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RESUMO GERAL

O etanol é um produto de elevada importancia ecaajmarticipando
de diferentes setores industriais como farmacombaostiveis e bebidas. A
origem do etanol é a mesma independente de suagii, que é a fermentacao
do mosto rico em acgUcares pela levedtmacharomyces cerevisedeproducao
de etanol a partir da cana-de-aclcar é a mai®eficdisponivel, porém novas
biotecnologias podem ser aplicadas na melhoriardoepso. A fermentacdo em
alta gravidade possibilita o aumento da producdoetmol por batelada,
reduzindo a producdo de residuos resultando emaqgded custos gerais.
Abordagem como mapeamento genético de QTL (Quawtdrait Loci) tem
larga aplicacdo e tem revelado regides envolvidas ema série de fenétipos
complexos de interesse, como resisténcia e prodigatanol. Tendo em vista a
pequena quantidade de informacdo relacionada adueag industriais,
sobretudo brasileiras, o presente trabalho foiza@b com o objetivo de testar e
selecionar linhagens para fermentacdo em altadgdei e mapear as regides
(QTL) no genoma d&Baccharomyces cereviseassociadas ao fenétipo de
maximo acumulo de etanol. Dentre quatro linhagenkededuras originarias de
producdo de cachaga, a linhagem UFLACA798 foi ésdalcomo a melhor
fermentadora em alta gravidade. Apdés o cruzameegtadcom a linhagem
S288c, 196 segregantes F1 foram testados em fexgdentliquida e 29
apresentando comportamento similar ao parentaimfosalecionados para o
sequenciamento e mapeamento dos QTL’s. Os ressltagontaram genes
presentes nos cromossomos I, V e VIl possivelmeaseciado ao fenotipo de
interesse. Futuras andlisiesvivo sdo necessarias para confirmar a relagdo dos
genes putativos com o fenétipo em estudo.

Palavras-chaveSaccharomyces cerevisedeermentacdo em alta. Gravidade.
Mapeamento genético. Etanol.



GENERAL ABSTRACT

Ethanol is a product of high economic importanaking part of
different industrial sectors such as pharmaceutidalels and beverages. The
origin of ethanol, which is the fermentation of musch in sugarsby
Saccharomyces cerevisigeastis always the same regardless of applicafios.
ethanol production from sugar cane is the mostiefit available, but new (bio)
technologies can be applied to improve the procdd® high gravity
fermentation allowshigher ethanol production in chat reducing waste
production and, therefore,resulting in less ovecabts. Some approaches like
genetic mapping of QTL (Quantitative Trait Loci)veawide application and
they have shown regions involved in a series ofgerphenotypes of interest,
such as resistance and ethanol production. Given dimall amount of
information related to industrial yeasts, espegiatl Brazil, this study was
conducted in order to test and select strainsdonéntation in high-gravity as
well asto map regions (QTL) in th&accharomyces cerevisiagenome
associated to thephenotype of maximum ethanol aglation. Among four
yeast strains from cachaca production, the UFLAGAS8ain was chosen as the
best fermenter in high gravity conditions. Aftepssing this (UFLA798) with
the S288c strain, 196 F1 segregants were testéduid fermentation and 29
segregantspresenting a similar parental behavioe welected for sequencing
and mapping of QTL. The results indicated genesegein chromosomes I, V
and VIl possibly associated with the phenotype oferest. Furthém
vivoanalysis are required to confirm the relationsHipwatative genes with the
phenotype under study.

Keywords: Saccharomyces cerevisiadligh gravity fermentation. Genetic
mapping. Ethanol.
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CAPITULO 1 Introdugo geral

1 INTRODUCAO

O aumento da demanda por combustiveis renovaveisceescente
preocupacdo com 0 meio ambiente tém impulsionadaressivamente o
aumento da producdo de etanol em todo o mundo.r®est produtores de
etanol, o Brasil se destaca como o segundo maiodupsr e exportador
mundial, perdendo somente para os Estados Unidmcd® esta, atingida e
mantida, devido a soma de fatores como o0 aumeaszente da produtividade
da matéria-prima, desenvolvimento de tecnologiais mficientes e relevantes
pesquisas cientificas.

O processo de producéo de etanol no Brasil utilizaldo da cana como
substrato fermentescivel por leveduras, sendo esseprocesso altamente
estressante para o microrganismo. Comumente, le®die panificacdo sédo
utilizadas por serem de facil aquisicdo no mercadoem essas leveduras sao
rapidamente substituidas por linhagens selvagensdas ou carreadas pela
matéria-prima por ndo possuirem as melhores caigtatas para esse fim.

Para que se obtenha uma producdo bem controladanizada e um
produto de alta qualidade é necesséria a utilizalgiaum inéculo melhor
adaptado ao ambiente das dornas de fermentacdodjmaral combustivel.
Portanto, a levedura para ser utilizada na industitdo alcool deve ser
simultaneamente tolerante e/ou resistente a viaioes estressantes e também
ser dominante e persistente em relacdo aos micisrgas selvagens que
normalmente contaminam a fermentacao.

Novas tecnologias tém surgido para producdo deoletamle bebidas
alcodlicas, uma das promissoras é a fermentacdal@ngravidade (VHG —

Very High Gravity). Sem a necessidade de investiosenestruturais, a
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fermentacdo de alta gravidade possibilita a praaluigimaior concentracédo de
etanol por batelada, reduzindo os custos geraigniPsob as condi¢bes de VHG
as leveduras sdo expostas a condicdes ainda ntessastes, devido a alta
pressdo osmdatica no inicio da fermentacao e & @tacentracdes de etanol ao
final do processo. O aumento da capacidade de gdiodde etanol é de
importancia econdmica, afetando diferentes setotesstriais, como a producao
de etanol combustivel.

Como relatado acima, abordagens que visem ao m&@I®MO S0
necessarias e viaveis na melhoria da eficiéncitodie o processo. Entretanto,
praticamente ndo h4 dados sobre leveduras indsspi@vavelmente devido a
natureza poligénica dos fenétipos de interesse,octoterancia osmética e
toleréncia ao préprio etanol.

Neste contexto, o melhoramento e mapeamento gerdgidinhagens
das leveduras utilizadas na producdo de etanolg@mde empregabilidade,
gerando conhecimentos valiosos sobre as linhagepsegadas nos processos
fermentativos, ao mesmo tempo em que produz limsageais eficientes na

producéo de etanol.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéo de etanol - realidade Brasileira

Etanol é um dos mais importantes combustiveis @res contribuindo
para a reducdo dos impactos do meio ambiente gerp€ela utilizacdo de
combustiveis fosseis. Brasil e Estados Unidos d@alraente os maiores
produtores de etanol (incluindo utilizac@o na indasyuimica e fabricacdo de
bebidas), sendo responsaveis por 70% da producadiahBRASIL, 2007).
Os 30% restantes da producdo mundial estdo digd@htre a China, india,
Unido Europeia e outros paises menores, que destirgtanol, sobretudo, para
a industria quimica e elaboracdo de bebidas feadasate fermento-destiladas.
A producdo mundial de etanol combustivel vem credzerapidamente nos
tltimos anos e, entre 2000 e 2005, a produgdoeauwasais de 90% indo de 16,9
bilhdes de litros para cerca de 33,6 bilhdes (RidOnBRASIL, 2007).

