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Resumo

Expressdo heter6loga, em  Saccharomyces cerevisiae, de genes de

Zygosaccharomyces bailii envolvidos na resisténcia a conservantes alimentares

Zygosaccharomyces bailii € umas das principais leveduras de alteragdo alimentar e um dos
maiores problemas para a industria devido & sua elevada resisténcia a conservantes

alimentares, nomeadamente a acidos fracos.

O trabalho realizado avaliou um dos mecanismos propostos para a resisténcia ao acido
benzéico e acido sorbico, a diminuicdo da permeabilidade a catibes. Mais concretamente
avaliou-se, o papel de oito genes de Z. bailii (OPI3, FEN1, SUR4, ISC1, ERG2, ERG4, ERGS6,
GAS1) na resisténcia aos acidos fracos. Estes genes foram clonados e caracterizados por
expressao heteréloga numa estirpe de S.cerevisiae sem 0 respectivo gene. Para
caracterizacao fisiolégica das estirpes transformadas, avaliou-se a sua resisténcia aos acidos
fracos (1-6mM), determinou-se o efluxo e influxo de protdes através da membrana e
respectivo valor de pHin, bem como parametros de crescimento (Biomassa e rendimento) em

meio mineral e sumo de mac¢a em células adaptadas e ndo-adaptadas aos acidos.

Os resultados mais relevantes foram observados para o gene ZbGAS1, cuja expressdo em
S.cerevisiae demonstrou melhorar o seu fenétipo de crescimento na presenca de acidos
fracos ao nivel de biomassa final produzida, rendimento e actividade da H*-ATPase (efluxo),
apontando para possiveis alterac6es da estrutura da parede como um dos mecanismos de

resisténcia aos acidos testados.

Palavras-chave: Z. bailii, resisténcia a acidos fracos,conservantes alimentares, premeabilidade da
membrana, ZbGAS1



Abstract

Heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae of genes from

Zygosaccharomyces bailii involved on food preservatives resistance

Zygosaccharomyces bailii is one of the main spoilage yeasts and one of the biggest problems

for Food Industry due to its high resistance to food preservatives, namely weak acids.

In this work, we performed an evaluation of one mechanisms proposed for the increased
resistance to benzoic and sorbic acid of Z. bailii: the decreased permeability to cations. More
specifically, we evaluated the role of eight Z. bailii genes (OPI3, FEN1, SUR4, ISC1, ERG2,
ERG4, ERG6, GAS1) on weak acid resistance.

We cloned and characterized each Z.bailii genes by heterologous expression in S. cerevisiae
strains without the respective gene. In order to characterize each transformant strain, we
evaluated weak acid resistance (1-6 mM), intracellular pH, proton influx and extrusion through
the plasma membrane and growth parameters (final biomass and vyield) in YNB and in a
commercial apple juice in non-adapted and in adapted cells to the acids.

The most relevant results were obtained for ZbGAS1 gene, whose expression in S. cerevisiae
improved growth (final biomass and cell yield) and increased proton pump activity in the
presence of weak acid. These results point to possible cell wall composition changes as one

of the mechanism possible involved in weak acid resistance.

Key-words: Z. bailii, resistance to weak acids, food preservatives, membrane permeability, ZbGas1l



Extended Abstract

Heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae of genes from

Zygosaccharomyces bailii involved on food preservatives resistance

The deterioration of food products by yeasts, often generates negative impacts on food and
beverages industries, causing significant economic losses. Within the characterized spoilage
yeasts, the most problematic belongs to the genus Zygosaccharomyces spp., in particularly Z.
bailii, due to its specific physiological properties, namely its ability to proliferate in the presence
of weak acids ranging from acetic to benzoic and sorbic acids at concentrations usually used
in food industry.

The knowledge concerning weak acids resistance mechanisms is a crucial factor to perceive
the underlying reasons to the survival of these organisms in the presence of these compounds,
so that these preservatives can be applied in a more effectively and controllably way.

In this work, we focused our attention toward one of the mechanisms proposed as the cause
for the resistance to benzoic acid and to sorbic acid in yeasts, the decreased permeability to

cations was also evaluated.

More specifically we evaluated the role of eight genes of Z. bailii (OPI3, FEN1, SUR4, ISC1,
ERG2, ERG4, ERG6, GAS1), which code for proteins involved on the biosynthetic pathway of
cellular envelope compounds and may be involved in the resistance to benzoic and sorbic

acid.

We cloned each of the eight genes of Z. bailii into S. cerevisiae without the respective gene by
homologous recombination into an expression vector, and we characterized each transformant
strain. We evaluated the resistance to benzoic and sorbic acid (1-6 mM). Based on these
results we select the Z. bailii gene, which expression in S. cerevisiae improved its resistance

to weak acids, being the remaining work pursued with this gene.

In order to determine the effect of the expression of this gene on the plasmatic membrane
permeability, the intracellular pH (pHin), the proton influx and proton extrusion through the
plasma membrane were estimated. We also evaluated growth parameters of this strain, and

through that the final biomass and cell yield were determined.

We obtained transformants for six of the eight genes tested (OPI3, ERG4, FEN1, SUR4, ISC1

and GAS1), but not all of them had a positive effect on S. cerevisiae weak acid resistance.

The expression of ZbOPI3, ZbERG4 and ZbISC1 in S. cerevisiae led to an equal or worst

behavior of this strain in the presence of these compounds. On the other hand, the expression



of ZbFEN1 and ZbSUR4 improved the resistence of S. cerevisiae, however their single

delection strain presented an even better behavior than the parental strain.

Finally the expression of ZbGASL1 revealed an positive effect on the resistance of S. cerevisiae
to weak acids, since the transformant strain grew better in the presence of this compounds
than the parental and the delection strain, being the remaining work persued with this gene.

The results obtained for the growth phenotype of the transformant strain, revealed this strain
was less affected by the presence of weak acid, on both levels final biomass and cell yield,
when compared with the parental strain. This result indicate a positive role of this gene, on
weak acid resistance of Z. balilii, since its expression in S. cerevisiae led to a better behavior

of this specie on weak acid presence.

Moreover, the results obtained for the pHin and the flux of protons through the plasma
membrane, allowed us to see that the H*-ATPase activity was higher in this strain, which

indicated a superior investment on cell protection, by the transformant strain.
Summarizing the most important results:

e Expressing ZbERG4 and ZbISC1 didn’t improved S. cerevisea weak acid resistance

e Expressing ZbOPI3 Improved S. cerevisea resistance only to sorbic acid

e Expressing ZbFEN1 and ZbSUR4 improved S. cerevisiae resistance, however their
delection led to an even better behavior of this species

o Expressing of ZbGASL1 led to a better growth in the presence of weak acids, being the
transformant more resistant that the parental and that the delection strain

e The expression of ZbGAS1 improved the phenotype growth and led to a higher value

of protons extrusion

These results open new gates, for the research on the mechanisms underlying the higher

resistance of Z. bailii to weak acids.

Key-words: Z. bailii, resistance to weak acids, food preservatives, membrane permeability, ZbGas1
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Figura 39: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Agasl e BY4741 Agasl a

expressar o gene GAS1 de Z. bailii ISA 1307
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l. Introducéao

1. Enquadramento

O principal desafio para a industria é ndo s6 garantir a seguranca do produto, assegurando a
auséncia de microrganismos patogénicos, como também garantir a manutencdo da sua
gqualidade durante o periodo de armazenamento, podendo esta ser posta em causa pelas
diversas vias de degradacdo associadas a matriz alimentar: via quimica (acao enzimatica),
via fisica (presenca de corpos estranhos) ou via microbiana (contaminagdo por
microrganismos de alteracdo) (Brul e Coote, 1999).

A deterioracdo de origem microbiana reveste-se de uma especial importancia, uma vez que
se trata do tipo de deterioracdo mais frequente durante o periodo de armazenamento, levando
a perdas econdmicas significativas, bem como ao desperdicio de um bem téo valioso (Roller,
1999).

As exigéncias do consumidor moderno, relativamente a qualidade apresentada pelo produto,
levam a um uso crescente por parte da industria de métodos que impecam o desenvolvimento
de microrganismos que possam levar a deterioracdo do produto durante o seu periodo de
armazenamento. Sendo a reducdo do pH através da adicdo de conservantes alimentares
como € o caso dos acidos fracos (exemplo: acido benzécio, sérbico e acético), uma das

principais estratégias utilizadas (Piper et al., 2001).

Paralelamente as exigéncias de qualidade numa perspetiva de conservagao, os consumidores
tém vindo igualmente a desenvolver exigéncias no sentido da reducdo dos aditivos
alimentares, nomeadamente dos conservantes, presentes nos alimentos. Este facto gera
problemas & industria alimentar, que tem de procurar satisfazer duas solicitagbes do

consumidor nem sempre compativeis entre si.

De forma a satisfazer ambas as exigéncias acima referidas € pois necessario um
conhecimento prévio ndo sé dos fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento, como também
das principais vias de alteracdo dos alimentos e mecanismos de resisténcia, por forma a
manipular de forma adequada os fatores necessarios a manter a qualidade do alimento com

0 minimo de manipulagdo e concentracao de conservantes possiveis.

Uma das espécies mais problematicas em termos de alteracdo de alimentos é
Zygosaccharomyces bailii, uma espécie de levedura caracterizada pela elevada capacidade
de resistir a acidos fracos, resisténcia a elevada concentracdo de acUcares e elevada
capacidade de fermentar frutose com producdo de grandes quantidades de dioxido de

carbono e frequentemente causa de deterioragéo de sumos e concentrados de fruta, doces e



compotas. A capacidade deste tipo de microrganismos crescer na presenca de elevadas
concentracdes de &cidos fracos, da origem a grandes perdas a nivel econdémico para a
indastria alimentar. Desta forma, a compreensdo dos mecanismos de resisténcia
relativamente a estes compostos lipofilicos, permitiria melhorar as estratégias utilizadas por
parte das industrias para a conservacao dos seus produtos, tornando-as consequentemente
mais efetivas (Macpherson et al., 2005).

2. Zygosaccharomyces como um dos principais géneros de alteracdo de
alimentos

De entre as leveduras caracterizadas até hoje como “leveduras de alteragdo” de alimentos,
Zygosaccharomyces € o género com uma histéria mais longa na deterioragéo de alimentos e
bebidas, sendo um dos maiores desafios para a industria. Fazem parte deste género varias
espécies que sdo consideradas das mais perigosas entre 0s microrganismos de alteracéo,
sendo Z. bailii, Z. rouxii, Z. bisporus e Z. lentus as espécies que representam maior ameaga

para produtos alimentares processados (Sa-Correia et al., 2014).

A capacidade destes microrganismos para deteriorar alimentos considerados estaveis, deve-
se ao facto de estes conseguirem ndo sO sobreviver como proliferar em condi¢cdes que
rapidamente eliminariam um grande numero de microrganismos associados a contaminagéo

de alimentos.

Z. balilii é considerada como sendo uma maior ameaca para alimentos mais acidos ou com
concentracdes de aclcar mais elevadas tais como, maionese, Ketchup, mostarda, molhos
para saladas, picles, bebidas carbonadas e alguns vinhos. Por outro lado Z. rouxii, esta mais
associada a alteracdo de alimentos com elevadas concentracfes de acgucar ou de sal tais
como concentrados de fruta, adogantes entre outros. Ja Z. lentus apresenta uma maior
ameaca para alimentos refrigerados dada a sua capacidade de se multiplicar a baixa
temperatura (Steels et al., 1999), ao passo que Z. bispourus apesar de ter um perfil de
deterioragdo entre Z. bailii e Z. rouxii aparece com muito menos frequéncia (S4-Correia et al.,
2014).

De entre as propriedades fisiologicas que caracterizam as espécies pertencentes ao género
Zygosaccharomyces, é de enfatizar trés que tornam estas leveduras de alteracdo mais
relevantes para a industria alimentar: a sua consideravel resisténcia aos acidos fracos usados
frequentemente como conservantes (ex: acido acético, acido benzoico, acido sorbico) em
particular Z. bailii e Z. lentus; elevada resisténcia a pressdo osmotica causada pela presenca
de elevadas concentracbes de acUcares e sal (osmotoleréncia); e a sua capacidade de
fermentar hexoses tendo preferéncia por frutose, sendo classificadas como frutofilicas (Piper
et al., 2001; S&-Correia et al., 2014).



De todas as espécies do género Zygosaccharomyces, Z. baili é considerada
inquestionavelmente a mais problematica, o que se deve a conjugacao das trés caracteristicas
fisiolbégicas referidas anteriormente: é capaz de proliferar na presenca de elevadas
concentracbes de acidos fracos usados pela industria como conservantes alimentares,
mesmo na presenca de concentracdes superiores as permitidas pela legislacao alimentar; €
resistente a elevadas concentracdes de etanol, é capaz de se multiplicar numa ampla escala
de valores de pH e ay (2 a 7 e 0,8 a 0,99 respetivamente), tem a capacidade de fermentar
acucares como a frutose, sendo ainda de realcar o fato de, mesmo a partir de um inéculo
pequeno, conseguirem provocar a deterioracdo num produto alimentar (Piper et al., 2001; Sa-
Correia et al., 2014).

3. Estratégias de conservacéo dos alimentos

Para evitar que os alimentos se deteriorem por agdo microbiana, é fundamental a previsdo do
tipo de microrganismo que podera vir a contaminar o produto alimentar, sendo necessario ter
em consideracdo uma grande variedade de fatores, que séo classificados como fatores
intrinsecos  (pH, disponibilidade de &gua, potencial de oxidacdo-reducdo e nutrientes
disponiveis) que correspondem as caracteristicas fisico-quimicas do alimento, e factores
extrinsecos (temperatura, humidade relativa, composicao do ar ambiente) que se referem as
condigcbes ambientais em que sdo mantidos os alimentos (Beales, 2004). Estes fatores
exercem uma selecdo inicial sobre os microrganismos contaminantes, favorecendo

determinadas espécies em relagdo a outras.

E com base na manipulacdo de cada um dos fatores intrinsecos e extrinsecos que s&o
estruturadas as estratégias de conservacdo alimentar, em que cada estratégia de
conservagdo visa controlar os fatores que potencializam a deterioragdo microbiana do
alimento especifico. Assim, ao desenhar uma estratégia de conservagédo, procura-se por um
lado controlar os factores inerentes ao préprio produto alimentar, como por exemplo através
de processos como a desidratacdo ou adicdo de humectantes ao produto de forma a controlar
a disponibilidade de agua presente no mesmo, ou controlando o seu pH através da adicéo
de agentes quimicos, mais precisamente antimicrobianos naturais ou sintéticos que reduzem
o pH do produto (como é o caso dos acidos fracos), hunca descurando o controlo rigoroso da
composigao nutricional do alimento. Por outro lado o controlo do ambiente externo ao produto,
também €& importante e para tal sdo utlizadas fundamentalmente duas estratégias: a
manipulacdo da temperatura, tanto a nivel de armazenamento (baixas temperaturas) como
ao nivel de processamento (elevadas temperaturas) e estratégias de embalamento

diversificadas (ex: atmosfera controlada, vacuo). (Beales, 2004). Todos estes métodos visam



garantir a qualidade e seguranga do produto, preservando simultaneamente as caracteristicas

nutricionais e organolépticas do produto.

As exigéncias do consumidor moderno, relativamente a qualidade apresentada pelo produto,
levam a um uso crescente por parte da industria de métodos que impecam o desenvolvimento
de microrganismos que possam levar a deterioracdo do produto durante o seu periodo de
armazenamento. Sendo a adi¢cdo de conservantes alimentares, como € o caso dos &cidos
fracos (exemplo: acido benzoico, sérbico e acético) uma das principais estratégias utilizadas
(Piper et al., 2001).

3.1 Acidos fracos

Os &cidos carboxilicos, sdo compostos que ocorrem de forma espontanea na natureza,
estando presentes nas vias metabdlicas dos microrganismos. Ao longo do tempo tém vindo a
ser exploradas inumeras aplicacdes possiveis para estas moléculas, estando entre estas, a
sua utilizagdo na conservacdo de produtos alimentares, mais precisamente como

conservantes alimentares (Piper et al., 2001; Mira et al., 2013).

A utilizag&o de &cidos fracos como conservantes alimentares é uma pratica comum a nivel
mundial, a fim de prevenir a contaminag&@o microbiana de alimentos e bebidas com valores de
pH mais baixos sendo estes um dos poucos agentes antimicrobianos aprovados para este
objetivo. (Lambert e Stratford, 1999). A sua eficacia como conservante alimentar depende do
modo como estes compostos sdo utilizados pela indastria, em particular das quantidades
empregues, encontrando-se definidas pela legislacdo alimentar. No entanto, a pressao por
parte dos consumidores tem levado a reducao dos limites legais para estes compostos, o que
se tem vindo a tornar cada vez mais um desafio para a industria, ao nivel do controlo do
desenvolvimento de determinadas leveduras, como Zygosaccharomyces bailii, que resistem

a elevadas concentracdes de acido (Brul e Coote, 1999, Mollapour et al., 2008).

A aplicagdo mais comum dos acidos fracos é em alimentos que se caracterizem por elevadas
concentracdes de agUcar e por valores de pH mais baixos (acidos), como € o caso dos sumos
de fruta, vinhos e molhos para saladas, cuja integridade é posta com mais frequéncia em
causa devido a presenca de leveduras, fungos e bactérias lacticas uma vez que as
caracteristicas inerentes a estes produtos inibem da maioria das bactérias (Beales, 2004;

Martorell et al., 2007).

Nos dias de hoje, entre os acidos fracos mais utilizados encontram-se o acido acético (E260),
benzéico (E210), sérbico (E200) e propidnico (E280), que ocorrem de forma natural em

determinados vegetais e frutos, e que se utilizam hoje na indlstria a fim de inibir o seu



crescimento e consequentemente prolongar a sua fase de laténcia (Lambert e Stratford, 1999;
Piper et al., 2001).
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Figura 1: Estrutura quimica do acido benzdico (pka 4,19),s6rbico (pKa 4,76), propiénico (pKa 4,86) e acético (pKa
4,75) (adaptado de Mira et al., 2010)

3.1.1 Modo de acgao dos &cidos fracos

Os &cidos fracos, enquanto conservantes alimentares, apresentam alguns modos de agéo
semelhantes independentemente da sua estrutura quimica e modos de acc¢éo especificos

dependentes da sua estrutura e microrganismo em causa.

De uma forma genérica, estes compostos, atuam inibindo o crescimento dos microrganismos

e aumentando a extenséo da sua fase de laténcia (Stratford e Anslow, 1998).

Quando numa solugéo os acidos fracos encontram-se num equilibrio entre a sua forma néo
dissociada (HA) e a sua forma dissociada (A") (pKa — valor de pH no qual existe o equilibrio
entre as duas formas do &cido), equilibrio esse dependente dos valores de pH presentes na
solucdo. Estes conservantes apresentam a sua atividade inibitéria étima para valores de pH
reduzidos, uma vez que estes favorecem a presenca da sua forma nao dissociada do acido
(forma neutra), mais lipofilica, a qual se difunde facilmente através da membrana celular
entrando para o interior da célula. Ao encontrarem no interior da célula valores de pH mais
elevados (= 7), a molécula de acido dissocia-se, resultando na libertacdo de anides (A’) e de
protdes (H*). A permeabilidade da membrana a estas substancias (i6nicas) é muito inferior,
tendo como resultado a sua acumulagdo no interior da célula (Stratford e Anslow, 1998; Piper
et al., 1998; Piper et al., 2001; Beales, 2004).

