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RESUMO

A producdo de etanol combustivel representa um importante papel na economia de
varios paises, sendo os Estados Unidos, Brasil e China os maiores produtores mundiais.
O bioetanol é um combustivel renovavel, sendo o biocombustivel mais consumido no
Brasil. A sintese do etanol é normalmente realizada com a obtencdo de uma solucéo de
acucares, que séo fermentados para produzir etanol, sendo este separado por destilagéo e
purificado. A principal rota metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica em
leveduras € a glicolise. Diversos fatores fisioldégicos podem influenciar no desempenho
fermentativo da Saccharomyces cerevisiae, como 0 estresse osmotico, o estresse cido,
a contaminacgdo bacteriana e a presenca de niveis toxicos de aluminio. Em virtude da
fermentacdo ocorrer em condi¢bes acidas, o aluminio, absorvido pela cana-de-agUcar
em solos &cidos, provoca sérios problemas durante a fermentacdo. As cepas de
leveduras industriais diferem bastante em relagdo a tolerancia ao aluminio e,
considerando o potencial de aplicacdo biotecnoldgica das leveduras, se faz necessario
um estudo das bases genéticas envolvidas nesse fenotipo de tolerdncia. Neste contexto,
0 objetivo do presente projeto foi identificar no genoma da Saccharomyces cerevisiae
genes que possam estar envolvidos na tolerancia ao aluminio. Desse modo, localizou-se
0S genes presentes na regido do QTL no cromossomo V1 apontados por Mezadri (2018),
envolvidos na toleréncia ao aluminio em S. cerevisiae e avaliou-se a tolerancia ao
aluminio por meio de testes de crescimento contendo diferentes concentracdes de
aluminio. Para verificar se 0s genes candidatos a estarem envolvidos com a tolerancia
ao aluminio carregavam variantes genéticas que poderiam estar associadas ao fendtipo
de interesse, as sequéncias de nucleotideos desses genes foram alinhadas utilizando a
ferramenta online Clustal Omega, para visualizacdo e analise do alinhamento multiplo
das sequencias de nucleotideos utilizou-se o programa Jalview 2 e para visualizacdo
das variantes genéticas utilizou-se a ferramenta 1GV. Nossos resultados indicaram
envolvimento de 18 genes com a tolerancia ao aluminio e trés tipos variantes genéticas
sendo elas sinbnima, missense e sem sentido, que permitem estudo de modificacdo de
SNV. Além disso, nossos resultados fornecem dados promissores para melhoramento de

cepas industriais para producao de bioetanol.

Palavras-chave: Mapeamento de QTL, Leveduras, Variantes genéticas, tolerancia ao
aluminio, Fermentac&o.



ABSTRACT

The production of fuel ethanol plays an important role in the economy of several
countries, with the United States, Brazil and China being the world's largest producers.
Bioethanol is a renewable fuel, being the most consumed biofuel in Brazil. The
synthesis of ethanol is normally carried out by obtaining a solution of sugars, which are
fermented to produce ethanol, being separated by distillation and purified. The main
metabolic pathway involved in alcoholic fermentation in yeast is glycolysis. Several
physiological factors can influence the fermentative performance of Saccharomyces
cerevisiae, like osmotic stress, the acid stress, bacterial contamination and the presence
of toxic levels of aluminum. Because fermentation takes place in acidic conditions, the
aluminum, absorbed by sugarcane in acidic soils, causes serious problems during
fermentation. Industrial yeast strains differ greatly in tolerance to aluminum and,
considering the potential biotechnological application of yeast, it is necessary to study
the genetic bases involved in this tolerance phenotype. In this context, the aim of this
project was to identify genes in the genome of Saccharomyces cerevisiae that may be
involved in aluminum tolerance. Thus, the genes present in the QTL region were located
on the VI chromosomes pointed out by Mezadri (2018), involved in aluminum tolerance
in S. cerevisiae and aluminum tolerance was evaluated by means of growth tests
containing different concentrations of aluminum. To verify whether candidate genes
involved in aluminum tolerance carried genetic variants that could be associated with
the phenotype of interest, the nucleotide sequences of these genes were aligned using
the online tool Clustal Omega, for visualization and analysis of the multiple alignment
of nucleotide sequences, the program used was Jalview 2 and to visualize the genetic
variants, tool IGV was used IGV. Our results indicated the involvement of 18 genes
with aluminum tolerance and three types of genetic variants, which are synonymous,
missense and meaningless that allow SNV modification study. Furthermore, our results
provide promising data for the improvement of industrial strains for bioethanol

production.

Keywords: QTL mapping, Yeasts, Genetic variants, Aluminum tolerance, Fermentation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Processamento do Bioetanol

O Dioetanol, também denominado como Alcool etilico, tornou-se o
biocombustivel mais utilizado no setor de transportes no Brasil (AZHAR et al., 2017)
desde o desenvolvimento do Programa Nacional do Alcool (Proélcool) decretado em 14
de novembro de 1975 (CORTEZ, 2018).

O PROALCOOL, foi uma estratégia politica para substituir os combustiveis
derivados do petroleo, objetivando contornar os altos precos deste combustivel
(STOLF; OLIVEIRA, 2020) e reduzir o impacto ambiental (BOLIVAR-TELLERIA et
al., 2018) gerado pela utilizacdo de combustiveis fosseis em veiculos (HALDER et al.,
2019). Embora o programa tenha encerrado-se em 2015 (CORTEZ, 2018), a seguranca
energética e a protecdo ambiental continuam imprescindiveis na atualidade mundial
(SINGH et al., 2022).

Em dezembro de 2017 foi criado no Brasil a Politica Nacional de
Biocombustiveis (RenovaBio), introduzindo uma metodologia que determina
compromissos ambientais e incentiva a expansdo da produgdo de biocombustiveis e,
embora o programa nao tenha sido implementado integralmente, na meta 2019/2020 ja
foram evitadas a emissdo de 14,5 milhdes de toneladas de diéxido de carbono pelo setor
de transportes (GRANGEIA et al., 2021).

Atualmente, a producdo do bioetanol tem um importante papel na economia de
varios paises, sendo os Estados Unidos, Brasil e China os maiores produtores mundiais
(MUSSATTO et al., 2010). Além disso, o bioetanol é um combustivel renovavel.
Estudos tem demonstrado uma diminuicéo consideravel no lancamento de poluentes na
atmosfera com o seu uso (AGARWAL, 2007; CHEN et al., 2011; GHAZIKHANI et
al., 2013; YAO et al., 2013; BILLAH et al., 2014), apresentando assim um papel
significativo em relagdo a preservacdo do meio ambiente, uma vez que ameniza o efeito
do aquecimento global e conserva os combustiveis fosseis (MALAV et al., 2020).

O processamento do bioetanol de primeira geragdo ocorre por meio da acéo
fermentativa de leveduras em matérias-primas compostas principalmente por agucares
fermentaveis ou carboidratos (HALDER et al., 2019), no qual, a cana-de-agUcar é a
principal matéria-prima utilizada para a producdo do bioetanol no Brasil por apresentar
maior eficiéncia fermentativa e menor custo (CARPIO, R. R. 2019).
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Neste processo, as leveduras utilizadas para fermentar o caldo da cana-de-
acucar sdo Saccharomyces cerevisiae, estas sdo recuperadas por centrifugacao,
submetidas a um tratamento com 4&cido e reutilizadas em novo ciclo fermentativo
(AMORIM, H. V.; BASSO, L. C.e LOPES, M. L. 2009).

1.2 Aspectos gerais da levedura S. cerevisiae

De acordo com a classificacdo taxonémica, a S. cerevisiae pertence ao Reino
Fungi, Divisdo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Sacaromicetal, Familia
Saccharomycetaceae, Geénero Saccharomyces Meyen e Espécie Saccharomyces
cerevisiae (CARDOSO, L. H. 2022).

Possui DNA gendmico com 12.068 kilobases (kb) organizado em 16
cromossomos com cerca de 6.000 genes, dos quais, 5.570 sdo previstos para serem
genes codificadores de proteinas (PARAPOULI, M. et al, 2020). Em condicles
adequadas de crescimento, se replicam por brotamento antecedido por processo
mitotico, dando origem a uma nova geracgdo de células. Contudo, quando ha auséncia de
nutrientes essenciais, as células diploides (EZOV et al., 2010) sofrem meiose e
esporulam (Figura 1). (PIEKARSKA et al., 2010).

A esporulacédo envolve dois processos: a meiose e a morfogénese, no qual a
meiose esta relacionada a duas fases que ocorrem em sequéncia: meiose S e fase pré-
meidtica S. As células sofrem duas divisdes nucleares, meiose | e meiose Il, resultando
na formacdo de quatro esporos. Os quatro nucleos haploides formados sdo empacotados
por membranas pré-esporos (PSMs). As PSMs sofrem uma expansdo na meiose I,
sendo que no momento da divisdo nuclear, cada membrana envolve o nucleo celular
formado, o qual sera ancorado via corpo polar do fuso. A maturagdo ocorre com a
formacéo da parede celular, a qual confere resisténcia aos esporos que sdo capazes de

sobreviver por longos periodos em condi¢des de estresse (PIEKARSKA et al., 2010).
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Figura 1 — Multiplicacdo celular de S. cerevisiae na presenca de nutrientes, no qual a
multiplicacdo ocorre por brotamento (A) e na auséncia de nutrientes, no qual passam pelo
processo de esporulacdo e formam ascos (B). Fonte: adaptado (KNOP, 2011).

Os esporos podem apresentar mating type opostos, sendo denominados Mat a
ou Mat a. As células hapléides Mat a (células do tipo de acasalamento a) e Mat o
(células do tipo de acasalamento a)), podem dimerizar para formar o fator de transcri¢do
Mat a/a (ROBERTSON, C. G., CLARK-COTTON, M. R., LEW, D. J. 2021).

Mortimer (2000), acredita que a maioria das leveduras S. cerevisiae sdo
homotéalicas e a formacdo de hibridos e a capacidade de esporulacdo das cepas

favorecem a diversidade e a evolugdo das espécies.

1.3 Aimportancia da levedura Saccharomyces cerevisiae

A S. cerevisiae é a levedura mais empregada no setor do bioetanol, em virtude
do efeito Crabtree, que baseia-se no fato de que mesmo em condigdes aerdbicas a S.
cerevisiae ndo utiliza a maquinaria respiratoria para metabolizar sacarideos e promover
0 crescimento de biomassa, mas sim produzir etanol e outros compostos de dois
carbonos, por meio da via da glicolise (PARAPOULI et al., 2020), no qual, para cada
molécula de glicose oxidada, duas moléculas de piruvato sdo produzidas, o piruvato é,
entdo, reduzido a etanol com a liberacdo de CO, (Figura 2) (BAI, F. W.: ANDERSON,
W. Q.; MOO-YOUNG, M. 2008).