Bilhoes de litros

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008* 2009% 2010* 2011 2012*

(*) Previsio Produgio mundial de etanol

Fonte: Unica (2008)

Figural Producéo de etanol combustivel no munitttdgs de litros)
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O Brasil é o0 segundo produtor mundial de etanoigatdo producéo de
25,57 bilhdes de litros/ano na safra 2013/2014qsando mais de 1 milhao de
empregos diretos e indiretos, sendo um dos priisciggportadores de alcool
combustivel chegando a exportar na Ultima safrebBBes de litros (UNIAO
DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2014).

A importancia do etanol na matriz energética das pgaicrescente e
impulsionada pelo fato de possuir 0 processo midigel para producdo de
etanol combustivel e apresentar uma forma renoarenos poluente do que o
petréleo (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011). Devido a jssntre os anos de
2008 e 2010 presenciamos um aumento na venda ddogbicombustiveis em
21,7%. Por se tratar de um mercado de grande iémaateconémica, 0 sucesso
da induastria depende de como os desafios ciertifiserdo enfrentados
(AMORIM et al., 2011).

Para assegurar 0 sucesso da indlstria sdo necssBaréstimentos
estratégicos. As medidas devem ser de trés naturdga aumento da
produtividade por area de cana-de-acUcar cultiv@dlanelhora na eficiéncia do
processo eii{) emprego de biotecnologia (UNIAO DA INDUSTRIA DE
CANA-DE-ACUCAR, 2011).

A producdo de etanol combustivel tem sido realizaglanundo pela
acao de leveduras na fermentagéo de acUcaredlestide diferentes substratos
contendo sacarose, amido ou residuos lignocelosseguidos da separacao e
destilacdo do alcool. No Brasil, a producdo de adtah realizada tendo
principalmente a cana de aclUcar como matéria p(B#ASSO et al. 2008;
FERREIRA et al. 2010).

A utilizagdo da cana de acUcar para produzir aleaolacicar tem
variado ao longo do tempo, e a porcentagem destiaatha producéo ou outra
depende da demanda do mercado de cada produto @reigss relativos.

Comumente, em média 50% da cana de aclcar saguahacdo de alcool e
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50% para acucar (BRASIL, 2007). A cana de acuaamaé cultura plurianual,
com colheita anual. A média do rendimento agricélade 85 - 100
toneladas/hectare/ano em grandes culturas e casdigdrmais. A cana-de-
acucar pode conter: 74,5% de agua, 14% de acud®E8o de sacarose, 0,9%
de dextrose e 0,6% de frutose), 10% de fibras estamte dividido entre
matérias minerais, compostos nitrogenados, ceeginps e acidos. O caldo
obtido pela moagem da cana possui pH entre 5,8 e &, constituido de 78 -
86% de agua, 10-20% de sacarose, 0,1-2% de actedrgsres, 0,3-0,5% de
cinzas e 0,5-1% de compostos nitrogenados (LIMASB®; AMORIM, 2001).

O processo tecnolégico e biotecnolégico da proddedetanol no Brasil
tem avancado principalmente quanto ao aumentoemrscle produtividade da
cana-de-acgUcar, com o desenvolvimento de equipaspata extracdo do caldo
com maior eficiéncia e bem como, com o melhoramgetgético de linhagens
de leveduras (SA, 2009).

Comumente, leveduras de panificacdo sdo utilizaglammente com
leveduras selecionadas no processo fermentativoindoulo é preparado
misturando de 2 a 12 toneladas de levedura paificegéo com 10 a 300 Kg
de levedura selecionada liofilizada e ativa. Isséito devido ao custo da
levedura selecionada. A fermentacdo se inicia coadigdo do mosto que
apresenta concentracdo de agucares reduziveisremmde 18 a 22%, o que
resulta em uma producao de etanol entre 8 a 12%dptermentacédo que pode
durar de 6 a 10h a temperaturas que variam de332@ (BASSO et al, 2008).
Apos a fermentacéo as leveduras séo coletadagpuifegacdo e submetidas a
um tratamento com acido sulfdrico por 1 ou 2h. égetluras utilizadas nos
processos de fermentagdo alcodlica, quando feronteem condi¢Oes
estressantes, mostram queda da viabilidade celusnento na formacdo de
glicerol, reducéo na formacgédo de biomassa e digéiouilos contetdos celulares

de glicogénio e trealose, acarretando decréscimpratdutividade e eficiéncia
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do processo (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011). Portaattevedura para ser
utilizada na industria do alcool devera ser sinmgganente tolerante e/ou
resistente a varios fatores estressantes e tangrém slominantes e persistentes
em relacdo aos microrganismos selvagens que corgand fermentacéo.

A espécie mais utilizada em processos de fermemtalfdlica é a
levedura Saccharomyces cerevisjiasendo naturalmente selecionada, pois
suporta niveis elevados de etanol (12 a 15%),zatiio como substratos
monossacarideos, dissacarideos e trissacaridaasformando-os em etanol,
tolerando também alta concentracdo de agucar edaalores de pH (BELIN,
1995). Outra caracteristica associadaSa cerevisiaeé a capacidade de
competicdo no meio fermentativo, uma vez que alguespécies desta levedura
possuem a capacidade de produzir a toxkider, capaz de eliminar
naturalmente os microrganismos sensiveis que cempgielo substrato
(SCHMITT; BREINIG, 2006). Culturas selecionadas @&maccharomyces
cerevisiaetém recebido uma atencéo especial por apresentaualidlades que
normalmente estdo presentes nos outros processterndentacdo. Algumas
caracteristicas desejaveis envolvem: rapida irdciada fermentacao, eficiente
conversao de acucares fermentesciveis em etanulitemgdo da viabilidade por
toda a fermentacao, tolerancia a alta concentrdgdetanol, alta viabilidade
durante a estocagem, producao do fkilter, ndo formar espuma excessiva, nao
produzir acido acético, apresentar baixo requetionete vitaminas, acidos
graxos e oxigénio, tolerancia a alta pressdo osmotiolerancia a altas
temperaturas, fermentacdo completa do caldo, p&odongnima de SPOrelativa
resisténcia a pH baixo , alto rendimento alcodéidma produtividade em etanol.
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2.2 Melhoramento e mapeamento genético

O melhoramento genético vem sendo utilizado coresse; ampliando
as qualidades desejaveis das leveduras que jansgegadas em processos
fermentativos. Para atingir esses objetivos, algumlordagens podem ser
utilizadas: {) inducédo direta de mutantes por radiacdo ultratéok inducao
quimica, {i) melhoramento classico, cruzando-se linhagens igmante
selecionadas eiii) conhecendo-se as bases genéticas que controlsas es
qualidades (QTL's — Quantitative Trait Loci) (MOBHWEHKORDI et al.,
2008; SRIDHAR; SREE; RAO, 2002).