A acumulacdo de anides no interior da célula pode levar a uma pressdo de turgescéncia
elevada, influenciar a producgéo de radicais livres (stress oxidativo) e ser ela propria toxica
para a célula. No caso da acumulacdo de protdes, pode dar origem a uma acidificagdo do
citosol, consequentemente a uma reducdo do pH intracelular (Pampulha e Loureiro-Dias,

1989), facto que pode levar a inibicdo de diversos processos metabdlicos (Pampulha e



Loureiro-Dias, 1990) e a reducéo do rendimento em ATP (Pampulha e Loureiro-Dias, 2000),
sendo estas das principais vias através da qual estes compostos inibem o crescimento
microbiano e provocam a morte celular (Brul e Coote, 1999; Piper et al., 2001; Beales et al.,
2004).

3.1.2. Mecanismos de resisténcia aos acidos fracos

De entre todos os géneros de leveduras até hoje caracterizadas, apenas algumas séo
classificadas como “leveduras de alteragao”, entre as quais leveduras com elevada resisténcia
a acidos fracos como sejam alguns isolados de Saccharomyces cerevisiae, que
demonstraram a capacidade de crescer a concentracdes de acido superiores a 3 mM
apresentando no entanto uma fase de laténcia bastante mais prolongada, e algumas espécies
do género Zygosaccharomyces, entre as mais perigosas Z. bailii e Z. lentus as quais
sobrevivem e se multiplicam com concentracdes de acidos fracos superiores as permitidas na
legislacdo alimentar, e a valores de pH inferiores ao seu pKa (Mollapour e Piper, 2001; Piper
et al., 2001).

A acdo inibitoria dos &cidos fracos traduz-se entre outros efeitos na acidifica¢éo do citosol, a
qgual afeta a homeostase protonica da célula, levando a ativacdo de um transportador de
membrana envolvido na manutencdo do mesmo, H*-ATPase (Pmal), que vai transportar
ativamente protdes para o exterior da célula. Apesar de ser um dos principais mecanismos de
adaptacao das células, a acao deste transportador trata-se de um processo energeticamente
muito dispendioso, uma vez que resulta no consumo de aproximadamente 60% do ATP

celular, levando a uma reduc¢éo do rendimento das células (Verduyn et al., 1992).
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Figura 2: Interac@o dos &cidos fracos com a célula microbiana. (A) o exterior da célula favorece a forma néo
dissociada do acido devido ao valor de pH reduzido; (B) Ao entrar na célula, o interior da célula favorece a forma
ndo dissociada do acido devido ao valor de pH mais elevado; (C) A bomba proténica remove os protGes em excesso
utilizando energia (Adaptado de Beales et al., 2004)
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No entanto, verifica-se que 0 mecanismo de adaptacao a estes compostos ndo € idéntico para
todas as leveduras de alteracdo, como é o caso de S. cerevisiae e Z. bailii, que mantém niveis
intracelulares de acidos fracos mais baixos do que o esperado, utilizando para tal estratégias
diferentes (Piper et al., 2001).

S. cerevisiae, tem como principal mecanismo de resisténcia a extrusdo do acido para o
exterior da célula, processo no qual despende a maior parte da sua energia, através da
inducdo de duas proteinas de membrana, Pdr12 e Hsp30 (“Heat shock protein”) (Ullah et al.,
2012; Piper et al., 1997). Pdr12 é um dos 31 transportadores ABC de S. cerevisiae, a sua
inducdo é tao forte na presenca de acidos fracos, que nas células adaptadas se torna uma
das proteinas de membrana mais abundantes (Piper et al., 1999). No caso de Hsp30, participa
na adaptacdo aos acidos fracos, atuando na regulacdo da H*-ATPase (Pmal) (Piper et al.,
1997).

B [
Ext In Ext In
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B
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Figura 3: Resposta geral de S. cerevisiae ao acido benzdico. (A) o acido benzoéico na sua forma ndo dissociada
(HB) entra na célula por difusdo passiva, o protdo resultante da sua dissociagdo no interior da célula é expulso
pela H*-ATPase (Pmal) enquanto o seu anido (B-) ainda pode provocar alguma toxicidade. (B) Inducdo do
transportador Pdrl2, para transportar ativamente para o exterior da célula o anido B~ (C) Alteracbes nas
caracteristicas da membrana, de forma a limitar a entrada de acido por difuséo passiva (Adaptado de Kresnowatiet
al., 2008)

A extrusao de protdes (Pmal) e anides (Pdrl2) para o exterior da célula, seriam em vao se
simultaneamente ndo ocorresse qualquer processo que limitasse a entrada da forma nao
dissociada do acido na célula por difusdo passiva. Desta forma as células adaptadas devem
de alguma forma restringir a entrada de acido por difusdo através da membrana, no entanto

ainda ndo sédo conhecidos os mecanismos por detrds deste processo (Piper et al., 2001).

Z. bailii, considerada uma das leveduras de alteragdo mais perigosas devido a sua elevada
resisténcia a 4cidos fracos, superior a de S. cerevisiae, apresenta mecanismos de resisténcia
diferentes desta. Quando na presenca destes compostos, como por exemplo de Sorbato, ndo
se verifica uma inducéo t&o forte do transportador de membrana Pdr12, levando este facto a

questionar o porqué entdo de apresentar uma resisténcia superior a S. cerevisiae.



Uma das possiveis explicacdes € a sua capacidade de degradar &cidos fracos quando na
presenca de elevadas concentracdes de aglcares. Deste modo Z. bailii consegue degradar
acido acético (Sousa et al., 1996, 1998), o &cido sérbico e o acido benzéico (Mollapour e
Piper, 2001) quando na presenca de acUcares fermentesciveis, ao passo que a degradacdo
do &cido acético por S. cerevisiae € inibida na presenca de glucose. Para além disso, Z. bailii,
consegue degradar por acdo de uma enzima (ZbYME2) o &cido sorbico e benzdico, o que Ihe
confere também uma maior resisténcia a estes compostos. Existindo também a hipétese de
que Z. bailii tenha desenvolvido um mecanismo muito mais eficaz de alterar a estrutura do
envelope da célula, limitando assim a entrada do 4cido da célula e justificando desta forma
uma resisténcia muito superior a estes compostos por parte deste microrganismo quando

comparado com S. cerevisiae (Piper et al., 2001).

Em suma, para justificar a maior resisténcia de Z. bailii a estes compostos, uma vez ndo sendo
conhecido 0 mecanismo em concreto que encontra por detras desta maior resisténcia por
parte deste microrganismo, e de acordo com os dados obtidos por diversos autores, foram
colocadas algumas hipéteses explicativas, entre elas a possibilidade da membrana plasmatica
de Z. bailii ser menos permeéavel & forma ndo dissociada do acido do que a membrana
plasmatica de S. cerevisiae (Piper et al., 1999; Arneborg et al., 2000; Piper et al., 2001). Este
facto € suportado por resultados obtidos por M.C. Loureiro-Dias que mostram que o
coeficiente de difusdo dos acidos fracos através da membrana plasmatica € inferior em Z.

bailii do que em S. cerevisiae (Informacao pessoal).

4. Envelope celular em leveduras

As leveduras apresentam dois envelopes celulares, o primeiro a parede celular, responsavel
pela manutencdo da rigidez e estrutura da célula e o segundo a membrana plasmética que
assegura ndo s6 a separacao entre o citosol (meio intracelular) e o exterior da célula bem
como manutencdo do potencial de membrana essencial para o transporte ativo secundario
(Konings et al., 1995; Dickson e Lester, 1999). A estrutura celular de uma levedura encontra-

se representada esquematicamente na figura 4.
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Figura 4 : Esquema da estrutura da célula de uma levedura (Adaptado de van der Rest et al., 1995)

Uma outra fungdo da membrana, é permitir a passagem de nutrientes para o meio intracelular
e a libertagdo de produtos resultantes do seu metabolismo para o meio extracelular, o que
traduz a sua permeabilidade seletiva. A membrana plasmatica funciona como a principal
barreira & passagem dos compostos presentes no ambiente que rodeia a célula, de acordo
com as propriedades de cada soluto este pode atravessar a membrana por difusdo passiva,
ou através de proteinas especializadas que medeiam o consumo e a secre¢ao de solutos por

parte da célula (van der Rest et al., 1995; Konings, 2006).

A capacidade de um organismo se adaptar as diferentes condicdes ambientais a que € sujeito,
por vezes pouco favoraveis a sua sobrevivéncia, depende em grande parte das propriedades
funcionais da membrana plasmética, bem como da sua composicao, uma vez que de acordo
com os estimulos exteriores que a célula recebe vao ocorrendo alteragdes na sua composicao
lipidica. Como tal para uma melhor compreensao da forma como as células se adaptam aos
diferentes stresses a que sao sujeitas € necessario um melhor conhecimento do seu lipidoma
bem como da flexibilidade da membrana (Lindberg et al., 2013; Konings, 2006; van der Rest
et al., 1995).

4.1. Estrutura e composicdo da membrana plasmatica

A estrutura da membrana plasmatica caracteriza-se por uma bicamada lipidica, com uma
espessura de aproximadamente 7,5 nm, que é composta por uma mistura de lipidos polares
e proteinas, sendo a interacao entre estes que coordena a sua estrutura. A organizacao dos
componentes da membrana caracteriza-se por uma disposicao assimétrica dos lipidos e

proteinas ao longo da bicamada (van der Rest et al., 1995)



Na membrana plasmética de leveduras, um fator importante para compreender a sua
complexidade é conhecer a diversidade dos lipidos que a constituem, tanto a nivel de
dimensao como composi¢ao. As principais classes de lipidos presentes na membrana séo:
Glicerofosfolipidos, esfingolipidos e esterdis, representadas com maior detalhe na tabela 1

(van der Rest et al., 1995; Lindberg et al., 2013).

Tabela 1: Classes de lipidos presentes na membrana plasmatica (adaptado de Lindberg et al., 2013)

Classe de lipidos Abreviaturas
Glicerofosfolipidos:
Fosfatildicolina PC
Fosfatidiletanolamina PE
Fosfatidilinositol PI
Fosfatidilserina PS
Acido Fosfatidico PA
Fosfatidilglicerol PG
Esfingolipidos:
Ceramida CER
Ceramida inositol fosfato IPC
Ceramida Manosil-inositol fosfato MIPC
Ceramida Manosil-dinositol fosfato M(IP)2C
Esterois
Ergosterol Erg

A composicao lipidica da membrana apresenta uma enorme diversidade de acordo com a
existéncia de diferentes cabecas polares, o comprimento da cadeia de acidos gordos e o seu
grau de saturacao. A possivel variacdo de todos esses fatores da origem a existéncia de mais

de 200 espécies de lipidos diferentes (van der Rest et al., 1995).

4.1.1. Glicerofosfolipidos

A composigéo lipidica da membrana dos organismos eucariotas caracteriza-se por uma
grande variedade de fosfolipidos, sendo estes constituidos por duas cadeias de acidos gordos
ligadas por ligagBes éster a uma molécula de Glicerol-3-fosfato e a varios grupos substituintes
tais como colina, serina, etanolamina, glicerol que podem estar associados ao grupo fosfato
(Wagner e Paltauf, 1994; van der Rest, 1995). Os acidos gordos que se ligam através de uma
ligagcdo éster ao glicerol em levedura s@o o acido palmitico (Cie.0), acido palmitoleico (Cie:1),
acido estedrico (Cis0) € 0 acido oleico (Cis1) (Henderson e Block, 2014). Em
Zygosaccharomyces bailii existe ainda o &cido linoleico (Cis2) que ndo é detetado em

Saccharomyces cerevisiae (Malfeito-Ferreira, 1996).
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As principais classes de glicerofosfolipidos presentes na membrana plasmatica de leveduras
como Saccharomyces cerevisiae sdo: fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilinositol (Pl). Cada uma destas moléculas é sintetizada através
de uma série de reagbes quimicas catalisadas por enzimas diferentes, sendo 0 seu processo
de sintese (Figura 5) idéntico em organismos tédo diferentes como o homem e a levedura
(Macgraw e Henry, 1989; Wagner e Paltauf, 1994).

Figura 5: Esquema da via biossintética dos fosfolipidos (Adaptado McGraw e Henry 1989)

De entre os fosfolipidos que constituem a membrana plasmatica das leveduras o mais
abundante é a fosfatildicolina (PC), representando entre 40 a 50 % do total de fosfolipidos que
constituem a membrana. Como tal, varios mutantes apresentam altera¢gfes que afetam direta
ou indiretamente a sintese destes compostos, tendo sido usados para demonstrar o papel

fulcral deste composto no processo de crescimento da levedura (Kodaki e Yamashita, 1989).

De acordo com a figura 5, uma das proteinas envolvidas diretamente na sintese de PC é a
Opi3, uma metiltransferase de fosfolipidos, codificada pelo gene OPI3. A delecdo de OPI3 em
leveduras como S. cerevisiae afeta a regulacdo da sintese do percursor do PI, o inositol, bem
como a uma reducgéo dos niveis dos fosfolipidolipidos PD e PC, e a um aumento excessivo
toda a via de biossintese destes compostos, provocando alteragfes no crescimento normal

das estirpes e perda de viabilidade das células na fase estacionaria (McGraw e Henry, 1989).

A composicdo da membrana dos mutantes Aopi3 de S. cerevisiae, pode dar origem a
alteracdes na fluidez na membrana bem como alteracdes de outras propriedades fisicas da

mesma. Este facto demonstra o papel essencial dos fosfolipidos na membrana, e como a
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alteracdo dos seus niveis pode provocar alteracdes no comportamento da célula (McGraw e
Henry, 1989).

4.1.2. Esfingolipidos

Na membrana plasmatica das leveduras, em particular de S. cerevisiae, os esfingolipidos
representam aproximadamente 10% da composicao lipidica da membrana. Quando
comparados com os restantes componentes da membrana plasmatica, estes representam a
parte menor das espécies lipidicas, no entanto a sua presenca € aparentemente essencial

para uma série de funcées da membrana e da prépria célula (Dickson, 2008).

A sua composigao caracteriza-se por uma base esfingdide, que no caso das leveduras se
define como cadeia longa de bases (“Long chain bases” — LCB’s), por acidos gordos e por um
grupo polar (Dickson, 2008). Estes LCB’'s podem ser classificados em dois tipos
esfingosina/esfinganina (DHS) ou fitoesfingosina (PHS).

A ligagao de cada uma destas LCB’S a uma cadeia de acidos gordos longa, na maioria das
vezes Ca 0U Cye1, d& origem a formacdo da porcao hidrofdbica desta classe de lipidos,
designada por ceramida (Oh et al., 1997). O processo de sintese deste composto, bem como
de espécies mais complexas sintetizadas a partir deste, encontram-se representadas na figura

Malonil-Cod - - .
N Acido palmitico + serina
] SO
Fasso 2 : } LCB1,LCB2 Sering palmitoltransferase (SPT)
YBR159 FENT TsC3
SUR4 /
.,L_,/ 3-Cetodihidroesfingosina
s Tsc1n NADPH

Cetodihidroes fingosing redutass

Dihidroesfingosina (DHS — LCB4, LCAS
LAGT, LACH 9 ‘ )

\ T
) LiP1 s MADFH, O, — DHSP\
Passo 3 Ceramida Sintzss .f/ SUR2 LCBI, YERI
rsen ’ - i — PHSP —_| DPL1
Ceramida Fitoesfingosina -— - Uk
ot MADPH, O, Cop-Cod LCBY, LCBS LEE lizze
26 ?A SUR2 Ceramida Sintase
" Fitoceramida Etanolamina-P
ALIRT Fosfatidilinositol +C,; aladeidos
| IFC Sintase
Inositol - fosfoceraminda (IPC)
C5G1, C5G2 GDF-manoss .
CEHT 1sc1 Ceramidas
Complex ~ __ Manose-fosfoceramida (MIPC) — = +
Sphingolipids

IPT1 [SKN1] l Fosfatidilinositol Grupos Polares

Manose-{inositol-P)-Ceramida (M{IP).C}

Figura 6: Esquema do metabolismo dos esfingolipidos em S. cerevisiae (Adaptado de Dickson, 2008).
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Em S. cerevisiae, a maioria dos acidos gordos presentes na célula varia entre 0os 12 e os 18
carbonos e séo parte constituinte dos glicerofosfolipidos. Contudo, os &cidos gordos de cadeia
mais longa, isto é compostos por mais de 20 carbonos, que constituem os esfingolipidos sé&o
formados por sistemas de alongamento associados a membrana que nao se encontram bem
caracterizados. No entanto encontram-se até hoje caracterizadas duas das elongases, Fenl
e Sur4, envolvidas no processo de alongamento destes compostos, a acdo destas duas
proteinas permite o alongamento de acidos gordos com Cis0u Cig a acidos gordos de cadeia

longa entre Cya Czs diminuindo a fluidez da membrana (Oh et al., 1997).

A presenca de pelo menos uma destas enzimas em S. cerevisiae parece ser fulcral para a
célula, uma vez que com a delecdo de ambos os genes as células ndo sobrevivem, o que
indica a existéncia de func¢des relacionadas e sobrepostas por parte destas enzimas. Por outro
lado, a delecéo individual de cada um destes genes leva a uma redugédo do numero de acidos
gordos com 26 carbonos, e simultaneamente a um decréscimo da quantidade de ceramida,
produzida pela célula, o que da origem a altera¢des significativas na composi¢cdo de
esfingolipidos (Oh et al., 1997). A perda de funcdo de cada uma destas proteinas afeta a
atividade da B—glucano sintase, a composi¢do da membrana plasméatica bem como a atividade
da H*-ATPase e a resisténcia a inibidores da enzima esterol isomerase, o que indica a
existéncia de uma possivel relacdo entre a acdo destas enzimas o metabolismo de outra

classe lipidica os esterdis (Oh et al., 1997).

De entre os esfingolipidos que constituem a membrana plasmatica de S. cerevisiae, 0 grupo
de esfingolipidos mais complexos classificados como fosfoesfingolipidos de inositol (IPC,
MIPC, M(IP)2C), sédo o maior grupo e desempenham um papel muito importante na célula
(Nagiec et al., 1997). A degradacao destes compostos é considerada como uma segunda via

para a formacao de ceramida na célula, como se encontra representado na figura 6.

O papel da ceramida na célula tem vindo a ser considerado cada vez mais relevante, atuando
como mensageiro secundario em diversos processos tais como a regulagdo do crescimento
da célula, a morte celular, a senescéncia e varias respostas ao stress (Choque térmico,

irradiacdo, drogas anti-cancro) (Sawai et al., 2000).

Em levedura, a hidrélise dos esfingolipidos complexos (IPS) é realizada pela enzima do tipo
fosfolipase C, designada nestes organismos como Iscl (IPS-fosfolipase C). A eliminacdo do
gene que codifica esta enzima, deu origem a uma perda total da atividade da IPS —fosfolipase
C, em todos os esfingolipidos complexos, o que nos indica que este gene possa ser 0 Unico
gue codifica uma enzima com este tipo de atividade em levedura (Sawai et al., 2000). Para
além disso, a delecdo deste gene teve na célula diversas respostas diferentes tais como: uma

reducdo da tolerancia a elevadas concentracdes de sal (NaCl e LiCl), um crescimento mais
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lento das células em condi¢cdes normais (comparativamente a estirpe parental) e alteracdes
significativas do crescimento das células quando na presenca de compostos né&o
fermentaveis, como é caso do glicerol (Sawai et al., 2000; Matmati e Hanunn, 2008; Dickson,
2008). A localizagdo desta proteina varia ao longo da curva de crescimento das células,
encontrando-se no reticulo endoplasmatico durante a fase pré-diauxica e na mitocéndria na
fase poOs-diauxica, o que pode indicar uma possivel influéncia da mesma na composicao

lipidica da mitocondria.