13
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Figura 2 - Rota metabdlica utilizada para fermentag&o do etanol em S. cerevisiae (Abreviaturas:
HK: Hexoquinase; PGI: Fosfoglicoisomerase; PFK: Fosfofrutoquinase; FBPA: frutose bifosfato
aldolase; TPI: triose fosfato isomerase; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; PGK:
Fosfoglicerato quinase; PGM: Fosfogliceromutase; ENO: Enolase. Fonte: Adaptado (BAI et al.,
2008).

No entanto, durante o processamento do bioetanol as células da levedura
encontram-se sujeitas a numerosos estresses fisico-quimicos que podem influenciar na
eficiéncia da fermentacdo, como pH, acidez do mosto, altas temperaturas, concentragdo
elevada de etanol, alta concentracdo de agucares (CARDOSO, L. H. 2022) e niveis
toxicos de aluminio (AI**) (AMORIM, H. V.; BASSO, L. C. e LOPES, M. L. 2009).

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre, e pelo fato de seus
fons serem mobilizados e solubilizados na forma de cation trivalente bioativo AIP*
quando em pH inferior a 5.0, apresentam toxicidade para organismos vivos, plantas e
microrganismos (CHEN et al., 2020).

Em S. cerevisiae o aluminio tem como alvo varios locais celulares que
resultam na ruptura da estrutura e funcdo da parede celular, membrana plasmatica,

citoesqueleto e via de transducdo de sinal (LI, X et al., 2011). Estudos tem sido
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realizados para entender como a levedura responde ao estresses a nivel celular. Até o
momento, sabe-se que a S. cerevisiae modula seu metabolismo e reprograma seus
padrbes de expressdo génica através das vias de proteina quinase ativada por estresse
(KIM et al., 2013). Mecanismos subjacentes também sdo apresentados, como o sistema
de fosforilagdo com os fosfatidilinositois (PtdIns) que iniciam deteccdo de sinais de
estresse especificos por meio de proteinas sensoras de membrana plasmética. Contudo,
o mecanismo pelo qual 0 AI** exerce seus efeitos toxicos em S. cerevisiae ainda néo esta
muito claro (DOVE, STEPHEN et al,. 1997).

Embora cepas industriais de S. cerevisiae produzam bioetanol a partir de cana-
de-agUcar com alto rendimento e produtividade, a demanda urgente de maior producéo e
custos minimos ainda € desafiadora (WANG, Z.; Ql, Q.; LIN, Y.et al., 2019). Desse
modo é essencial entender as bases genéticas por tras da tolerancia ao aluminio para
acelerar o desenvolvimento de uma cepa mais tolerante aos efeitos toxicos dos ions de
AR,

1.4 Anélise poligénica por meio de mapeamento de QTL (Quantitative traits loci)

O mapeamento de QTL €é uma poderosa abordagem para identificar
variantes/genes envolvidos com caracteristicas quantitativas. Essa estratégia tem sido
utilizada em leveduras (LITI, G.; WARRINGER, J.; BLOMBERG, A. 2017), como
para a identificacdo de regiGes envolvidas com tolerdncia ao etanol (SWINNEN,
SCHAERLAEKENS, et al., 2012; PAIS et al., 2013), a altas temperaturas (MARULLO
et al., 2009), e a producdo de composto aromaticos em bebidas (DE CARVALHO et
al., 2017).

O mapeamento de QTL tornou-se uma abordagem importante para entender
mais profundamente a complexidade genémica de S. cerevisiae e permite investigacoes
de caracteristicas industrialmente relevantes, que permitem a descoberta de variantes
genéticas envolvidas nos fen6tipos de interesse (EDER et al., 2020).

Caracteristicas quantitativas sdo aquelas que possuem variagdo fenotipica
mensuravel, seja em virtude de influéncias genéticas, ambientais, ou ambas. No geral,
envolvem participacdo de dois ou mais genes, no qual todos 0s genes atuam juntos para
manifestar o fenotipo de interesse em um ou muitos loci simultaneamente (PAIS, T. M;
FOULQUIE-MORENO, M. R.; THEVELEIN, J. M. 2014).
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Porém, para localizar todos os loci simultaneamente 0 mapeamento de QTL
necessita do emprego da técnica de segregantes agrupados
(Bulk Segregant Analysis - BSA). (MICHELMORE, R. W., PARAN, I., KESSELI, R.
1991).
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1.5 Anélise de segregantes agrupados

A andlise de segregantes agrupados corresponde ao agrupamento de individuos
que apresentem o fendtipo de interesse com consequente componente genético
responsavel por tal fendtipo (PAIS et al., 2014).

A andlise de agrupamentos de segregantes, consiste na comparacdo entre dois
grupos de amostras de DNA gendmico de segregantes mei6ticos oriundos de um unico
hibrido e tem como finalidade, identificar marcadores moleculares em regides
especificas do genoma (MICHELMORE, R. W., PARAN, I., KESSELI, R. 1991). Essa
técnica inicia-se com a selecdo de duas linhagens parentais haploides, uma que possua a
caracteristica de interesse, denominada parental de fendtipo superior, e outra linhagem
gue ndo possua a caracteristica alvo, denominada parental de fenétipo inferior. As duas
linhagens devem ser cruzadas e, logo apds a obtencdo do hibrido diploide, séo
submetidas a esporulacdo para geracdo de segregantes geneticamente diferentes,
resultantes de eventos de recombinacdo meidtica. Desse modo, 0s segregantes
apresentardo fendtipo superior quando possuirem os determinantes genéticos para tal
(BHATIA et al., 2014; PAIS et al., 2014; WILKENING et al., 2014).

Os segregantes meidticos sdo classificados de acordo com a caracteristica
fenotipica. Nesse sentido, os segregantes que possuem o fendtipo de interesse sdo
agrupados a linhagem parental superior, denominados pool superior, ja para agrupar a
linhagem inferior e pool inferior, um nudmero significativo de segregantes sao
selecionados independentemente de seu fendtipo, de modo que ao comparar 0S genomas
do pool superior, parental superior, parental inferior e pool randémico é possivel
observar os polimorfismos (DUITAMA, 2014) que geralmente sdo abundantes em
namero e permitem a cobertura completa do genoma (SWINNEN, S., THEVELEIN, J.
M., NEVOIGT, E., 2012).

Os polimorfismos identificados s&o utilizados como marcadores para
diferenciar os alelos do parental inferior dos alelos do parental superior, quando a hd um
aumento superior a 50% na frequéncia de SNVs , indica que a caracteristica esta
relacionada a uma regido gendmica ligada ao parental superior, em contraste,
diminuicdo da frequéncia das SNVs abaixo de 50% indica associagdo com o parental
inferior (EHRENREICH et al., 2010; SWINNEN, THEVELEIN, et al., 2012; PAIS et
al.,2014).

17



JUSTIFICATIVA

A producdo de etanol combustivel representa um importante papel na economia de
varios paises, sendo os Estados Unidos, Brasil e China os maiores produtores mundiais.
A levedura Saccharomyces cerevisiae é considerada hoje como a levedura mais
empregada na industria para fermentacdo do etanol. Contudo, vérios fatores podem
influenciar em sua eficiéncia fermentativa, dentre eles a presenca de niveis toxicos de
aluminio. Até 0 momento o mecanismo pelo qual o AI¥* exerce seus efeitos toxicos em
S. cerevisiae ainda ndo esta muito claro. Dessa forma, mostra-se essencial entender as
bases genéticas envolvidas com a toleréncia ao aluminio para desenvolver uma cepa
mais tolerante ou menos susceptivel ao aluminio, demonstrando assim uma alta

performance fermentativa.
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2 CONTEXTUALIZACAO E DESCRICAO DAS CEPAS UTILIZADAS

O presente grupo de pesquisa (LBCM), com o intuito de identificar as bases
genéticas envolvidas na tolerdncia ao aluminio em S. cerevisiae realizou a analise
poligénica da tolerancia ao aluminio em S. cerevisiae por mapeamento de QTL
(MEZADRI, 2018).

Neste trabalho, foram selecionadas 120 cepas isoladas de dornas de
fermentagdo de cachaga, armazenadas na cole¢do do LBCM e 720 cepas isoladas das
mais diversas fontes, oriundas do laboratério de Leuven na Bélgica. Todas essas cepas
foram testadas quanto a sua capacidade de crescer em meio contendo 1% de extrato de
levedura, 2% de peptona bacterioldgica, 2% de glicose, 1,5% de agar e 5 mM de A",
As cepas que apresentaram melhor crescimento, foram submetidas a um ensaio
fermentativo em meio contendo extrato 1% de extrato de levedura, 2% de peptona
bacterioldgica, 20% de sacarose e 17 mM de AI**. As cepas que apresentaram melhor
desempenho fermentativo foram esporuladas, foi realizada a analise de tétrades, ensaio
fermentativo e o cruzamento dos parentais selecionados. Posteriormente, para checar a
ploidia dessas cepas, realizou-se a analise de citometria de fluxo. E, por fim o
segregante 8.20D foi selecionado como parental superior e 0 segregante P5A como
parental inferior.

Para o mapeamento dos QTLs envolvidos com a resisténcia ao aluminio foi
realizado um cruzamento entre os segregantes haploides 8.20D e P5A dando origem a
um hibrido que foi esporulado e submetido a analise de tétrades e analisado quanto a
sua capacidade de fermentar. Os 30 segregantes que apresentaram melhor desempenho
fermentativo foram selecionados para compor 0 grupo superior. Para compor 0 grupo
randdémico, foram selecionados 120 segregantes aleatoriamente. Estes pools, juntamente
com os parentais superior (8.20D) e inferior (P5A), tiveram seu DNA gendmico isolado
e sequenciado por meio da plataforma Illumina HiSeq pela empresa Beijing Genomics
Institut (BGI, Hong Kong, China).

Na abordagem do mapeamento do QTL, as SNVs foram utilizadas como
marcadores moleculares para identificar os loci genémicos envolvidos com a
tolerancia ao aluminio. Para isso, a frequéncia de SNVs foi inferida e plotada contra
a posicdo cromossémica, no qual oaumento da frequéncia de SNVs acima de 50%
indica que essa caracteristica estaassociada a uma regido gendmica relacionada ao

parental superior. A reducdo dafrequéncia dos SNVs abaixo de 50% associa¢do dessa
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regido com o parental inferior. Para confirmar a associacdo genética, empregou-se
algoritmos estatisticos, para tal, um marcador foi identificado como significativo
quando sua probabilidade atribuida foi maior ou igual a 95%. O mapa com a frequéncia
da variacao dos SNVs foi plotado utilizando o programa R, que possibilitou estimar a
significancia (valor de p) da associacdo, e indicar se a SNV apresentava alguma relacéo
com a caracteristica e com qual parental os alelos estavam relacionados. Ao analisar o
mapeamento genético envolvido com a tolerancia ao aluminio, foi observada associagdo

de um locus no cromossomo VI, apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Mapeamento genético dos QTLs envolvidos com a tolerancia ao aluminio. O nimero do cromossomo é apresentado no canto direito de cada
conjunto de gréficos. O pool randdémico esta representado pela linha preta e a linha vermelha representa o pool superior. Quando o valor de P é menor ou igual
a 0,05, ha associacdo entre o locus e o fen6tipo de Os valores de P calculados a partir desses dados de frequéncia foram plotados contra as posi¢cdes dos
respectivos cromossdémicos. Valores de p menor ou igual a 0,05 (indicados por linha pontilhada) sdo considerados estatisticamente significativos. A linha azul
representa 0 valor de p observado.
Fonte: Adaptado Mezadri (2018)



Na regido central do QTL, o valor de p observado foi o mais significativo. Por
essa razao, optou-se pela delecdo do gene do ponto central do QTL, que se encontra
préximo & posicao 185.000 pb do cromossomo VI. O gene nesta regido é o gene FAB1
(YFR019W). Com base na anélise de reciprocidade hemizigotica os autores observaram
que o gene FAB1 exerce um importante papel no mecanismo de tolerancia ao aluminio
em células de S. cerevisiae, mas pode ndo ser o Unico gene envolvido com este fendtipo.