O uso de agentes mutagénicos de acao fisica, ctumd &/ (RAJOKA;
FERHAN; KHALID, 2005) e acdo quimica (BALAKUMAR;
ARASARATNAM; BALASUBRAMANIAM, 2001) para o melhoramnto de
leveduras sdo abordagens comumente utilizadasaige busto e de execucao
relativamente faceis. Tém sido relatados bons tetes na utilizacdo destas
técnicas (RAJOKA; FERHAN; KHALID, 2005; UNALDI; AR{AN; CORAL,
2002). Entretanto estas estratégicas apresentawardagens, uma vez que
necessitam de grande esforco e emprego de muitpotera geracdo dos
mutantes e posterior selecdo daqueles que apres@stanelhores fendtipos
(SHI; WANG; WANG, 2009).

Por outro lado o melhoramento genético classicostian uma
estratégia interessante e viavel para microrgamismom capacidade de
reproducdo sexuada, possuindo a vantagem de coomarprocessos que a
prépria natureza vem utilizando ao longo do prozes®lutivo. Por isso, essa
estratégia traz consigo a vantagem de permititrengBo de linhagens estaveis.
Além disso, trata-se de uma estratégia relativaensimiples e de menor custo

de execucdo quando se busca linhagens com castictericontroladas por
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varios genes, como é o caso das vias metabdlicadvatas nos processos
fermentativos, e outros associados a caractedstiomo producdo de toxinas
killer e mecanismos responsaveis pela maior tolerancieveas elevados de
alcoois, acidos e aclcares, caracteristicas extnenta importantes para as
leveduras utilizadas nos processos industriais.

2.3 QTL mapping

As diferentes caracteristicas fenotipicas apredasta pelos
microrganismos podem ser classificadas como qtiedita e quantitativas.
Qualitativas séo aquelas caracteristicas contrslgoler um Unico locus,
normalmente sao conhecidas como caracteristicasiélanas, e possuem um
pequeno afeito sobre o fenétipo. Contudo a mauoi fendtipos de interesse
em Saccharomyces cerevisiae controlada por mdltiplas regides distribuidas
pelo genoma (loci), denominadas quantitative tlaii (QTL) (SWINNEN;
THEVELEIN; NEVOIGT, 2012).

O mapeamento de QTL tem larga aplicacdo e tem agvefegides
envolvidas com tolerancia a etanol (SWINNEN et 2012), termotolerancia,
QTL's menores (MARULLO et al., 2009; YANG et al.023), producdo de
glicerol (HUBMANN et al., 2013), producédo de acidoético (MARULLO et
al., 2007). Embora linhagens laboratoriais sejagisiha compreensdo de
fenotipos complexos, pouco se sabe sobre as baseliaps de linhagens

industriais ou de uso comercial.



21

2.4 Producéo de etanol em fermentacédo de alta gravidaq¢HG — Very
High Gavity)

A ideia de fermentacdo em alta gravidade nascemeados dos anos
80, sendo desenvolvida desde entdo. Nesta abordageniveis de acuUcar
presentes no mosto podem chegar a 30% ((PULIGUNDLA et al., 2011)
submetendo as leveduras a estresse osmaético, oo consequéncia a
diminui¢éo do ritmo da fermentagdo em muitos casos.

O sistema de fermentacdo em alta gravidade € unsanativa
emergente frente ao modelo tradicional de prodwgaetanol, apresentando
vantagens como: menor contaminacao por bactéiragucao dos gastos com
destilagdo uma vez que se produz mais etanol getalda, reducdo de uso de
agua com reducdo consequente de residuo geradoot@®in No processo
tradicional para cada litro de etanol produzidodpez-se entre 10 - 15 litros de
residuo (BASSO; BASSO; ROCHA 2011). A tecnologia®&Hhpode dobrar a
producdo de alcool sem a necessidade de maioresstimentos em
infraestrutura por parte das usinas (PRADEEP; REPZDL0; PULIGUNDLA
et al., 2011).

Porém, elevadas quantidades de sacarideos no eleston a pressao
osmotica, 0 que por sua vez tem efeito negativoesab leveduras, provocando
reducdo na vitalidade e viabilidade ao longo dacgsso. Outros fatores séo
igualmente importantes, como: raramente 0 aclicampletamente consumido,
e as elevadas concentra¢cfes de etanol no finddateladas sdo mais um fator
estressante para a levedura. Todavia os procesmtisidnais e industriais,
como producdo de etanol e cachaca sdo excelemtss fde linhagens com
elevada tolerancia a estresses como nas condigdesssdrias para VHG
(PEREIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).
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Estudos tém mostrado que é possivel amenizar diesetieletérios da
fermentacdo de alta gravidade, protegendo as leagdadicionando ao mosto
elementos como nitrogénio, ou até mesmo levedusagds provenientes de
processos fermentativos anteriores. (KAWA-RYGIELSKAETRZAK, 2014).
Outra pesquisa, brasileira, mostrou que se podeertam a eficiéncia no
consumo dos agucares fermentesciveis presentesdmde cana adicionando-
se peptona ao mosto (BETITE et al., 2012).

A industria de fermentacgéo alcodlica se benefimigrandemente com o
uso de linhagens que sejam aptas a lidar com aficas adversas impostas
pela fermentacdo de alta gravidade. Pesquisas t@m realizadas com o
objetivo de conhecer os mecanismos relacionadabiidade destas linhagens
de enfrentarem tais condicdes adversas (KAWA-RYGEA; PIETRZAK,
2014; LAOPAIBOON et al., 2009; LIU et al.,, 2012; PIGUNDLA et al.,
2011).

2.5 Andlise de segregantes agrupados (BSA — Bulk Segaeg) Analysis)

O comportamento e habilidades herdaveis das leasdidio controlados
por mudltiplos loci, tornando complexos os estudas thases genéticas
envolvidas. Entretanto, cruzamentos controlado®eganismos modelo podem
aumentar nosso conhecimento sobre estas habilideldeglando os principios
bésicos que regem a variacdo dos fenétipos. O eigyathdes populagbes para
mapeamentos sdo necessarios para destrinchamae &arangente essas bases.
A analise de grupos de individuos foi viabilizadeeés de sequenciadores de
alta performance, associados a métodos como o BAA $egregant analysis),
gue é capaz de acessar cromossomos, genes e a@gbesutle base Unica
(SNP’s) relacionados com as caracteristicas deesge (EHRENREICH et al.
2010).
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A técnica de BSA consiste no cruzamento da linhatgste com uma
linhagem de referéncia (fendtipo inferior) com postr selecdo de segregantes
gue possuam os bons fenétipos da linhagem testerukarmos a linhagem que
queremos conhecer melhor com a linhagem de referé&gperamos entre seus
segregantes leveduras que apresentem o bom femdtpendtipo inferior em
propor¢des iguais (50%). Quando selecionados oegagtes que apresentam o
bom fendétipo e comparando-se seus genomas coragém referéncia (s288c,
linhagem de laboratério) e o genoma consenso (lesesklecionada + S288c),
conseguimos encontrar as regides (QTL's — Quainttdirait Loci) nas quais a
frequéncia dos nucleotideos localizados em regidasins a estes apresentam
proporcdo maior que 50%, indicando os pontos domgaronde se encontram as
caracteristicas de interesse. Somando estes daldosl@acdo cromossomal,
nds temos as regides nos cromossomos associadEnatygos de interesse. O
teste de genes candidatos de cada QTL é realizadoRpIA (reciprocal
hemizygosity analysis), que consiste na construgéocepas com genes
putativos deletados na linhagem teste (teste dabxgene x) ou deletados na
linhagem referéncia (teste x lab del-gene x). Astate os fenétipos destes
diploides, caso os genes putativos estejam enwdvigderceberemos uma
diminuicdo da performance do diploide em que ooalelste foi deletado
(TEIXEIRA et al., 2009).
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CAPITULO 2 Selecdo de linhagens deSaccharomyces cerevisiae sob
condicbes de alta gravidade e mapeamento de QTLsrpa

