenciamento

Apo6s a selecdo do pool superior, os 20 segregantes foram agrupados para
realizacdo do sequenciamento do genoma. O pool randémico foi composto por 120
segregantes escolhidos de forma aleatdria e foram agrupados da mesma forma que o pool
superior para a extracdo do DNA. Foi realizado também a extracdo do DNA das cepas
parentais, separadamente.

Apos a extracdo do DNA, a integridade do DNA foi verificada no gel de agarose
e posteriormente foi realizado uma reacdo de PCR para verificar amplificacdo do gene
rDNA16s. Como observado na Figura 17 as amostras ndo apresentaram amplificacéo de
fragmentos como mostrado nos controles positivos da Figura 18, indicando assim que a

extracdo de DNA foi eficaz ndo apresentando contaminacao bacteriana.

PP123 4567 891011121314 1516 17 18 19 20
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Figura 18: PCR 16s para verificacdo de possivel contaminacao bacteriana em DNA extraidos das
cepas de levedura de interesse. Painel A — PP (DNA ladder 1kb), 1-2 BY4742, 3-4 PL694a, 5-6 Pool
superior, 7-9 Pool randémico, controle positivo, DNA ladder. Painel B — PP (DNA ladder), 1-4 parental
superior, 5-8 parental inferior, 9-14 pool superior; 15 a 18 pool randémico, 19-controle positivo, 20-
controle negativo.

Posteriormente, o teor de DNA das amostras foi quantificado no aparelho
NanoDrop Microvolume Spectrophotometers, e 2 ug de DNA dos pools e cepas
parentais foram enviadas para o sequenciamento do genoma usando a tecnologia lllumina
HiSeq2000 (Beijing Genomics Institute nBGI], Hong Kong, China). O sequenciamento
foi realizado com a colaboracgdo do professor Johan Thevelein, da Universidade Catolica

de Leuven - Bélgica.
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5.4 Andlise de QTLs

Na analise de QTL, todos os polimorfismos (SNPs) sao identificados a partir do
sequenciamento e mapeamento contra o genoma referéncia. Ou seja, 0 genoma do
parental superior (PJ69 arg824), parental inferior (BY4742), pool superior e pool
randomico contra o genoma da cepa controle (S288c). Espera-se observar uma frequéncia
de SNPs em torno de 50% no pool randémico, enquanto no sequenciamento do pool
superior, quando um determinado locus do genoma esta envolvido com a caracteristica
fenotipica de interesse, a frequéncia de SNPs fica acima de 50% indicando que essa
caracteristica poderia estar relacionada a uma regido genémica ligada ao parental
superior, da mesma forma que a diminuicao na frequéncia de SNPs abaixo de 50% indica
ligacdo entre aquela regido e o parental inferior.

A ligacéo genética foi estatisticamente avaliada utilizando o modelo HMM, um
algoritmo para extracdo de alelos representados na analise de segregantes agrupados.
Nesse algoritmo, um marcador é identificado como significativo quando sua
probabilidade atribuida é maior que 0,95(Duitama et al., 2014). Para cada polimorfismo,
existem trés possibilidades: correlagdo com o parental superior, correlagdo com o parental
inferior e sem correlacdo. Com a frequéncia dos SNPs no pool superior e randémico é
determinado quais regifes do genoma estdo relacionadas a caracteristica de interesse
(Haldermans et al., 2007).

Finalmente, 0 mapa com a frequéncia da variacdo dos SNPs obtido utilizando o
programa R. Esse algoritmo permitiu a reducdo da largura de QTLs estimando a
significancia (valor de p) da ligacdo em cada posi¢do do SNP por compara¢do da variacdo
da frequéncia do SNP do grupo superior e do grupo randémico nessa posi¢ao.

A frequéncia da variante SNP foi representada graficamente por cromossomo
(Figura 19). O mapeamento QTL de cada cromossomo é dividido em trés painéis. O
painel superior mostra um gréafico da frequéncia de variante SNP calculada em relacdo a
posicdo SNP para o alinhamento de ambas as leituras de sequéncia de pool. Cada ponto
representa um SNP e as linhas representam a frequéncia da variante SNP apés a
suavizacdo de dados. O pool randémico € mostrado em preto e o pool superior em
vermelho. O painel do meio mostra a confianga. Os valores de P foram plotados com a
respectiva posi¢cdo cromossdémica e os valores de p <0,05 (indicados por uma linha
pontilhada) foram considerados estatisticamente significativos. A curva obtida pelo
sequenciamento de todo o genoma oscilou em torno de 50% na maioria das areas do
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genoma. No entanto, 0 mapeamento de QTL mostrou poucos SNPs e varios gaps, 0 que
seria justificado pelo fato de as cepas parentais utilizadas - PJ69 arg824 (parental
superior) e BY4742 (parental inferior), em se tratando de cepas laboratoriais, poderem
ser consideradas muito semelhantes. Além disso, foi encontrado um Unico QTL,
localizado no cromossomo 11, mas quando analisado, o fenotipo € relacionado ao parental
inferior, conforme mostrado na primeira linha do cromossomo Il (caixa preta), onde a

linha preta representa o “pool randomico”.
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Figura 19: Mapeamento genético dos QTLs envolvidos no aumento da atividade da H*-ATPase pela
analise de sequéncias de genomas completos de pool de segregantes. Foram selecionados os segregantes,
seguidos de sequenciamento (plataforma Illumina-BGI) do seu genoma. O nimero do cromossomo é
mostrado no canto direito de cada conjunto de graficos. O pool randdémico esté representado pela linha preta
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e a linha vermelha representa o pool superior. O QTL mais confidvel esta representado pelo retangulo preto
(cromossomo I11). Quando a freqiiéncia da variante SNP é maior que 0,05, ha ligacdo com o parental
superior e se a frequéncia da variante é menor que 0,05, a ligacdo com o parental inferior. Os valores de P
calculados a partir desses dados de sequéncia foram plotados contra as posi¢cBes dos respectivos
cromossdmicos (terceiras linhas). Valores de P de 0,05 (indicados por linha pontilhada) sdo considerados
estatisticamente significativos. A linha azul representa o valor de P calculado.

Por outro lado, observamos algumas regifes com potencial QTL em alguns
cromossomos, nas quais houve maior frequéncia de SNPs relacionada ao pool superior

ou a um unico SNP, mas ndo foi significativa de acordo com o pipeline usado.