Assim, o objetivo da presente dissertacdo foi avaliar se ha outros genes, dentro
deste QTL no cromossomo VI, envolvidos com a tolerancia ao aluminio em
S. cerevisiae. Para o desenvolvimento in vitro deste trabalho empregou-se a estirpe
industrial PE-2 e a estirpe laboratorial BY4741 (S288C: Mat a; his3D1; leu2DO;
met15D0; ura3D0) e cepas mutantes que possuem genes substituidos pelo cassete
KANMX4, presentes no cromossomo VI provenientes da colecio EUROSCARF

(European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis).
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3 OBJETIVO GERAL

Identificar genes envolvidos com a tolerancia ao aluminio em Saccharomyces

cerevisiae.

3.1 Obijetivos Especificos

Localizar e selecionar os genes presentes na regido do QTL no cromossomo VI
apontados por Mezadri (2018), envolvidos na tolerancia ao aluminioem S.

cerevisiae;

Analisar a descri¢do dos genes presentes no QTL de resisténcia ao aluminio por

meio do banco de dados SGD;

Avaliar a tolerdncia ao aluminio das cepas mutantes por meio de testes de

crescimento em meio contendo diferentes concentracfes de aluminio;

Identificar variantes genéticas nos genes que apresentaram crescimento
significativo em meio contendo diferentes concentra¢@es de aluminio que podem

estar envolvidas com o fenétipo de interesse.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no LBCM (Laboratério de Biologia Celular e
Molecular) do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas (NUPEB) da Universidade

Federal de Ouro Preto.

4.1 Meio de cultura para crescimento das cepas selecionadas

Utilizou-se 0 meio YP para cultivo das cepas de leveduras, sendo este
composto por extrato de levedura 1% (p/v) e peptona de carne 2% (p/v). Como fonte de
carbono adicionou-se ao meio 2% (p/v) de glicose. E estes foram submetidos a
esterilizacdo por calor imido durante vinte minutos.

Para selecéo das cepas com maior tolerancia ao aluminio preparou-se meio de
cultivo contendo 1,5% (p/v) de agar, 1% (p/v) de extrato de levedura, 2% (p/v) de
peptona de carne, 2% (p/v) de glicose e diferentes concentracGes de aluminio, sendo
elas 1,2 mM, 1,7 mM, 10 mM, 14 mM e 20 mM, posteriormente realizou-se a
esterilizagdo em autoclave por 20 minutos, em seguida transferiu-se para placas de petri

de plastico estéreis com 20 cm de didmetro.

4.2 Cultivos das cepas mutantes presentes no QTL de resisténcia ao aluminio

Dos 60 genes presentes no QTL de resisténcia ao aluminio, o nosso laboratorio
continha em sua colecdo 26 cepas mutantes que possuem genes substituidos pelo
cassete KANMX4, presentes no cromossomo VI provenientes da colecdo EUROSCARF
(European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis). Essas cepas
foram pré-cultivadas em 4 mL de YPD (contendo 2% de glicose) liquido a 30 °C por
24 horas sob agitacdo a 200 rpm. Posteriormente, foi lida a absorbancia inicial de cada
estirpe a 600 nm em espectrofotémetro (DU-68 Spectrophotometer-Beckman). Ajustou-
se a absorbancia inicial a 600 nm (A600) para 0.30 de todas as culturas e apés 4
horas foram centrifugadas a 3000 x g durante 5 minutos a 4°C. Descartou-se o

sobrenadante e adicionou-se 5 mL de agua destilada estéril, leu-se a absorbancia a 600
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nm e ajustou-se A600 para 1.0. Transferiu-secerca de 1 mL para os tubos eppendorf e
iniciou-se as diluigdes seriadas em agua destilada até diluigdo 10,

Aliquotas de 5 mL das amostras diluidas em série foram transferidas sobre o
meio YPD (2%) solido contendo 1,2 mM, 1,7 mM, 10 mM, 14 mM e 20 mM de
aluminio. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 30°C durante 72 horas
para avaliar qualitativamente a presenga ou auséncia do crescimento das amostras nas

concentracgdes citadas. Vale ressaltar que todo o ensaio foi realizado em duplicata.

4.3 ldentificacdo de variantes genéticas nos genes que apresentaram tolerancia

ao aluminio

Com intuito de verificar se 0s genes candidatos a estarem envolvidos com a
tolerancia ao aluminio carregavam variantes genéticas que poderiam estar associadas ao
fendtipo de interesse, as sequéncias de nucleotideos desses genes foram analisadas. Para
isto, a sequéncia consenso de nucleotideos referente aos genes de interesse foi
recuperada do genoma sequenciado da estirpe 8.20D (parental superior) e P5A (parental
inferior) utilizando a ferramenta IGV (2.10) (HELGA, T., JAMES, T. R., JILL, P. M.
2013). E, também foram recuperadas as sequéncias consenso referentes aos genes de
interesse do genoma da estirpe utilizada como referéncia BY4741, depositadas no banco
de dados Saccharomyces Genome Database (SGD) (CHERRY, J. M. et al., 1998).
Posteriormente, foi feito alinhamento maltiplo entre as sequéncias génicas dessas trés
cepas (sendo um alinhamento maltiplo para cada gene). O alinhamento foi realizado a
nivel de DNA por meio da ferramenta online Clustal Omega (disponivel em
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/Copyright © EMBL 2022) para visualizacdo e anéalise
do alinhamento multiplo das sequencias de nucleotideos utilizou- se o programa
Jalview 2.11.2.4. (WATERHOUSE, A. M. et al., 2009). Para analise mais acurada e
visualizagdo das variantes genéticas no resultado do mapeamento do QTL, utilizou-

se 0 programa The Integrative Genomics Viewer (IGV) (JAMES et al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da regido genomica correspondente ao QTL identificado

como envolvido na tolerancia ao aluminio em S. cerevisiae

O QTL identificado por Mezadri e colaboradores (2018) como envolvido na
tolerancia ao aluminio em S. cerevisiae estd localizado no cromossomo VI,
coordenadas 132.654 - 228.843 pb.

Por meio do banco de dados SGD foi possivel visualizar todos os genes
localizados nesta regido. Como apresentado na Figura 4, essa regido contém 60 genes
descritos até o0 momento, dos quais oito sdo genes essenciais. Dentre os demais 52 genes
candidatos, o LBCM continha em sua colegdo 26 cepas S. cerevisiae BY mutantes
derivados da EUROSCARF contendo um constructo de resisténcia a Canamicina
(KanMX) no lugar de cada ORF de interesse (Figura 4 e Tabela 1).
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Tabela 1 - Descricdo dos 26 genes deletados em cepas S. cerevisiae BY mutantes derivados da EUROSCARF contendo um constructo de resisténcia a
Canamicina(KanMX) no lugar de cada ORF de interesse empregados neste estudo e suas respectivas funcées de acordo com o banco de dados de S.

Cerevisiae.

Nome
Sistematico

Nome
Padrao

Coordenadas

Funcéo Molecular (Baseado no SGD)

YFROO1W

LOC1

149110 & 149724

Gene codificador de proteina nucleolar envolvida na localizagdo assimétrica do mRNA de ASHL1; liga-se
cooperativamente com She2p ao elemento de cddigo postal E3 no 3'-UTR do mRNA, constituinte das
particulas pré-ribossdmicas 66S envolvidas no processamento pré-rRNA e na exportacdo nuclear da
subunidade 60S; pode facilitar o carregamento do Rpl43p; pds-transcricionalmente necessario para
retrotransposicdo eficiente; a auséncia resulta em diminuicdo dos niveis de proteina Tyl Gag:

GFP; relocaliza do nucleo para o citoplasma apos estresse na replicacdo do DNA

YFLOO1W

DEG1

147131 a 148459

Gene ndo essencial; mutante nulo ndo tem pseudouridilatagdo de alguns RNAs; em estudos sistematicos, 0s
mutantes mostram botdes anormalmente alongados, niveis anormais de varios aminoéacidos livres; aumento
da sensibilidade a alguns produtos quimicos, incluindo MMS, cafeina, vermelho do Congo, rapamicina e
aumento da resisténcia a varios outros produtos quimicos, incluindo cicloheximida, camptotecina,

fenpropimorph, fluconazol, tunicamicina, bleomicina

YFROO6W

YFROO6W

156145 a 157752

Putativa quinase com semelhanca com a subfamilia PRK / URK / PANK quinase; a subfamilia PRK / URK /
PANK das cinases de loop P também é conhecida como fosforibulocinase / uridina cinase / pantotenato

cinase bacteriana

YFROO7W

YFH7

159299 a 160360

Putativa quinase com semelhanca com a subfamilia PRK / URK / PANK quinase; a subfamilia PRK / URK /
PANK das cinases de loop P também é conhecida como fosforibulocinase / uridina cinase / pantotenato

cinase bacteriana
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YFRO08W

FAR7

160535 a 161200

Proteina envolvida na recuperagdo da parada do ciclo celular induzida por feromonios; atua em um caminho
independente de Farlp; interage com Far3p, Far8p, Far9p, FarlOp e Farllp; abundéancia de proteinas

aumenta em resposta ao estresse de replicacdo do DNA

YFRO0OW

GCN20

162488 a 164746

Regulador positivo da atividade da Gen2p quinase; forma um complexo com Genlp;proposto para estimular

a ativacdo de Gen2p por um tRNAZ22 ndo carregado

YFRO10W

UBP6

165067 a 166566

Protease especifica da ubiquitina; situado no subcomplexo de base do proteassoma 26S, libera ubiquitina
livre de cadeias de polubiquitina ramificada em bloco, em vez da ponta distal da cadeia; regula
negativamente a degradacao de proteinas ubiquitinadas pelo proteassoma; trabalha em oposicao a atividade
de alongamento da polubiquitina Hul5p; mutante tem tolerancia aneuploidia; homdélogo humano UBP14

complementa levedura mutante nulo

YFR0O12W

DCV1

167888 a 168496

Proteina de fungdo desconhecida; o mutante de delecdo mostra forte interacdo genética com o mutante
cdc28-asl na presenca de 1-NM-PP1; O DCV1 possui um paralogo, YOLO19W, que surgiu de toda a

duplicagdo do genoma.