maximo actimulo de etanol

RESUMO

O sistema de fermentacdo em alta gravidade € ueativa
de producdo de etanol, apresentando vantagens caonesor
contaminacdo por bactérias, diminuicdo dos gastme destilacéo,
reducdo de uso de 4gua com reducdo consequergsidaea gerado. O
mapeamento de QTL tem larga aplicacdo e tem revetadides
envolvidas com tolerancia a etanol, termotolergngeoducdo de
glicerol, producdo de &cido acético e outros. Embtinhagens
laboratoriais sejam Uteis na compreensao de farsdtipmplexos, pouco
se sabe sobre as bases genéticas de linhagengrimisiusu de uso
comercial. Neste trabalho foi realizada e selegatinthagem de melhor
desempenho em condi¢Bes de fermentagdo em altalapay Foram
testadas quatro linhagens Brasileiras. Foi reaizadequienciamento de
genoma completo para os segregantes. Os resubipdosaram genes
presentes nos cromossomos Il, V e VIl possivelmessociado ao
fendtipo de interesse. Diferencas apresentadas artnhagem testada
(UFLA789) e a outras presentes na literatura aponit@plicacdes
geograficas nestas diferencas. Futuras anélises/o sdo necessarias
para confirmar a relacdo dos genes putativos ctandiipo em estudo.

Palavras-chave: QTL mapping. Leveduras. Etanolh&gs
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ABSTRACT

The fermentation system for high gravity is an rali¢ive to ethanol
production with advantages such as lower bacte&datamination, decrease
spending on distillation and reduced water consignptwith consequent
reduction of the waste generated. QTL mapping hds applications and has
proved regions involved in ethanol tolerance, trealerance, glycerol, acetic
acid production and others. Even though laboratstnains are useful in
understanding complex phenotypes, few things amwvknabout the genetic
basis of industrial strains or with commercial uskis work was performedto
select the best performance strain under conditibiégh gravity fermentation.
Four Brazilian strains were tested. Complete gensegeiencing was performed
for their segregation. The results indicated gepresent in chromosomes I, V
and VII possibly associated with the phenotypentdriest. Differences observed
between the tested strain (UFLA789) and othershia literature indicate
geographical implications on these differences.tH&in vivo analysis are
needed to confirm the relationship of putative gewéth the phenotype under
study.

Keywords: QTL mapping. Yeast. Ethanol. Cachaca.
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1 INTRODUCAO

Saccharomyces cerevisigessui uma habilidade raramente encontrada
na natureza, que é a capacidade de produzir eadtas concentracdes de
etanol no meio de cultivo (PAIS et al., 2013). Hsahilidade confere a levedura
uma vantagem competitiva, eliminando praticamentaalquer outro
microrganismo competidor, desde que o meio forregecar suficiente para
manter os altos niveis de alcool (D'AMORE; STEWART987). Essa
capacidade de acumulo de elevadas concentracOetani@ é a base para a
producao de bebidas e combustivel.

O desempenho fermentativo das leveduras dependeomiposicdo
genética da mesma, tornando algumas mais desefuesutras. Pesquisas tém
apontado que linhagens industriais apresentam csigdm génica perturbada,
com hibridizacdes entre espécies diferentes, pidilgl, perda de cromossomos.
Essas alteracdes dificultam mais o estudo desteléginhagens, mas devido ao
grande interesse econdmico muito esforco tem smlpregado na elucidacao
das bases genéticas de interesse bioldgico outiiasiscomo: termotolerancia
(MARULLO et al., 2009), eficiéncia esporulativa (BEARI et al., 2006),
regulacdo de transcricdo (BREM et al., 2006), &leia a etanol (MA; LIU,
2010). Apesar disso, 0s mecanismos envolvidos ramath pouco conhecidos,
sobretudo para linhagens industriais (SWINNEN gt24112).

Este presente estudo teve como objetivo selecisnbrfermentacdo de
alta gravidade (VHG), segregantes com elevada imgmse de producédo de
etanol oriundas de linhagens de fermentacdo deacachem como identificar
multiplosloci (QTL'’s) putativos associados ao controle do feguotie maximo

acumulo de etanol.
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2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no VIB (Vlaams Intituutoor
Biotechnologie) da Katholieke Universiteit Leuvdfgsteelpark Arenberg 31 -
Box 2438 B-3001 Leuven-Heverlee Flanders, Belgi@uoatro linhagens de
Saccharomyces cerevisi@em alta eficiéncia fermentativa foram previamente
selecionadas de produtores de cachaca de SaoePslihas Gerais, estas foram
denominadas: GF33a, CCA083, SAC76 e D2-7 (Tabela 1)

Tabela 1l Linhagens Brasileiras oriundas de prosedsomentativos para
producéo de cachaca

Cddigo selecéo Cédigo utilizado
UFLA FwW221 GF 33a Fermentado de frutas
UFLA CA798 D2-7 Destilaria / Toninho
UFLA CA759 SAC-76 Destilaria
CCA-083 CCA-083 Séo Carlos

2.1 Selecéo da linhagem superior para alto acimulo deamol

A selecéo foi realizada em fermentacdes de pegescaa utilizando
tubos com 100mL de meio de cultura YEPG. As céltdaam pré-cultivadas
em 4mL de YEP+2% (w/v) de glicose e incubadas @ @00 rpm, 30°C).
Utilizando-se células da primeira pré-cultura, mmeyers contendo 50mL de
YEP+10% (w/v) de glicose foram inoculados paraggD,5. Os frascos foram
incubados por dois dias até as células alcancartaseaestacionaria. Baseado
em contagem celular, aproximadamente 8xd€lulas, por linhagem testada,
foram coletadas por centrifugacdo (3000 rpm, 5mifAC), as células
sedimentadas (pellet) foram entdo ressuspendidaS8neimde YEP e depois
inoculadas em 100mL de YEPG 33% (w/v) de glicoss. fArmentacdes

ocorreram a 25°C. Os tubos foram agitados nas amé horas utilizando-se
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barras magnéticas (30x6 mm) a 200 rpm. A fermentégidavaliada segundo a
perda de peso dos tubos (f@alculando-se o agucar residual. Amostras foram
coletadas ao final das fermentacdes para andliséHebC. Os metabdlitos
guantificados foram glicose, glicerol, acido laticeido acético e etanol. O
sistema de HPLC utilizado foi o Wasters (WastereBe), utilizando coluna de
exclusdo de ions (WAT010290) a 75°C e a deteccaoimice refrativo
(modelo 2414). O eluente utilizado fop$0, (5mM). O etanol foi quantificado

por espectroscopia por infravermelho (AlcolysertohnPaar).