5.5 Analise de Bioinformatica para priorizacio dos genes candidatos

A analise detalhada da regidao do QTL no cromossomo Il foi realizada por meio
de inspecdo visual utilizando o programa IGV (The Integrative Genomics Viewer). Como
pode ser observado na figura 20, o alelo de maior frequéncia no pool superior era igual
ao alelo referente ao parental inferior. Esse resultado foi observado para todos os SNPs
desse QTL.
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Figura 20: Visualizacdo de parte do QTL detectado no cromossomo I11. Parental superior apresenta
100% de bases nitrogenadas A, o parental nferior 100% de bases nitrogenas G. O pool superior apresenta
65% das reads com o mesmo alelo, igual do parental inferior e 35% das reads com o alelo igual ao do
parental superior. J& o pool randémico apresenta 61% das reads com alelo igual ao do parental inferior e
39% das reads comalelo igual ao do parental superior. Regido do Cromossomo |1l , coordenadas 19.341a
19.381 visualizada no programa IGV (The Integrative Genomics Viewer).
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Numa andlise mais detalhada dos mapas de QTLs, foi observado algumas regides
com potenciais QTLs nos cromossomos VI, XII, X111, XIV e XV, nas quais houve maior
frequéncia de SNPs relacionada ao pool superior ou a um Gnico SNP, mas essas regides
n&o foram significativas de acordo com o pipeline usado. Diante disso, com o intuito de
identificar as bases genéticas que podem estar envolvidas com o fenétipo de interesse,
levando em consideracgdo as variantes identificadas a partir da analise de mapeamento de
QTLs, independente do valor de p apresentado na andlise, foi desenvolvido o script
SNPsInQTLselection.py, descrito em Materiais e Métodos.

O numero total de SNPs identificados foi de 15.221. Apds a correcdo da ploidia
foram detectados 4.272 SNPs, sendo que todos atenderam a condicao de que o alelo mais
frequente para o parental superior correspondia ao alelo mais frequente para o pool
superior, mas era diferente do alelo mais frequente no parental inferior. Posteriormente
0s SNPs foram filtrados de acordo com as porcentagens dos alelos identificados. 42 SNPs
atenderam ao critério de que o alelo mais frequente no pool superior apresentava
frequéncia igual ou superior a 75% e o pool randdmico apresentava frequéncia alélica
entre 48 e 50%. Dessa forma, foram identificados 42 SNPs candidatos, localizados em 33
genes relacionados. Na Tabela 4 é pdssivel observar esses 33 genes identificados, bem

como a descri¢do da funcao conhecida para cada um deles.
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Tabela 4: Genes identificados no parental superior e no pool superior e ausentes no
parental inferior.

Cromossomo

Nome
sistematico

Gene

Fungéo (SGD)

YBLO32W

HEK2

- Proteina de ligacdo de RNA envolvida na localizagdo assimétrica de mRNA de
ASHI;
-Reprime a traducéo de ASH1 mRNA, um efeito revertido pela fosforacdo dependente
de Ycklp;
-Regula o efeito e 0 comprimento da posicdo do teldmero; similaridade com hnRNP-K

YBROO6W

UGA2

- Succinato semialdeido desidrogenase;
- Envolvido na utilizacdo de gama-aminobutirato (GABA) como fonte de nitrogénio;
-Parte das vias de degradagdo do 4-aminobutirato e do glutamato;
-Localizado no citoplasma

YBR021W

FUR4

- Permease de uracila localizada na membrana plasmatica;
- A expressao é rigidamente regulada pelos niveis de uracila e sinais ambientais;
-Alteragdes conformacionais induzidas por desdobramento ou ligagdo de substrato
resultam em ubiquitinacdo e degradacdo mediada por Rsp5p

YBR259W

YBR259W

Proteina de funcéo desconhecida;
- YBR259W ndo é um gene essencial; forma focos citoplasmaticos apds estresse de
replicacdo de DNA 12

Vi

YFR043C

IRC6

- Fator acessorio do revestimento de clatrina;
- Envolvido no trafego de vesiculas mediado por clatrina;
- Pode funcionar para ligar o complexo adaptador de clatrina AP-1 com o Rab GTPase
Ypt3lp;
-Tem semelhanca estrutural com proteinas G;

Xl

YLR222C

UTP13

- Proteina nucleolar;
- Componente do processoma da subunidade pequena (SSU) contendo 0 U3 snoRNA
que esta envolvido no processamento do rRNA 1 pré-18S

YLRWodeltal2

intergenic_variant

YLRWdelt
al2

- Funcéo ndo conhecida

YLR228C

ECM22

- Proteina de ligacdo do elemento regulador de esterol;

- Regula a transcrigdo de genes biossintéticos de esterol apds a deple¢do de esterol,
apos a realocacdo de membranas intracelulares para focos perinucleares;
-Ativador redundante de filamentagdo com UPC2, regulando positivamente a
expressdo de genes envolvidos no crescimento filamentoso;

YLR230W

YLR230W

- Quadro de leitura aberto duvidoso improvavel de codificar uma proteina funcional;
-Sobrep0e a extremidade 5 'do gene CDC42 / YLR229C essencial que codifica uma
pequena GTPase semelhante a Rho essencial para o estabelecimento e manutengdo da
polaridade celular
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Cromossomo Nome Gene Funcéo (SGD)
sistematico
- Fator associado a0 RNA TLC1 envolvido na regulagdo do comprimento dos
teldmeros;
YLR233C EST1 - Subunidade de recrutamento da telomerase;
- Tem atividade de promogéo do G-quadruplex necesséria para o alongamento do
telémero;
- Papel na ativacdo de Est2p-TLC1-RNA ligado a telémeros;
- DNA Topoisomerase Ill;
- Proteina conservada que funciona em um complexo com Sgslp e Rmilp para relaxar
preferencialmente o0 DNA superenrolado negativamente de fita simples;
YLR234W TOP3 - A atividade de catenagéo / decatenacdo do DNA é estimulada por RPA e Sgslp-
Top3p-Rmilp;
- Envolvido na estabilidade dos telémeros e regulacéo da recombinagéo mitética.
- Proteina quinase envolvida na resposta ao estresse oxidativo e osmotico;
YLR248W RCK2 - Identificado como supressor de mutagdes de ponto de verifica¢do do ciclo celular de
S. pombe;
- Semelhante a CaM (calmodulina) quinases;
X1l YLR264C-A YLR264C- - Proteina putativa de funcdo desconhecida
A
- Delta3, delta2-enoil-CoA isomerase peroxissomal;
- Proteina hexamérica que converte 3-hexenoil-CoA em trans-2-hexenoil-CoA,
YLR284C ECI1 essencial para a beta-oxidacgao de acidos graxos insaturados, induzida por oleato; ECI1
tem um paralogo, DCI1, que surgiu da duplicagdo do genoma inteiro
- Dano ao DNA e proteina de ponto de verificagdo do paquiteno meidtico;
- Subunidade de um complexo heterotrimérico (Rad17p-Mec3p-Ddc1p) que forma
YLR288C MEC3 uma bragadeira deslizante, carregada em DNA duplex parcial por um complexo
carregador de bracadeira;
- Fosfatidilinositol-4-quinase;
YLR305C STT4 - FungBes na via da proteina quinase Pkclp;
- Necessaria para a morfologia normal do vacuolo, integridade da parede celular e
organizagdo do citoesqueleto de actina;
_ Necesséria para a fusdo autofagossomo-vacutolo durante a autofagia e para a
lipofagia em células em fase estacionaria e durante a privagao de nitrogénio;
- L ocaliza-se na membrana plasmatica e mitocondrias em estudos HTP.
YLR307C-A DPA10 - Proteina de montagem mitocondrial dependente de Delta-Psi de 10 kDa.
- Quadro de leitura aberto duvidoso;
YLR311C YLR311C - Improvavel de codificar uma proteina funcional, com base nos dados de sequéncia
experimental e comparativa disponiveis.
Cromossomo Nome Gene Funcéo (SGD)
sistematico
- Subunidade de andaime da ubiquitina ligase Hrd1p;
YML029W USA1 - Também promove a oligomerizacdo da ligase;

- Envolvido na degradacéo de proteinas associadas ao ER (ERAD);
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X1

- Interage com a proteina U1 snRNP especifica, Snplp.