YFR014C

CMK1

172537 a 173877

Proteina quinase dependente de calmodulina; podem desempenhar um papel na resposta ao estresse, muitos
substratos de fosforilagdo dependentes de Ca ++ / calmodulina demonstraram in vitro, sequéncia de
aminoacidos semelhante a Cam Kinase Il de mamifero; CMK1 tem um paralogue, CMK2, que surgiu de

toda a duplicacdo do genoma

YFRO15C

GSY1

174265 a 176391

Glicogénio sintase; expressdo induzida por limitagdo de glicose, falta de nitrogénio, estresse ambiental e
entrada em fase estacionaria; GSY1 tem um paralogo, GSY2, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma;

relocaliza do nGcleo para o foco citoplasmatico ap6s estresse na replicacdo do DNA

YFR016C

AIP5

177042 a 180743

Proteina que regula positivamente a montagem de actina; forma um homodimero e interage com G-actina; a

localizacdo no pescoco e na ponta do broto requer Spa2p;
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YFRO17C

IGD1

182274 4 182861

Proteina citoplasmatica que inibe a atividade de remocao de ramificacdo de glicogénio Gdblp; necessario
para acumulo intracelular normal de glicogénio; fosforilado in vivo; a expressdo aumenta durante a
fermentacdo do vinho; a abundancia de proteinas aumenta em resposta ao estresse de replicacdo do DNA; O

IGD1 tem um paralogo, YOL024w, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma

YFR018C

YFRO18C

183131 a 184222

Proteina putativa de funcdo desconhecida; as proteinas de fusdo SWAT-GFP e GFP sem costura localizam-

se no reticulo endoplasmatico e a proteina de fusdo mCherry localiza-se no vacuolo

YFR0O19W

FAB1

1-fosfatidilinositol-3-fosfato 5-cinase; membrana quinase vacuolar que gera fosfatidilinositol (3,5) P2,

envolvida na triagem vacuolar e na homeostase

YFRO20W

CSS2

192737 4193435

Proteina de funcdo desconhecida, secretada quando expressa constitutivamente; A proteina de fusdo SWAT-
GFP localiza-se no reticulo endoplasmatico (ER) e na regido extracelular, enquanto a proteina de fusdo
mCherry localiza-se no ER e no vacuolo; mRNA identificado como traduzido por dados de perfil de

ribossomo;

YFRO21W

ATG18

194812 4 196314

Proteina de ligagdo a fosfoinositida; necessario para a formacdo de vesiculas na autofagia e na via de
direcionamento do citoplasma ao vacuolo (TVC); liga Ptdins (3,5) P2, PI3P e PI4P; Repeticdo WD-40
contendo proteina e membro da familia PROPPIN; relocaliza do vactolo para o citoplasma apds estresse na
replicacdo do DNA; os homdlogos de mamiferos incluem: WIPI1, WIPI2, WIPI3 e WIPI4 / WDRA45;
mutacBes no gene WDR45 humano causam encefalopatia estdtica da infancia com neurodegeneragdo na
idade adulta

YFR022W

ROG3

196833 4 199034

Alfa-arrestina envolvida na endocitose dependente de ubiquitina; contribui para a dessensibilizacdo do
receptor de fator alfa Ste2p ocupado por agonistas por internalizacdo independente de Rsp5p; A ligacdo
mediada por motivo PPXY da ubiquitina ligase Rsp5p ndo é necessaria para adaptacdo; a mutacao suprime a
sensibilidade a temperatura de um mutante duplo mckl rim11; As proteinas de fusdo SWAT-GFP e

mCherry localizam-se no citosol; O ROG3 possui um paralogo, ROD1, que surgiu de toda a duplicacdo do
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genoma.

YFRO23W

PES4

199874 a 201709

Proteina de ligacdo de poli (A), supressora da mutacdo épsilon da DNA polimerase; O PES4 possui um

paralogo, MIP6, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma

YFR026C

ULI1

205748 a 206257

Proteina de funcdo desconhecida; envolvido e induzido pelo reticulo endoplasmatico desdobrado em
resposta a proteina (UPR);As proteinas de fusdo SWAT-GFP e mCherry localizam-se no reticulo
endoplasmético

YFR032C

RRTS

222090 a 222959

Proteina putativa de funcdo desconhecida; gene nao essencial identificado em uma triagem para mutantes

com niveis aumentados de transcricdo de rDNA; expresso em altos niveis durante a esporulagédo

YFRO033C

QCR6

224326 & 224769

Subunidade 6 do complexo ubiquinol citocromo-c redutase; 0 complexo, também conhecido como
complexo do citocromo bc (1) ou Complexo Ill, é um componente da cadeia de transporte de elétrons da
membrana interna mitocondrial; proteina altamente &cida; necessario para a maturagdo do citocromo c1;

pode ser pouco associado ao complexo, uma vez que é facilmente liberado no espago intermembranar.

YFR034C

PHO4

225020 a 225958

Fator béasico de transcri¢do helix-loop-helix (bHLH) da familia myc; ativa a transcricdo cooperativamente
com Pho2p em resposta a limitacdo de fosfato; a ligacdo ao motivo 'CACGTG' é regulada por restricdo de
cromatina, ligacdo competitiva de Cbflp ao mesmo motivo de ligacdo ao DNA e cooperacdo com Pho2p; A

funcdo é regulada pela fosforilagdo em varios locais e pela disponibilidade de fosfato

YFRO035C

YFRO35C

226121 a 226465

Proteina putativa de funcdo desconhecida; mutante de delecéo exibe fendtipo sintético com alfa-sinucleina

YFRO36W

CDC26

226963 a 227337

Subunidade do Complexo Promotor de Anafase / Ciclossomo (APC / C); que é uma ligase de ubiquitina-
proteina necessaria para a degradacdo de inibidores da anafase, incluindo ciclinas mitéticas, durante a

transicdo metafase / anafase; relocaliza-se no citosol em resposta a hipoxia
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YFRO31C-A

RPL2A

220507 a 221418

Proteina L2A da subunidade ribossémica 60S; homdloga a proteina ribossémica L2 de mamifero e L2

bacteriana; O RPL2A possui um paralelo, 0 RPL2B, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma

YFRO032C-A

RPL29

223258 a 223437

Proteina L29 da subunidade ribossdmica 60S; ndo é essencial para a tradu¢do, mas necessario para a juncao
adequada de subunidades grandes e pequenas de ribossomos e para a taxa de tradu¢do normal; homoélogo a

proteina ribossémica L29 de mamifero, sem homologo bacteriano

YFROO7W

YFH7

159299 a 160360

Putativa quinase com semelhanca com a subfamilia PRK / URK / PANK quinase; a subfamiliaPRK / URK
/ PANK das cinases de loop P também é conhecida como fosforibulocinase /uridina cinase /
pantotenato cinase bacteriana

YFR008W

FAR7

160535 a 161200

Proteina envolvida na recuperacdo da parada do ciclo celular induzida por feroménios; atua em um
caminho independente de Farlp; interage com  Far3p, Far8p, Far9p, FarlOp e
Farllp; abundancia de proteinas aumenta em resposta ao estresse de replicacdo do DNA

YFROOOW

GCN20

162488 a 164746

Regulador positivo da atividade da Gcn2p quinase; forma um complexo com Gcenlp; proposto para
estimular a ativacdo de Gen2p por um tRNA 23 ndo carregado

YFRO10W

UBP6

165067 a 166566

Protease especifica da ubiquitina; situado no subcomplexo de base do proteassoma 26S, libera ubiquitina
livre de cadeias de polubiquitina ramificada em bloco, em vez da ponta distal da cadeia; regula
negativamente a degradacéo de proteinas ubiquitinadas pelo proteassoma; trabalha em oposicao a atividade
de alongamento da polubiquitina Hul5p; mutante tem tolerancia aneuploidia; homélogo humano UBP14
complementa levedura mutante nulo

YFRO12W

DCV1

167888 a 168496

Proteina de funcdo desconhecida; o mutante de delecdo mostra forte interacdo genética com omutante
cdc28-asl na presenga de 1-NM-PP1; O DCV1 possui um paralogo, YOLO19W, que surgiu de toda a
duplicacéo do genoma.

YFR014C

CMK1

172537 a 173877

Proteina quinase dependente de calmodulina; podem desempenhar um papel na resposta ao estresse,
muitos substratos de fosforilagdo dependentes de Ca ++ / calmodulina demonstraramin vitro, sequéncia de
aminoacidos semelhante @ Cam Kinase Il de mamifero; CMK1 tem um paralogo CMK2, que surgiu de
toda a duplicacdo do genoma

YFRO15C

GSY1

174265 a 176391

Glicogénio sintase; expressdo induzida por limitacdo de glicose, falta de nitrogénio, estresse ambiental e
entrada em fase estacionaria; GSY1 tem um paralogo, GSY2, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma;
relocaliza do ndcleo para o foco citoplasmético apos estresse na replicacdo do DNA
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YFRO016C

AlIP5

177042 a 180743

Proteina que regula positivamente a montagem de actina; forma um homodimero e interage
com G-actina; a localizagdo no pescoco e na ponta do broto requer Spa2p;

YFRO17C

IGD1

182274 4 182861

Proteina citoplasmaética que inibe a atividade de remocao de ramificacdo de glicogénio Gdblp; necessario
para acumulo intracelular normal de glicogénio; fosforilado in vivo; a expressdo aumenta durante a
fermentacdo do vinho; a abundéancia de proteinas aumenta em resposta ao estresse de replicacdo do DNA;
O IGD1 tem um paralogo, YOL024w, que surgiu de toda a duplicagcdo do genoma

YFR018C

YFRO18C

183131 a 184222

Proteina putativa de funcdo desconhecida; as proteinas de fusdo SWAT-GFP e GFP sem costura
localizam-se no reticulo endoplasmatico e a proteina de fusdo mCherry localiza-se no vacuolo

YFR0O19W

FAB1

184502 a 191338

1-fosfatidilinositol-3-fosfato 5-cinase; membrana quinase vacuolar que gera fosfatidilinositol (3,5) P2,
envolvida na triagem vacuolar e na homeostase

YFR020W

CSS2

192737 a 193435

Proteina de funcdo desconhecida, secretada quando expressa constitutivamente; A proteina de fusdo SWAT-
GFP localiza-se no reticulo endoplasmatico (ER) e na regido extracelular, enquanto a proteina de fusdo
mCherry localiza-se no ER e no vacuolo; mRNA identificado como traduzido por dados de perfil de
ribossomo;

YFRO21W

ATG18

194812 4 196314

Proteina de ligagdo a fosfoinositida; necessario para a formacdo de vesiculas na autofagia e na via de
direcionamento do citoplasma ao vacuolo (TVC); liga Ptdins (3,5) P2, PI3P e PI4P; Repeticdo WD-
40 contendo proteina e membro da familia PROPPIN; relocaliza do vacuolo para o citoplasma apos estresse
na replicacdo do DNA; os homologos de mamiferos incluem: WIPI1, WIPI2, WIPI3 e WIPI4 / WDR45;
mutacGes no gene WDR45 humano causam encefalopatia estatica da infancia com neurodegeneracdo na
idade adulta

YFR022W

ROG3

196833 & 199034

Alfa-arrestina envolvida na endocitose dependente de ubiquitina; contribui para a dessensibilizagdo do
receptor de fator alfa Ste2p ocupado por agonistas por internalizacdo independente de Rsp5p; A ligacdo
mediada por motivo PPXY da ubiquitina ligase Rsp5p ndo énecessaria para adaptacdo; a mutagdo suprime a
sensibilidade a temperatura de um mutante duplo mckl riml1; As proteinas de fuséo SWAT-GFP e
mCherry localizam-se no citosol; O ROG3 possui um paralogo, ROD1, que surgiu de toda a duplicacéo do
genoma.