2.2 Esporulacao e disseca¢do dos ascos

As células foram cultivadas em meio YEPG 2% poogpradamente 8
h (200rpm, 30°C). A esporulacéo foi induzida emarmintendo 0,5% (w/v) de
acetato de potassio e 1,5% (w/v) Agar bacto (pH.64% placas foram
incubadas a 23°C por pelo menos 6 dias. A esp@uoldgi avaliada por
microscopia 6ptica. Para a dissecacdo das tétrtadagpequena quantidade de
células esporuladas foram incubadas em LiticaseU®0L) por 75 minutos,
agitada (vortex) a cada 15 minutos a temperaturigieante. A dissecacao foi
realizada em micromanipulador (Singer Instruments).

2.3 Mating type

Uma quantidade aproximada de 1.5 mg de célulasuspendida em
10ul de NaOH (0.02M) for 1h, sendo esta solugdo aiilez como DNA para
PCR. A determinacdo de mating type foi definida P&R com osprimers
MAT I6cus (AGTCACATCAAGATCGTTTATGG), MATa
(ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG) e MATa (alfa)
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(GCACGGAATATGGGACTACTTCG). Os trésprimers foram utilizados
juntos (Huxleyet al, 1990).

2.4 Knockout do gene HO

As leveduras tiveram o gene para HO excluido domenatravés de
recombinacdo homologa utilizando-se cassete montadm promotor
constitutivo (TEF2) mais gene para resisténciaeanfiicina, para selecéo, e
terminador (Figura 1). O cassete também possuiadezeghomologas
flanqueando o gene HO, tornando possivel a recanéin Posteriormente o
gene integrado de resisténcia a fleomicina foi medwm das linhagens
utilizando-se o sistempC31 integrase desenvolvido no VIB (Figura 2).

As células foram transformadas através do método/BiS-DNA/PEG
descrito por Gietz et al., (1995).

Al-Adaptor Gene de resisténcia a Fleomicina aup

attB  promoterl (TEF2) aanenareng e @t e Sy terminatorl (TEF2)
000 500 4000 B B,
! 4 Y

A2 adapmj

Figural Esquema do cassete utilizado na dele¢cdgede HO na linhagem
D2-7
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¢C31 integrase

attB-selection-attP

RIUIUIUFA AT
ttg ttg

><e attL
¢C31 integrase

Figura 2 Sistema integrase. A: Expressao do plasmi: remocdo do gene
de resisténcia

Para a obtencdo de segregantes haploides estaveggne HO
responsavel pela iniciacdo do processo de mudangaating type (mating type
switching) foi removido apenas para a linhagem cketada D2-7. A
metodologia utilizada foi a transformacao da lirdragutilizando-se um cassete
com regides flagueadoras homologas ao gene HOalosgbstituiu o gene HO
original por um gene de resisténcia a fleomicina palecdo. Foram obtidas 20
colénias transformadas, porém somente trés deleseaygaram uma possivel
dupla delecdo do gene HO nos dois genomas daseéigloides (Figura 3). A
correta integragéo foi confirmada por PCR (Figyra 4
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Figura 3 Confirmacdo de delecdo do gene HO comapsiraxternos, gene nao
deletado apresenta 1659bp e gene deletado 114Ribiagem com
duas bandas representa apenas um dos genes deletado

Figura 4 Correta integracdo do cassete confirmeliagresenca da banda
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3 RESULTADOS

3.1 Selecéo de linhagem superior para alto acimulo deamol

As quatro diferentes linhagens produtoras de cachmga maximo
acumulo de etanol foram testadas em condi¢cdesalgravidade (VHG — Very
High Gravity). Com o objetivo de se conhecer o dgmnho das quatro
linhagens testadas frente a outras linhagens inaisstforam adicionadas as
fermentacdes as seguintes leveduras: PE-2, CAT#gnkl red |, Benvida,
CBS1585 e linhagem de laboratério S288c (Tabela . resultados da
fermentacdo sdo apresentados na Figura 5 e Tab@krasultados da producao
de etanol entre as linhagens testadas podem $es wia Figura 6. A linhagem
D2-7 obteve o melhor desempenho entre as linhagestadas, tanto em
velocidade fermentativa, quanto em producao deobtan alta gravidade, sendo

esta selecionada.

Tabela 2 Linhagens utilizadas em fermentacdo caatipar com linhagens

brasileiras

Cédigo Descricéo Origem

CBS1585 Linhagem de Sake - alta Centraalbureau voor
producao de etanol Schimmelcultures -
Holanda

Ethanol Red|  Fermentacéo etanol-milho VIB — Bélgica
Benvinda Producao de cachaga UFOP — Brasil
CAT1 Producéo de etanol -Brasil Fermentec — Brasil
PE 2 Producéo de etanol -Brasil Fermentec — Brasil

S288c Linhagem laboratorial Brachman et al., 1998.
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Glicose Residual (% do nivel

iniciall)

Perfil de consumo de agucar (YEP + 33% glicose)
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Figura 5 Perfil fermentativo de todas as linhagestadas. A fermentacéo foi

realizada a 25°C em 100mL YEP+33% (w/v) de glicose.
Fermentacdo agitada a 200rpm durante todo o periddotubos
foram pesados pelo menos uma vez ao dia. A qudstida acUcar
residual foi inferida baseada na perda de pesocerfdntacdo foi
considerada terminada quando o peso permanecetelepta dois
dias
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GF33a CCA083 SACT76 D2-7 CBS1585 PE-2 CAT-1 Benvinda Et.Redl S288c

Figura 6 Producéo de etanol a partir de fermentagdd00mL de YEP+33%
(w/v) de glicose a 25°C. O etanol foi medido atevde
espectrometria por infravermelho préximo (Alcoly8srer of Anton
Paar)

Tabela 3 Valores detalhados. Fermentacéo realizada00mL de YEP+33%
(w/v) de glicose a 25°C. DP = Desvio padrao

LIEgens Glicose Glicerol PHEEIELD

(%) (/L) de Etanol  DP

(viv)

1- GF33a 7,4876 10,4095 16,0125 1,19
2- CCA083 4,8587 13,02125 17,4975 0,60
3- CBS1585 3,080175 13,44725 18,9225 0,03
4- SAC 76 5,022275 12,64825 17,4225 0,54
5- D2-7 4,079075 12,31 18,195 0,12
6- Et.Red1 4,99785  12,14525 17,58 0,21
7- Benvinda 6,060175 13,4725 16,7025 0,13
8- S288c 9,8375 8,296 14,5575 0,45
9- CAT-1 4,302275 11,13125 18,105 0,06
10- PE-2 4,256775 12,1575 18,06 0,14
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3.2 Mating type e HO knockout

Todas as linhagens diploides (GF33a, D2-7, CCAO&a€76) foram
induzidas a esporulacdo e submetidas a dissecad@trades (Figura 7), exceto
pela linhagem GF33a que ndo apresentou habilidadsgorular nas condigdes
descritas. Todos 0s segregantes apresentaram nigpega (MATa) e a

(MAT a) conjuntamente, configurando a condicao de honsatal (Figura 8).