De acordo com a analise de todos os fenétipos resultantes da delecao deste gene, bem como
com a analise da sua expressao ao longo das diversas fases de crescimento da célula, deduz-
se gue sua expressao € fundamental para diversos processos na célula tais como o
crescimento, a divisdo celular, a protecéo ionica da célula, a resposta a diversos stresses, e

o envelhecimento das células (Matmati e Hanunn, 2008).

4.1.3 Esterdis

De entre as diferentes classes lipidicas que constituem a membrana plasmatica de cada
levedura, os esterois diferenciam-se entre outros fatores pela sua estrutura quimica, uma vez
que o unico grupo polar que o constitui € um grupo hidroxilo e apresenta uma estrutura plana
composta por quatro anéis aromaticos, ao contrario das restantes classes lipidicas que
apresentam varios grupos polares e longas cadeias carbonadas (Abe e Hiraki, 2009).

O seu processo de sintese caracteriza-se por uma série de reacdes enzimaticas, tendo como
produto final uma molécula constituida por 28 carbonos, designada por ergosterol, estando

na Figura 7 representadas as Ultimas 5 etapas desse mesmo processo.
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Zimoesterol
1 Erg6
Fecoesterol
1 Erg2
Episterol

1 Erg3
5,7,24,(28)-Ergostatrienol

1 Erg5
5,7,22,24,(28)-Ergostatetraenol

| Eres

Ergosterol

Figura 7: Esquema dos ultimos 5 passos da via biossintética do ergosterol (Adaptado de Abe e Hiraki, 2009).

De entre os genes que codificam cada uma das enzimas envolvidas na sintese de ergosterol,
apenas alguns destes foram clonados, e determinado o seu caracter essencial para o
crescimento aerdbio atraves da analise de mutantes com os respetivos genes individualmente
deletados. Dos genes da via biossintética de ergosterol apenas quatro (ERG2, ERG3, ERG4

e ERG6) ndo séo essenciais para o crescimento aerobio das estirpes (Lees et al., 1995).

No entanto, apesar da delecdo individual destes genes dar origem a mutantes viaveis, as
alteracdes na constituicdo e permeabilidade da membrana véo diferir de acordo com o gene
deletado. Contudo, em qualquer dos mutantes (Aerg2, Aerg3, Aerg4, Aerg6) ocorre a alteracéo
da permeabilidade da membrana, aumentando o grau de sensibilidade da célula a
determinadas drogas, bem como a exposicdo a determinadas alteracdes do ambiente, como
€ o caso do Aerg3 (Shah e Klausner, 1993; Lees et al., 1995).

Enguanto componentes fundamentais das biomembranas, os ergosterdis influenciam muitas
das suas fung¢fes tais como a manutencao da fluidez da membrana apropriada (Lees et al.,
1979), a regulacéo da sua permeabilidade (Bard et al., 1978), a atividade de enzimas ligadas
a membrana e alteram a taxa de crescimento das células (Lees et al., 1978, cit in Lees et al.,
1995). Para além da sua influéncia sobre as diferentes fun¢des das biomembranas da célula,
estes compostos influenciam também noutros processos, como € o caso do ciclo celular (Lees
et al., 1995).
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4.2. Estrutura e composicao da parede celular

A parede celular das leveduras trata-se de uma estrutura resistente formada por diversas
camadas, que confere a célula protecao fisica e algum apoio no que se refere a resisténcia

das células as diferentes pressGes osmaticas a que sao sujeitas (Klis et al., 2002).

De uma forma geral, a parede celular das leveduras é essencialmente composta por Glucanos

(B-1,3-glucano e B-1,6-glucano), Manoproteinas e Quitina (Papolo e Vai, 1999).

A rigidez da parede e consequente protecao fisica que confere a célula, esta principalmente
associada a constituicdo da sua camada mais interna, sendo esta constituida essencialmente

por dois compostos: 3-1,3-glucano e quitina (Klis et al., 2002).

Entre os diversos constituintes da parede celular, o 3-1,3-glucano trata-se de um dos maiores
polissacarideos presentes na mesma, sendo responsavel por conferir forca mecanica a esta
estrutura. Por outro lado, a sua estrutura quimica, organizando-se sob a forma de uma hélice
oca, confere parte da elasticidade que caracteriza a parede celular nestes organismos, sendo
assim responsavel pela forma assumida pela célula. Na polimerizacdo destes compostos,
estdo envolvidas entre outras enzimas a Gas1, uma [-1,3-glucanotransferase que atua na
manutencdo e formacgdo destes polissacarideos atuando em particular na extensédo e

formacao das suas ramificacdes (Klis et al., 2002).

Uma vez formadas estas ramificacdes, ocorre a sua ligacdo aos restantes componentes da
parede (B-1,6-glucano, Quitina), levando a formacgéo da estrutura em malha que a caracteriza.
De acordo com as caracteristicas que a presenga deste polissacarideo ( -1,3-glucano)
confere & parede celular, isto € uma maior rigidez e consequente forca mecéanica, a delecédo
do gene que codifica a proteina Gasl (envolvida na sintese deste composto), leva a uma

alteracdo da estrutura da parede (Klis et al., 2002; Ragni et al., 2007).

Em células com este gene deletado, observa-se uma estrutura anormalmente redonda, ocorre
uma perda da viabilidade das células, da-se uma alteracdo no processo de divisao celular,
bem como um aumento da sensibilidade das células a determinadas drogas (Papolo et al.,
1993).
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5. Objetivos do trabalho

Tendo em conta a elevada importancia de Z. bailii como levedura de alteracao alimentar, a
compreensdo dos mecanismos de resisténcia a acidos fracos é um aspeto essencial para
perceber as razdes subjacentes a sua sobrevivéncia de forma que se possam aplicar estes

conservantes de uma forma eficaz e simultaneamente o mais controladamente possivel.

O presente trabalho centrou-se num dos mecanismos propostos como estando na base da

resisténcia a acido benzbico e acido sérbico, a diminuicdo da permeabilidade a catides.

Mais concretamente, pretendeu-se avaliar o papel de oito genes de Z. bailii (OPI3, FEN1,
SUR4, ISC1, ERG2, ERG4, ERG6, GAS1) cujas enzimas que codificam se encontram
envolvidas na sintese de componentes do envelope celular e que poderdo hipoteticamente
estar envolvidos na resisténcia a stress provocados por acido benzéico e acido sorbico.

Com esse objectivo, pretendeu-se (1) clonar e caracterizar individualmente a nivel molecular
0s oito genes de Z. bailii em estirpes de S. cerevisiae sem o respetivo gene, (2) caracterizar
fisiologicamente as estirpes transformadas avaliando a sua resisténcia aos acidos fracos
(acido benzoico e acido sorbico) e os efeitos da expressao destes genes na permeabilidade

da membrana e no fenétipo de crescimento da levedura .
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[l. Material e Métodos

1. Microrganismos, plasmideos e condi¢cdes de manutencao das estirpes

No presente estudo foi utilizada a estirpe Zygosaccharomyces bailii ISA 1307, e estirpes

mutantes de delecdo Unica de Saccharomyces cerevisiae BY4741 adquiridas a partir da

colecdo Euroscarf, e representadas na tabela 2.

Tabela 2 - Estirpes mutantes de delecéo de BY4741 utilizadas neste estudo.

. o Referéncia - . ~
Estirpe Genotipo Euroscarf Localizagéo da proteina Funcéo
BY474.1;Mata; h|§3A1; . . L C-8-esterol-isomerase (via
Aerg2 | leu2A0; met15A0; ura3A0; Y00788 Reticulo endoplasmatico biossintética do ergosterol)
YMR202w::kanMX4 9
BY4741;Mata;his34L; Reticulo endoplasmatico; C-.(24.)28-.e st’e.rol-redutase
Aerg4 | leu240; met1540; ura340; Y04380 Pasmaico: | (via biossintética do
Membrana plasmatica | ergosterol)
YGLO12w::kanMX4
BY4741; Mata; his341; Reticulo endoplasmatico; A(24)-esterol-C-
Aerg6 | leu240; met1540; ura3A0; Y00568 Membrana externa da (vgi;ggz?:tzzgzedo
YMLOO08c::kanMX4 mitocéndria
ergosterol)
BY4741; Mata; his3A1; Componente integral das . - .
) leu2A0; met15A0; ura3A0; biomembranas, Metlleno-fosfol|p|d9-.a<:||-
Aopi3 v . Y02551 P sintetase e fosfolipido
JRO73c::kanMX4 Mitocéndria metiltransferase
BY4741; Mata; his341,; Componente integral das Inositol fosfoesfingolipido
Aiscl leu240; met1540; ura340; Y00150 bior_nenibranas; fosfolipase C
YER019w::kanMX4 Mitocondria;
BY4741; Mata; his341, Componente integral das
Agasl | |eu240; met15A0; ura340; Y00897 biomembrana,; B-1,3-glucanosiltransferase
YMR307w::kanMX4 Mitocondria;
BY4741; Mata; his341; Componente integral das Elongase envolvida na
Asurd | Jeu240; met1540; ura3A0; Y05281 biomembranas; biossintese de esfingolipidos
YLR372w::kanMX4 Mitocondria e acidos gordos
BY4741; Mata; his341; Componente integral das
Afenl | Jeu240; metl5A0; ura340; Y05763 biomembrana,; reticulo Elongase de acidos gordos
YCRO34w::kanMX4 enplasmatico

As estirpes foram mantidas em meio YPD (1% (p/v) extrato de levedura, 2% (p/v) peptona,

2% (p/v) glucose) tendo sido repicadas periodicamente para meio fresco, incubadas a 28°C,

até se observar crescimento significativo e mantidas posteriormente a 4°C.

Os transformantes obtidos ao longo deste trabalho foram mantidos em meio YNB sem

aminoé&cidos suplementado com Leucina (20 g/l), Histidina (5 g/l) e Metionina (4 g/l) de acordo

com as suas marcas auxotroficas.

O plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP (derivado do plasmideo de baixo numero de copias p416
TEF (ATCC n°® 87368), contendo o gene ZrFFZ1 sob o controlo do promotor forte e constitutivo

TEF1, com fusdo C-terminal a proteina fluorescente GFP; (Maria J. Leandro, resultados nao
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publicados) foi utilizado para clonagem dos genes de interesse e para sua introducdo nas

estirpes mutantes de delecdo de S. cerevisiae referidas na tabela 1.

2. Sequéncias dos genes de Z. bailii

Para a obtencdo da sequéncia de cada um dos genes de interesse, foram utilizadas as
sequéncias de cada gene de interesse de S. cerevisiae S288C, que foram comparadas com
as sequéncias das bases de dados disponiveis, utilizando a ferramenta bioinformatica BLAST
(Basic local alignment search tool), fornecida pelo servidor NCBI (National Center of

Biotechnology information).

Uma vez publicado o genoma de Zygosaccharomyces bailii ISA 1307 (Mira et al., 2014),
comparou-se, utilizando a ferramenta bioinformética BLAST, as sequéncias previamente
selecionadas a partir do genoma da estirpe Z. bailii CLIB213 (Galeote et al., 2013.), para
confirmacéo da sequéncia de cada um dos genes em estudo em ambas as estirpes.

3. Desenho dos primers

Os primers utilizados neste estudo (Tabela 3), foram desenhados de forma a possuirem uma
regido especifica para o gene de interesse, flanqueada por regides de 40-50pb especificas
para o plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP, concretamente, a montante para a parte final do
promotor TEF1 e a jusante pelo inicio da regiao contendo o gene que codifica para a proteina
GFP, de forma a possibilitar a clonagem dos genes de interesse por recombinagdo homoléga

em frame com o promotor TEF1 e com fusédo C-terminal com GFP.
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Tabela 3 - Primers construidos para cada um dos genes em estudo

Clonado nas
Gene a Nome do ﬁ]sjltg)rft; de
amplificar primer Sequéncia (5°-3’) S. cerevisiae
BY4741
Zberg2FW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAGATGAGATGTTTCTTITGTGTTTGCGATTGTGG
ZbERG2 Aerg2
Zberg2REV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCAA
ACTTGTGATTCTTTATCAAGTTCTTGAGC
Zbopi3FW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAGATGGATTTCAAAGAATCGTTCAGAGGCATTC
G
ZbOPI3 = Aopi3
Zbopi3REV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCTT
CATTTTTTCTACTTCTAGCGTCATCTCTTTCTGC
Zbgas1FW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGTTATTCCAGGCGTTTTCGACCCTCG
ZbGAS1 Agasl
Zbgas1lREV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCA
GCCAAAGCAAATCCAGCACC
Zbisc1FW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGCCCCAAAGTAGTGGTATTGACTATAGG
ZbISC1 Aiscl
Zbisc2REV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGC
GGACTTGTTCTTAAAATATAGAAATCTCTGC
ZbsurdFW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGGAACAAGCTGTTGAGACCGCCGTGGAG
ZbSUR4 Asurd
Zbsur4REV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCG
GCCTTTCTTGAACCAGCAGGTTTAATGTCG
ZbergdFW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGGTTGCCGAAGTGAAAGTTCCTGAGC
ZbERG4 Aerg4
Zberg4dREV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCAA
AAATGTATGGTATAAACATGTAGGGGCAATG
ZbergdFW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGTCGTCCACCCTTGAAGACACC
ZbERG6 Aerg6
Zberg4dREV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCTT
TCTTCTTTTGCGGTTTAGTTGCG
Zbfen1FW GAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAATTACAAAT
CTAGAACTAG ATGGAAGAAACTTTTGGAAACAGC
ZbFEN1 Afenl
Zbfen1lREV CACCTTTAGACATTTTAATAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCAT

GTCTTCTTTTTCTAAAAGATCTGTCG

* Sequéncias homdlogas aos genes a clonar de Z. bailii estdo sublinhadas
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4. Extracao e quantificacdo de DNA

O DNA gendmico de Z. bailii ISA 1307 foi extraido segundo um protocolo adaptado de
Hoffman e Winston (1997) (Anexo Il). Apb6s a extracdo, o DNA foi quantificado por

espectrofotometria e diluido para uma concentracgao final de 50 ng/ul.

No caso da extracdo de DNA plasmidico de coldnias de leveduras, com auxilio de um palito
colocou-se uma porcdo de células numa solucdo com a enzima liticase (LU/ul), vortexou-se
durante 15 segundos, incubou-se a 37°C durante 30 min, agueceu-se as células a 100°C
durante 5 minutos, centrifugou-se, obtendo-se no sobrenadante o DNA plasmidico pretendido

que foi utilizado como molde de reacdo de PCR apds diluicdo de 1/50.
Extracdo de DNA plasmidico de E. coli foi realizada através de um kit de extracdo, GenElute™

Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich®) de acordo com as instru¢des do fabricante.

5. PCR

5.1. Amplificagdo de DNA genomico de Z. bailii ISA 1307:

Para a amplificacdo de cada um dos genes de interesse, procedeu-se a realizagdo de um
PCR (Polymerase chain reaction) (Tabela 4), utilizando-se os primers previamente descritos

(Tabela 3) e o programa base de PCR apresentado na tabela 5.

Tabela 4- Condi¢gbes de PCR para amplificacdo dos genes de interesse.

Volume (ul)

Agua mili Q estéril 5,4
Tampéo de reaccao 5 X 2

4 dNTPs mix 10 mM/ cada Bioron 0,2
Primer FW 10 pM 0,4
Primer REV 10 uM 0,4
DNA molde (50 ng/ul) 15
Taqg Phusion F-530 Finnzymes (2U/pl) 0,1
Volume final de reaccdo 10

Tabela 5 - Programa de PCR utilizado na amplicacdo dos genes de interesse

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.) N° de ciclos

Desnaturacao inicial 94 4 1
Desnaturacao 94 0,5 6
Emparelhamento 50 1
Extensao 72 3
Desnaturacao 94 0,5
Emparelhamento 65 1 30
Extenséo * 72 1
Extensdo final 72 7 1

*Variavel com a dimens&o do gene a amplificar podendo ir até aos 3 minutos quando na amplificagdo de genes de maior
dimenséo, utilizando a relagio de 1Kb/min
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Apo6s a amplificacdo dos genes de interesse a partir do DNA gendmico de Z. bailii ISA 1307,
purificou-se os produtos de PCR com recurso a colunas de purificacdo (“PCR Wizard cleaning
kit-Promega) de acordo com as instru¢cdes do fabricante, e enviou-se para sequenciacdo
automatica, efetuada pela empresa STAB Vida (Caparica).

5.2. Amplificacdo de DNA plasmidico dos transformantes obtidos

Para confirmar a clonagem correta dos genes de interesse realizaram-se reacfes de PCR a

partir de DNA plasmidico extraido de cada de colonia de acordo com o descrito no ponto 4.

Para a reacao de amplificacdo, utilizaram-se os primers especificos presentes na figura 8 e
as condicdes de PCR referidas anteriormente na Tabela 6, alterando-se apenas o programa
utilizado para o representado na Tabela 6.

Tabela 6: Programa de PCR utilizado na amplificagdo de DNA plasmidico

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.) N° de ciclos
Desnaturacgéo inicial 95 7 1
Desnaturacao 94 1 6
Emparelhamento 55 1
Extenséo 72 3
Extensdo final 72 7 1

Primer Foward: 5-CGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAG-3 — 126 pb a montante do codao
ATG inicial, dentro da regido do promotor

Primer Reverse: 5-CTGGGTATCTAGCAAAAC-3' - 293 pb a montante do final do gene de
interesse clonado, dentro da regido codificante do gene GFP

Figura 8: Primers utilizados no PCR de colénia e respetivos locais de ligacdo ao vetor.

Apo6s amplificacdo do fragmento de DNA plasmidico desejado, purificou-se com recurso a
colunas de purificagéo (“PCR Wizard cleaning kit”-Promega) de acordo com as instru¢gfes do
fabricante, e enviou-se para sequenciagdo automatica, efetuada pela empresa STAB Vida
(Caparica).

6. Transformacgéo

Para clonar cada um dos genes de Z. bailii foi utilizada como estirpe hospedeira S. cerevisiae
BY4741 deletada no gene de interesse. A clonagem foi realizada por recombinagé&o homologa,
entre as regibes homologas das extremidades dos fragmentos amplificados por PCR
contendo os genes de Z. bailii e o plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP previamente digerido com
Bglll e Xbal. A transformacéo foi realizada pela adi¢do simultdnea do fragmento de PCR

amplificado do gene de interesse e do plasmideo digerido, de acordo com o protocolo de
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transformacéo apresentado no Anexo IV, de modo a construir, por recombina¢cdo homoéloga
dentro da levedura um plasmideo com o gene de interesse em frame com o promotor TEF1 e

com o gene GFP (fusdo C-terminal).

7. Microscopia

Para cada um dos genes em estudo, escolheram-se 12 colodnias isoladas dos transformantes
de S. cerevisiae obtidos e inocularam-se em placas de meio mineral minimo YNB (Yeast
nitrogen base without amino acids, Difco), com 2% glucose (p/v) com o0s respetivos
suplementos para as auxotrofias das estirpes em estudo (Leucina 20 g/l; Histidina 5 g/l;
Metionina 4g/l). No caso especifico das coldnias obtidas para o gene ERG4, estas foram
repicadas para o meio SC (“Synthetic media”), com 2% glucose (p/v), e com uma maior adicdo
de aminoéacidos para além dos suplementos acima referidos, ndo sendo na mesma adicionado

ao meio o uracilo (marca de selegéo).