YFR023W

PES4

199874 4201709

Proteina de ligacdo de poli (A), supressora da mutacdo epsilon da DNA polimerase; O PES4 possui um
paralogo, MIP6, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma
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YFR026C

ULI1

205748 a 206257

Proteina de fungdo desconhecida; envolvido e induzido pelo reticulo endoplasmatico desdobrado em
resposta & proteina (UPR).

YFR032C

RRT5

222090 a 222959

Proteina putativa de funcdo desconhecida; gene ndo essencial identificado em uma triagem para
mutantes com niveis aumentados de transcricdo de rDNA; expresso em altos niveis durante a esporulacao

YFRO033C

QCR6

224326 a 224769

Subunidade 6 do complexo ubiquinol citocromo-c redutase; o complexo, também conhecido como
complexo do citocromo bc (1) ou Complexo 11, é um componente da cadeia de transporte de elétrons da
membrana interna mitocondrial; proteina altamente acida; necessario para a maturacdo do citocromo cl,;
pode ser pouco associado ao complexo, uma vez gue é facilmente liberado no espaco intermembranar.

YFR034C

PHO4

225020 a 225958

Fator béasico de transcri¢do helix-loop-helix (bHLH) da familia myc; ativa a transcricdo cooperativamente
com Pho2p em resposta a limitacdo de fosfato; a ligagdo ao motivo 'CACGTG' é regulada por restricao de
cromatina, ligacdo competitiva de Cbflp ao mesmo motivo de ligacdo ao DNA e cooperagdo com Pho2p; A
funcao é regulada pela fosforilagdo em varios locais e pela disponibilidade de fosfato.

YFRO035C

YFRO35C

226121 a 226465

Proteina putativa de funcdo desconhecida; mutante de delecdo exibe fenotipo sintético com alfa-
sinucleina

YFRO36W

CDC26

226963 a 227337

Subunidade do Complexo Promotor de Anafase / Ciclossomo (APC / C); que é uma ligase deubiquitina-
proteina necessaria para a degradacdo de inibidores da anéafase, incluindo ciclinas mitéticas, durante a
transicdo metéafase / anafase; relocaliza-se no citosol em resposta a hipdxia.

YFRO31C-A

RPL2A

220507 a 221418

Proteina L2A da subunidade ribossémica 60S; homologa a proteina ribossdmica L2 demamifero e L2
bacteriana; O RPL2A possui um paralelo, o RPL2B, que surgiu de toda a duplicacdo do genoma.

YFRO032C-A

RPL29

223258 4 223437

Proteina L29 da subunidade ribossdmica 60S; ndo é essencial para a traducdo, mas necessario para a juncao
adequada de subunidades grandes e pequenas de ribossomos e para a taxa de traducdo normal; homdlogo a
proteina ribossdmica L29 de mamifero, sem homologo bacteriano.
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5.2  Selecdo dos mutantes tolerantes ao aluminio (Al3*)

O crescimento das cepas controles BY4741, PE-2 e 0s 26 mutantes que
possuem genes substituidos pelo cassete KANMX4 foram avaliados visualmente
analisando o crescimento das coldnias em meio YPD (2%) solido, na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de aluminio (AI*"). A estirpe controle laboratorial
BY4741, assim como a estirpe controle industrial PE-2 apresentaram um bom
crescimento nas concentrages de 1,2 e 1,7 mM de AI** em todas as dilui¢Ges testadas.
Contudo, nas concentragdes de 10, 14 e 20 mM de AI** o crescimento das col6nias foi
inibido pelo aluminio. Ao comparar as cepas controle com a estirpe BY4741Afabl foi
possivel observar que a delecdo do gene FABL na BY4741 atribuiu a estirpe uma maior
tolerdncia ao aluminio na concentracdo de 10 mM de AI**, uma vez que houve
crescimento até diluicdo 10 nas mesmas condicdes analisadas, como apresentado na
Figura 5. Este resultado corrobora com o que foi apresentado por Mezadri (2018), no

qual o gene FAB1 mostrou-se envolvido com a tolerancia ao aluminio.

Do.1.0 10! 102 103 10* DO.1.0 10! 102 103 10* Do.1.0 10! 102 103 10
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Controle YPD 2%+ 1.2 mM de AB* YPD 2% + 1,7 mM de AB*

3 O Eo .
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10° 10* Dpo.1.0 10! 102 103 10% DO.1.0 107! 102 103 10

BY4741
Pe-2

BY4741Afubl

YPD 2% + 10 mM de AB* YPD 2% + 14 mM de A+ YPD 2% + 20 mM de AB*

Figura 5 - Teste de crescimento com as cepas controle BY4741 e PE-2 e BY4741Afabl na
auséncia ena presenca de diferentes concentragdes de aluminio em meio sélido, incubadas a
30 °C por 72 horas. O teste de tolerancia a aluminio demonstra que a dele¢do do gene FAB1 na
cepa laboratorial BY4741 atribuiu capacidade de crescimento da cepa BY4741 em meio
contendo 10 mM de AIP* até dilui¢do 102

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Ao analisar o crescimento das cepas com genes substituidos/deletados
(BY4741Adegl, BY4741Ayfr006w, BY4741Ayth7, BY4741Afar7, BY4741Agcn20,
BY4741Aubp6, BY4741Adcvl, BY4741Acmkl, BY4741Agsyl, BY4741Aaip5,

35



BY4741Aigdl, BY4741Ayfr018c, BY4741Acss2, BY4741Aatgl8, BY4741Arog3,
BY4741Apes4, BY4741Aulil, BY4741Arrt5, BY4741Aqcr6, BY4741Apho4,
BY4741Ayfr035c, BY4741Acdc26, BY4741Arpl2a e BY4741Arpl29) nas mesmas

condicdes da cepa controle BY4741 e PE-2, foi possivel verificar que todas as cepas

foram capazes de crescer em baixas concentragdes de aluminio (1,2 e 1,7 mM de AI®Y)

em todas as diluicGes realizadas, como apresentado nas figuras a seguir (6, 7, 8 , 9 e 10).

Entretanto, dentre as 26 cepas, 18 demonstraram maior nivel de tolerancia. A delecéo
dos genes AIP5, QCR6, DCV1 atribuiram a estirpe BY4741 capacidade de crescimento

em meio contendo 10 mM de AI** até diluicdo 102 e a dele¢do do gene CMK1 conferiu

a estirpe BY4741 capacidade de crescimento em meio contendo 20 mM de AI* até

diluicdo 10 (Figura 6).
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Figura 6 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Aaip5, BY4741Aqcr6,
BY4741Adcvl, BY4741Acmkl na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de
aluminio em meio s6lido incubadas a 30 °C por 72 horas. O teste de tolerdncia demonstra
que a delecdo dos genes AIP5, QCR6, DCV1 atribuiram a cepa capacidade de crescer em
meio contendo 10 mM de Al * até diluicdo 102, a delecdo do gene e CMK1 atribuiu a cepa
capacidade de crescer em meio contendo 20 mM de Al 3* até diluicdo 10,

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

No entanto, o crescimento das cepas BY4741Aatgl8, BY4741Asmc2

BY4741Aulil, mostrou-se semelhante ao crescimento das cepas controle (Figura 7).

e
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Figura 7 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Aatg18, BY4741Asmc2 e BY4741Aulil
na auséncia e na presenca de diferentes concentra¢des de aluminio em meio sélido incubadas a
30 °C por 72 horas. O teste de tolerancia ao aluminio demonstra que o perfil de crescimento
apresentou semelhante ao crescimento da estirpe controle laboratorial BY4741.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O crescimento das cepas BY4741Acdc26, BY4741Ayfr018c, BY4741Aubp6e
BY4741Arog3 demonstrou que a delecdo do gene CDC26 ndo alterou o perfil de
crescimento da estirpe quando comparado com os controles. Porém, a delecdo do gene
YFRO18c atribuiu a estirpe BY4741 capacidade de crescer em meio contendo 10 mM de
aluminio diluicdo 107, a delecdo de ROG3 atribuiu capacidade de crescimento em 10
mM diluicdo 107 e a delecdo do gene UBP6 conferiu a estirpe capacidade de crescer em

20 mM de aluminio até diluicio 1073, apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Acdc26, BY4741Ayfr018c,
BY4741Aubp6 e BY4741Arog3 na auséncia e na presenca de diferentes concentragfes de
aluminio em meio sélido incubadas a 30 °C por 72 horas. O teste de tolerdncia a aluminio
demonstra a delecdo do gene CDC26 nédo apresentou alteragdo no fenétipo quando comparado
com os controles. Contudo, a dele¢do dos genes YFR018c e ROG3 atribuiram a cepa capacidade
de crescer em meio contendo 10 mM de aluminio diluigdo 10 e diluicdo 1072 respectivamente.
A delecdo do gene UBP6 conferiu a cepa capacidade de crescer em 20 mM de AI** diluicéo 1073

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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O crescimento das cepas BY47414rrt5, BYAT7414igdl, BYAT7414gsyl e
BY4741Adegl em meio contendo 10 mM de aluminio diluigdo até 102 demonstraram
envolvimento dos genes RRT5, IGD1, GSY1 e DEG1 no fen6tipo em estudo, Figura 9.
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Figura 9 - Teste de tolerancia das cepas BY4741Arrt5, BY4741Aigl, BY4741Agsyl e

BY4741Adegl na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de aluminio em meio

s6lido incubadas a 30 °C por 72 horas. O teste de tolerancia a aluminio demonstra que a

delecdo dos genes RRT5, IGD1,GSY1 e atribuiram a cepa capacidade de crescer em meio
contendo 10 mM de aluminio diluicdo 1072