Strain CCA083 (1) StrainD2-7 Strain Sac76

Figura 7 Dissecacao de tétrades das linhagensérigs do Brasil, a linhagem
GF33a nao esporulou

Segs CCADB3 SegsD2-7 Segs Sac76

4 2 3 1 Controlsa/c

76

Figura8 PCR mating type, segregantes e parerftaggmento de 404bp
matinga (Mat a), fragmento de 544bp mating alfa (MAT)
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Para confirmacdo da delecdo do gene HO, outra RCReélizada
utilizando-se primers internos e externos a redidgene HO, o que confirmou

a dupla delecao para a linhagem 3 (Figura 9).

o
l}J
~J
o0
o
3
—
=]
=
-+

Figura9 Confirmacdo da dupla delecdo para o geDepkfa a linhagem 3
(D2-7HOAA)

A estabilidade dos segregantes haploides foi eadfi pela esporulagéo,
dissecacao das tétrades oriundas de quatro assospasterior verificacdo de
mating type dos segregantes. Foi observada a segi@gsperada para cada
asco, dois ascésporos matm@MATa) e dois mating. (MAT o) (Figura 10).
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4 Controls

Figura 10 Confirmacé@o de estabilidade de mating tppra a linhagem D2-
7THOAA. Segregacédo esperada, dois esporos matfMATa) e dois
matinga (MAT o) para cada asco

3.3 Esporulagéo da linhagem D2-7 e identificacdo de segante com
mesmo fendtipo do parental superior

A linhagem diploide D2-7 foi submetida & esporutacpara
determinacdo de mating type e capacidade de proddedetanol. Como
confirmado anteriormente, a linhagem D2-7 é agetarbtalica devido a dupla
delecdo do gene HO. Em um primeiro momento foiizadh uma pré-selecao
entre 117 segregantes utilizando-se meio de cudtdiido (YEPG) adicionado
de etanol nas propor¢des de 16, 18 e 20%. Os testgsaram que a linhagem
parental D2-7 e 0 segregante S120 apresentararartoig similares ao etanol
(Figura 11). Outros 44 segregantes também apreaentmlerancia similar e
foram também selecionados para confirmacédo doifeném fermentacdo em
tubos de 100ml de YEPG + 33% (w/v) de glicose (datin apresentados).

Os testes mostraram que o segregante S120 podezprqdantidades
equivalentes de etanol quando comparado com atphesiperior D2-7 (Figura
12 e 13).
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YEPG + YEPG + YEPG +
YEPG EtOH 16% EtOH 18% EtOH 20%

oD , oD oD oD
600 12 3 600 L -2 -3 600 1 2 - 600 L 2 -
05 10 10 10 0 05 10 10 10 05 10 10 10

D2-7 @09~ ¢
S 120 Q@ 0OH = &

Dia 2 Dia 10 Dia 10

Figura 11 Teste de gota em meio sélido YEPG aaest® etanol. O haploide
S120 foi derivado do parental D2-7 (2n), demonsitralar tolerancia
ao etanol. Placas incubadas a 30°C por até 10 dias

Perfil de Consumo de Acticar (YEP + 33% glicose)
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g «0 g 5288¢
g i

2 20 \\\\q_._,‘_,_‘__ D2-7 M
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¥ 0

S 0 48 96 144 192 240 288 336

(&)
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Figura 12 Perfil de fermentacao das linhagens D2120 (segregante derivada
da D2-7) e S288c. Fermentacdo agitada a 200rpmmtgutado o
periodo a 30°C. Os tubos foram pesados pelo manasvaz ao dia.
A quantidade de acucar residual foi inferida baseaa perda de
peso. A fermentagdo foi considerada terminada gquamdpeso
permaneceu estavel por dois dias
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Producdo de Etanol YEP + 33 Glicose
18

=
=175
,3_‘3 17
2
© 16,5
o
o 16
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2 155
@
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=
=
S u
D2-71(2) 5120 S28HC
Linhagens

Figura 13 Fermentacdo para producdo de etanokadaliem 100ml a 30°C.
D2-7 linhagem diploide heterotalica com dupla d&tedo gene HO,
S120 segregante haploide derivada da D2-7 e S28Bagem de
laboratério com fenétipo inferior

3.4 Selecdo de segregantes de alta producéo de etarodl sondicdes de alta

gravidade

O segregante haploide S120 foi cruzado com a lerhage laboratério
S288c, que possui fendtipo inferior para que aralet comparacao entre as
regifes de alta frequéncia de SNP’s se possa cenbecQTL's associados a
maxima producao de etanol.

Um total de 196 segregantes oriundos do hibridividip (S120+S288c)
foram testados em fermentacdo em tubos de 100mlcomstante agitacdo a
200rpm em meio YEP + 33% de glicose a 30°C. Deargrquais 29 segregantes
(grupo 1) apresentaram producao de etanol similBt20 e ao hibrido, sendo
selecionados para o BSA (Bulk Segregant AnalysiBypram também
selecionados ao acaso 30 segregantes, sendo egs® adramado de nao

selecionados (grupo 2).
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3.5 Mapeamento de QTL por sequenciamento completo degregantes
agrupados (BSA)

Todos os 29 segregantes selecionados (grupo Iy fagaupados para o
sequenciamento de genoma completo. O DNA foi aedraigrupando-se os
segregantes em quantidades equivalentes de céhalas,base na densidade
Optica (DO). O grupo nédo selecionado (grupo 2) tamieve o DNA extraido
para sequenciamento, com o0 objetivo de se conlzecerreta segregacédo de
todos os cromossomos das linhagens S120 e S28&mr&gante S120 também
teve o DNA extraido para sequenciamento. Os gruges segregantes
selecionados e ndo selecionados foram enviados @a@quenciamento de
genoma completo, usando a plataforma llumina, naresa BGI-Hong Kong
(China).

O sequenciamento realizado em plataforma llumicaux “reads” que
sdo sequéncias curtas de 75 a 100 bases de comigrifistes fragmentos sédo
reunidos em “contigs”, fragmentos maiores, que guwa vez sdo mapeados
“sobre” o genoma da linhagem de laboratério (S2&8¢3obre” o segregante
superior S120. Ap6s o0 sequenciamento, os SNP’slet@ominados e alinhados
“sobre” suas posicBes cromossomais. As regides gpesentam altas
frequéncias de SNP em relacdo ao genoma da linhdgdaboratorio (S288c)
identificam os QTLs oriundos do segregante S124ri@hados com o fenétipo
investigado (producdo maxima de etanol). As regifies apresentam baixa
frequéncia de SNP indicam relagcdo com genoma dieadem de laboratério
(S288c).