Para confirmar a presenca e localizacdo do plasmideo no interior da célula, a partir de culturas
frescas, inoculou-se cada colénia individualmente em meio YNB liquido, incubou-se a 28°C
até fase exponencial e observou-se através de um microscépio de fluorescéncia invertido
(Axiovert 200; Carl Zeiss, Germany) equipado com uma camara digital (Photometrics, USA).
Para a visualizacéo e localizagdo da GFP utilizou-se um filtro de excitacdo de 495/10nm e um
filtro de corte de 535/25nm acoplados com um feixe divisor dicréico de 515nm.

8. Ensaios de crescimento

8.1. Pré-in6culo

Para a avaliagdo preliminar da resisténcia a acidos fracos (&cido benzdico e acido sérbico),
cada uma das estirpes em estudo (BY4741, mutantes de delecao e transformantes obtidos),
foi cultivada em YNB, com 2% glucose (p/v), com os respetivos suplementos de acordo com
as respetivas auxotrofias de cada estirpe. As culturas foram incubadas a 28°C
aproximadamente 14 horas com agitag&o orbital (180rpm) de forma a obter culturas em plena
fase exponencial (DOes0nm 1-2, medicdes efectuadas com um espectrofotbmetro Ultrospec

2100pro (Amersham Biosciences).

8.2. Adaptacéo aos 4cidos fracos

Para adaptar as células aos acidos centrifugaram-se as células (1811xg 3 min, Eppendorf
centrifuge 5810R), desprezou-se o sobrenadante, e ressuspenderam-se em meio mineral
YNB com 2% glucose (p/v) e os respetivos suplementos necessarios (Leucina 20g/l; Histidina

5g/l; Metionina 4g/l e quando necessario Uracilo 16g/l) com acido benzédico ou soérbico a uma
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concentracdo de 1mM (Quintas et al., 2000), ambos 0os meios a um pH 4,5 de forma a obter
uma DOesonm de 0,5. As culturas foram incubadas a 28°C entre 14 e 24h com agitag&o orbital
(180rpm).

8.3. Avaliacao preliminar da resisténcia aos acidos fracos

As culturas adaptadas e ndo-adaptadas a acido benzéico e 4cido sérbico foram cultivadas até
meio da fase exponencial. ApGs atingirem esta fase, centrifugaram-se (1811xg 3 min), e
ressuspenderam-se em agua desmineralizada estéril, de forma a obter uma DOssonm 10. A
partir de cada uma das culturas a DOssonm 10, foram feitas diluicdes decimais seriadas (10° —
10®). Colocou-se 200ul de cada uma das diluicGes numa microplaca (Figura 9) e transferiu-
se para meios solidos (YNB) com concentracdes de acido benzdico e sorbico de 1 — 6mM (1,
2,4, 6), com valores de pH de 4,5 e 3,5, com o auxilio de um dispositivo proprio (replica plater
for 96-well plates, SIGMA). As placas com as gotas foram incubados a 28°C, tendo o
crescimento sido observado e registado ap6s uma e duas semanas de incubacao.

10° 101 10 103 104 10°

Células ndo adaptadas

Células adaptadas a acido
benzdico
Células adaptadas a acido
sorbico
Figura 9: Esquema da microplaca.

8.4. Crescimentos em meio liquido

A analise do crescimento das estirpes em meio liquido foi realizada em dois meios de cultura
base diferentes avaliando-se o seu crescimento em meio mineral minimo YNB (2% glucose
(p/Vv)) (pH 3,5) e em Sumo de maca (pH 3,42) (Leucina 20g/l; Histidina5 g/l; Metionina4g/l)),
com ou sem adicdo de acido benzéico e acido soérbico de acordo com o descrito na tabela 7.

Tabela 7: Meios de Cultura utilizados para crescimentos em meio liquido

Meio base YNB pH 3,5

YNB sem adicc¢ao de &cido Sumo Sem adicgédo de &cido
Sérbico 1 mM Sérbico 1;2;3;6 mM
Benzéico 1 mM Benzéico 1;2;3;6 mM
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A partir de culturas frescas em meio sélido, efetuou-se o pré-indculo para cada uma das
estirpes, inoculando-se 50ml de meio YNB (2% glucose (p/v) Leucina 20g/l; Histidina 5g/l;
Metionina 4 g/l e quando necessario Uracilo 16 g/l) em balbes de Erlenmeyer de 200ml.
Incubou-se a 28°C com agitacao orbital (180 rpm) até plena fase exponencial (DOgaonm 1-2).
As culturas foram centrifugadas (temperatura ambiente, 1811xg 3min), e lavadas 2x com agua
desmineralizada fria estéril para concentrar as células e remover o meio de cultura utilizado,
e ressuspendidas em agua estéril para uma DOessonm de 10. A partir desta suspensao,

prepararam-se duas suspensdes mais diluidas (DOgaonm 1 € DOsaonm 0,1).

Cada um dos crescimentos foi efetuado em frascos de vidro com tampa de rosca plastica,
com 10ml de meio cada inoculados com 100ul de suspenséo. Para cada condigdo foram
testados trés inoculos diferentes (DOesonm iniciais: 0,1; 0,01; 0,001). Incubaram-se os frascos
a 28°C com agitacdo orbital (180rpm). Para cada condigcdo de crescimento avaliou-se
periodicamente a DOss0nm € & concentracao de glucose presente no meio, durante o periodo
de tempo necessario para estabilizar o valor da DOessonm €m cada uma das condi¢des testadas

ou até esgotamento dos agucares.

8.3. Determinacgédo da concentracdo dos aglUcares no meio de crescimento

A determinacédo da glucose foi efetuada recorrendo as tiras teste DIABUR-TEST® 5000. No
caso dos crescimentos feitos em sumo para além da concentracdo de glucose determinou-se

também a concentracdo de frutose por testes enzimaticos.

8.4. Determinac&o do numero de células

Para a avaliagdo da viabilidade das células foram determinados, o numero de células totais e

o numero de UFC’s viaveis cultivaveis.

8.4.1. Determinac¢do no numero de células totais e do nimero de células
metabolicamente ativas

O método utilizado para a contagem do numero de células totais (viaveis e ndo viaveis), foi o
método de exclusdo por corante, que tem como base a utilizagdo de corantes cuja captagéo
por parte das células é dependente da integridade da membrana das mesmas ou cujo
metabolismo indica a existéncia de atividade enzimatica. Este método tem com principio base
que as células vivas possuem a sua membrana celular intacta excluindo determinados
corantes como € o caso do azul metileno, ao passo que no caso das células mortas néao
apresentam a sua membrana com a mesma integridade absorvendo este tipo de corante
(Patterson, 1979).
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Misturou-se o corante com a suspensdo de células (diluidas quando necesséario) numa
propor¢do de 1:1, incubou-se a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos.
Ap6s o periodo de incubacdo aplicou-se no hemocitometro cerca de 10ul da mistura
corante/células e através da sua observacdo ao microscépio contou-se o niumero de células

totais (viaveis/brancas e ndo viaveis/azuis).

8.4.2. Determinacao do numero de células com capacidade de multiplicacdo

Para a determinacdo no numero de células com capacidade de multiplicacdo determinou-se
o numero de UFC’S por espalhamento em placa de YPD de 100ul da suspenséo diluidas de
células. Incubaram-se as placas a temperatura ambiente até ao aparecimento de coldnias.
Apbs este periodo contou-se o0 nimero de coldnias por placa. Cada amostra foi plaqueada em

duplicado.

9. Determinacéo do pH intracelular (pHin)

A determinacdo do pH intracelular € uma importante via de medi¢do da acao inibitéria dos
acidos fracos, que tem como base a elevada permeabilidade da membrana a forma nao
dissociada (HA) de cada acido e a respetiva redugdo da permeabilidade da membrana

relativamente a sua forma iénica.

Quando numa situacdo de equilibrio, em que a quantidade de acido na sua forma nédo
dissociada [HA] é igual tanto no interior como no exterior da célula, em que o acido se dissocia
de ambos os lados e se assume a manutencdo da sua constante de dissociacdo (Kd) entédo
podemaos dizer:

+1r a4 + - ir
Kd = [Fnltin] _ (el (4o (1) quando no equilibrio pH;, —pH ext = ApH = Ing% (2)

[4Hin] AHpye Apur

se o valor do pH no meio extracelular for superior ao valor da constante de dissocia¢gdo mais
um (pk+1), leva a que o acido se encontre maioritariamente na sua forma nao dissociada
(forma idnica) em ambos os lados da membrana (uma vez que o pH intracelular j& é sé por si
mais alcalino), e neste caso o ApH pode ser calculado através da equagao anterior. Quando
por outro lado o pHext < pk+1, nesse caso uma grande parte do acido encontra-se na sua
forma né&o dissociada, e partindo do facto que a concentragéo total do acido (Ar) é dada por :
Ar = A" +AH no equilibrio:

L,
T +
A Kd HE

= (3)
Apye ﬁ-i-E
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Na qual AT, representa a quantidade de &cido total no interior da célula e ATex € a quantidade
total de acido no exterior da célula. Resolvendo a equacdo em ordem ao pH intracelular,

ficamos com :

T
in

PHe= 00l (o +7) — 7 @)

Equacédo que permite o célculo do valor do pH intracelular e consequentemente a verficacdo

do grau de acidificacéo intracelular causado pela presenca do acido no meio (com base no
método de Rottenberg, 1979).

Recolheram-se 50ml de células em fase exponencial de crescimento, e dividiu-se o volume
recolhido em dois bal6es de Erlenmeyer de 50ml. Num dos bal6es (baldo A ou balado “quente”)
foi adicionado o acido benzdico radioativo, e no segundo baldo (baldo B ou baldo “frio”) nao

foi adicionado qualquer composto.

Para cada meio a testar, no meio presente no baldo A adicionou-se 2ul de (7-**C) acido
benzébico. Ap6s a adicao deste composto incubou-se a 25°C por 90 minutos, de modo a que

a forma néo dissociada do acido atinja o equilibrio entre o citosol e 0 meio extracelular.

A partir do baldo A, determinou-se a concentracdo da forma ndo dissociada do é&cido
radioativamente marcado intra e extracelularmente. A partir do baldo B, determinou-se o pH

extracelular e 0 a biomassa seca, por filtracdo de 5ml de suspenséo.

9.2. Concentracdo total do acido radioativo no meio extracelular

Ap6s os 90 minutos de incubagédo, foram retirados 500ul da suspenséo de células do baldo
A para eppendorfs (1,5ml), centrifugou-se durante 1 min a 18514xg e recolheu-se 100pl do
sobrenadante, para dois frascos com 5ml de liquido de cintilacao Optiphase “HiSafe” 2
(Perkin Elmer).

A atividade foi medida por um contador de cintilacdo liquida Tri-Carb 1600 CA (Packard

Instruments).

9.3. Concentracao total do acido radioativo no meio intracelular

Para a quantificagdo da concentragéo total do &cido radioativo no meio intracelular, filtrou-se
um volume conhecido (de acordo com o valor da DOsaonm da cultura) da suspenséo de

células, numa membrana GF/C (Whatman) de forma a obter-se no minimo 5mg de células e
lavou-se com 10ml de agua desmineralizada gelada. Transferiu-se a membrana contendo as

células filtradas para um tubo com 5 ml de liquido de cintilagdo Optiphase “HiSafe” 2 (Perkin
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Elmer). Antes do inicio e entre cada ensaio, lavou-se o sistema de filtracdo com 10 ml de

adgua desmineralizada gelada, utilizando uma membrana GF/B (Whatman).

A atividade foi medida por um contador de cintilacdo liquida Tri-Carb 1600 CA (Packard

Instruments).

10. Permeabilidade da membrana — fluxo de protdes

Para a realizacdo dos ensaios de permeabilidade da membrana plasmatica, centrifugaram-se
100ml (1811xg 5min a 4°C) e lavaram-se duas vezes com agua desmineralizada fria e

resuspenderam-se em agua desmineralizada para se obter uma DOgaonm de 100.
Uma vez ressuspendidas incubou-se em gelo durante o periodo de 1 hora.

Os fluxos de protdes foram avaliados, através da medicao da acidificacdo e alcanizacdo do
meio extracelular recorrendo a um elétrodo de pH (PHM220,Lab pH METER, Radiometer),
ligado a um potenciémetro e a um registador (BBC Goernz Metrawatt Se460).

10.1. Influxo

Adicionou-se 200ul da suspensdo de células a 800ul de agua desmineralizada, 5ul de
antimicina 0,4mg/ml e 5ul de 2-deoxi-D-glucose 0,2M para inibir o funcionamento da cadeia
respiratdria, inibir o normal funcionamento da ATPase, e levar ao esgotamento de ATP
respetivamente. Uma vez adicionadas testas solugdes, ajustou-se o pH a um valor de 4 com
HCI ou NaOH conforme o necessario, dando-se inicio ao ensaio. Registou-se as alteracdes
do pH extracelular, durante um periodo de tempo variavel, de acordo com a curva pretendida.

De seguida, calibrou-se o sinal através da adicao de 5ul de HCL 10mM.

10.2. Efluxo

Adicionou-se 200pl de células a 700ul de agua ajustou-se o pH a 5 e deu-se inicio ao ensaio.
Uma vez obtida uma linha de base estavel, procedeu-se a adicdo de um pulso de glucose
(100ul Glucose 20%), de forma a avaliar a capacidade de extrusédo de protdes por parte da
ATPase membranar. Nestes ensaios as calibracdes foram feitas através da adicdo de 5 ou
10pl KOH 10mM.
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11. Determinacéo do pH extracelular

O pH extracelular, foi determinado recorrendo a um eléctrodo previamente calibrado
(PHM220, Lab pH METER).

12. Quantificagc&o da biomassa final

No caso dos ensaios de crescimento em frasco e determinagdo do pHin, quantificou-se a
biomassa seca por filtragdo de um volume de células conhecido definido de acordo com a
DOssonm da cultura (de forma a obter na membrana pelo menos 5mg de células) em
membranas Milipore TYPE GSPW de 0,22um de poro previamente taradas, seguido de
lavagem das células com 20mL de agua desmineralizadas. As membranas foram colocadas

numa estufa a 80°C durante um periodo de 24h ap6s o qual foram pesadas.

No caso dos ensaios para determinacéo da velocidade de entrada e saida de H*, a biomassa
seca da suspensdo foi determinada recorrendo a recipientes de papel de aluminio
previamente tarados, nos quais se colocou 100ul de suspensado que foram colocadas numa

estufa a 80°C durante um periodo de 24h ap6s o qual foram pesadas.
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[1l. Resultados e Discussao

Zygosaccharomyces bailii € uma das leveduras que mais problemas de alteragcdo de alimentos
provoca e maiores perdas econémicas causa, sobretudo as industrias de sumos e
concentrados de sumos, polpas e derivados. Esta levedura é altamente resistente a acidos

fracos utilizados como conservantes.

O trabalho apresentado surge no seguimento de diversas observacbes efetuadas
anteriormente no que diz respeito as possiveis hipoteses explicativas da elevada resisténcia
de Z. bailii aos acidos fracos, comparativamente a outros microrganismos, em particular S.
cerevisiae. Nomeadamente, deu-se particular atencdo a hipotese de Z. bailii ter um
mecanismo mais eficaz de alterar o envelope celular, limitando em consequéncia disso, a
entrada na célula da forma néo-dissociada do acido por difusdo simples através dos lipidos

da membrana plasmética (Piper et al., 2001).

No momento em que o trabalho foi iniciado, apenas se encontravam disponiveis nas bases
de dados as sequéncias correspondentes a estirpe Z. baili CLIB213, tendo sido estas as
sequéncias que se utilizaram para desenhar os primers com vista a clonagem dos genes
escolhidos. Posteriormente, foi disponibilizada nas bases de dados o genoma da estirpe
usada neste trabalho, tendo os resultados sido validados e continuados usando as sequéncias

que entretanto foram disponibilizadas.

1. Selecéao e validacdo dos genes a clonar

De forma a testar o papel da alteracdo das propriedades do envelope celular na presenca de
acidos fracos como forma de resisténcia escolheram-se oito proteinas envolvidas na
biossintese de componentes da membrana plasmética e parede celular (Erg2, Erg4, Erg6,
Sur4, Gasl, Fenl, Opi3, Iscl) que foram clonadas por recombinacdo homéloga em
plasmideos de expressdo de Saccharomyces cerevisiae, utilizando como estirpe recetora a
estirpe de S. cerevisiae deletada no gene correspondente e caracterizaram-se 0s
transformantes obtidos para parametros relacionados com a permeabilidade da membrana e

capacidade de sobreviver em presenca de acido benzdico e acido sorbico.

Numa primeira abordagem, verificou-se a similaridade entre as proteinas escolhidas de Z.
bailii e de S. cerevisiae, de forma a verificar se estas apresentavam diferencas relevantes que
pudessem estar relacionadas com os comportamentos diferentes das duas espécies em
relacdo a sua resisténcia a acido benzdico e acido soérbico. Através da analise, por Blastp, da
similaridade e identidade entre as sequéncias proteicas referentes a cada uma das proteinas

da estirpe de Z. bailii CLIB213 (Unica estirpe com o genoma publicado no inicio deste trabalho)
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escolhidas e as respetivas sequéncias dessas proteinas de S. cerevisiae, observou-se uma

diferenca significativa entre as duas espécies (Tabela 8,Tabela 9).

Tabela 8: Percentagem de identidade e similaridade entre sequéncias proteicas de S. cerevisiae S288c e Z. bailii
CLIB213

Identidade % (Similaridade %)

Proteinas ScErg2 | ScErg4 | ScErg6 | ScOpi3 | Sclscl | ScFenl | ScSur4 | ScGasl
ZbErg2 CLIB 213 | 75(85) -
ZbErg4 CLIB 213 - 79 (88) - - - - - -
ZbErg6 CLIB 213 - - 78(88) - - - - -
ZbOpi3 CLIB 213 - - - 58 (71) -
Zblscl CLIB 213 - - - - 63 (78) - - -
ZbFen1 CLIB 213 - - - - - 74(86) - -
ZbSur4 CLIB 213 - - - - - - 62(79) -
ZbGas1 CLIB 213 - - - - - - - 67(80)

Atendendo a estes resultados, dadas as diferengas entre as proteinas de Z. baili e S.
cerevisiae, manteve a escolha dos genes/proteinas que havia sido efetuada. Para além disso,
verificou-se ainda que nenhuma dos genes apresentava intrdes, possibilitando a obtencéo
das sequéncias codificantes diretamente a partir de DNA gendémico.

Posteriormente, apos a disponibilizacdo do genoma de Z. bailii ISA1307, efetuou-se a mesma
analise contra as proteinas desta estirpe, tendo-se obtido resultados similares (Tabela 9), o
que se justifica pela baixa variabilidade intraespecifica quer ao nivel da proteina quer ao nivel

da prépria sequéncia de nucledtidos dos genes observada entre as duas estirpes (Tabela 10).

Tabela 9:Percentagem de identidade e similaridade entre sequéncias proteicas de S. cerevisiae S288c¢ e Z. bailii
ISA 1307

Identidade % (Similaridade %)

Proteinas ScErg2 | ScErg4 | ScErg6 | ScOpi3 | Sciscl | ScFenl | ScSur4 | ScGasl
ZbErg2 ISA 1307 |75 (85) - - - - - - -
ZbErg4 ISA 1307 - 79 (88) - - - - - -
ZbErg6 ISA 1307 - - 79 (91) - - - - -
ZbOpi3 ISA 1307 - - - 58 (70) - - - -
Zblscl ISA 1307 - - - - 62 (78) - - -
ZbFen1 ISA 1307 - - - - - 73(86) - -
ZbSur4 ISA 1307 - - - - - - 62 (79) -
ZbGas1 ISA 1307 - - - - - - - 67(80)
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Tabela 10- Percentagem de identidade entre sequéncias proteicas e nucleotidicas correspondentes (entre
paréntesis) de Z. bailii CLIB213 e Z. bailii ISA1307.