YMR119W

ASI1

- Subunidade do complexo da membrana nuclear interna Asi ubiquitina ligase;

- O complexo Asi tem como alvo proteinas mal dobradas da via de degradagao
associada a membrana nuclear interna (INMAD) e reguladores da biossintese de
esterol para degradagdo mediada por ubiquitina;

- Atua com Asi2p e Asi3p para garantir a fidelidade da sinalizagéo do sensor SPS ao
direcionar formas latentes ndo processadas de Stplp e Stp2p, mantendo o estado
reprimido de expressdo génica na auséncia de aminodacidos indutores.

YMR124W

EPO1

- Proteina envolvida no tethering da septina-ER;
- Interage com a proteina da membrana ER, Scs2p e Shs1p, um componente do anel
de septina, no pescogo do botdo para criar uma barreira de difuséo no ER;
- A proteina de fusdo GFP localiza-se na periferia da célula, citoplasma, botdo e
pescoco do botéo;
- Interage com Crmip em ensaio de dois hibridos;

YMR125W

STO1

- Grande subunidade do complexo de proteina de ligacéo a cap de mRNA nuclear;
- Interage com Npl3p para transportar poli (A) + mMRNA nuclear para o citoplasma;
- Também envolvido na degradagdo do mRNA nuclear e manutencéo do teldmero.

YMR126C

DLT1

-Proteina de funcdo desconhecida;

YMR128W

ECM16

- Helicase de RNA dependente de ATP de caixa DEAH essencial especifica para U3
snoRNP;
- Funcdes com metiltransferase Bud23p;
-Distribuicdo predominantemente nucleolar;
- Necessario para a sintese de rRNA 18S.

YMR130W

DPI35

- Proteina de importacéo mitocondrial dependente de Delta-Psi de 35 kDa.

YMR137C

PSO2

- Nuclease necessaria para reparo de quebra de fita simples e dupla de DNA,;

- Atua em uma etapa pos-incisdo no reparo de quebras que resultam de ligagBes
cruzadas entre as cadeias produzidas por uma variedade de derivados de psoraleno
monofuncionais e bifuncionais;

- Induzido por irradiacdo UV;

- Forma focos nucleares apés estresse de replicacdo de DNA.

Cromossomo

Nome sistematico

Gene Funcao (SGD)

YMR140W

- Proteina de fungdo desconhecida;
- Interage com a fosfatase Reglp / Glc7p e a
SIP5 quinase Snflp;
- Forma focos citoplasmaticos apds estresse de
replicacdo de DNA.

YMR143W

- Componente de proteina da subunidade
ribossdmica pequena (40S);
- Homodloga a proteina ribossomal S16 de
RPS16A mamifero e S9 bacteriana;
- RPS16A tem um paralogo, RPS16B, que surgiu
da duplicacdo do genoma inteiro.
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- Subunidade elF3i do fator de inicia¢do da
tradugdo eucarittica 3 (elF3);
- Subunidade do complexo central de elF3;
- Essencial para tradugdo;
YMR146C TIF34 - Estimula a taxa de varredura ribossémica durante
a reinicializacdo da traducéo;
- elF3 também esté envolvido na leitura do codon
de parada programada.

- Quadro de leitura aberto duvidoso; improvavel
que codifique uma proteina funcional, com base
nos dados de sequéncia experimental e

YMR151W YIM2 comparativa disponiveis;
- Co-acompanhante para Hsp40p;

- Ancorado na membrana ER;
YMR161W HLJ1 - Com seu homologo Ydjlp promove a degradagdo
de proteinas associadas ao ER (ERAD) de
substratos de membrana integral;

- Semelhante a E. coli DnaJ.
- Trans-golgi rede aminofosfolipideo translocase
(flippase); ATPase de tipo P tipo 4;

- Envolvido na translocagéo de fosfolipidios,
contribuindo para a manutencgdo da assimetria
lipidica da membrana nas vesiculas secretoras pos-

YMR162C DNF3 Golgi;
- Papel no trafego de proteinas entre o sistema de
Golgi e endossomal;
- Localiza-se na rede trans-Golgi;

- Localiza-se na ponta shmoo, onde tem um papel
redundante na resposta celular ao feromdnio de
acasalamento.

- Piruvato quinase; parece ser modulado por
fosforilacéo;

XV YOR347C PYK2 - Transcricéo reprimida por glicose, e Pyk2p pode
ser ativo sob baixo fluxo glicolitico;

- PYK2 tem um paralogo, CDC19, que surgiu da
duplicacdo do genoma inteiro.

X1

Com o intuito de priorizar um numero menor de genes candidatos para validacédo
experimental, foi realizado uma andlise de enriquecimento (para verificar a via
metabdlica de atuacdo de cada um dos genes selecionados) e de interacdo (para verificar
se ocorria alguma interacdo entre eles). Dos 33 genes identificados, 6 genes estavam
envolvidos na via da telomerase (EST1, MEC3, HEK2, TOP3, PSO2 e STO1), 1 gene
envolvido na via de metabolismo do fosfatidilinositol (STT4), 1 gene envolvido no
metabolismo de aminoacidos (UGA2) e um gene envolvido no metabolismo de carbono
(PIK2).

Curiosamente o gene STT4 codifica para uma fosfatidilinositol-4-quinase, estando
a mesma envolvida com a via do metabolismo de fosfatoinositol bem como no sistema
de sinalizagéo do fosfatidilinositol como apresentado no item 2.1.

No metabolismo do fosfatidilinositol além do gene STT4, estdo presentes 0s genes
ARG82 e PLC1 que codificam a multiquinase inositol-fosfato e a fosfolipase C
respectivamente, proteinas essas integrantes da via hipotética de estudo da H*ATPase

induzida por glicose.
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O gene PIK2 codifica uma piruvato quinase, relacionada ao metabolismo de
carbono e piruvato. O gene UGA2 codifica uma succinato semialdeido desidrigenase,
estando relacionado ao metabolismo de alanina, aspartato e glutamato. Os demais genes
apresentados na andlise de enriquecimento foram os genes EST1, MEC3, HEK2, TOP3,
PSO2, STO1 que estdo relacionados a via da telomerase, estando esses genes associados
a manutencdo e organizacao dos telémeros.