YPD 2%+ 20 mM de AF*

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As cepas BY4741Agcn20, BY4741Apesd e BY4741Acss2 apresentaram
crescimento em meio contendo 10 mM até diluicdo 102 e a estirpe BY4741Arpl29
exibiu crescimento em 10 mM até diluigdo 10 (Figura 10).
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IEigura 10 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Arpl29, BY4741Agen20,
BY4741Apes4 e BY4741Acss2 na auséncia ¢ na presenca de diferentes concentragdes de
aluminio em meio so6lido incubadas a 30 °C por 72 horas. O teste de tolerancia ao aluminio
demonstra a dele¢do dos genes RPL29, GCN20, PES4 atribuiram a cepa capacidade de

crescer em meio contendo 10 mM de aluminio diluicdo 10-2 e a delecdo do gene RPL29
conferiu a cepa capacidade de crescer em 10 mM de aluminioaté diluicdo 10 *.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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As cepas BY4741Ayth7, BY4741Asmcl e BY4741Alocl apresentaram perfil
semelhante ao crescimento das cepas controle (Figura 11).
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Figura 11 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Ayfh7, BY4741Asmcl ¢ BY4741Alocl
na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes de aluminio em meio sélido incubadas a
30 °C por 72 horas. O teste de tolerdncia ao aluminio demonstra a delecéo dos genes YFH?7,
SMC1 e LOC1 ndoinfluenciaram na capacidade de crescimento das cepas.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Ja as cepas BYA4741Ayfr006w, BYA4T414pho4, e BY4741AYFRO35c
apresentaram crescimento em meio contendo 10 mM de aluminio diluicdo até 107
Demonstrando envolvimento dos genes YFR006w, PHO4 e YFR035c¢ na tolerancia ao

aluminio (Figura 12).
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Figura 12 - Teste de crescimento com as cepas BY4741Ayfr006w, BY4741Apho4, e
BY4741Ayfr036w na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de aluminio em
meio solido incubadas a 30 °C por 72 horas. O teste de tolerancia ao aluminio demonstra a
delecéo dos genesYFRO06w, PHO4 e YFR035¢ demonstra envolvimento no fendtipo.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Na andlise anterior, cujo as cepas com genes inativos foram submetidas a
crescimento em meio contendo aluminio, as cepas mutantes BY4741AyfrO06w,
BY4741Ayfr018c, BY4741Ayfr035¢c e BY4741Apho4 cresceram em meio contendo 10
mM de AP diluicio 10, BY4741Aigdl, BY4741Agsyl, BY4741Adegl,
BY4741Arog3, BY4741Agcn20, BY4741Apes4d, BY4741Acss2 e BY4741Arrt5,
cresceram em meio contendo 10 mM de AIP* diluicio 102, BY4741Aaip5,
BY4741Aqcr6, BY4741Adcvl cresceram em meio contendo 10 mM de AI%*, diluicdo
103, a cepa mutante BY4741Arpl29 cresceu em meio contendo 10 mM de AI** diluigéo
10*, BY4741Acmkl cresceu em meio contendo 20 mM de AP* diluicio 107 e
BY4741Aubp6 cresceu em meio contendo 20 mM de APP* até diluicdo 10> Esses
resultados apontam o envolvimento de 18 genes na tolerancia ao aluminio, uma vez que
na auséncia dos mesmos as cepas foram capazes de crescer.

Vale ressaltar que nossos resultados demonstraram a identificacdo de dois
genes com tolerancia mais significativa que o FABL, apresentado por Mezadri (2018),
sendo eles UBP6 e CMK1 e confirma a metodologia apresentada por Pais et al., (2014),
no qual caracteristicas quantitativas envolvem participagdo de dois ou mais genes.

Além disso, ao analisar a funcdo do genes, observamos que trés dos genes
identificados, codificam proteinas quinases (GCN20, DVC1 e CMK1). De acordo Schott
e Gardner (1997), as proteinas quinases desempenham um papel importante na resposta
ao estresse, atuam na regulacdo da sintese da parede celular, no ciclo celular durante a

privacdo de nutrientes e € uma importante via para interromper o ciclo celular sob
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condicdes de fome e adaptacdo a crescimento em condigdes hiposmdticas e em alta
temperatura. Embora o mecanismo envolvido na resposta ao aluminio, ndo esteja bem
esclarecido, Nay e seus colaboradores (2014) demonstraram que a expressao de genes
que codificam proteina quinases s3o indesejaveis para células sob exposicdo ao AI%*.

Essa relacdo inversa justifica tolerancia significativa apresentada pelos genes
GCN20 e DVC1 em especial 0 CMK1 que apresentou hipertolerancia ao AI** (Figura 6),
corroborando com o estudo realizado por Jin et al (2008), no qual a delegdo de um gene
que codifica a subunidades da proteina quinase, conferiu a cepa uma hipertolerancia
AP,
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5.3 Variantes genéticas observadas nos genes que apresentaram toleréncia ao

aluminio

A andlise das variantes genéticas dos genes que apresentaram tolerancia ao
aluminio foi realizada por meio do programa Jalview 2.11.2. e, posteriormente,
analisadas mais detalhadamente por andlise visual utilizando o programa The
Integrative Genomics Viewer (IGV). Os genes analisados foram IGD1 (YFR017C),
GSY1 (YFR015C), DEG1(YFLOO1W), AIP5 (YFR016C), QCR6 (YFRO033C), DVC1
(YFRO12W), PHO4 (YFR034C), ROG3 (YFR022W), GCN20 (YFROO9W), PES4
(YFR0O23W), CSS2 (YFR0O20W), CMK1 (YFRO14C), UBP6 (YFR10W), RPL29
(YFR032C-A), YFR006w, YFR018c, RRT5 (YFR032C) e YFRO35C.

N&o foi observada variante genética na sequéncia dos genes UBP6, DEG1,
YFRO035 e RPL29. Vale mencionar, que as cepas contendo a delecdo desses genes
apresentaram tolerancia ao aluminio. Desta forma, a ndo observacdo de variantes
genéticas ndo exclui o envolvimento desses genes no fenotipo. A andlise foi feita
focando somente na regido codificante desses genes. As regides intergénicas, 5'-UTR's e
3'-UTR's ndo foram analisadas. Além disso, fatores epigenéticos, sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo, entre outros, ndo foram investigados.

O alinhamento do gene IGD1 na cepa BY4741, na parental superior e no
parental inferior apresentou um percentual de identidade de 99,49% e uma variacdo de
nucleotideo Unico (SNV) do tipo missense. Ao buscar por essa varia¢ao na cepa parental
superior, no pool superior e no parental inferior com auxilio do IGV, observou-se a
variacdo génica na posicao 182.368 pb do cromossomo VI. Foi observado que 100%
das reads no parental inferior possuem o alelo G, 100% das reads no parental superior
possuem alelo C, no pool superior 71% das reads apresentam o alelo igual ao parental
superior e 29% das reads apresentaram alelo igual ao parental inferior, como

apresentado na Figura 13.
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Figura 13: SNV detectada no gene IGD1 na posi¢do 182.368 pb do cromossomo VI. A
estirpe parentalinferior apresenta 100% das reads contendo alelo G, o parental superior
apresenta 100% das reads contendo alelo C, o pool superior apresenta 71% das reads
contendo alelo C e 29% das reads contendo alelo o G. Visualizagdo por meio do
programa IGV (The Integrative Genomics Viewer).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A variante observada nesse gene ocasionou a substituicdo de um aminoéacido
de glicina (GGA) no parental inferior, para um aminoécido de arginina (CGA) no
parental superior. Considerando o fato que sua delecdo aumentou a toleréncia ao
aluminio, o aminodcido arginina demonstrou grande potencial para o estudo de
modificacdo de SNV uma vez que promoveria uma melhor eficiéncia dos processos
fermentativos em cepas industriais. Pesquisas tem sido realizadas para entender como S.
cerevisiae lidam com os efeitos de estresse como alta concentragéo de etanol, variagdes
de pH e temperatura (WANG et al., 2019). Porém, ainda ndo foi descrito na literatura o
envolvimento do gene IGD1 com a tolerancia ao aluminio. Aindasdo necessarios mais
estudos para confirmar o envolvimento deste gene com o fendtipo de interesse. Porém,
este € o primeiro trabalho a apontar o gene IGD1 como candidato a tolerancia ao
aluminio em leveduras numa concentragéo de 10 mM de Al 3*.

Até 0 momento, sabe-se que o gene IGD1 esta localizado na posicdo 182.274 a
182.861 pb do cromossomo VI. Codifica uma proteina citoplasmatica de 21,8 kDa
exclusiva de Saccharomyces que possui 587 pb (WALKEY et al., 2011).
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Para apresentar as variantes genéticas observadas nos outros 13 genes
candidatos a estarem envolvidos com a caracteristica de tolerdncia ao aluminio,

elaborou-se a Tabela 2.
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Tabela 2 - SNV detectada nos genes GSY1 (YFRO15C), DEG1(YFLOO1W), AIP5 (YFR016C), QCR6 (YFRO033C), PHO4 (YFR034C), ROG3
(YFRO22W), GCN20 (YFRO09W), PES4 (YFRO23W), CSS2 (YFR020W), CMK1 (YFRO014C), YFROO6w, YFR018c, RRT5 (YFR032C) no parental
inferior (P2.5A), no parental superior(B8.20D) com seus respectivos aminoacidos codificado e SNV detectada no pool, superior em suas respectivas
posicdes do cromossomo VI.