O mapeamento apontou alguns possiveis QTLs ligaddenotipo em
estudo. Os detalhes da localizagdo podem ser eadostna Tabela 4. Valores
do p-valueabaixo de 0,05 sdo considerados positivamentédigao fendtipo de

maxima produc¢édo de etanol.
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Tabela 4 QTLs identificados pelo sequenciament@gel®oma completo. Ha
sete QTLs possivelmente associados ao fenotipostuaa presente
no segregante superior S120

Posicao no SNPs Associaca
QTL  Cromossomo suportando  P-value ocomo
genoma (pb) a ligacao QTL

A | 189536- 195921 15 5.7E-02 Seg120
B I 554278- 633868 50 3.42E-04 Seg120
C Il 749193- 767060 12 3.9E-02 Segl120
D \% 329095- 434102 82 1.60E-04 Segl120
E Vi 16277- 42234 13 1.51E-02 S288c
F Vi 57376- 249891 88 9.99E-07 Segl120
G VI 394818-427264 16 1.24E-02 S288c
H Vi 872861-872861 18 4.34E-03 Segl120
| VIl 381573-489273 105 4.61E-03 Segl120
J Xi 254816-320872 50 2.38E-04 S288c
K Xl 471888- 482958 07 5.1E-02 S288c
L XV 875988-934771 28 1.22E-02 Seg120
M XVI 94934-137868 24 8.46E-03 Seg120

N XVI 318936-365603 26 8.05E-03 S288c
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4 DISCUSSAO

A leveduraSacharromyces cerevisi@de tornou um dos microrganismos
eucariotos de grande importancia, tanto como osgamimodelo para pesquisas
de base como na industria biotecnolégica devideaacapacidade de produzir e
tolerar elevadas concentracbes de etanol (SWINNENHEVELEIN;
NEVOIGT, 2012). E sobre essa habilidade peculitr abase para producgédo de
bebidas alcodlicas e de etanol combustivel (PAISI¢t2013). O uso d§.
cerevesiaemetabolicamente construidas para producdo industeé acido
succinico, etanol de segunda geracgdo, utilizacdofomees de carbono
anteriormente nao utilizaveis e outros ja foramalesecidos ou estdo em
desenvolvimento (NEVOIGT, 2008; OTERO et al., 2013)

O resultado do mapeamento de QTL's por agrupantogsegregantes
selecionados (BSA) apontou a possivel existéncigudgorze QTL's (Figura
14). Os QTL’s que apresentaram os valores estatistiep mais baixos foram:

QTL “F” e cromossomo VII; QTL “B”, cromossomo |I.
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Figura 14 Mapeamento genético dos QTL’s envolvidmsnaximo acumulo de
etanol

4.1 ldentificacdo dos genes putativos do QTL “F”

Nés olhamos mais detalhadamente para os QTL's guesentaram

ligacdo mais significativa com o fen6tipo de maxiasdimulo de etanol. O QTL
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“F" esta localizado no cromossomo VII. As regié@ncos menoref-value
foram escolhidas para reduzirmos o tamanho do QTQTL que originalmente
possuia 192,515 pb foi dividido em duas regidesamande comprimento de
36,772 pb (QTL E1) e 32,446 pb (QTL E2) cada umatawdo 13 e 16 genes
respectivamente.

Todos 0s genes presentes no centro do QTL F1 eFlgRrg 15)
apresentaram mutacgfes sindnimas e ndo sindninggnifica que sejam bons
genes candidatos e que devam ser analisados p@idsdade reciproca (RHA
— Reciprocal Hemizygosity Analysis). Alguns genasantrados nestes QTL's,
segundo descrito no SGBdccharomyce&enome Database), tém potencial de

envolvimento com o fen6tipo estudado.

Chromosome VI features that span coordinates 104964 - 141736 bp ~ Chromosome VIl features that span coordinates 197977 - 230423 bp
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Figura 15 Genes presentes nos QTL's F1(A) e F2(B)

O geneRCK1 esta relacionado com osmotolerancia e resistémzia
estresse oxidativo (BILSLAND et al.,, 2004) e apmégesete mutacBes nao
sinbnimas em seu ORF. No inicio da fermentacédoigénio é utilizado para

producdo de biomassa, sintese lipidica que compErabnanas plasmaticas,
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sintese de esterdis, por fim células saudaveis étiems condi¢bes fisiolégicas
para fermentar. Embora o oxigénio em sua forma cntde Q seja importante,

formas derivadas chamadas de espécies reativagigénio (ROS - reactive

oxygen species) sdo produzidas internamente pathdas em condicdes
aerébicas. Estas ROS podem causar danos a comgeneeitilares, DNA,

inativagcdo de proteinas, diminuicdo da viabilidadenvelhecimento celular
(GIBSON et al., 2007). Estresse oxidativo tem papebrtante na deterioracao
progressiva das células de leveduras, sobretudogsatécnicas que reutilizam
as células ao fim do processo fermentativo, conwreccom a producdo de
etanol no Brasil (AMORIM et al., 2011).

Nas ultimas horas da fermentacdo a levedura passhentar estresses
relacionados com a concentragdo crescente de etnal decrescente
disponibilidade de nutrientes no meio, como o gémo O geneATGL1 esta
associado com resposta a falta de nitrogénio damido(KABEYA; KAMADA,
2005). Durante a autofagia elementos citoplasnmstisdo envolvidos em
estruturas de membrana dupla chamadas de autdfagossque ao se fundir
como o vacuolo libera seu conteldo para ser degoadA atividade de
autofagia contribui para a protecdo das mitocéedeaprevine o acimulo de
ROS, diminuindo também o estresse oxidativo. Pauleveeduras essa estratégia
€ essencial para a sobrevivéncia durante a escdsseitrogénio (SUZUKI;
ONODERA; OHSUMI, 2011)

O geneHOS2relacionado com resposta aos danos ao DNA (TKACH e
al., 2013), porém diferentemente do gelkEN3 também responsavel por
proteger o DNA (PAIS et al., 2013), o ged®S2foi vinculado ao gend&PJ1
que apresentou melhora na tolerdncia ao etanoldquaeletado do genoma da
S. cerevisiadSWINNEN et al., 2012)

N&o foi encontrado QTL no cromossomo VIl nos trabalde Pais et al.

(2013) e Swinnen et al. (2012) que também estudaatvases genéticas para
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maximo acumulo de etanol em linhagens industriaiea pproducdo de sake
(CBS1585) e etanol combustivel (VR1).