Identidade % (Similaridade %)

ZbErg2 | ZbErg4 | ZbErg6 | ZbOpi3 | Zblscl | ZbFenl | ZbSur4 | ZbGasl

Proteinas CLIB213 | CLIB213 | CLIB213 | CLIB213 |CLIB213 | CLIB213|CLIB213| CLIB213
ZbErg2 ISA 1307 |99 (98) - - - - - - -
ZbErg4 ISA 1307 - 98 (98) - - - - - -
ZbErg6 ISA 1307 - - 98 (99) - - - - -
ZbOpi3 ISA 1307 - - - 97(98) - - - -
Zblscl ISA 1307 - - - - 96 (97) - - -
ZbFen1 ISA 1307 - - - - - 98(98) - -
ZbSur4 ISA 1307 - - - - - - 99 (99) -
ZbGas1 ISA 1307 - - - - - - - 96(97)

As diferengas de similaridade e identidade entre as sequéncias de Z. bailii e S. cerevisiae
acima comparadas bem como as semelhancas quase totais entre as proteinas das duas
estirpes de Z. bailii vieram refor¢ar a possibilidade de que quando expressas em S. cerevisiae,

as proteinas de Z. bailii, possam alterar de alguma forma o seu comportamento.

2. Amplificagdo e clonagem dos genes em estudo:

Para a obtencdo da sequéncia de cada um dos genes, que codificam as proteinas em estudo,
foram utilizadas as sequéncias referentes a cada gene de S. cerevisiae S288C. Estas foram
comparadas com as sequéncias disponiveis nas bases de dados, através da utilizagdo de
ferramenta bioinformatica Blastn, o que nos permitiu obter a sequéncia de cada um destes

genes de Z. bailii CLIB213 e posteriormente validadas para a estirpe Z. bailii ISA1307.

Para proceder & amplificacdo por PCR e clonagem dos oito genes de Z. bailii selecionados,
foram desenhados primers de forma a possuirem uma regido especifica para o gene de
interesse, flanqueada a montante por uma regido de cerca de 40-50pb especifica para o
plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP, de forma a possibilitar a clonagem por recombinacgéo
homadloga entre esta e os locais que flanqueiam o local de clonagem mudltiplo do vector (Figura
10). Para que as sequéncias de cada primer fossem Unicas e o seu grau de especificidade
superior, foram tidas em conta as seguintes caracteristicas:

(1) tamanho entre 32 a 42 pb

(2) contetdo em G-C pelo menos 90% similar entre cada primer

(3) temperatura de melting entre os 58 e os 64°C.

Como tal para cada gene, de acordo com as caracteristicas acima referidas escolheu-se uma
regido da sua sequéncia na direcdo 5-3’ (Primer foward) e outra regido da sua sequéncia no

sentido 3’-5’ (Primer reverse) (Anexo I).
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P416TEF
8147 bp

Figura 10: Esquema do plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP, com todas os locais de corte possiveis, e com cada
uma das suas regifes representadas.

Apesar da sequéncia utilizada para desenhar os primers ter sido a de Z. bailii CLIB213, o DNA
genomico utilizado para amplificacdo de cada gene foi o de Z. bailii ISA 1307, devido a

indisponibilidade do genoma sequenciado de Z. bailli ISA1307 no inicio do trabalho.

Z. bailii ISA 1307 é entre as estirpes de Z. baiii a mais utilizada no estudo desta espécie
enguanto microrganismo de alteracao, tendo sido isolada a partir de uma unidade de producéo

de espumante (Ferreira et al., 1997),

Muito embora a variabilidade intraespecifica ao nivel das proteinas fosse muito baixa (Tabela
10), como forma de verificar a igualdade entre as sequéncias de cada gene referente a cada
uma das duas estirpes e validar as sequéncias escolhidas para os primers, alinharam-se as
regides selecionadas em Z. bailii CLIB13 para desenhar os primers (Foward e Reverse) com
as respetivas regides das sequéncias de Z. bailii ISA 1307 (Figura 11).

A andlise dos alinhamentos representados na Figura 11 permitiu-nos observar que entre estas
duas estirpes, as regides selecionadas apresentam quase 100 % de identidade, o que nos

confirmou a correta constru¢do dos primers utilizados.
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Figura 11: Alinhamento entre as regides selecionadas para desenhar os primers de Z. bailii CLIB213 com as
respetivas regides de Z. bailii ISA 1307. (A) Para o gene ERG6 (B) Para o gene ERG2, (C) Para o gene ERG4,

(D) Para o gene GAS1, (E) Para o gene OPI3, (F) Para o gene ISC1, (G) Para o gene FEN1, (H) Para o gene
SUR4

Utilizando os primers desenhados efetuou-se a amplificacdo dos genes a partir de DNA
gendmico extraido de Z. bailii ISA1307, tendo-se obtido produtos de PCR com o tamanho
esperado (ZbERG2- 755pb, ZbERG4-1493pb, ZbERG6-1226pb, ZbOPI3-734pb, ZblSC1-
1475pb, ZbFEN1-1148pb, ZbSUR4-1130pb e ZbGAS1-1802pb). Os produtos de PCR
purificados foram enviados para sequenciar, € uma vez publicado o genoma anotado de Z.
bailii ISA 1307 (Mira et al., 2014), procedeu-se ao alinhamento entre o produto de PCR com
as respetivas sequéncias de cada gene Z. bailii ISA 1307 de forma a obter-se a confirmagéo
do resultado do processo de amplificagéo (Anexo Ill).

A andlise destes alinhamentos permitiu-nos observar uma identidade entre sequéncias

bastante elevada, confirmando desta forma a correta amplificagdo de cada um dos genes.

2.1. Transformacéo

Para a clonagem de cada um dos genes foi utilizada como estirpe hospedeira S. cerevisiae
BY4741 com o respetivo gene deletado. A clonagem foi feita por recombinacdo homodloga
entre as regibes homologas das extremidades dos fragmentos amplificados por PCR
contendo os genes de Z. bailii e o plasmideo P416TEF-FFZ1-GFP previamente digerido com
Bglll e Xbal (de forma a linearizar o plasmideo e eliminar parte do gene ZrFFZ1 clonado
previamente no local) de acordo com o protocolo presente no anexo V.
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De entre os oito genes de Z. bailii a clonar, conseguiu-se obter transformantes para seis deles
(ERG4, SURA4, ISC1, OPI3, FEN1, GAS1), ndo tendo sido possivel obter transformantes para
dois dos genes selecionados (ERG2 e ERGH).

A clonagem dos genes envolvidos no processo de sintese de ergosterol (ERG2, ERG4 e
ERGS6) apresentou bastantes dificuldades a nivel técnico, uma vez que a estirpe utilizada
como hospedeira -tal como para os restantes genes- tinha cada um dos genes deletado
individualmente, fato que resulta na alteracdo da composicdo da membrana devido as
alteracdes no processo de sintese do ergosterol, tornando as estirpes deletadas
extremamente sensiveis a temperatura (Lees et al., 1995).

Deste modo foi necessario proceder a diversas alterac6es no protocolo de transformacao,
nomeadamente na composicdo do meio utilizado (aumentando-se a quantidade de
amino&cidos presentes no meio) (Abe e Hiraki, 2009), reducao da duracdo do choque térmico
a 42°C e o aumento da concentracdo de DNA gendmico adicionada, de 300ng para 400ng.

O periodo de choque térmico a 42°C inicialmente previsto no protocolo de transformacéo e
que foi utilizado para a clonagem dos genes cujas proteinas codificadas ndo estavam
envolvidas na biossintese de ergosterol foi de 40 minutos. No entanto, devido as dificuldades
que tivemos na clonagem dos genes envolvidos na sintese de ergosterol, reduziu-se esse
periodo de incubacdo para dez minutos. Apesar disto, apenas se conseguiu clonar o gene
ERG4, o que se pode justificar por uma maior sensibilidade a temperaturas elevadas das
estirpes de S. cerevisiae com o0s genes ERG2 e ERG6 deletados. Este fato é suportado por
alguns autores que referem que para a clonagem destes genes apenas executaram um

choque térmico de 2 minutos (Gaber et al., 1989).

3. Avaliacao dos niveis de expresséao e dalocalizacao das proteinas heter6logas

3.1. Localizacéo da proteina heteréloga por observacao da GFP

De forma a confirmar simultaneamente a expressao e respetiva localizacdo das proteinas
clonadas e marcadas com GFP, foi utilizada microscopia de epifluorescéncia (Figura 12).
Deste modo, para cada um dos genes em estudo, selecionaram-se 12 coldnias isoladas,
inocularam-se em meio liquido até plena fase exponencial de crescimento e observaram-se

ao microscopio.

A observacao de cada uma das 12 coldnias de cada gene ao microscoépio de epifluorescéncia,

permitiu a selecéo dos clones onde se obteve uma localizagao da proteina de fusdo com GFP
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no local esperado de acordo com a literatura bem como de entre estas aquelas que
apresentaram niveis de fluorescéncia superiores que correspoderdo a um maior nivel de

expressao da proteina clonada (Tabela 2 — Material e Métodos) .

Figura 12: Imagens de microscopia de epifluorescéncia (1) e de microscopia em campo claro (2) de S. cerevisiae

Asurd a expressar o gene SUR4 de Z. bailii (A), de S. cerevisiae Aiscl a expressar o gene ISC1 de Z. bailii (B), de

S. cerevisiae Aopi3 a expressar o gene OPI3 de Z. bailii (C), de S. cerevisiae Aerg4 a expressar o gene ERG4 de
Z. bailii (D) de S. cerevisiae Afenl a expressar o gene FEN1 de Z. bailii (E), de S. cerevisiae Agasl a expressar o

gene GAS1 de Z. bailii (F)

Tal como é possivel observar através das fotografias de microscopia de fluorescéncia e
microscopia de campo claro, cada uma das proteinas clonada foi expressa na estirpe
hospedeira. Em relacdo a sua localizacédo celular, embora se observe uma localizagao parcial
ao nivel da membrana plasmatica, a maior parte das proteinas apresentam-se
maioritariamente noutras biomembranas da célula em acordo com o descrito na base de
dados SGD (Saccharomyces Genome Database), tendo alguns destes outras localizagbes
mais especificas como é o caso de SUR4, ERG4, FEN1 e GAS1 (Figuras 12A, 12D, 12E e
12F, respetivamente) que se encontram simultaneamente presentes no reticulo
endoplasmético e de ISC1 e OPI3 (Figuras 12B e 12C respetivamente) que se encontram

também localizados possivelmente na mitocéndria.

Apo6s observacao microscopica da localizacdo esperada das varias proteinas, verificou-se
também se durante o processo de transformacgao ocorreu uma correta recombinacao entre o
gene e o respetivo vetor. Para tal, realizaram-se reacdes de PCR a partir de DNA plasmidico
extraido a partir de cada colbnia transformante selecionada, utilizando primers especificos
para regides do plasmideo que flanqueavam o gene clonado do lado 5’ (primer forward e 3’

primer reverse).

As regides de ligacao dos primers foram escolhidas de forma a que, apés a sequenciagéo do
produto de PCR, fosse possivel observar o seu alinhamento com a regido do plasmideo na
qual ocorreu a ligacdo do primer bem como com o respetivo gene, permitindo dessa forma

confirmar a correta recombinacgéo entre o vetor e cada um dos genes em causa bem como a
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inexisténcia de mutac¢des pontuais que pudessem ocorrer apesar de se ter utilizado uma DNA

polimerase proof reading (Anexo V).

3.2. Avaliagcdo preliminar da resisténcia aos acido benzdico e sérbico nas estirpes
transformadas

Uma vez confirmada a correta sequéncia dos genes correspondentes e a expresséo das
respectivas proteinas de Z. bailii ISA 1307 na estirpe previamente escolhida como estirpe
hospedeira (S. cerevisiae BY4741 com o respetivo gene deletado) efetuou-se uma avaliacdo
preliminar da resisténcia de cada uma das estirpes, comparando o fenétipo de crescimento
em meio sélido das varias estirpes (BY4741, mutantes de delecdo e transformantes) em

presenca e na auséncia de acidos fracos (acido benzéico e &cido sorbico).

Para avaliacdo comparada da resisténcia de cada uma destas estirpes aos acidos fracos,
foram realizados Drop-tests, nos quais com o auxilio de um dispositivo apropriado, se
transferiram para meio sélido suspensdes preparadas por diluicdes seriadas (10°-107°) de
cada uma das estirpes para que na ultima diluicdo o nimero de células estivesse entre 1-10
células/3ul. Observou-se o crescimento em cada uma das placas apés uma e duas semanas

de incubagéo a 28 °C.

Os ensaios foram realizados com células em fase exponencial de crescimento cultivadas em
YNB com os respetivos suplementos aos diversos valores de pH com e sem adi¢do de cada
um dos acidos fracos. Os meios solidos testados procuraram abranger as varias situagées
possiveis e permitir descartar possiveis efeitos que nédo resultassem diretamente da presenca

especifica de cada acido:

a. YNB (pH 5,6) — controlo positivo de crescimento/viabilidade das células

b. YNB (pH 3,5 e pH 4,5) — efeito do pH sobre o crescimento

c. YNB (pH 3,5 e pH 4,5) com concentracdes de 1, 2, 4 e 6mM de &cido benzdico — efeito do
acido benzoico sobre o crescimento

d. YNB (pH 3,5 e 4,5) com concentracdes de 1, 2, 4 e 6mM de &cido sorbico — efeito do &cido

soérbico sobre o crescimento

Para além disso, com vista a comparar as varias estirpes numa situacdo em que estas
tivessem sofrido previamente um processo de pré-adaptacdo aos acidos fracos, juntamente
com as células cultivadas na auséncia de acidos fracos testaram-se em simultaneo culturas
das mesmas estirpes que sofreram um passo de pré-adaptacdo durante a noite a uma
concentracdo ndo-letal de acido benzdico e acido soérbico (1mM de &cido, pH 4,5) tal como

descrito no Material e Métodos.
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No caso especifico das estirpe de S. cerevisiae a expressar o gene ERG4, por razdes
explicadas anteriormente, o meio base utilizado foi 0 meio mineral SC (“Synthetic media”),
que, pese embora seja também um meio mineral, tem um conjunto de suplementos mais
alargado e permitindo a partida o crescimento mais rapido e significativo da estirpe deletada
e da estirpe transformada.

Os resultados obtidos para cada conjunto de estirpes para as quais foi possivel obter
transformantes expressando a proteina de interesse encontram-se exemplificados nas figuras
abaixo (Figura 13, 14, 15, 16, 17 e 18) para as condi¢cdes em que as diferencas fenotipicas
entre as estirpes foram mais evidentes (1mM de &cido benzdico e &cido soérbico, pH 3,5 apos
uma ou duas semanas de incubacao a 28°C). Em anexo apresentam-se os resultados obtidos
para outras das condigdes testadas (Anexo VI).

De entre os varios transformantes/proteinas testadas comparativamente com a estirpe
parental (BY4741) e o respetivo mutante de dele¢éo, os resultados obtidos indicaram (i) ndo
haver diferencas de crescimento das trés estirpes em meio a pH 3,5 ou 4,5 (ver anexo V1), (ii)
nem sempre houve evidéncias de um fendtipo claro de melhoria do crescimento da estirpe
transformante face ao mutante de dele¢céo ou a estirpe parental, e (iii) em alguns casos nao
foi evidente uma melhoria do crescimento da estirpe parental face ao mutante de delecdo

respetivo.
SC pH 5,6 Acido Benzoéico 1 mM pH 3,5 Acido Sérbico 1 mM pH 3,5
wveres an °eocs
S s © ®

BY4741 Aerg4NA
BY4741 Aerg4 AB

BY4741 Aerg4 AS

BY4741 PA16+ZHERG4 NA
BY4741 PA16+ZhERG4 AB

BY4741 P416+ZbERG4 AS & 2 @ e @ «

Figura 13: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Aerg4 e BY4741 Aerg4 a expressar o gene ERG4 de Z. bailii
ISA 1307 (na presenga e auséncia de acido benzéico e acido sérbico) para células ndo adaptadas aos acidos (NA —
ndo adaptadas), e células pré-adaptadas a acido benzdico (AB —adaptadas ao acido benzdéico) e a acido sorbico
(AS — adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 1 semana de incubacgéo a 28 °C.

R
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Ao analisdrmos os resultados obtidos no caso do ERG4 (Figura 13), foi possivel verificar uma
clara diferenga entre o comportamento da estirpe parental (BY4741) e a estirpe mutante com
0 gene deletado (Aerg4), ndo se observando crescimento da estirpe BY4741 Aerg4 quando
na presenca de 4cidos para nenhuma das dilui¢cdes testadas quer em células ndo-adaptadas
quer para células pré-adaptadas aos acidos benzéico e sérbico, ao contrario do que se
verificou para a BY4741. Pelo contrério, no caso do transformante verificou-se que o fendétipo
de crescimento em cada um dos meios, apresentou um comportamento muito semelhante ao
da BY4741, recuperando o fenétipo de crescimento da estirpe parental, e no caso de células
pré-adaptadas a 4cido sorbico verificou-se um ligeiro aumento do crescimento quando as
células foram cultivadas em &cido benzébico. Estes resultados apontam no sentido de a
expressao do gene ERG4 ser essencial a resisténcia a acido fracos em S. cerevisiae mas
por outro lado indicam também que as altera¢gfes induzidas pela expressdo do gene ERG4
de Z .baiili em S. cerevisiae ndo estdo na origem a uma alteragcdo da sua resisténcia a estes
compostos, mantendo-se 0 seu comportamento na presenca dos mesmos pese embora 0s

indicios de alguma resisténcia cruzada observada.

A auséncia de crescimento por parte da estirpe BY4741 Aerg4 na presenca de acidos fracos
pode estar relacionada com as alteracdes provocadas pela delecdo deste gene no processo
de sintese de ergosterol, uma vez que a enzima codificada por este cataliza o ultimo passo

do processo de sintese deste composto (Abe e Hiraki, 2009).

Estando este composto envolvido na regulacdo de diversas fungfes da célula, tais como : a
regulacéo da permeabilidade da membrana;a atividade de enzimas ligadas a membrana e
taxa especifica de crescimento das células (Brad et al., 1978; Lees et al., 1978; Lees et al.,
1995). A auséncia de ergosterol na célula pode dar origem a uma maior sensibilidade a

presenca de &cidos fracos, resultando numa reducédo do crescimento das células.

No caso do gene OPI3, que codifica para uma enzima nos dois Ultimos passos da biossintese
dos fosfolipidos biossintese fosfatidil metiltransferase, a diferenca entre o comportamente das
trés estirpes (Figura 14) nao foi idéntico ao que se observou no caso do gene ERG4 (Figura
13).
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Figura 14: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Aopi3 e BY4741 Aopi3 a expressar o gene OPI3 de Z.
bailii ISA 1307 (na presenca e auséncia de acido benzéico e acido sorbico) para células ndo adaptadas aos
acidos (NA —ndo adaptadas), e células pré-adaptadas a &cido benzéico (AB —adaptadas ao acido benzdico)
e a acido sorbico (AS — adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 2 semana de incubacéo a
28 °C.