Por fim, para analisar se havia alguma interacdo entre os 33 genes bem como para
tornar a analise de interacdo mais especifica, foi adicionado a lista de genes aqueles que
ja foram descritos como envolvidos na via hipotética de ativacdo da membrana
citoplasmatica H *-ATPase (ARG82, YVC1, LPX1, SNF3, PMC1, PLC1, PTK2 e PMA1).
O resultado do interatoma pode ser observado na Figura 21.

Essa abordagem nos permitiu identificar duas redes: a primeira esté relacionada a
via da telomerase (Painel B) corroborando com os resultados apresentados na anélise de
enriquecimento. No Painel C é possivel verificar interacao entre as proteinas Arg82p com
Pik2p; Pmalp com Furdp; e Plclp e Fablp com Stt4p.

Diante desses resultados, foram selecionados 10 genes apresentados na anélise de
enriquecimento e interatoma (STT4, PIK2, UGA2, EST1, MEC3, HEK2, TOP3, PSO2,
STO1, FUR4) como potenciais genes relacionados ao fenotipo de maior ativacdo da
H*ATPase para validacdo experimental. Para isso, foram utilizadas cepas do background
BY contendo os respectivos genes de interesse deletados (colecdo EUROSCARF) e
realizamos os testes de acidificacdo extracelular induzida por glicose e teste de

monitoramento in vivo da concentracdo de célcio citosolico livre.
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Figura 21: Interatoma dos 33 genes candidatos somados aos genes conhecidos na via hipotética de
estudo da H*ATPase (A). Imagem B e C representam os grupos de interacBes apresentados na Figura A
com destaque para as interagdes que foram observadas. Figura 6B esté relacionada a via da telomerase. Na
figura 6C é possivel verificar interacdo entre as proteinas Arg82p com Pik2p, Pmalp com Furdp, e Plclp e
Fablp com Sttdp. (STRING, 2019).
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5.6 Influéncia dos genes selecionados sobre a atividade da H*-ATPase de
membrana citoplasmatica e no sinal de calcio intracelular

Para verificar o envolvimento dos genes apontados na analise de enriquecimento
e interatoma na ativacdo da H*-ATPase, realizamos inicialmente o teste de acidificacéo
extracelular induzida por glicose (medida indireta da H*-ATPase) na linhagem selvagem
e nos mutantes com delecdo nos genes codificantes para as proteinas candidatas. (UGA2,
PIK2, FUR4, EST1, TOP3, HEK2, MEC3, STO1, STT4 E PS0O2). As taxas de
bombeamento de protons apds o pulso de glicose foram calculadas e os resultados estdo

apresentados na Figura 22.

H*-pumping rate (mmol H".min".g cell™)

*p <0,05
**p< 0,01
***p< 0,001
***p< 0,0001

Figura 22: Acidificaclo extracelular induzida por glicose das cepas com genes candidatos deletados.
Andlise estatistica relacionada ao parental inferior BY4742. Seis cepas (uga2A, furdA, est1A, hek2A, stt4A
e pso2A mutantes) tiveram taxas de bombeamento estatisticamente diferentes ao observado no parental
inferior BY4742.

Das 10 cepas avaliadas no teste de acidificacdo extracelular, seis cepas (uga24,
furdA, estld, hek2A, stt4A e pso2A mutantes) apresentaram diferenca estatistica
significativa no teste ANOVA com multiplas compara¢gdes quando comparados ao
parental inferior (Figura 22) e as mesmas ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparada ao parental superior PJ69 arg824. As cepas BY top34, BYstol4, BY mec34
e BY pik24 apresentaram acidificacdo extracelular igual ou menor ao parental inferior
(Figura 22). Diante desses resultados essas quatro cepas foram eliminadas do proximo
teste de fenotipo uma vez que nessa etapa utilizamos como critério de selecdo as cepas
que apresentaram fenotipo igual a cepa PJ69 arg824. Portanto, uma vez que a cepa do

background PJ tem uma ativacdo mais alta de H*-ATPase quando o gene ARGS82 é
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deletado, o que nao foi observado no background BY, o aumento na atividade de H*-
ATPase nos seis mutantes uga2A, furdA, estiA, hek2A, stt4A4 e pso2A sugerem que, na
auséncia dessas proteinas, Pmalp é mais ativada quando induzida por glicose no
background BY ou que esses genes estariam inibindo a sintese de IP3 e, neste caso, a
auséncia de Arg82p ndo levaria a um maior aumento do IP3, conforme observado no
background PJ.

A correlagdo entre atividade H"-ATPase e disponibilidade de célcio intracelular
ja vem sendo mostrada em varios estudos, evidenciando que quanto maior a quantidade
de calcio citosolico disponivel maior é a ativacao da enzima (Tropia et al., 2006; Bouillet
et al., 2012b; Pereira et al., 2015a). Diante disso e dos resultados apresentados, foram
selecionadas para o teste de monitoramento in vivo de célcio citosolico livre as cepas
mutantes uga24, furd4, estl4, hek24, sttdA, pso24.

Para a medida da concentracdo de célcio citosélico livre foi utilizado o método da
aequorina-coelenterazina, onde foram utilizadas células previamente transformadas com
o plasmideo pVTU-AEQ. Para realizacdo do teste de calcio citosélico livre inicialmente
é necessério transformar a levedura com um plasmideo contendo o gene que codifica para
a Apoequorina (pVTU-AEQ), uma fotoproteina altamente sensivel a ions calcio. Em sua
forma ativa, a aequorina apresenta um polipeptideo covalentemente ligado ao grupo
prostético coelenterazina. Em conseqiiéncia da ligacdo de Ca?* a trés sitios de alta
afinidade, ocorre uma reacdo irreversivel na qual o grupo prostético € liberado e um féton
é emitido (Allen e Blinks, 1978; Tisi et al., 2002).

Sendo assim, as cepas mutantes uga24, furd4, estld, hek24, stt44, pso24. foram
utilizadas para transformacdo com o plasmideo pVTU-AEQ. Apds crescimento em meio
SD-URA contendo glicose 2% (Figura 23), as colonias de cada uma das placas foram
utilizadas para realizacdo do teste de calcio citosolico livre.
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BYuga2A-pVTU-AEQ BYfir4A-pVTU-AEQ BYstt44A-pVTU-AEQ

Figura 23:Transformantes de células BY4741 com os plasmideos pVTU-AEQ. As células foram
transformadas com os plasmideos pVTU-AEQ e crescidas em placas SD-URA com glicose 2%p/v, durante
3 dias.