A cadeia de genes apontados pelo mapeamento des@fdsente no
cromossomo VII parece atuar sinergicamente protkgarcélula da variacéo do
ambiente. O genRCKZlauxilia na tolerancia ao estresse oxidativo daando
processo, enquanto o gei€Glatua mais ao final da fermentacéo, preservando
a viabilidade celular no momento que a disponibadie de nitrogénio é quase
inexistente. Juntamente com os anteriores, 0 &®2oferece resposta contra
os danos inferidos sobre o DNA. E durante todo acgsso os gendsUT,
INO80, e ARO2garantem e controlam a transcricdo dos genes S&@@Es as

respostas da célula as condi¢des adversas do ambien

4.2 ldentificacdo dos genes putativos do QTL “B”

O QTL “B” esta localizado no cromossomo |l e copasde a 79,590
pb, abrigando 49 genes. Analisando o centro do @dduzimos a regido para
29,237 pb com 19 genes (Figura 16). Segundo o seigumento todos 0s genes
apresentam ao menos uma mutacao ndo sindbnima erMBRIES

Neste QTL encontramos gene com8MP1 associado com
osmotolerancia. Quando a levedura é submetidassgmeosmotica € ativada a
via de transducdo de sinal de resposta (MAPK - geiteactivated protein
kinase), uma série de genes € induzida e o B&®1 desempenha um papel
central no controle de expressdo. Como alvo do ¢#DE&1, 0 geneSMP1
participa da resisténcia contra o shock osmotiga,delecdo provoca perda da
viabilidade celular (NADAL; CASADOME; POSAS, 2003).

Os genes presentes neste QTL possuem potenciartieigarem do

fenétipo de maximo acumulo de etanol, portanto $odievem ser testados por
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clonagem e insercdo em linhagem para teste emtigagd® para se conhecer a

real natureza da colaboracédo para expresséao diipfeno

Chromosome |l features that span coordinates 575394 - 604631 bp
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Figura 16 Genes presentes no QTL “B”

4.3 Analises dos QTL's

Neste estudo a analise de QTL foi realizada, esolteelo comparado
com outras analises encontradas na literaturashol@ realizado por Pais et al.
(2013), o mapeamento de QTL para linhagem de S2BR&1585), revelou um
QTL para o fenétipo de maximo acimulo de etanolpoai¢cdo gendmica
168455-179051 pb do cromossomo |. Esta regidoalifiggenes, entre eles o
ADE1 e KIN3 que foram testados e comprovadamente influencidem@tipo,
principalmente o gen&IN3 que codifica uma proteina quinase envolvida no
reparo do DNA. No presente estudo o mapeamento éamapontou um
pequeno QTL no cromossomo | na posicdo genbmicd3B39195921 pb
(Figura 17), o mapeamento sugere genes difereoras 8WH1le YATL1, que
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estdo descritos como associados ao complexo dé ealglizacdo de etanol
como fonte de carbono respectivamente (SCHMALIX;NEAOW, 1993). O
gene YAT1 da linhagem estudada neste trabalho (Segl20) empaedrés
mutacfes ndo sindnimas em seu ORF comparado canmageém referéncia
S288c, o0 que por sua vez altera a proteina cod#icgossivelmente,
impossibilitando ou reduzindo a eficiéncia na mitido do etanol como fonte de

carbono ao final da fermentacao.

Chromosome | features that span coordinates 158000 - 178000 bp

A 'D L PHO11

) SEN34
156 — T
RFAL ARS1OL

) ToAL ADEL VEROLIU-A
160 Iy = 5 180
ARSL01 VAROLOD EUD14 KING  COC15 ARSLLG
VARCGE1tad VeRCdeTtaS FAL7
VERLOEITad
ka7
VART0SE
60 Feh 13, 2014
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Figura 17 QTL cromossomo |, linhagem Sake (CBS1383nhagem cachaca
(D2-7) B
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Os trabalhos de Swinnen et al. (2012) e Pais ef2all3) também
encontraram QTL no cromossomo V, ambos encontreggities que abrigam o
geneURA3 O QTL descrito por Pais esta na posicdo gen669¢289 — 166080
pb com 48 genes (Figura 18) enquanto que o Swiséigiescreve o achado, ndo
relatando o tamanho do QTL. Neste trabalho o QTlcnomossomo V estd em
uma posicao diferente, entre 329,095 — 434,102)pb,por sua vez, abriga 48
diferentes genes, dRA3nao0 esta ente eles.

Porém neste QTL encontramos genes cBi®1que esti envolvido na
resposta a estresse osmaético (HOG — high osmolghyiserol) induzindo a
producdo de glicerol pela célula (TATEBAYASHI et,a2006). Outro gene
interessante € RAD5] parte de um grupo de genes diretamente assogados
o0 reparo de DNA (DSB — double strand breaks), enuihportante na
manutencdo da integridade do DNA (SYMINGTON; SYMINGN, 2002;
TKACH et al., 2013).

Chromosome V features that span coordinates 69939 - 166080 bp Chromosome V features that span coordinates 329095 - 434102 bp
B # Y = = am
A e = B o« i =

vvvvv

™
L ofone__ on coue e

. 10
B2 AEL R EGH A B Gkl
ocals Velbao

o
8 s RIRL R (uvm)m B Wi S Rmes m veRon
108 10 65

=n - 2

VeLome Ve

v w9 o

“ELote: )z ) ° oo ’ L "
sz e o [r— e an wade  sm am
szszszszszsz

2 e i ] ps e s

nnnnnnnn

Figura 18 QTL cromossomo V, linhagem Sake (CBS1585)Pais 2013,
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A associagdo entre o homem e a levedaacharomyces cerevisigée
muito antiga e a domesticacdo de linhagens selgagmmguida de inimeras
geracbes de selecdes artificiais, moldaram o0 genateata levedura.
Domesticacdo essa que impds pressdes dependentes® gwetendido, como
panificacdo e producdo de bebidas (BORNEMAN et24111). Isso significa
gue o uso selecionou um arcabouc¢o genético qugaagenes envolvidos com
tolerancias, resisténcias, aromas, viabilidaderdemitros. Conhecer essas bases
genéticas é importante para a construgéo racienfhlkdagens dirigidas. O que
nos da a possibilidade de transferir genes difesenbm funcdes parecidas,
como por exemplo, genes associados com osmotolendmesentes em levedura
capaz de crescer em néctar, pode ser inserido #mlimhagem a ser utilizada
em fermentacdo de alta gravidade, transferindo laliteede da primeira
levedura para a segunda (CANTO; HERRERA, 2012; HERR et al., 2009).



57

5 CONCLUSOES

Os resultados apontam que a metodologia de seaqmnemwio de
genoma completo é uma metodologia viavel para mtif@@cédo de regides no
genoma em linhagens oriundas de fermentacdo degachma vez que pode
ser dificil estudar a associacdo de genotipo etiftm@m linhagens utilizadas
comercialmente, como também os provaveis genedviaio® com fendtipos de
interesse, como maximo acumulo de etanol.

As diferencas encontradas entre os genes putatiess diferentes
linhagens analisadas neste estudo e encontradéteratura possivelmente se
deve as diferencas genéticas e geogréficas.

Os resultados ainda mostram que 0 agrupamento gegs@tes
juntamente com o mapeamento de QTL revelou um grawdmnero de genes

possivelmente associados ao fenétipo de méximowaoloe etanol.
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