. Aminoacido Aminoacido
Posi¢éo no . -
Nome do Alelo no parental Codificado no Alelo no parental Codificado no Alelo no pool
Cromossomo ) . ) .
gene Vi inferior parental superior parental Superior
inferior superior
68% das reads
100% das reads 100% das reads
174519 Q Q apresentam alelo A e 32%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G
70% das reads
98% das reads 100% das reads ;
174.556 Q Stop codon apresentam alelo A e 30%
apresentam alelo C apresentam alelo T
apresentam alelo G
63% das reads
98% das reads 100% das reads
GSY1 174.682 \Y I apresentam alelo A e 37%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G
64% das reads
98% das reads 100% das reads
174,712 A T apresentam alelo A e 36%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G
70% das reads
98% das reads 100% das reads
175.908 G G apresentam alelo A e 30%
apresentam alelo G apresentam alelo T
apresentam alelo G
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100% das reads

100% das reads

57% das reads

148.135 apresentam alelo G e 43%
apresentam alelo T apresentam alelo G
reads apresentam alelo T
DEG1
57% das reads
98% das reads 100% das reads
148.136 apresentam alelo T e 43%
apresentam alelo A apresentam alelo T
reads apresentam alelo A
94% das reads
61% das reads
apresentam alelo T e 6% 100% das reads
177.606 apresentam alelo C e 39%
das reads apresentam apresentam alelo C
apresentam alelo T
alelo G
97% das reads 98% das reads 61% das reads
178.012 apresentam alelo T e 3% apresentam alelo A e 2% apresentam alelo A, 37%
das reads apresentam das reads apresentam apresentam alelo T e 1%
alelo A aleloT apresenta alelo C
AIP5 59% das reads
100% das reads 100% das reads
178.069 apresentam alelo C e 41%
apresentam alelo T apresentam alelo C
apresentam alelo T
97% das reads
60% das reads
apresentam aleloC e 3 100% das reads
178.096 apresentam alelo T e 40%
% das reads apresentam apresentam alelo T
apresentam alelo C
alelo A
100% das reads 100% das reads 68% das reads
178.373

apresentam alelo A

apresentam alelo G

apresentam alelo G e 32%
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apresentam alelo A

87% das reads

89% das reads

63% das reads

178.261 apresentam alelo A e apresentam alelo C e apresentam alelo C e 36%
13% apresentam alelo C 11% apresentam alelo A apresentam alelo A
62% das reads
100% das reads 100% das reads
178.452 apresentam alelo G e 38%
apresentam alelo A apresentam alelo G
apresentam alelo A
70% das reads
100% das reads 100% das reads
178.649 apresentam alelo C e 30%
apresentam alelo T apresentam alelo C
apresentam alelo T
98% das reads 69% das reads
100% das reads
179.773 . elo G apresentam alelo C e 2% apresentam alelo C e 31%
apresentam alelo
P apresentam alelo G apresentam G
73% das reads
100% da reads 100% das reads
179.813 apresentam alelo T e 27%
apresentam alelo C apresentam alelo T
apresentam alelo C
71% das reads
100% das reads 100% das reads
179.957 apresentam alelo C e 29%
apresentam alelo T apresentam alelo C
apresentam alelo T
100% d g 97% reads apresentam 69% das reads T
o das reads
OCR6 224.361 . lelo C alelo T e 3% apresentam apresentam alelo e 31%
apresentam alelo
P alelo A apresentam alelo C;
224.384 100% das reads 100% das reads 67% das reads C
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apresentam alelo T

apresentam alelo C

apresentam alelo e 33%

apresentam alelo T

100% das reads

100% das reads

67% das reads A

172.592 apresentam alelo e 33%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G;
CMK1
97% das reads T 98% das reads C e 67% das reads
172.905 apresentam alelo e 3% apresentam alelo e 2% apresentam alelo C e 33%
apresentam alelo C apresentam alelo T apresentam alelo T;
97% reads apresentam
68% das reads
alelo A e 3% 100% das reads
156.464 apresentam alelo G e 32%
apresentam alelo apresentam alelo G
apresentam alelo A
apresentam alelo G
YFRO06W
23% das reads
100% das reads
100% das reads apresentam alelo T e 77%
156.537 apresentam alelo
apresentam alelo C das reads apresentam
apresentam alelo T
alelo C;
98% das reads 69% das reads
100% das reads
225.450 apresentam alelo T e 2% apresentam alelo T e 31%
apresentam alelo A
apresentam alelo A apresentam alelo A;
PHO4 96% das reads 67% das reads
100% das reads
225.676 apresentam alelo C e4% apresentam alelo C e 33%
apresentam alelo T
apresentam alelo A apresentam alelo A
225.767 100% das reads 97% das reads 68% das reads
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apresentam alelo C

apresentam alelo A e 3%

apresentam alelo C

apresentam alelo C e 32%

apresentam alelo A

100% das reads

97% das reads

73% das reads

197.794 apresentam alelo T e 3% S apresentam alelo T e 27%
apresentam alelo C
apresentam alelo A apresentam alelo C
98% das reads 67% das reads
100% da reads
ROG3 198.516 apresentam alelo G e 2% M apresentam alelo G e 33%
apresentam alelo A
apresentam alelo A apresentam alelo A
95% das reads 50% das reads
100% das reads ]
198.631 apresentam alelo T e 5% Stop codon apresentam alelo C e 50%
apresentam alelo C
apresentam alelo C apresentam alelo T
67% das reads
100% das reads 100% das reads
162.925 A apresentam alelo G e 33%
apresentam alelo A apresentam alelo G
apresentam alelo A
97% das reads 98% das reads 80% das reads
163.549 apresentam alelo G e apresentam alelo A e R apresentam alelo G e 20%
GNC20 3% apresentam alelo A 2% apresentam alelo C apresentam alelo G
85% das reads
100% das reads 100% das reads
163.093 D apresentam alelo G e 15%
apresentam alelo C apresentam alelo G
apresentaram alelo C
71% das reads
100% das reads 100% das reads
163.321 R apresentam alelo C, 28%

apresentam alelo T

apresentam alelo C

apresentaram alelo T e 1%
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apresenta alelo G

100% das apresentam

97% das reads

67% reads apresentam

192.937 I apresentam alelo G e 3% \YJ alelo G e 33% apresentam
alelo reads A
apresentam alelo A alelo A
71% das reads
100% das reads 100% das reads
193.039 A T apresentam alelo A e 29%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G
98% das reads 98% das reads 80% das reads
193.175 apresentam alelo G e X apresentam alelo A e2% apresentam alelo G e 20%
2% apresentam alelo A apresentam alelo T apresentam alelo G
Ccsso 98% das reads 97% das reads 68% das reads
193.319 apresentam alelo A e Q apresentam alelo G e 3% R apresentam alelo G; e21%
2% apresentam alelo G apresentam alelo A apresentam alelo A
94% das reads
98% das reads 71% das reads
apresentam alelo A, 4% ]
193.344 Stop codon apresentam alelo G e2% W apresentam alelo G e 29%
apresentam alelo G, e
apresentam alelo A apresentam alelo A
2% apresentam alelo T
94% das reads 70% das reads
98% das reads
apresentam alelo A, 4% apresentam alelo C,29%
193.346 Y apresentam alelo C e 2% S
apresentam alelo C e 2% apresentam alelo A e 1%
apresentam alelo A
apresentam alelo G apresenta alelo T
100% das reads 100% das reads 63% das reads
YFR018C 183.500 A G

apresentam alelo C

apresentam alelo G

apresentam alelo G e 38%
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apresentam alelo C

97% das reads

100 % das reads

62% das reads

183.626 apresentam alelo G e G D apresentam alelo A e 36%
apresentam alelo A
3% apresentam alelo A apresentam alelo G
66% das reads
100% das reads ) 100% das reads )
222.306 Stop c6don Stop c6don apresentam alelo G e 34%
apresentam alelo A apresentam alelo G
apresentam alelo A
73% das reads
100 % das reads 100% das reads
222.359 L R apresentam alelo A e 27%
apresentam alelo T apresentam alelo G
apresentam alelo T
97% das reads 71% das reads
100% das reads
222.369 apresentam alelo G e M I apresentam alelo A e 36%
apresentam alelo A
3% apresentam alelo A apresentam alelo G
RRT5 70% das reads
100% das reads 100% das reads
222.373 P A apresentam alelo G e 30%
apresentam alelo C apresentam alelo G
apresentam alelo C
98% das reads 69% das reads
100% das reads
222.381 apresentam alelo G e G G apresentam alelo A e 31%
apresentam alelo A
2% apresentam alelo A apresentam alelo G
98% das reads 70% das reads
100% das reads
222.408 apresentam alelo G e A A apresentam alelo T e 30%
apresentam alelo T
2% apresentam alelo T apresentam alelo G
222.940 100% das reads L 100% das reads L 63% das reads
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apresentam alelo T

apresentam alelo C

apresentam alelo C e 37%

apresentam alelo T

98% das reads

93% das reads

apresentam alelo C 3 %

82% das reads

199.872 apresentam alelo A e K N apresentam alelo C e 18%
apresentam alelo G e 2%
2% apresentam alelo C apresentam alelo A
apresentam alelo A
86% das reads
100% das reads 100% das reads
199.933 E K apresentam alelo A e 14%
apresentam alelo G apresentam alelo A
apresentam alelo G
91% das reads
PES4 apresentam alelo A 7 % ) 100% das reads 100% das reads
200.310 Stop c6don W
apresentam alelo G e apresentam alelo G apresentam alelo T
2% apresentam alelo T
97% das reads 71% das reads
100% das reads
200.563 E apresentam alelo A e 3% K apresentam alelo A e 29%
apresentam alelo G
apresentam alelo G apresentam alelo G
94% das reads 81% das reads
100% das reads )
200.644 apresentam alelo C e 6% Q Stop codon apresentam alelo T e 19%
apresentam alelo T
apresentam alelo T apresentam alelo C
100% das reads 73% das reads
62% das reads
apresentam alelo T apresentam alelo C, 14%
DCV1 168.345 T apresentam alelo T e T

38% apresentam alelo A

apresentam alelo A e 8%

apresentam alelo T
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100% das reads

apresentam alelo G
168.348

50% das reads
apresentam alelo G e

50% apresentam alelo T

73% das reads
apresentam alelo G, 23%
apresentam alelo T e 5%

apresentam alelo C

77% das reads
168.352 apresentam alelo G e
23% apresentam alelo C

55% das reads
apresentam alelo G,
36% apresentam alelo C

e 9% apresentam alelo A

A/P

76% das reads
apresentam alelo G, 16%
apresentam alelo A e 8%

apresentam alelo C

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

(*)A: alanina; L: leucina; G: glicina; V: valina; I: isoleucina; P: prolina; F: fenilalanina; S: serina; T: treonina; Y: tirosina; N: asparagina; Q:

glutamina; D: aspartato; E:glutamato; R: arginina; K: lisina; H: histidina; M: metionina e W: triptofano.
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AIP5 possui 3.701pb, esté localizado na posi¢do 177.042 pb a 180.743 pb do
cromossomo VI. Codifica uma grande proteina de 1.233 aminoéacidos (GLOMB, O.
BAREIS, L. JOHNSSON, N. 2019). Foi observada 99,08% de identidade no
alinhamento maltiplo entre as sequéncias consenso e variantes genéticas em cinco
posicOes, as quais ocasionaram a mudanca de 11 aminoacidos (mutacdes missenses),
sendo eles amino&cido isoleucina no parental inferior, para aspartato no parental
superior na posicdo 177.606 pb, fenilalanina no parental inferior, para asparagina no
parental superior na posi¢do 178.012 pb, serina no parental inferior, para prolina no
parental superior na posicdo178.069 pb, prolina no parental inferior, para serina no
parental superior na posi¢do 178.096 pb, glutamato no parental inferior, para glicina no
parental superior na posi¢do 178.373 pb, asparagina no parental inferior, para histidina
no parental superior na posicdo 178.261 pb, fenilalanina no parental inferior, para serina
no parental superiorna posicao 178.649 pb, alanina no parental inferior, para prolina no
parental superior na posi¢do 179.773 pb, alanina no parental inferior, para valina no
parental superior na posicdo 179.813 pb, leucina no parental inferior, para serina no
parental superior na posicdo 179.957 pb.