Uma vez que as delecdes uga2A, furdA, estlA, hek2A, stt4A e pso2A do
background BY4741 mostraram uma maior atividade da Pmalp realizou-se o teste de
sinalizacdo de célcio para avaliar o efeito das delecGes génicas quanto a ativacao da
Pmalp na presenca de célcio citosolico livre.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 24 é possivel observar que a
auséncia de qualquer um dos genes que codificam para as proteinas Pso2p e Hek2p nédo
comprometeram a elevacdo dos niveis de calcio citosélico livre apds a adicdo de glicose
100 mM (concentragéo final) demonstrando que a delecéo destes genes ndo prejudicou o
sinal de célcio intracelular.

Por outro lado, os resultados mostram que nas linhagens mutantes uga24, estiA e
furdA, apés o estimulo (glicose 100 mM na concentracéo final), o sinal intracelular de
calcio nestas cepas foi prejudicado em comparacdo ao sinal de calcio gerado pela cepa
selvagem correspondente. Com luminescéncias geradas decrescentes apds o estimulo,
demonstrando que estas cepas ndo responderam ao estimulo, o que afetou a intensidade
dasinalizacdo intracelular de calcio, mostrando assim envolvimento desses genes no sinal
de calcio uma vez que ao deleta-los o sinal é prejudicado. Por sua vez, a cepa stt44 nao
apresentou um sinal tipico induzido por glicose, em vez disso, mostra niveis de calcio
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basal altos e quase constantes, sugerindo que, de uma forma particular, estaria envolvido

na via de transducdo de sinal que controla a atividade de H™-ATPase da membrana

plasmatica.
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Figura 24: Efeitos de diferentes dele¢cBes na sinalizacdo de célcio intracelular em células do
background BY4741. A medida de célcio citosélico livre foi realizada através do método da aequorina-
coelenterazina em células previamente incubadas com 50 pM de coelenterazina, apds a adi¢éo de glicose
100 mM (concentragdo final). Cepas selvagem BY4741 (linha verde), BY uga2A (linha preta), BY furd4A
(linha roxa), BY estlA (linha vermelha), BY hek2A (linha laranja), BY stt4A (linha amarela), BYpso2A
(linha azul). Os mutantes uga24, estiA e fur4A, ap6s o estimulo (glicose 100 mM na concentracdo final),
apresentaram sinal intracelular de célcio prejudicado em comparagdo ao sinal de calcio gerado pela cepa
selvagem correspondente. A cepa stt4A nao apresentou um tipico sinal induzido por glicose, mas mostra
niveis de célcio basal elevado.

Esses testes permitiram selecionar os genes UGA2, FUR4, EST1 e STT4 visto que
a delecdo desses genes interferiu na acidificacdo extracelular e no sinal de célcio
intracelular demonstrando uma relagdo com a via de ativacdo da Pmalp bem como na via
de sinalizacdo de caélcio intracelular.

A proteina Uga2p consiste em uma succinato semialdeido desidrogenase; o gene
EST1 codifica para uma proteina relacionada a via de manutencéo de telémeros; e Furdp
¢ uma uracil permease. Até o presente momento, ndo ha evidéncias na literatura que
apontem a relacdo dessas proteinas com a ativacdo da Pmalp. Entretanto, levando em
consideracdo os resultados aqui apresentados que envolvem analises de sequenciamento
de pools de segregantes, identificacdo de alelos, priorizagdo génica e confirmacdo do
envolvimento desses genes com o fendtipo de interesse por validagdo experimental, este
trabalho aponta quatro novos genes potencialmente envolvidos na ativacdo da H*-ATPase
de membrana citoplasmética induzida por glicose.

O modelo de sinalizagdo relacionado & homeostase de calcio apresenta
semelhangas com 0s mecanismos que regula a atividade da H*-ATPase, sabe-se que a
elevacdo transitdria de célcio citosolico também ¢ ativado pela presenca de glicose. Foi
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verificado que para que haja geracao de sinal de célcio é necessario o transporte do aclcar
seguido da sua fosforilagdo bem como a atuacao de Gprlp (receptor de glicose associado
a Gpazp) e fosfolipase C. (Ansari et al., 1999a; Lemaire et al., 1999; Tisi et al., 2002;
Pereira et al., 2008).

A fosfolipase C hidrolisaria fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) gerando
diacilglicerol (DAG) e IP3. Trabalhos evidenciaram pela primeira vez em leveduras, a
participacdo IPs como um mensageiro secundario, responsavel pela geragdo do sinal de
calcio induzido por glicose (Tisi et al., 2004; Bouillet et al., 2012b)

Em condices fisioldgicas, o IPs é rapidamente fosforilado a IP4 e IPs por uma
quinase (Arg82p). Trabalhos mostram que a delecdo do gene ARG82 foi capaz de gerar
uma elevacgdo dos niveis de IP3 e, ainda, um aumento significativo do sinal intracelular
de célcio. Diante disso a hip6tese de uma conexdo entre a sinalizacdo do fosfatidilinositol,
liberacdo de célcio intracelular e a via de ativacdo da H*ATPase foi reforcada (Tisi et al.,
2004; Tropia et al., 2006; Pereira et al., 2008).

Trabalhos desenvolvidos no nosso laboratério demonstraram que na auséncia de
Plclp uma redugdo significativa da ativacdo da H*-ATPase pode ser observada, ao passo
que na auséncia da quinase Arg82p esta ativagdo é fortemente intensificada (Tropia et al.,
2006)

A Plclp controla, via DAG, a proteina quinase C de leveduras. No entanto, a
relagdo do IP3 no controle dos niveis de calcio ainda ndo esta bem estabelecida visto ndo
ter sido encontrado um receptor homdlogo aos receptores para IPs ja descritos para outros
organismos. Trabalhos mostraram a geracdo e manutencdo de um gradiente de célcio
intracelular através do sequestro de ion de vesiculas vacuolares pela ligacdo de IP3 em
um provavel receptor na membrana. Entretanto, em leveduras esses mecanismos nao
foram elucidados (Belde et al., 1993; Silverman-Gavrila e Lew, 2001; Wera et al., 2001).

O fosfatidilinositol, seus metabdlitos e enzimas responsaveis por sua sintese
possuem uma participacdo direta em vias de transducdo celular. O fosfatidilinositol
(PI/PtdIns) é um fosfolipidio encontrado na membrana de células eucarioticas.
Alteracdes na concentracdo de Pl ou de qualquer um dos seus metabolitos pode gerar
profundos impactos em processos celulares importantes (Hokin e Hokin, 1955; Gardocki
et al., 2005).

A participacdo de uma via do tipo fosfatidilinositol no processo de ativagao,
induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana citoplasmatica, ja foi demonstrada em
varios estudos, revelando que a hidrélise do fosfatidilinositol mediada pela fosfolipase C
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gera duas importantes moléculas: o diacilglicerol e o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
(Brandao et al., 1994; Noh et al., 1995; Coccetti et al., 1998; Souza et al., 2001).