Relativamente ao gene OPI3, tal como se observou para o gene ERG4, ocorreu uma forte
reducdo do crescimento por parte da estirpe mutante (Aopi3) relativamente a estirpe parental
BY4741 na presenca de &cidos, indicando que este gene é fundamental para a resisténcia
aos acido fracos. No entanto, também se verificou a reducao do crescimento, embora de uma

forma muito menos significativa, aquando na auséncia de acidos no meio.

A enzima codificada por este gene encontra-se diretamente envolvida no processo de sintese
da fosfatildicolina (PC) que é um dos principais fosfolipidos que constituem a membrana
plasmatica, e a sua delegcdo em leveduras provoca alteracdes nos niveis de diferentes
fosfolipidos que constituem a membrana. As alteragdes provocadas nesta via devido a
delecdo deste gene déo origem a alteragcbes do crescimento normal da estirpe e
simultaneamente a uma perda de viabilidade das células (McGraw e Henry, 1989), o que pode

justificar os resultados obtidos para esta estirpe.

Relativamente ao transformante (BY4741 Aopi3 P416+ZbOPI3), observou-se um
comportamento relativamente semelhante ao das células da estirpe Aopi3, com reducao do
crescimento face ao crescimento da estirpe parental tanto na presenca de acidos como na
auséncia dos mesmos, tanto em células adaptadas como em células nédo-adaptadas aos
acidos. O que nos indicou que ndo s6 a expressao do gene ZbOPI3 em S. cerevisiae nédo
alterou a sua resisténcia a estes compostos, como também ndo ocorreu uma total
recuperacao da viabilidade perdida devido a delecédo do gene ScOPI3, uma vez que mesmo
no meio sem adicdo de acidos, tal como acontece com o Aopi3, houve uma reducdo do
crescimento comparativamente com a BY4741. No entanto, comparando o crescimento
observado no caso de células ndo-adaptadas em presenca de &cido soérbico, verificou-se uma

melhoria do fendtipo de crescimento face da estirpe expressando o gene ZbOPI3 face ao
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crescimento da estirpe parental na presenca de &cido sérbico, indiciando um possivel papel
dos fosfolipidos de membrana de Z. bailii na maior resisténcia desta estirpe ao &cido sérbico
muito embora ndo estejam implicados no processo de adaptacao resultante da pré-incubacéo

em acido.

Os resultados obtidos com os genes ZbFEN1, ZbSUR4 e ZblSC1 foram muito semelhantes,tal
como se pode observar pelas seguintes figuras (Figura 15, 16 e 17.).

YNB pH 5,6 Acido benzdico 1 mM pH 3,5 Acido sérbico 1 mM pH 3,5
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Figura 15: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Asurd e BY4741 Asurd a expressar o gene SUR4 de Z.
bailii ISA 1307 (na presenca e auséncia de 4cido benzdico e 4cido sdrbico) para células ndo adaptadas aos &acidos
(NA - ndo adaptadas), e células pré-adaptadas a acido benzdico (AB —adaptadas ao acido benzdico) eaacido
sorbico (AS - adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 2 semana de incubagéo a 28 °C.
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Figura 16: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Afenl e BY4741 Afenl a expressar o gene FEN1 de Z.
bailii ISA 1307 (na presenca e auséncia de acido benzdico e acido sorbico) para células ndo adaptadas aos acidos
(NA - ndo adaptadas), e células pré-adaptadas a acido benzodico (AB —adaptadas ao acido benzdéico) e a acido
sorbico (AS - adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 2 semana de incubagéo a 28 °C.
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YNB pH 5,6 Acido benzéico 1 mM pH 3,5 Acido S6rbico 1 mM pH 3,5
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Figura 17: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Aiscl e BY4741 Aiscl a expressar o gene ISC1 de Z.
bailii ISA 1307 (na presenca e auséncia de acido benzdico e &cido sérbico) para células ndo adaptadas aos acidos
(NA — ndo adaptadas), e células pré-adaptadas a acido benzoico (AB —adaptadas ao acido benzdico) e a
acido sorbico (AS —adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 2 semana de incubagéo a 28 °C

Ao analisarmos os resultados referentes a estes trés genes (ZbSUR4, ZbFEN1, ZbISC1),
verificou-se que em qualquer dos casos, a estipe mutante (Asur4, Afenl, Aiscl) quer na
presenca de acido benzoico quer de acido sérbico demonstrou ser mais resistente a estes
compostos que a estirpe parental (BY4741), uma vez que no caso destas estirpes apresentou
crescimento até a ultima ou pendultima diluicdo e no caso da BY4741 esta sO cresce e com

uma quantidade de biomassa muito inferior até a terceira diluicao.

Relativamente ao comportamento dos transformantes, nos trés casos ZbSUR4, ZbFEN1 e
ZbISC1 as células adaptadas a acido benzdico, estes apresentaram um fenétipo intermédio
entre a BY4741 e as respetivas estirpes mutantes, isto é, cresceram mais significativamente
que a estirpe parental, ndo crescendo no entanto tdo bem quanto a estirpe BY4741 Asur4,
BY4741 Afenl e BY4741 Aiscl respetivamente. O que nos permitiu detetar a existéncia de
alguma acdo por parte das vias nas quais estdo implicadas as trés proteinas e dos seus

produtos na resisténcia de S. cerevisiae aos acidos.

O fendtipo apresentado pelos mutantes de delecdo face ao fendtipo da estirpe parental
parece, a partida, algo inesperado. No entanto, recentemente Rego e colaboradores (2012)
descreveram um fendétipo similar para o mutante Aiscl em presenca de acido acético,
referindo o papel da ceramida na inducdo de apoptose em consequéncia do aumento dos
niveis de mitocondrias ndo-funcionais e o papel do &cido acético na indugdo do aumento dos
niveis de biossintese ceramida e consequentemente na inducdo de maiores niveis de
apoptose em células com o gene ISC1 intacto (Rego et al., 2012). No caso especifico do &cido

benzdico, € possivel que 0 mesmo aconteca levando a perda de viabilidade da estirpe parental
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em consequéncia do aumento dos niveis de ceramida e & perda parcial da viabilidade das
células em presenca do &cido, 0 mesmo se podendo postular para os genes FEN1 e SURA4,
em presenca de acido soérbico e &cido benzéico, ambos igualmente envolvidos na via de

biossintese de esfingolipidos que funcionam como precursores da ceramida.

No que se refere ao gene ZbGAS1, os resultados obtidos foram diferentes de todos os
restantes, estando estes representados na Figura 18.
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Figura 18: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Agasl e BY4741 Agasl a expressar o gene GAS1 de
Z. bailii ISA 1307 (na presenca e auséncia de acido benzéico e 4cido sérbico) para células ndo adaptadas aos
acidos (NA —néo adaptadas), e células pré-adaptadas a &cido benzoico (AB —adaptadas ao acido benzdico)
e a acido sorbico (AS - adaptadas ao acido sorbico). Crescimento registado apds 2 semana de incubacéo a
28 °C.

Nos resultados obtidos referentes ao gene GAS1, observou-se diferengas ao nivel do
crescimento nos meios com &cidos entre as trés estirpes em estudo. Ocorrendo um
crescimento menos acentuado por parte da estirpe mutante comparativamente quer a estirpe
parental quer comparando com o transformante, o que nos permitiu verificar que a auséncia
de Gasl aumenta a sensibilidade de S. cerevisiae aos &cidos fracos. Para além disso, ao
contrario do que acontece com a estirpe mutante, a estirpe transformante ndo sé cresce mais
acentuadamente que o préprio mutante como cresce também melhor que a estirpe parental
nos meios com &cido, sendo esse resultado mais notério em células adaptadas ao &cido

sérbico e no meio com acido soérbico.

A proteina codificada por este gene, encontra-se envolvida no processo de sintese de um dos
principais componentes da camada interna da parede celular, B-1,3-glucano, atuando mais
precisamente na formacao das ramificagfes que constituem este polissacarideo, estando por
isso envolvido na manutencao da rigidez e forga mecénica que caracterizam a parede celular
(Kliis et al., 2012). A delecdo deste gene, provoca entre outras alteragbes uma alteracdo da

estrutura da célula, dando origem a células anormalmente redondas, bem como provoca
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alteracdes na sensibilidade das células a determinadas drogas que indica uma possivel acédo
deste gene na prote¢do da célula (Popolo et al., 1993).

Apbs o rastreio inicial do efeito da expressao dos genes de Z. bailii em S. cerevisiae na sua
resisténcia aos &cidos fracos, foi selecionado aquele que apresentou um efeito mais
significativo no aumento da sua resisténcia aos mesmos. De acordo com os resultados
obtidos, o gene de Z. bailii selecionado como gene cuja expressdo em S. cerevisiae
demonstrou de forma mais clara um efeito positivo, no aumento da sua resisténcia aos acidos
fracos foi 0 gene GAS1, sendo o restante trabalho prosseguido com este gene. Para além
disso, e uma vez que os resultados mais evidentes foram obtidos em presenca de &cido
soérbico pH 3,5, escolheu-se esta condi¢do para prosseguir.

4. Macro e Micromorfologia das estirpes

Uma vez que Gasl é uma proteina descrita como estando envolvida na biossintese de
componentes da parede e dado o papel da parede no estabelecimento e manutencéo da
forma da célula que se pode igualmente traduzir em modificag6es da morfologia das coldnias
em meio sélido, procurou-se observar possiveis alteragcbes na macro e micromorfologia,
comparando o comportamento das trés estirpes (estirpe parental, BY4741 Agasl e estirpe
transformada) (Figura 19).

Figura 19: Macro (A) e Micromorfologia (B) da estirpe parental (1), estirpe mutante BY4741 Agasl (2) e
transformante BY4741 Agasl + ZbGASL1 (3)

A nivel de macromorfologia, observou-se que no caso da estirpe deletada as col6nias desta
estirpe apresentam uma forma arredondada, com uma margem inteira (Figura 19, A2) ao
passo que a estirpe parental apresenta colénias com uma forma de geometria menos definida
e uma margem recortada (Figura 19 Al). Por outro lado, microscopicamente as células sem
Gasl tém maiores dimensdes, uma forma redonda e uma parede pouco espessa (Figura 19
B2) ao passo que as células da estirpe parental apresentam uma forma mais oval, com uma
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parede espessa. Ambas as observagdes vém ao encontro do que esté descrito na literatura
que refere que um dos efeitos provocados pela delecdo do gene GAS1 em S. cerevisiae € a
apresentacdo de uma estrutura anormalmente redonda por parte da célula em resultado da
alteracéo da sua parede celular (Warth, 1989; Paolo et al., 1993).

Na presenca de ZbGasl verifica-se a recuperagcdo do fenoétipo parental, quer ao nivel da
macromorfologia das coldnia, em que se observa que as coldnias voltam a apresentar uma

forma e margem semelhante & apresentada pela estirpe parental (BY4741) (Figura 19, As),
quer ao nivel micromorfolégico, com as células da estirpe transformante (BY4741 Agasl

P416+ZbGAS1), apresentando uma estrutura relativamente mais ovaladas e células de
menores dimensdes que as da estirpe mutante.

A observacdo da micro e macromorfologia das trés estirpes em estudo, permitiu assim
constatar a existéncia de diferencas a nivel de morfologia, em particular micromorfologia,
entre as trés estirpes, o que serviu como um primeira indicagédo da existéncia de um efeito da
expressao deste gene de Z. bailii na morfologia e consequentemente estrutura do envelope

de S. cerevisiae.

5. Efeito dos &cidos fracos nos parametros de crescimento e pH extracelular em
meio liquido

Partindo desta selegéo, de forma a obter dados quantitativos sobre o efeito da expresséo
deste gene no crescimento de S. cerevisiae quando na presenca de &cidos fracos, foi
analisado o crescimento da estirpe parental (BY4741), da estipe com o gene deletado
(BY4741 Agasl), e do respetivo transformante (BY4741 P416 + ZbGAS1) em dois meios base
de cultura diferentes: meio mineral minimo YNB (pH 3,5) e sumo de maca (pH 3,42). Tendo
sido estudado o crescimento de cada uma das estirpes referidas, em cada um dos meios
bases em diferentes condi¢Bes: sem adicao de acidos e com 1 mM de acido benzéico e com

1 mM de &cido sorbico.

Tal como previamente descrito, Z. bailii € considerada como uma das maiores ameacas para
produtos alimentares mais acidos e ou com concentracdes de agucares mais elevadas, como

€ o0 caso dos sumos de fruta (Steels et al., 1999).

Por esse motivo, decidiu-se testar o efeito da expresséo deste gene n&o apenas em meio
mineral YNB mas também em sumo, neste caso ho Sumo de macad (Compal), devido a sua
limpidez que nos permitiu 0 acompanhamento do crescimento das trés estirpes neste meio

através da avaliacdo da Densidade Otica.

Para a realizacdo destes ensaios uma vez que se pretendia avaliar a capacidade de

crescimento numa situagédo proxima da real simulando uma situacao de contaminagdo de uma
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bebida no momento do embalamento, ndo se procedeu a uma prévia adaptagdo das células
aos &cidos fracos. Desta forma, partiu-se de um pré in6culo inicial em meio mineral YNB em
plena fase exponencial de crescimento, a partir do qual quando se in6culou-se cada um dos

meios em estudo.

Para além de se testarem dois meios de cultura (um laboratorial € uma bebida presente no
mercado), testou-se ainda o efeito da carga microbiana inicial na capacidade de crescimento
das estirpe. Assim, para cada um dos meios foram testados trés indculos diferentes (DOsaonm
iniciais 0,1; 0,01 e 0,001).

Para cada condicdo procedeu-se a uma avaliacdo periddica da DOesonm € da concentracao de
glucose em cada meio, durante o periodo de tempo necessério até a estabilizacdo dos valores
da DOssonm (entrada em fase estacionaria) e ou até ao esgotamento de acucares.

Uma vez estabilizado o valor da DOssonm € 0OU tendo ocorrido um esgotamento dos agucares,
procedeu-se a avaliacdo de uma série de par@metros para cada uma das condi¢des testadas
tais como: Biomassa final produzida, AcUcar residual e pH extracelular, tendo-se
posteriormente calculado também o Rendimento em biomassa em relagéo a fonte de carbono

e energia (biomassa final/agtcares consumidos).

5.1. Efeito do in6culo e meio de cultura

A biomassa final (g/l) produzida para cada meio, para cada estirpe e cada condigdo de
biomassa inicial foi determinada em termos de peso seco das culturas apos atingida a fase
estacionaria (Figura 20, 21, 22). Com base neste valor e no valor obtido simultaneamente para
a concentracao de acucares residuais/agucares consumidos, foi possivel calcular o valor de
rendimento em biomassa em relagdo a fonte de carbono e energia, em termos de gramas de

biomassa produzida por grama de agucar consumido (Figura 23, 24 e 25).

Como forma de se observar em simultaneo o efeito do meio de cultura e o efeito do inéculo
sobre cada um destes parametros, efetuou-se a comparacgéo destes valores para cada estirpe

em cada uma das seis condi¢des testadas com cada um dos inoculos efetuados.

Em ambos os meios de cultura, tal como esperado (Pampulha e Loureiro Dias, 2000) a
biomassa produzida foi sempre superior nos meios sem adicdo de acidos, muito embora
significativamente mais elevada em sumo em virtude provavelmente de ser um meio mais
rico. Apesar disso, a reducéo a biomassa para as duas situacdes é similar para cada uma das

estirpes.
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Figura 20: Biomassa final produzida pela estirpe S. cerevisiae BY4741 em cada uma das seis condi¢Bes testadas,
e para cada um dos in6culos usado.

De acordo com a analise da Figura 20, os resultados obtidos para o efeito do in6culo em sumo
e em meio mineral é substancialmente diferente, na medida em que em sumo os valores
obtidos para a biomassa final s&o muito semelhantes entre si n&o se verificando uma diferencga
significativa em fungdo da densidade inicial da cultura ao passo que no caso do meio mineral
YNB apenas se verificou crescimento com o inéculo mais elevado, indicando um claro efeito
do mesmo no crescimento desta estirpe neste meio. Este resultado vem ao encontro dos
resultados obtidos para a viabilidade celular que indicam uma perda quase total da
capacidade de formac&o de colonias desta populagéo apos incubacdo em meio mineral com

acido benzodico ou acido sérbico.

No caso da estirpe BY4741 Agasl (Figura 21), o comportamento da estirpe em sumo e em
YNB sem &cidos é consistente com as diferencas entre as concentragbes de aguUcares
presentes nos dois meios, sendo a biomassa mais elevada no meio em que os agucares estao
presentes em maior concentracdo. Por outro lado, em sumo ao contrario do que aconteceu
com a estirpe BY4741, verificaram-se diferencas do valor de biomassa final produzida em
fung&o do indculo inicial com a biomassa produzida pelo in6culo mais fraco (0,001) a registar

um valor inferior aos restantes inéculos testados.

Em presenca de acidos fracos, & semelhanca do que havia sido observado para a estirpe
parental, quer no caso do sumo de maca quer no caso do meio mineral houve uma reducgéo
dréstica da biomassa final obtida. No entanto, no caso do crescimento em YNB essa redugéo
foi relativamente menos acentuada face a situacdo de crescimento em meio sem acidos.

Apesar da reducdo observada, os resultados obtidos nesta estirpe em meio sumo de maca
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com acidos ndo revelaram um efeito do inéculo, tendo-se obtido valores de biomassa final
semelhantes para os trés indculos utilizados. No caso do crescimento em meio YNB, o efeito
do in6culo foi claramente visivel, ndo se observando crescimento para os indculos iniciais

mais baixos ao contrario do que se verificou no sumo.
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Figura 21: Biomassa final produzida pela estirpe S. cerevisiae BY4741 Agasl em cada uma das seis condi¢cdes
testadas, e para cada um dos in6culos usado.

No caso da estirpe transformante (Figura 22), os valores obtidos para a biomassa final quer
em sumo quer em YNB sem &cidos, foram relativamente baixos sobretudo se atendermos a
gue no sumo a quantidade de acgucares disponiveis é 5x maior (10% de aglUcares no sumo de
maca face a 2% em YNB). Ao contrario do que seria de esperar, em sumo de maca em
presenca de acido benzoico e de acido sorbico, observou-se um aumento dos valores de
biomassa final, com o decréscimo da quantidade de in6culo introduzida, ndo se encontrando
a partida qualquer explicacéo plausivel para este fato. Esta variagcdo apenas se observou em
sumo, uma vez que tal como aconteceu anteriormente para a BY4741 em meio mineral YNB
apenas se obteve crescimento nos meios inoculados com mais biomassa inicial (0,1), e

mesmo neste caso, no meio com adi¢do de &cido benzoico,ndo se observou o crescimento.
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Figura 22: Biomassa final produzida pela estirpe S. cerevisiae BY4741 P416+ZbGAS1 em cada uma das seis
condi¢des testadas, e para cada um dos indculos usado.

Uma vez que esta descrito na literatura que um dos efeitos do stress provocado por acidos
fracos € a reducdo do rendimento em biomassa em fungéo da fonte de carbono consumida
(Lambert e Stratford, 1999; Quintas et al., 2005) em virtude do desvio do ATP produzido da
producdo de biomassa para a manutencao das células, procurou-se comparar o efeito da
presenca de acido benzoico e acido sorbico no rendimento em biomassa em relagéo a fonte

de carbono.