QRC6 possui 443 pb e esta localizado na posicdo 224.326 pb a 224.769 pb do
cromossomo VI. Codifica a subunidade 6 do complexo ubiquinol citocromo-c redutase,
um componente da cadeia de transporte de elétrons da membrana interna mitocondrial
(YANG, M. TRUMPOWER, B. L. 1994). Foram observadas duas variantes alélicas, no
qual um alelo ndo modificou o aminoacido (sinénima) (224.361 pb) e uma variante
alélica alterou oaminoacido metionina no parental inferior para aminoécido treonina
(missense) no parental superior na posicdo 224.384 pb.

RRT5 possui 869 pb esta localizada na posicdo 222.090 a 222.959 pb do
cromossomo VI. Até o momento tem funcdo desconhecida. As mutacBes observadas
foram do tipo sinbnimas e missense, as variantes alélicas ocasionaram alteracdo do
aminoacido leucina no parental inferior para arginina no parental superior na posicéo
222.359 pb, metionina no parental inferior para isoleucina no parental superior na
posicdo 222.369 pb e prolina para no parental inferior para alanina parental superior na
posicdo 222.373 pb.

CKML1 possui 1.340 pb esta localizado na posi¢do 172.537 a 173.877 pb do
cromossomo VI. Codifica uma proteina quinase dependente de calmodulina e pode
desempenhar um papel na resposta ao estresse. Nesse gene, as mutacgdes observadas

foram do tipo sinbnimas e missense, as variagdes alélicas ocasionaram mudanga do
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aminoacido arginina no parental inferior para lisina no parental superior na posicéo
172.592 pb .

O gene YFROO6W possui 1.607pb, esta localizado na posi¢cdo 156.145 a
157.752 do cromossomo VI, codifica uma proteina de fusdo de proteina fluorescente
verde (GFP) localizada no citoplasma. As mutacGes observadas foram do tipo
sinbnimas e missense, as variantes alélicas alteram o aminoécido glutamato no parental
inferior para glicina no parental superior na posi¢ao 156.464 pb.

PES4 possui 1.835 pb esta localizado na posi¢do 199.874 a 201.709 pb do
cromossomo VI, é regulador do comprometimento meidtico com fungdo redundante
com MIP6. As mutacdes nesse gene foram do tipo sinGnimas, missense e sem sentido.
As variantes alélicas resultaram em a alteracdo da lisina no parental inferior para
asparagina no parental superior na posi¢cdo 199.872 pb, glutamato no parental inferior
para lisina no parental superior na posicdo 199.933 pb, um cddon de parada observado
no parental inferior codificou o triptofano no parental superior na posicdo 200.310
pb, glutamato no parental inferior para lisina no parental superior na posi¢ao 200.563
pb e a alteracdo alélica na posicdo 200.644 pb ocasionou alteracdo do aminoacido
glutamina no parental inferior para um codon de parada.

O gene PHO4 contém 938 pb esté localizado na posi¢do 225.020 a 225.958 pb
do cromossomo VI, ativa a transcricdo cooperativamente com Pho2p em resposta a
limitacdo de fosfato. Foi observada 99,15% de identidade no alinhamento mdltiplo entre
as sequéncias consenso. As mutacoes observadas foram do tipo sindnimas e missense,
as variantes resultaram na alteracdo de arginina no parental inferior para treonina no
parental superior na posicdo 225.676 pb e serina no parental inferior para treonina no
parental superior na posicao 225.767 pb.

ROG3 possui 2.201pb, estd localizado na posicdo 196.833 a 199.034 pb e
codifica a proteina a-arrestina que estd envolvida na endocitose dependente de
ubiquitina. O alinhamento do gene ROG3 na cepa BY4741, na parental superior e no
parental inferior apresentou um percentual de identidade de 99,55%. As mutacOes
observadas foram do tipo missense e sem sentido. Esse gene apresentou as variantes
genéticas em trés posicGes que provocaram na alteragdo do aminodcido prolina no
parental inferior para serina no parental superior na posi¢cdo 197.794 pb, isoleucina no
parental inferior para metionina no parental superior na posi¢do 198.516 pb e glutamina
no parental inferior para um cddon de parada no parental superior na posi¢do 198.631
pb.
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GNC20 possui 2.258 pb esta localizado na posicdo 162.488 a 164.746 pb do
cromossomo VI, € regulador positivo da atividade da quinase Gen2p. Foi observada
99,82% de identidade no alinhamento multiplo da sequéncia desse gene entre a cepa
BY4741, a parental superior e a parental inferior. As mutac6es observadas foram do
tipo missense, com variante genética na posicdo 162.925 pb que alterou 0 aminoéacido
treonina no parental inferior para alanina no parental superior, glicina no parental
inferior para arginina no parental superior, na posicdo 163.549 pb, histidina no
parental inferior para aspartato no parental superior, na posi¢cdo 163.093 pb e cisteina no
parental inferior para arginina no parental superior, na posicao 163.321 pb.

CSS2 possui 698 pb, estd localizado na posicdo 192.737 a 193.435 pb e
codifica uma proteina de funcdo desconhecida. Foi observada 99,28% de identidade no
alinhamento multiplo da sequéncia desse gene entre a cepa BY4741, a parental superior
e a parental inferior. As mutacdes observadas foram do tipo missense e sem sentido,
com variantes genéticas em cinco posicdes, na qual, o aminoécido isoleucina no
parental inferior para valina no parental superior, na posicdo 192.937 pb, alanina
glutamina no parental inferior para tirosina no parental superior, na posicdo 193.039 pb,
glutamina no parental inferior para arginina no parental superior,na posi¢d0193.319
pb, e o cddon de parada no parental inferior codificou o triptofano noparental superior,
na posi¢aol193.344 pb.

O gene DVCL1 tem funcdo desconhecida, possui 608 pb e estd localizado na
posicdo 167.888 a 168.496 pb do cromossomo VI. Foi observada 99,34% de identidade
no alinhamento multiplo da sequéncia desse gene entre a cepa BY4741, a parental
superior e a parental inferior. As mutacdes observadas foram do tipo sindnimas, as
variantes alélicas observadas na sequéncia desse gene foram representadas pelas letras
K, W e S (Figura 14). Essas letras representam ambiguidade, no qual a letra K
observada pode representar T ou G, a letra W observada pode ser T ou A e a letra S
pode ser C ou G. Nas posicOes 168.345 pb e 168.343 a alteracdo dos alelos néo
modificaram o aminodcido, contudo na posi¢do 168.352 pb a ambiguidade pode

codificar o aminodacido alanina (GCA) ou prolina (CCA) para o parental superior.
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DVC1_PS
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Figura 14: Variantes alélicas observadas no gene DVC1 representadas pelas letras K, W e S nas
posicOes 168.345 pb e 168.343 e 168.352 do cromossomo VI. Essas letras representam
ambiguidade, no qual a letra K observada pode representar T ou G, a letra W observada pode
ser T ou A e a letra S podeser C ou G. Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Em sintese, foi possivel identificar SNVs em 18 genes candidatos a estarem
envolvidos com a tolerdncia ao aluminio em S. cerevisiae. Sabe-se que qualquer
variante genética tem potencial para alterar o fenotipo de um organismo, independente
da localizagdo que se encontre. Neste contexto, no presente trabalho, focou-se em
descrever todas as variantes observadas a regido codificante dos genes candidatos que
apresentassem: alelo de maior frequénciado pool superior igual ao alelo de maior
frequéncia do parental superior e, diferente do alelo de maior frequéncia no parental
inferior. Foram observadas trés variantes nas quais o alelo presente no parental inferior
gerava um stop cédon (proteina truncada), enquanto no parental superior o alelo
codificava um residuo de aminodcido que potencialmente permitia a producdo da
proteina na sua forma ativa.

Segundo Adachi e Yu (2020), a término da traducdo resultante de mutagdes
sem sentido em alguns genes geram uma proteina truncada que geralmente é néo
funcional e as vezes até prejudicial as células. No entanto, no experimento in vitro
realizado neste trabalho, as cepas carregando os genes CSS2, GSY1 e PES4 inativos,
foram tolerantes a concentragdo de 10 mM até diluicdo 10 2 de aluminio. Ou seja, a
auséncia da proteina codificada por esses genes levou ao aumento da tolerancia ao
aluminio.

Foram observadas 38 variantes alélicas do tipo missense (aquelas que
alteraramo amino&cido). Essas mutagcdes missenses representam uma classe importante
do codigo genético (QI et al, 2021), pois a mudangas de um unico aminoacido é capaz
de romper uma rede de intera¢fes intramoleculares, afetando ndo sé a forma como uma

proteina se dobra, mas também sua estabilidade, dindmica, funcdo e fenotipos
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(RODRIGUES, C. H.,PIRES, D. E.; E ASCHER, D. B. 2021). Essas variantes serdo
melhor investigadas no futuro, porém indicam alelos que podem estar envolvidos com a
tolerancia ao aluminio.

Além disso foram observadas variacbes que alteraram a sequéncia dos
nucleotideos mas ndo alteraram o aminoacido (variantes sinénimas). Embora
codifiqguem o mesmo aminoacido, segundo Culverhouse, (2018), o padréo de utilizagéo
dos cddons sindnimos pode divergir entre as espécies, resultando em um viés de uso de
codon que pode aumentar a expressdo génica em até 1000 vezes ou diminuir (se a
substituicdo for para um cddigo no qual o RNA transportador é produzido em baixa
frequéncia naquela espécie). Isto que em partes, explica a capacidade de variacGes
sindbnimas alterarem a taxa de traducdo do gene, alterando sua concentragdo sem alterar
a conformacédo da proteina.

Na analise de variantes genéticas ndo foram encontradas variantes nos
genes RPL29 e UBP6. Contudo, ficou claro que, nas condi¢des analisadas, ambos os
genes tém um efeito significativo na resisténcia ao aluminio quando deletado, desse
modo faz-se necessario avaliar as regides intergénicas, 5'-UTR's e 3'-UTRs desses

genes.

60



6 CONCLUSOES

O presente trabalho aponta 18 genes sendo eles, IGD1, GSY1, DEG1, AIP5,
QCR6, DVC1, PHO4, ROG3, GCN20, PES4, CSS2, CMK1, UBP6, RPL29,
YFR0O06w, YFR018c, RRT5 e YFRO35C envolvidos com a tolerancia ao aluminio em S.
cerevisiae. Os resultados obtidos confirmam a hipétese de que outros genes dentro do
QTL VI, descrito por Mezadri (2018), além do FAB1, estdo envolvidos na tolerancia ao
aluminio.

Assim, combinar a delecdo do gene FAB1 com o0s genes candidatos
apresentados neste estudo é altamente promissor para bioprospeccao de leveduras para

producdo de bioetanol.
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7 PERSPECTIVAS

e Confirmar a tolerdncia ao aluminio dos genes candidatos por meio da

analise de reciprocidade hemizigotica;

e Introduzir os genes/alelos identificados em cepas industriais visandomelhorar a

eficiéncia do processo fermentativo para producao do bioetanol;

e Deletar toda a regido do QTL de toleréncia ao aluminio e avaliar acontribuicéo

dos genes essenciais.
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