Desde a década de 90 no século passado, procura-se entender como a adi¢do de
glicose desencadeia a ativagdo da H*-ATPase da membrana plasmatica em células de
levedura. Multiplas evidéncias sugeriram que este processo € dependente do metabolismo
do calcio por meio de um mecanismo fortemente dependente de uma via de sinalizagédo
do tipo fosfatidilinositol. Apesar do grande nimero de dados acumulados para comprovar
essa conexao, muitos detalhes dessa via de transducgéo de sinal ainda ndo estéo claros. Por
exemplo, 0 mecanismo que controla a atividade da fosfolipase C € desconhecido.

Em células de levedura, a producéo de PIP; é realizada a partir de fosfatidilinositol
(PI) que pode ser obtido endogenamente a partir do metabolismo da glicose 6-P ou de
fontes nutricionais, a partir da captagéo de inositol realizada pelos transportadores Itrl p
/ Itrr2 p. O Pl também pode ser produzido por meio de metabdlitos de fosfatidilinositol,
como o trifosfato de inositol (IP3), que pode ser desfosforilado pela agdo de fosfatases
(Saul et al., 2004).

Como abordado no item 1.2 a respeito do metabolismo do fosfatidilinositol o
PtdIns(4,5)P2> pode ser gerado atraveés de dois ramos de ativacdo. De um lado a
fosforilacdo de PtdIns-4-P na posicdo 5 por PIP5Ks e do outro lado através da fosforilagdo
PtdIns-5-P na posicdo 4 por PIP4Ks (Fig. 24). Sabe-se também que de forma
concomitante o fosfatidilinositol 3,45-trifosfato através da enzima fosfatidilinositol -
3,4,5-triposfato  3-fosfatase também origina PtdIns(4,5)P> (Fruman et al., 1998;
Vanhaesebroeck et al., 2001).
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Figura 25: Sintese de PtdIns(4,5)P2 e hipotese relacionado a H*-ATPase: Ptdins é fosforilado por Stt4p
gerando PtdIns4P. Ptdins4P em cepas do background BY atuaria como regulador negativo da Fosfolipase
C com consequente diminuicéo de IPse subsequente diminuicdo da ativacdo da H*-ATPase.

Como demonstrado na Figura 25 qualquer que seja a fonte, o PI é fosforilado por
fosfatidilinositol 4-quinases (Stt4p e Piklp) produzindo fosfatidilinositol 4-fosfato
PI(4)P. J& o PI(4)P ¢é fosforilado pela fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinase (Mss4p),
gerando finalmente PIP2. No entanto, PIP, também pode ser produzido a partir de
fosfatidilinositol 3-fosfato PI(3)P. Este metabdlito é produzido por fosforilacdo de Pl
mediada pela enzima fosfatidilinositol 3-quinase (Vps34p) (Whitman et al., 1988;
Vanhaesebroeck et al., 2001). Subsequentemente, Pl (3) P ¢é fosforilado por
fosfatidilinositol (3) P 5-quinase (Fabl p) produzindo fosfatidilinositol (3,5) bifosfato Pl
(3,5) P2 (Cooke et al., 1998) que € desfosforilado pela enzima fosfatidilinositol 3,5-
bisfosfato 3-fosfatase gerando fosfatidilinositol 5-fosfato (Walker et al., 2001).
Finalmente, por acdo da fosfatidilinositol 5-fosfato 4-quinase ocorre a producéo de PIP>
(Boronenkov e Anderson, 1995; Rameh et al., 1997). Em células de mamiferos, o PIP
também pode ser produzido a partir de outro metabdlito de Pl produzido a partir de
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato pela enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatase
(Vanhaesebroeck et al., 2001).

Qualquer que seja a forma pela qual o PIP, & hidrolisado pela fosfolipase C
produzindo diacilglicerol (DAG) e inositol 3,4,5-trifosfato (IP3), ambos funcionam como
segundo mensageiros onde o DAG ativa a proteina quinase C (PKC) e o IP3 desencadeia

a liberacdo de Ca?" dos compartimentos intracelulares, regulando assim uma ampla
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variedade de processos celulares, incluindo sobrevivéncia celular, proliferacéo, rearranjo
do citoesqueleto, trafego de membrana, migracdo celular, quimiotaxia, sinalizacdo de
calcio, transporte de glicose, entre outros (Cocco et al., 1998; Maraldi et al., 1999; Fruman
et al., 1998; Zhang e Majerus, 1998).

Em células de levedura, o IPs é ainda fosforilado por uma inositol quinase
(Arg82p) que gera dois tipos de polifosfato inositois soliveis em agua: inositol-
tetrafosfato - 1(1,3,45)P4 e 1(1,4,5,6)P4 e inositol-pentafosfato 1(1,3,4,5,6)P5
(respectivamente 1P4 e IPs) também envolvidos nas respostas celulares ao ambiente
externo (Saiardi et al., 1999; Odom et al., 2000)

Conforme demonstrado aqui e em outros trabalhos, a dele¢cdo do ARG82 gera um
aumento nos niveis de IP3 e um aumento significativo na sinalizagdo intracelular de
calcio, mediado por Plclp também resultando em uma ativacdo mais forte induzida por
glicose da membrana plasméatica H*-ATPase (Wera et al., 2001; Tisi et al., 2004; Tropia
et al., 2006; Pereira et al., 2008; Bouillet et al., 2012). No entanto, o efeito desta delecédo
parece ser fortemente dependente do background genético.

Curiosamente, e usando ferramentas gendmicas e de bioinformética, foi
demostrado que a delecdo do gene STT4 no background BY4741 levou a uma ativagéo
mais intensa de Pmalp (comparével a observada na cepa parental superior PJ69 arg824)
e niveis basais mais elevados de célcio intracelular, mas sem um sinal tipico induzido por
glicose. Esses resultados nos leva a sugerir que muito provavelmente na cepa parental
superior (mutante PJ69arg824) ha um alelo do gene STT4 que codifica para uma
fosfatidilinositol 4-quinase menos ativa, gerando niveis mais baixos de PI(4)P que
controlaria a acdo e, ou, a localizacdo da fosfolipase C. Para fortalecer esta hipétese, a
delecéo do gene STT4 no fundo BY4741 - cepa de tipo selvagem, mas ainda com Arg82p
funcional - levaria a uma ativacdo da H*-ATPase induzida por glicose comparavel
aoparental superior PJ69 arg824.

Uma vez que o gene STT4 esté relacionado a via de fosfatidilinositol, e que sua
delecéo no background BY 4741 levou a uma mais intensa ativagdo da Pmalp e niveis
basais elevados de calcio intracelular, ambos os efeitos comparaveis ao observado na cepa
parental superior PJ69 arg824, poder-se-ia hipotetizar que no background BY4741 na
presenca da Stt4p e mesmo com auséncia da proteina Arg82p o inositol 4-fosfato atuaria
como um inibidor negativo da fosfolipase C com consequente diminuigdo dos niveis de
IPs (Figura 25). Isso justificaria o fendtipo encontrado na cepa BYarg82A de menor
acidificacdo extracelular e menor pico de luminescéncia visto que a delecdo no gene
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ARGB82 néo é favorecida devido a formagéo do IPs ser diminuida nesse background
supostamente devido a inibi¢éo da fosfolipase C.