Para tal, recolheram-se amostras de sobrenadante no final do crescimento (esgotamento da
glucose no caso do YNB ou duas DOesonm iguais correspondendo a entrada em fase
estacionaria para YNB e sumo de maca) para determinacao da quantidade de acucar residual
nos dois meios para as trés condi¢cbes de biomassa inicial testadas com o objetivo de calcular

o rendimento nas varias condi¢cfes testadas (Figuras 23, 24 e 25).

Os resultados para os rendimentos da estirpe BY4741 foram em termos qualitativos muito
semelhantes aos da biomassa final, verificando-se que em sumo n&o se observaram grandes
diferencas acentuadas neste parametro em funcdo do inéculo inicial quer em sumo de maca,
guer em sumo de macga com acidos benzoico e sérbico. Apesar de nado se observar efeito do
inoculo inicial, em presencga de acidos observou-se uma reducgéo significativa do rendimento
face ao rendimento obtido na auséncia de &acidos fracos, sendo o efeito mais acentuado na
presenca de acido sorbico (na ordem dos 60% em presenca de acido benzoico e na ordem
dos 75% em presenca de &cido soérbico) reforcando a ideia de uma reducdo da energia

disponivel para o crescimento, o0 que esta de acordo com o descrito na literatura.

Em meio YNB dado que as culturas apenas foram capazes de crescer nos casos em que 0

indculo inicial foi maior (DOesonm 0,1) apenas foi possivel calcular o rendimento para esta
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situagdo. A partir dos resultados obtidos, € no entanto possivel observar que houve uma
reducdo acentuada do rendimento em biomassa em presenca de &cido, ainda mais acentuada
do que a que se havia observado em sumo de macé apesar de no caso do meio YNB nédo se
observar uma diferenc¢a notéria entre o rendimento obtido em presenca dos dois &cidos (cerca
de 82% no caso do 4cido benzoico e 86% no caso do acido sorbico).
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Figura 23: Rendimento em biomassa em funcdo da fonte de carbono e energia (g/g) obtido para a estirpe S.
cerevisiae BY4741 em cada uma das seis condi¢fes testadas, por cada um dos inéculos em estudo

No caso da estirpe BY4741 Agasl, os resultados obtidos relativamente ao rendimento, e a
semelhanga do observado para a estipe parental, apresentaram uma correlacéo direta com
0s seus valores de biomassa final. No caso do meio de sumo de magé, o efeito do indculo
apenas foi observavel na auséncia de acidos, tendo sido os valores de rendimento
significativamente menores em presenca de &cidos neste meio, mas ndo se tendo observado
qualquer efeito do in6culo inicial. Em meio YNB, tal como para a estirpe parental, ndo se
observou crescimento para 0s casos em que os indculos iniciais foram menores, ndo sendo
possivel calcular o rendimento nestes casos. Para o inoculo inicial mais forte, o rendimento
obtido em meio YNB sem ou com &cidos fracos foi superior ao obtido em meio com sumo,
registando-se uma diminui¢do do rendimento em presenca de acidos fracos tal como seria de

esperar.
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Figura 24: Rendimento em biomassa em funcdo da fonte de carbono e energia (g/g) obtido para a estirpe S.
cerevisiae BY4741 Agasl em cada uma das seis condi¢gdes testadas, por cada um dos inéculos em estudo

Em relagéo a estirpe transformada contendo o gene ZbGAS1, verificou-se igualmente uma
correlacdo entre a biomassa produzida (Figura 22) e o rendimento calculado (Figura 25). Da
mesma forma, tal como para a biomassa final, em sumo de maca com &cido benzdico e &cido
soérbico voltou a registar-se a situacdo anémala de um aumento do rendimento em fungéo da
biomassa com a reducéo do in6culo, que muito embora seja ligeiro parece ser consistente em

ambos 0s casos.

0,12
0,1

]
B 0,08
g mo,1

0,06
g ¥ 0,01
o
S 0,04 m 0,001
[

0’02 _Il

. wrl web N
Sumo Normal Sumo Sumo Sorbco YNB pH 3,5 YNB YNB Sérbico
Benzodico 1 1mM Benzodico 1 1mM
mM Meios de cultura mM

Figura 25: Rendimento em biomassa em funcdo da fonte de carbono e energia (g/g) obtido para a estirpe S.
cerevisiae BY4741Agasl P416+ZbGAS1 em cada uma das seis condi¢des testadas, por cada um dos inéculos em
estudo
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Para além da avaliacdo dos parametros anteriormente referidos (biomassa e rendimento),
determinou-se também para cada uma das condicdes testadas o valor do seu pH extracelular
apos atingir a fase estacionaria (Figuras 26, 27, 28), de forma a ser possivel comparar as
possiveis alteracdes deste parametro entre os diferentes in6culos para cada estirpe dado que
0s ensaios nao foram realizados a pH controlado.
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Figura 26: Valores de pH extracelular da BY4741, para cada in6culo em cada uma das seis condi¢fes testadas.

Os valores de pH extracelulares obtidos para cada um dos in6culos, em sumo, hao
apresentaram altera¢des acentuadas muito embora se tenha observado um ligeiro aumento
nos meios com &cido (3,35 em sumo de maca sem acido versus 3,6 em sumo de maga com
acido benzdico, inéculo DOgsonm 0,1). No caso dos valores obtidos em meio YNB, apesar de
apenas ter havido crescimento para o primeiro indculo, obtiveram-se também valores muito
semelhantes entre os meios com e sem adi¢do de acido, e um pequeno aumento do valor de

pH extracelular para meio YNB com éacidos.

Os resultados obtidos para a estirpe mutante (Agasl) (Figura 27) foram quase idénticos aos
obtidos pela estirpe parental, ndo tendo sido observadas grandes diferencas acentuadasnos
valores de pH extracelular entre indculos diferentes, e sendo os valores obtidos nos meios
sem adicao de acidos inferiores aos valores presentes nos meios com ambos os &cidos fracos

em estudo.
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Figura 27: Valores de pH extracelular da BY4741 Agasl, para cada inéculo em cada uma das seis condi¢des
testadas.

No caso do transformante,a semelhanca do que aconteceu com as restantes estirpes, 0s
resultados obtidos ndo demonstraram existir diferencas neste parametro relativamente aos
diferentes indculos, mantendo-se os valores de pH extracelular entre 3,3 e 3,5 para todos 0s

meios e independentemente do in6culo inicial.
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Figura 28: Valores de pH extracelular da BY4741 Agasl P416+ZbGAS1, para cada in6éculo em cada uma das
seis condicdes testadas.
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5.2. Comparacdao entre estirpes

Um ponto comum nos resultados obtidos para cada uma das estirpes em estudo foi a auséncia
de crescimento em meio YNB dos inéculos mais fracos testados, crescendo apenas quando
o in6culo foi 0,1 na maioria das situacdes. Este fato pode estar relacionado com a
percentagem de perda de viabilidade inicial da cultura em presenca dos acidos, que ocorreu
em cada um dos casos nestes meios que foi da ordem de 90%. Uma reducdo da viabilidade
desta ordem de grandeza podera ter como resultado uma reducdo do numero de células
presente no meio tdo acentuada que praticamente ndo restem células metabolicamente ativas

suficientes para o arranque do crescimento.

Em termos globais verificou-se que o rendimento era mais baixo em sumo que em YNB. Uma
vez que o0 sumo (meio rico) € composto por cinco vezes mais agucares que o YNB (meio
minimo) seria de esperar que a biomassa final e respetivo rendimento fossem cinco vezes
superiores em sumo do que em YNB, fato que ndo aconteceu, levando a conclusédo de que
em sumo o fator que limita o crescimento das estirpes ndo sera o aglcar mas sim outro dos
seus componentes. O que justifica que por vezes a entrada em fase estacionaria em sumo
tenha ocorrido antes do esgotamento de todos os aguUcares presentes no meio (Glucose e
Frutose).

A analise destes resultados permitiu para além disso estabelecer uma correlagéo direta entre
os valores de biomassa final obtidos e o rendimento para cada uma das estirpes, as diferencas
entre indculos, bem como as diferencas entre meios com e sem adi¢céo de acidos, foram muito

semelhantes para a biomassa final e rendimento de cada estirpe.

Para além da avaliagdo do efeito do indculo no crescimento de cada estirpe, pretendeu-se
acima de tudo com estes ensaios determinar o efeito da expressédo do gene GAS1 de Z. bailii
no crescimento de S. cerevisiae na presenca de acidos fracos avaliando-se dessa forma o

efeito da expresséo deste gene na resisténcia de S. cerevisiae a estes compostos.

Para tal, escolheu-se entdo o in6culo com o qual se observou crescimento em todas as
condi¢gBes para as trés estirpes, e comparou-se 0s valores de biomassa final e rendimento
obtidos (Figura 29 e Figura 30).

A comparacéo dos valores de biomassa final obtidos para cada uma das estirpes (Figura 28)
permitiu primeiramente observar uma reducdo da biomassa final produzida em todas as
estirpes no meio com adicdo de acidos comparativamente ao meio sem &cidos, sendo no

entanto essa reducao mais drastica para umas estirpes do que para outras.
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Figura 29: Representacdo da biomassa final da estirpe parental (BY4741), estirpe mutante (Agasl) e respetivo
transformante (Agasl P416+ZbGAS1)

Esse fato é mais notério quando comparamos diretamente o comportamento da estirpe
parental (BY4741) com o do transformante (Agasl P416+ZbGAS1), uma vez que tanto em
sumo sem &acidos como em YNB pH 3,5 a estirpe parental apresentou valores muito superiores
aos obtidos pelo transformante. No entanto, em presenca de acidos em ambos 0s meios a
reducdo de biomassa produzida foi muito superior para a BY4741 do que para Agasl

P416+ZbGASL1.

De forma a permitir uma andlise mais clara da reducdo de biomassa final produzida quando
em presenca de acidos, e ser possivel uma melhor comparagéo dos valores obtidos para cada
estirpe, calculou-se para cada uma a percentagem de reducdo de biomassa entre 0 sumo
normal (100%) e os meios com adi¢éo de &cido (sumo benzdéico 1 mM e sumo sérbico 1 mM),
estando esses valores representados na tabelall

Tabela 11:Percentagem de reducéo de biomassa final de cada estirpe do Sumo normal (100%) para os meios de
sumo com adi¢ao de acido.

% Reducao de Biomassa final
Estirpes
Acido fraco BY4741 Agasl Agasl
adicionado P416+ZbGAS1
Acido benzoico 68 81 47
Acido s6rbico 75 86 44
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A analise dos valores apresentados natabela 11, permitiu-nos confirmar os resultados obtidos
a partir da figura 29. Comparativamente com a estirpe parental e com a estirpe mutante em
meio de sumo de macad sem &cidos e com acidos, o transformante sofreu uma reducédo de
biomassa final muito inferior, o que nos indicou que a nivel de biomassa final produzida esta

estirpe foi menos afetada que as restantes.

Para a confirmagé&o dos resultados acima descritos, e dado o feito no rendimento descrito por
varios autores (Lambert e Stratford, 1999; Quintas et al., 2005) realizou-se a mesma analise
em relacdo aos valores de rendimento obtidos para cada estirpe, verificando-se se existe ou
ndo uma correlagéo direta entre os valores de biomassa final e de rendimento (Figura 30).
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Figura 30: Representacao dos valores de rendimento (g/g) da estirpe parental (BY4741), estirpe mutante (Agasl)
e respetivo transformante (Agasl P416+ZbGAS1).

Apesar de, olhando para os dados apresentados na Figura 30, no meio de sumo de maca as
diferencas observadas no caso da biomassa final ndo serem téo evidentes, pode-se
igualmente verificar uma maior reducéo do rendimento da estirpe parental e respetiva estirpe
mutante em sumo de maca com adicdo de acido comparativamente com o sumo de maca
sem acido benzoico e acido soérbico, do que a reducdo do rendimento sofrida pela estirpe

transformante.

Tal como foi calculado para a biomassa final, calculou-se também para cada estirpe a
percentagem de reducado de rendimento entre 0 sumo normal (100%) e o sumo com adicéo
de &cido (Tabela 12).
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Tabela 12: Percentagem de reducédo de rendimento de cada estirpe do Sumo normal (100%) para os meios de
sumo com adicao de acido.

% Reducdo de Rendimento
Estirpes
Acido fraco BY4741 Agasl Agasl
adicionado P416+ZbGAS1
Acido benzéico 68 81 46
Acido sorbico 76 86 43

A avaliagdo dos resultados obtidos, permitiu-nos a confirmacéo dos resultados obtidos através
da analise da reducéo de biomassa final, verificando-se novamente que em comparagdo com
as restantes estirpes, em termos qualitativos a estirpe transformante expressando o gene
ZbGASL1 foi a que sofreu menor reducdo de rendimento em presenca de acidos. Para além
disso, analisando os valores obtidos, foi possivel ainda observar uma reducao similar dos
rendimentos em biomassa obtidos em comparacéo com os valores obtidos para a reducéo da
biomassa, confirmando a correlacdo que havia sido observada entre a biomassa final da

cultura e o rendimento obtido em sumo de maca.

Estes mesmos valores de reducdo relativa de biomassa e rendimento em biomassa foram
calculados para o meio YNB pH 3,5 (100%), mas apenas fazendo a compara¢ao entre 0 meio
sem e com adicdo de acido soérbico (Tabela 13 e Tabela 14), uma vez que a estirpe
transformante, por razdes desconhecidas, ndo cresceu em nenhum dos indculos no meio YNB

com a adicao de acido benzéico.

Tabela 13: Percentagem de reducéo de biomassa final (g/l) para cada estirpe do meio YNB pH 3,5 (100%) para
0 meio de YNB com adicéo de acido sorbico

% Reducéo de Biomassa final
Estirpes
Acido fraco BY4741 Agasl Agasl
adicionado P416+ZbGAS1
Acido Sorbico 85 81 58

No caso do meio YNB, para o rendimento e pelas mesmas razdes descritas para a biomassa
final, o calculo destes valores foi apenas possivel para o YNB com adi¢éo de acido sérbico

comparativamente com o meio YNB pH 3,5 (100%) (Tabela 13).
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Tabela 14: Percentagem de reducédo de rendimento de cada estirpe do YNB pH 3,5 (100%) para 0 meio YNB
com adigao de &cido sorbico.

% Reducdo de Rendimento
Estirpes
Acido fraco Agasl
adicionado SYSrad Agasl P416+ZbGAS1
Acido Soérbico 85 81 58

Os resultados obtidos por estes célculos demonstraram que, tal como em meio de sumo de
macd, também em YNB a estirpe transformante é a que sofre uma menor reducéo relativa
biomassa final. No entanto, apesar de a estirpe transformada sofrer menor reducdo dos
parametros biomassa e rendimento que a estirpe parental em YNB, a reduc¢éo foi muito mais
acentuada em meio mineral que em meio sumo de macéa (58% em YNB versus 44% em sumo
de maca, ambos com &cido sorbico para a biomassa e rendimento da estirpe transformada).
A maior reducéo relativa da biomassa e do rendimento foi também observada no caso da
estirpe parental (85% em YNB versus 75% em sumo de mac¢d, ambos com 1mM de &cido
sorbico) mas curiosamente, no caso da estirpe deletada ndo se observou qualquer diferenca

entre a reducéo relativa da biomassa e do rendimento nos dois meios com &cido sorbico.

A maior reducao observada nas estirpes que contém Gasl leva-nos a ponderar a existéncia
de um efeito adicional resultante da escassez de um outro nutriente ou uma alteracdo
estrutural na parede, que eventualmente nao se fara sentir na estirpe deletada. Uma segunda
hip6tese para justificar este resultado poderia residir de uma menor capacidade tampéo do
meio YNB face ao sumo de macgd levando a uma reducdo do pH extracelular e
consequentemente num aumento da fragdo ndo dissociada do acido e um aumento do influxo
desta forma, aumentando os efeitos nocivos do acido, uma vez que 0s ensaios em meio

liguido ndo foram efetuados a pH controlado.

Em termos de valores de pH externo, comparando os valores obtidos para a situagdo DOgaonm

inicial 0,1 para as trés estirpes e seis meios diferentes (Figura 31), verifica-se que o
transformante (Agasl P416+ZbGAS1) é a estirpe que mantem mais constantes os seus

valores de pHext em cada um dos meios quando em sumo de magéa. No entanto, verificou-se
gue no caso da estirpe transformada a reducédo do pH extracelular observada em meio YNB
e em meio YNB com &cido sorbico foi a mais acentuada (3,72 em YNB sem &cido versus 3,19
em YNB com &cido sérbico) o que indica que a hipotese apresentada atras podera justificar
esta reducdo mais acentuada na biomassa e do rendimento nesta estirpe. Apesar disso, tal
ndo deverd ser o caso para a estirpe parental dado que o valor de pH observado em meio

YNB com &cido sérbico foi mais elevado que o observado para 0 mesmo meio sem &cidos.
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Figura 31: Valores de pH extracelular da estirpe parental (BY4741) da estirpe mutante (4gasl) e do transformante
(Agasl P416+ZbGAS1)

Da andlise conjunta de todos estes dados, podemos concluir que a expresséo do gene GAS1
de Z. bailiiem S. cerevisiae a tornou mais resistente aos acidos fracos (acido benzéico e acido

sérbico), uma vez que a BY4741 Agasl P416+ZbGAS1 foi a menos afetada a nivel de

biomassa final, rendimento e pHext quando na presenca de acidos fracos comparativamente

com a estirpe parental e respetiva estirpe mutante.

6. Efeito de ZbGas1 na permeabilidade da membranae pH intracelular em células
adaptadas e ndo adaptadas a acido sérbico

Os resultados obtidos para os parametros de crescimento apontaram para que em resultado
da expressdo deste gene de Z. baili em S. cerevisiae tivessem ocorrido alteracdes na
estrutura da célula (parede celular e membrana plasmatica), que se traduziram numa maior

resisténcia aos acidos fracos.

De acordo com o modo de acao destes compostos, uma das principais vias através da qual
estes inibem o crescimento celular é a acidificacdo do citosol, e consequente aumento da
guantidade de catides (H*) presentes no interior da célula. Desta forma, procurou-se avaliar
se o efeito de ZbGasl observado resultava de alteracdes na permeabilidade da membrana.
De forma a avaliar isto, realizaram-se ensaios em que se determinou a permeabilidade a

protdes e o pH intracelular.
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Para a realizacdo destes estudos, utilizou-se como meio de cultura apenas o sumo de maca
com e sem adi¢cdo de &cidos, tendo sido feita a adaptacdo prévia das células aos acidos
fracos. Contudo, neste caso e uma vez que as diferencas no fendtipo de crescimento
observadas foram mais acentuadas em células adaptadas a acido sorbico, o processo de
adaptacdo foi efetuado apenas com o 4cido sorbico, a uma concentracdo de 1 mM, com o pH
natural do sumo (pH 3,42).

Uma vez adaptadas as células, as trés estirpes em estudo (BY4741, estirpe mutante e estirpe
transformante), foram inoculadas quer em sumo sem adic¢ao de &cido, quer em sumo de maca
com uma concentracdo de 1 mM de acido benzdico e sorbico e incubadas a 28°C com
agitacao orbital até atingirem uma DOsaonm €ntre 0,8 e 1,6 (inicio da fase exponéncial).

6.1. pH intracelular

A determinacao deste parametro teve como base o método descrito por Rottenberg (1979), o
qual consiste na medic¢ao da distribuicdo da forma dissociada (HA) de um acido fraco marcado

radioativamente (**C) entre o meio intra e extracelular.

Para tal, recolheu-se 50 ml das células em plena fase exponencial de crescimento (DOesaonm

0,8-1,6) e dividiu-se esse mesmo volume em dois baldes de Erlenmeyer diferentes.