Por outro lado, na cepa PJ69 arg82A o aumento da acidificagdo extracelular e do
sinal de célcio seria justificado pela presenca de um alelo do gene STT4 codificando para
uma enzima menos ativa, e assim com baixos niveis de Inositol 4-fosfato, portanto com
menor inibicdo de Plclp. Como consequéncia de niveis mais elevados de sintese de IPz e
a sua ndo fosforilacdo (auséncia de Arg82p), maior seria o sinal de célcio e,
consequentemente, maior ativacdo da Pmalp. Ou seja, no background PJ69 haveria duas
forcas atuando, sendo uma com concentracdes de inositol4 fosfato diminuida (regulador
negativo) e do outro lado altas concentracdes IP3 (regulador positivo).

Diante disso, buscamos identificar esses alelos no gene STT4. Ao analisar 0s
SNPs, identificados nesse gene na cepa PJarg824, a partir do mapeamento de QTLS,
identificamos 29 SNPs, sendo 23 sin6nimos e 6 missenses, mutagdes que alteram 0s
residuos de aminoacidos da proteina podendo, assim, alterar a funcdo da proteina em
menor ou maior grau.

De acordo com a literatura o gene STT4 codifica para uma proteina (Stt4p)
presente na via do fosfatidilinositol, logo esse gene foi analisado com intuito de observar
se 0s alelos desse gene poderiam ser responsaveis diretos na alteracdo do fenétipo. Para
isso foi realizado a analise de conservacao das variantes atravées de alinhamento multiplo
utilizando o algoritmo MUSCLE implementado no Programa MEGA versdo 10.2.6.
Foram baixadas 35 sequéncias do gene STT4 em S. cerevisiae, depositadas no SGD. Na

figura 26 ¢ possivel observar os alelos da cepa PJarg824 comparado com as demais cepas.

91



Alelo namero 1 Alelo nimero 2 Alelo nimero3  Alelo nimero4  Alelo numero 5 Alelo nimero 6

m&quences Translated Protein fequences l l l
Sm‘:ies,AmV xﬁx!!ﬁ"l!lﬁxlﬁ!kﬁk! alnininin|alainjafal [afaja|s|a||a|a|a|a|a

1. YLR305C PJargs2
2. YLR305C BY4742s:
3. YLR305C S288C

4. YLR305C AWRN631
5. YLR305C BC187

6. YLR305C BY4741
7. YLR305C BY4742
8. YLR305C CENPK
9. YLR305C CLIB21S
10. YLR305C D273-108 '€
11. YLR305C DEVPGB04/C
12. YLR305C EC1118
13. YLR305C FL100
14. YLR305C FY1679
15. YLR305C JAY291
16. YLR305C JK3-3d
17. YLR305C K11

18. YLR305C L1528
19. YLR305C PWS

20. YLR305C RM11-1a
21. YLR305C RedStar
22, YLR305C SEV6210 €
23. YLR305C SK1

24, YLR305C Sigma2,
25. YLR305C T7

26. YLR305C UCS

27. YLR305C VL3

28. YLR305C W303
29. YLR305C X2180-1
30. YLR305C Y55

31, YLR30SC YJM339 d:b 160 : 3 Facac

Figura 26: Alinhamento multiplo das sequéncias do gene STT4 na cepa PJarg824, BY4742 e cepas S.
cerevisiae encontradas no banco de dados (SGD). Representacdo do alinhamento multiplo, realizado
utilizando 0 MEGA version X, demonstra 6 mutagdes do tipo missenses (apontadas pela seta e retangulos
pretos).

Verificou-se que em nenhuma das 6 posi¢des o alelo apresentado pela cepa
PJarg824 é Gnico dessa cepa, entretanto alguns desses alelos apresentam baixa ocorréncia
quando analisado nas 36 cepas. Um exemplo disso é o alelo 1 e o alelo 3, onde apenas
27,7% e 8,3% das cepas apresentam o mesmo alelo da cepa PJ arg824 como demonstrado

na tabela 6, respectivamente.

Tabela 5: Porcentagem de ocorréncia do alelo da cepa PJarg824 em cepas S.
cerevisiae

Alelo da cepa PJarg82A % de ocorréncia do alelo da cepa
PJarg824 em cepas S. cerevisiae

SNP 1) G 27,7%
SNP 2) G 66,6%
SNP 3) C 8,3%
SNP 4) A 66,6%
SNP5) T 58,3%
SNP 6) A 66,6%
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Os alelos apresentados ndo séo raros, outras cepas também apresentam 0 mesmo
alelo. O alelo 3 em que a cepa PJarg824 apresenta C(citosina), s6 é visualizado em 3
cepas (figura 26) entretanto ndao ha dados fenotipicos dessas trés cepas mostrando
fendtipo semelhante ao da cepa PJarg824.

. Posteriormente foi verificado se algum dos alelos desse gene poderiam alterar
um dos dominios funcionais descritos para a proteina codificada pelo gene STT4 através
do banco de dados The protein families database (Pfam), 2021. Segundo o The protein
families database (Pfam), 2021 o gene STT4 apresenta dois dominios conservados. O
primeiro dominio consiste em uma fosfoinosite — 3 quinase (P13Ka) que estéa relacionado
a funcGes de regulacdo do ciclo celular, controle da transcricdo, transporte de proteinas
mitocondriais e peroxissomais, neurogénese e dobramento de proteinas. Estando esse
dominio localizado na coordenada 1348 a 1543 do alinhamento. J& o segundo dominio
conservado é uma fosfatidilinositol- 3, 4 quinase inclui as proteinas quinases Serina /
Treonina e Tirosina, bem como quinases relacionadas que atuam em substratos nédo
proteicos, 0 mesmo esta localizado na coordenada 1642 a 1847 (Mistry et al., 2021)

A variante missense de coordenada 739624 e uma variante sinbnima de
coordenada 739411lestdo localizadas no dominio PI3Ka. Ja a variante sindbnima de
coordenada 738353 esta localizada no dominio PI3PI4Ka. Ao fazer uma busca pelos
dominios conservados no banco de dados Pfam e mesmo alterando o alelo,
consequentemente alterando o residuo de aminoacido o dominio PI3Ka ainda €
identificado. Portanto, como pode ser visto na Figura 27 embora as variag0es estejam
dentro de um dominio conservado ela ndo é capaz de alterar o dominio, entretanto outras
analises precisam ser feitas para confirmar se a variante missense (coordenada 739624)

pode alterar a estrutura da proteina.
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Figura 27: Dominios conservados identificados. A — Dominios identificados com os alelos do parental
inferior. B - Dominios identificados com os alelos alternativos do parental superior PJ arg824. (Pfam,
2021).

Em principio, para aceitar essa hipdtese, PI(4)P pode ser capaz de se ligar a Plc1p.
Na verdade, foi demonstrado que todos os membros da familia da fosfolipase C possuem
os chamados dominios de homologia de plecstrina (PH) que sdo encontrados em uma
ampla gama de transducéo de sinal e proteinas do citoesqueleto sendo capazes de se ligar
a fosfoinositideos com uma gama de afinidades de ligacao e especificidades (Rhee, 2001;
Levine e Munro, 2002; Hammond e Balla, 2015). Primeiramente, este tipo de interacéo
revelou o primeiro e candnico principio das interacdes fosfatidilinositol-proteina, ou seja,
a ligacdo de fosfatidilinositol de alta afinidade por familias conservadas de dominios de
ligacdo de lipideos impulsiona o recrutamento de proteinas por membrana, regulando
assim a atividade da proteina no tempo e no espaco (Lemmon, 2003). Assim, uma maior
producdo de PI(4)P poderia competir com PIP, afetando uma ligagdo apropriada e/ou
atividade da fosfolipase C na membrana plasmaética, levando a uma diminuicdo da
hidrolise de producéo de PIP-.

Quanto aos genes HEK?2 e PSO2, embora nédo estejam relacionados a via de sinal
de célcio ficou evidente pelo teste de acidificacdo extracelular que os mesmos podem
estar relacionados com a via de ativagcdo da H*-ATPase. Uma vez que pelo modelo
proposto (Campetelli et al., 2005; Campetelli et al., 2013; Castanheira et al., 2018), a
forma ndo ativada da H*-ATPase estaria associada a tubulinas que seriam hidrolisadas
apos a adicdo de glicose, liberando assim o dominio C-terminal da H*-ATPase, tornando-

o0 suscetivel a fosforilagdo e consequente ativacdo, sugerindo assim, a acdo dos genes
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HEK2, PSO2 como reguladores negativos da tubulina, tendo em vista ainda presenca de
sinalizacdo de célcio induzida por célcio nesses mutantes.

Nos ultimos anos, varios trabalhos foram realizados em nosso laboratdrio com o
objetivo de elucidar a via de sinaliza¢do responsavel pela regulacdo pos-transducional da
H*-ATPase de levedura, sendo possivel verificar que a ativacdo da Pmalp envolve
processos de sinalizacdo celular complexos com participacdo de diferentes proteinas. A
identificagcdo dos genes UGA2, FUR4, EST1 e STT4 demonstram envolvimento com
aumento dos niveis de célcio e maior acidificacdo extracelular, condi¢cdes importantes
que evidenciam a maior ativacdo da H*-ATPase, logo, os resultados desse trabalho
contribuem no esclarecimento dos componentes envolvidos nessa via de sinalizacao.

Estudos realizados envolvendo fermentacdo de vinho mostraram que cepas de
leveduras contendo superexpressdo do alelo PMAL apresentaram uma cinética de
fermentagdo mais rapida e a mesma aconteceu em condicdes de baixo pH, caracteristica
particular dos vinhos espumantes. A importancia da homeostase ibnica e manutencédo do
pH intracelular usando um ambiente com baixo pH e pressao seletiva podem possibilitar
a construgéo de novas cepas de leveduras industriais mais adequadas (Walker et al., 2014;
Marti-Raga et al., 2017).

A regulacédo de prétons (H*) pode ser um mecanismo primario de mediagédo do
fendtipo de tolerancia a alcool. Gradientes opostos de ions K* e H* sdo gerados através
da membrana plasmatica de leveduras pelo importador K * TRK1 e exportador H'PMAL,
sugerindo que modificacdes genéticas dessas bombas dependentes de ATP, projetadas
para perturbar ou fortalecer esses gradientes, produziriam efeitos correspondentes ao
desempenho fermentativo. Quando realizado delecGes para debilitar a importacdo de K*
ou a exportacdo de H* houve diminuicdo na producdo de etanol, ja as cepas com
superexpressdo de PMALl e TRK1 aumentaram a producdo de etanol a niveis que
excederam as cepas industriais (Lam et al., 2014).

Avancos tecnoldgicos nos permitem introduzir alelos responsaveis por
caracteristicas biotecnologicas de interesse em cepas industriais visando a construcdo de
cepas mais robustas (Hubmann et al., 2013; Pais et al., 2013; De Carvalho et al., 2017).
Diante disso, uma vez que a atividade da H™-ATPase pode estar relacionada a melhor
capacidade de fermentacdo de leveduras os possiveis alelos apresentados nesse trabalho
podem ser utilizados para melhoramento de cepas de leveduras de interesse

biotecnologico.
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6.0 CONCLUSOES

Desde a década de 70, muitos esforcos tém sido feitos para identificar o
mecanismo pelo qual a adicdo de glicose desencadeia a ativacdo pos-transcricional da
membrana plasmatica H*-ATPase em células de levedura. Muitas evidéncias sugerem
que a sinalizacdo de célcio esta envolvida nesta via regulatdria, principalmente aquelas
provenientes da utilizacdo de mutantes sem o gene ativo ARG82 que codifica para uma
inositol quinase responsavel pela fosforilagdo IP3 em IP4 e IPs. No entanto, uma
sinalizacdo de célcio induzida por glicose mais forte e, consequentemente, uma ativacdo
mais elevada de H™-ATPase da membrana plasmatica induzida por glicose é mais
claramente observada em uma cepa em um background PJ69.

Nesse trabalho, indentificamos 33 possiveis genes relacionados ao fenétipo de
interesse e apds analise de enriquecimento, interatoma e testes de fenétipos, 4 genes foram
selecionados como potenciais genes relacionados ao fen6tipo de maior ativagdo da H*-
ATPase, sendo eles UGA2, FUR4, EST1 e STT4. O gene STT4 é o mais promissor, 0S
resultados mostraram que muito provavelmente o fosfatidilinositol-4-fosfato poderia
desempenhar um papel na regulacdo da via de ativacdo da H*-ATPase, controlando a
atividade da fosfolipase C.

Com o0 uso de todas as abordagens citadas anteriormente relacionadas a
identificacdo de genes/alelos relacionados a maior ativagcdo da H*-ATPase, foi possivel
ndo apenas saber o possivel motivo da diferenca observada entre as duas cepas (PJ69 e
BY) quanto aos efeitos da delecdo do gene ARG82, como também sugerir um novo tipo
de controle regulatério na sinalizacdo de calcio induzida por glicose e ativacdo da H*-
ATPase da membrana plasmatica envolvendo fosfatidilinositol-4-fosfato e ativicdo da
fosfolipase C. Além disso, esse trabalho descreve pela primeira vez uma estratégia de
analises de Bioinformatica para identificar genes envolvidos com o fendtipo de interesse
guando a analise de mapeamento de QTL ndo identificar SNPs significativamente

associados.
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7.0 PERSPECTIVAS

o Confirmar os possiveis genes relacionados a maior atividade da H'-ATPase
através de reciprocidade hemizigotica.
o Introduzir os genes/alelos identificados em cepas industriais visando melhorar a

eficiéncia dos processos fermentativos.
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