Num desses balBes adicionou-se acido benzéico radioativo (Baldo A — “baldo quente”) e no

outro ndo foi adicionado qualquer composto (Baldo B —“balao frio”).

No caso do baldo A, apds a adicao do acido benzéico marcado radioativamente, incubou-se
a 25°C durante 90 minutos de maneira a forma ndo dissociada do &cido fraco atingir um

equilibrio entre 0 meio intra e extracelular.

A partir do baldo A foi medida concentragdo da forma néo dissociada do acido benzoico
marcado radioativamente intra [HAin] e extracelularmente [HAex]. Por outro lado, a partir do
baldo B, no qual ndo se adicionou qualquer outro composto, determinou-se o pH extracelular

[H*ex] € biomassa seca.

A determinacdo de cada um destes parametros, permitiu através da utilizacdo da equacéao
definida pelo método de Rottenberg (1979), o calculo dos valores de pH intracelular para cada

uma das estirpes nas respetivas condigcdes em estudo.
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Figura 32: Valores do pH intra e extracelular para a estirpe parental (BY4741), estirpe mutante (Agasl) e respectivo
transformante (Agasl P416+ZbGAS1) quando em sumo normal, e com adicdo de 1 mM de acido benzéico e
sarbico.

Ao analisarmos os valores obtidos para este pardmetro, e comparando os valores obtidos
para cada uma das estirpes em estudo, verificou-se a auséncia de variagbes acentuadas do
pH intracelular entre a estirpe parental e a estirpe deletada quando em meios com ou sem
adicao de acidos.

No caso da estirpe transformada, em sumo de maga sem acidos o valor de pH intracelular foi
significativamente maior que o da estirpe parental (6,68 versus 5,66, para Agasl
P416+ZbGAS1 e BY4741, respetivamente) .

Tal como foi descrito anteriormente, 0 meio de cultura utilizado apresentava um pH de 3,42,
e de acordo com 0 modo de agéo dos acidos fracos, sabe-se que na presenca de valores de
pH’s mais acidos, como é o caso, estes permanecem na sua forma nao dissociada, entrando
livremente na célula e que, ao encontrarem no seu interior um pH mais elevado
(aproximadamente 7), a molécula dissocia-se e liberta protdes no interior da célula levando a
uma acidificacdo do citosol (Stratford, 1998; Piper et al., 2001; Beales, 2004). De acordo com
0 modo de acdo destes compostos, € normal ocorrer a acidificacdo do meio intracelular
guando na presenca dos mesmos tal como se verificou na figura 31. No entanto, tal como é
possivel observar na figura, a variagdo do pH extracelular é praticamente nula para ambas as

estirpes o que permite descartar esta hipétese como valida.
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6.2. Permeabilidade da membrana — influxo e efluxo de protdes

Para a determinacéo de possiveis efeitos da expressdo do gene em estudo na permeabilidade
da membrana plasmatica, uma vez que o seu valor esti diretamente relacionado com a
entrada (influxo) e saida (efluxo) de protdes da célula e a respetiva permeabilidade da
membrana aos mesmos, procedeu-se a avaliacdo da permeabilidade da membrana a estes

compostos em células cultivadas em sumo e adaptadas e ndo adaptadas a acido sorbico.

Para isso, os fluxos de protdes foram avaliados através da medic&o da alcalinizacdo do meio
(influxo) e acidificacdo do mesmo (efluxo) através de um elétrodo de pH ligado a um

potenciébmetro e a um registador.

Com base nos registos obtidos foram estimados dois parametros: a velocidade de entrada de
protdes para o interior da célula (influxo), e a de saida dos mesmos para o meio extracelular

através da atividade da H*-ATPase (efluxo).

A andlise dos valores referentes a cada um destes parametros, permitiu nao sé avaliar a
permeabilidade da membrana de cada das estirpes como também compreender melhor os

valores obtidos para o pH intracelular.

De forma a tornar a compreenséo dos dados obtidos para cada um dos parametros em estudo
(pH intracelular e extracelular, influxo e efluxo de protdes), foi realizada uma analise conjunta

dos mesmos que se encontram representados na Figura 33.
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Figura 33: Velocidade de entrada (Influxo-inf) e de saida (efluxo-ef) de protées na célula, para a estirpe parental
(BY4741), estirpe mutante (Agasl) e respetivo transformante (Agasl P416+ZbGAS1) cultivadas em sumo normal,
e adaptadas a 1 mM de acido benzdico e sorbico.
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Atendendo aos resultados apresentados na Figura 33, quer em células cultivadas em sumo
de maca quer no caso de células adaptadas aos &cidos, a estirpe transformada foi aquela
para a qual se observaram maiores valores de efluxo de protdes seguida da estirpe parental,
sendo a estirpe deletada aquela que aparenta uma menor atividade da H*-ATPase traduzida
em menores valores para a velocidade de saida de protées (0,64, 0,60 e 0.37 mmolg*h?, para
a estripe transformada, estirpe parental e estirpe deletada, respetivamente). O efeito da
presenca de Gasl, embora comum as trés estirpes e nas trés condicdes de crescimento, é
mais notorio em células cultivadas apenas em sumo, ndo adaptadas por isso a presenca de

acidos.

Em simultdneo, quando se analisam os resultados obtidos para a permeabilidade da
membrana aos protdes, verifica-se que em células cultivadas em sumo de maca, a

permeabilidade passiva é menor para a estirpe transformada e maior para a estirpe parental.

Conjugando ambos os resultados com os valores obtidos para o pH intracelular apresentados
acima (Figura 32) (e tendo em conta que o pH extracelular se manteve) verifica-se que neste
caso os resultados sédo consistentes uma vez que a estirpe transformada apresenta um maior
valor de pH intracelular (6,68) coerente com o maior efluxo de protées e menor influxo. J& no
caso da estirpe parental e da estirpe deletada, observou-se que estas apresentam valores de
pH intracelulares préximos (5,66 para BY4741 e 5,79 para a estirpe deletada). Nesta condigéo
de crescimento, a estirpe parental apresentou maior capacidade de expulsao de protbes mas
em simultdneo maior permeabilidade que a estirpe deletada, sendo por isso justificavel que o
resultado global destes dois efeitos se traduza numa proximidade dos valores de pH

intracelular das duas estirpes.

Em células cultivadas na presenca de acidos (células adaptadas) as velocidades de efluxo de
protdes nestas estirpes e nestas condicbes, ndo variaram acentuadamente, mantendo-se
contudo o padrdo de comportamento que havia sido observado para células cultivadas na

auséncia de acidos (células ndo adaptadas).

Uma maior atividade de ATPase implica um maior dispéndio de ATP, dando origem a um
desvio do mesmo dos mecanismos de manutencdo da célula o que se pode traduzir ndo
necessariamente numa menor producéo de biomassa final mas sim num menor rendimento
das células (Figura 33), uma vez que o ATP -que deveria estar a ser utilizado nos mecanismos

de manutencéo da célula passa-a ser utilizado na protecdo da mesma.

Contrariamente a manutencdo do padrdo observada para o efluxo de protbes, a

permeabilidade passiva a protdes foi mais elevada na estirpe transformada e menor na estirpe
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parental para as células adaptadas a ambos os &cidos, invertendo-se o padréo que havia sido
observado na auséncia de acidos. Relativamente aos meios com adi¢do de acidos, tal como
ja foi referido ndo se verificaram variagfes significativas dos valores de pH intracelular entre
cada uma das estirpes, que variou entre 4,84 e 5,08 (para a estirpe parental e estirpe
transformada adaptadas a acido benzdico, respetivamente) sendo no entanto menores que
0s observados em células cultivadas na auséncia de acidos o que € coerente com as

variacdes observadas no efluxo e no influxo das células adaptadas a 4cidos.

Para além disso, contrariamente ao que seria esperado, o processo de adaptagcdo quer a
acido benzéico quer a acido sérbico ndo conferiu uma maior capacidade de expulsdo de
protdes em ambas as estirpes que expressam Gasl dado que os valores obtidos sdo menores
do que os obtidos para células cultivadas em sumo sem &cidos. Estes resultados contrariam
os resultados apresentados na literatura que referem um aumento da actividade da H+-
ATPase em células adaptadas a &cidos fracos como um dos mecanismos de defesa das

células a este stress (Holyoak et al., 1996).

Observou-se ainda que para todas as estirpes, a permeabilidade da membrana aos protdes
€ maior em células adaptadas aos acidos do que em células ndo adaptadas. Esta observacdo
leva-nos a concluir que nao houve nestas células uma alteracao da composi¢cdo da membrana

que justifique o aumento da resisténcia em células adaptadas.
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IV. Consideracdes finais e perspectivas futuras

A manutencado da estabilidade dos produtos alimentares durante o seu periodo de vida util
tem vindo a ser um dos principais desafios para a industria alimentar, sendo esta posta em
causa na maioria das vezes pelo desenvolvimento de microrganismos de alteragdo no
produto, que mesmo nédo tornando o alimento inseguro podem provocar alteragcfes a nivel de
sabor, odor e textura, alterando as caracteristicas organolépticas do alimento. Em particular,
o desenvolvimento de leveduras de alteracdo, em alimentos como € o caso dos sumos e
concentrados de fruta tém como consequéncia o aparecimento de embalagens opadas devido
a producéo de gases resultantes da fermentacao.

Desta forma, apesar de ndo porém em risco a saude do consumidor, provocam alteracdes
significativas na aparéncia do produto o que leva a uma alteracéo da precepc¢ao de qualidade

aos olhos do consumidor.

Uma das principais estratégias utilizadas pela industria para inibir o crescimento destes
microrganismos é a adicdo de conservantes alimentares, nomeadamente acidos fracos, que
atuam como agentes antimicrobianos. No entanto as quantidades utilizadas pela industria,
definidas pela legislacéo alimentar, ndo sdo na maioria das vezes suficientes para impedir o
desenvolvimento de determinadas leveduras de alteracdo mais resistentes a estes
conservantes, como é o caso de Zygosaccharomyces bailii, que ndo s6 sobrevive como
também prolifera na presenca de elevadas concentracdes destes compostos, dando origem

a perdas economicas significativas para a industria alimentar.

Desta forma a compreensao dos mecanismos de resisténcia a estes compostos lipofilicos,
permitira melhorar as estratégias utilizadas por parte das industrias para a conservacdo dos

seus produtos, tornando-as consequentemente mais efetivas.

Os mecanismos através dos quais Z. bailii consegue resistir aos acidos fracos, sao ainda
muito controversos, no entanto actualmente estdo propostos trés mecanismos que poderdo
existir isoladamente ou combinados para conferir a esta espécie maior capacidade de
resisténcia e proliferagdo a &cidos fracos: metabolismo dos &cidos fracos como fonte de
carbono na presenca de elevadas concentracbes de aclcares, presenca de bombas de
extrusao de acidos e por fim a ocorréncia de alteracdes na estrutura do envelope celular que

resultam na limitacao da entrada destes compostos difusdo no interior da célula.

Dado que a entrada da forma ndo dissociada do &cido por difusdo passiva através da
membrana plasmatica e a sua acumulagdo no interior da célula é apontada como uma das

causas para os seus efeitos inibitorios, este trabalho pretendeu avaliar um dos mecanismos
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propostos como estando na origem da maior resisténcia de Z. bailii a estes compostos, a
possivel alteragcédo da estrutura do envelope em presencga destes compostos no meio, tendo-
se avaliado em particular as possiveis alterac6es da permeabilidade da membrana a protdes.

Nesse sentido, pretendeu-se avaliar o papel de oitos genes de Z. bailii cujas enzimas se
encontram envolvidas na sintese de componentes do envelope celular (parede e membrana
plasmatica) e que poderdo de alguma forma estar envolvidas no mecanismo de resisténcia
deste microrganismo a acidos fracos. Para tal, testou-se o efeito desses genes por expresséo
heter6loga em estirpes mutantes de delecdo de Saccharomyces cerevisiae, avaliando o seu
fen6tipo em presenca de dois acidos fracos (acido benzéico e acido soérbico) habitualmente
usados como conservantes pela industria alimentar, a fim de se observar se provocavam
alguma alterac@o na sua resisténcia a estes compostos e assim inferir do possivel papel

destes mecanismos em Z. balilii.

De entre os genes de Z. bailii expressos em S. cerevisiae apenas com dois deles, ZbOPI3 e
ZbGAS1, se observou um fendétipo de maior resisténcia aos acidos fracos relativamente a
estirpe parental. No entanto, relativamente ao gene ZbOPI3 essa melhoria apenas se

observou e de forma menos significativa na presenca de acido sérbico.

No caso do gene ZbGAS1, cuja enzima se encontra envolvida na via biossintética de um
componente da parede celular (B-1,3-glucano), quando expresso em S. cerevisiae obteve-se
um fenétipo mais claro em meio sélido, tornando a estirpe de S. cerevisiae hospedeira mais
resistente quer ao acido sorbico quer ao acido benzéico do que a estirpe parental BY4741, o
que nos permitiu concluir, que a resisténcia mais elevada de Z. bailii a estes compostos se

deve em parte a acao deste gene.

O fendtipo de resisténcia foi avaliado em dois meios diferentes, um meio laboratorial (meio
mineral YNB) e sumo de maca comercial de forma a testar as estirpes numa situacdo mais
proxima da situacdo real de contaminagdo de uma bebida. Apesar de os resultados nao
demonstrarem uma clara melhoria na biomassa final e no rendimento na estirpe transformada,
verificou-se que para esta estirpe os efeitos inibitérios em presenca de acidos fracos eram

menos acentuados.

Por outro lado, no sentido de determinar se o fenétipo de maior resisténcia da estirpe
transformada estava ou nao relacionado com altera¢cdes na permeabilidade da membrana
avaliaram-se trés aspetos relacionados com esta: a capacidade de efluxo de protdes, o influxo
de protdes e o pH intracelular das estirpes. Apesar de os resultados ndo demonstrarem uma
clara diminuicdo na permeabilidade nem um aumento do efluxo de protdes na estirpe

transformada, verificou-se que para esta estirpe houve uma menor reducdo da atividade da
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H*-ATPase em presenca de acidos fracos. Para além disso, e apesar de em meio soélido se
ter observado um incremento da resisténcia apds adaptacdo das células aos dois acidos,
verificou-se ainda que a presenga de Gasl néo levou a alteragdes significativas positivas em
qualquer dos fatores estudados (efluxo e influxo de protdes) apds o processo de adaptacdo o
que nos leva a concluir pela auséncia de alteragbes induzidas pelos acidos apos a sua
adaptacdo. O incremento da resisténcia observado em S. cerevisiae dever-se-4 pois a outros
fatores como por exemplo a inducdo de Pdrl2 tal como descrito por varios autores (Piper et
al., 1998; Mollapour et al., 2008).

Os resultados obtidos apontam assim para um papel de Gasl na resisténcia aos acidos,
sendo este aparentemente mais relevante para a resisténcia a acido soérbico do que a acido

benzobico.

Atendendo a estes resultados, seria interessante no futuro avaliar diretamente a
permeabilidade da membrana aos &cidos por exemplo através de &cido marcado
radioactivamente, bem como observar mais atentamente o papel desta proteina na aquisicao
de resisténcia a &cido sorbico e acido benzdico, uma vez que existem autores que referem
diferencas entre os mecanismos de acdo destes dois acidos (Ferreira et al., 1997; Han e
Floros, 1998).

Apesar de serem medidas indiretas do efeito dos acido fracos a avaliagcdo da biomassa final
e o rendimento em biomassa em funcdo da fonte de carbono permitiu observar uma maior
resisténcia a acido por parte da estirpe transformada. Estas diferencas apontam para um
efeito da presenca de ZbGas1 sobre o crescimento/metabolismo das células. Nesta linha de
ideias, um outro aspeto importante que podera ser avaliado no futuro é a capacidade
metabdlica das células para fermentarem agucares e produzirem gés, ja que existem também
referéncias ao menor efeito inibidor no metabolismo dos aclcares por parte dos acidos fracos
(Ferreira et al., 1997; Warth, 1991).

O conhecimento de uma via especifica envolvida na maior resisténcia de Z. bailii aos &cidos
fracos, abre portas para novas areas de investigacdo no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos que atuem em particular, na inibicdo da agdo da B-1,3-glucotransferase
(ZbGasl).

O efeito de um agente antimicrobiano com uma acgéo especifica no processo de sintese deste
composto em sinergia com efeito dos acidos fracos levaria a uma inibicdo mais eficaz do
desenvolvimento deste microrganismos, como também a uma reducao da quantidade de

acido fraco adicionada ao produto.

67



O que se traduziria ndo s6 numa utilizagdo mais eficaz destes conservantes, como numa
aplicacdo mais controlada dos mesmos. Trazendo beneficios ndo apenas para a industria
como também para o consumidor que cada vez mais exige produtos alimentares com uma

reducéo de aditivos alimentares.
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Anexos

Anexo |

Desenho dos primers — Regido especifica escolhida para o gene de interesse:

“Primer Foward”

ERGS6:

ATGTCGTCCACCCTTGAAGACACCTCGACACTGAGACAGAGACAAGCGCAATTCACCAAGGAACTCCACGGTGAA
GACATCGGCGCAAAGAGCGGTTTCGCTGCTTTCATCTCCAAGAACAAGTCTGCCCAGAAAGAAGCTGTAGCCAAG
TACCTGAAACATTGGGACGGTAAGACGGACCAAGAGGCCGAAAAAAGACGTCTAGAAGACTACAATGAAGGCACA
CACTCATACTACAACGTGGTAACCGACTTTTACGAGTACGGCTGGGGCAGCTCTTTCCACTTCTGTCGTTTCTAC
AAGGGAGAGAACTTTTACGCCGCCGTGGCTCGCCACGAGCTGTACTTGGCATACAAGTCCAACATTCAGGAGGGA
GACCTCGTGCTGGACGTCGGCTGCGGTGTTGGAGGTCCAGCAAGAGAGATCGCACGTTTCACAGGAGCCCACGTT
ATCGGTTTGAACAACAACGACTACCAGGTTGCCAAGGCAAACTGGAATGCGAAAAAATACCGCCTCGAGGACCAA
TTGGAGTTTGTCAAGGGCGATTTCATGCAGATGGAGTTCCAAGATGCAACTTTTGACAAAGTCTACGCCATTGAG
GCCACATGCCATGCCCCAAAGTTGGAAGGGGTCTATTCTGAGATCTACAGGGTTTTGAAGCCAGGAGGAACCTTT
GCCGTGTATGAGTGGGTCATGACCGACAAGTATGATGAGTCCAATCCCGAGCACCGCCGGATCGCGTATGAAATC
GAGGTTGGCGACGGTATTCCCAAGATGTTCACTGCTGATGTCGCTCGCAATGCGCTGAAAAGTGTTGGTTTCGAA
GTGCAACTTGCTGACGATCTCGCCGATAACAATGACGAAATTCCTTGGTACTACCCATTGACAGGCGACTGGAAA
TACATACAGACGTTGTCCGATTTGGCTACTTTCTTCCGTACCTCCTACTTTGGCCGTAAATTCACCACGTTCATG
GTGTGGCTGATGGAGCTCGTGGGCATTGCCCCCAAGGGATCCACTCAAGTGACCAATGCCCTAGAGGAGGCTGCT
GTTGGCCTCGTGGCTGGGGGCCGTGCCAAGCTATTCACGCCAATGATGTTGTTTGT

ERG2

ATGAGATGTTTCTTTGTGTTTGCGATTGTGGTTGCTGTATTCGGCTGGATAATGAACAGCACGTTCACGACATGG
TTACCTCAGAACTATATCTTTGACGGCCAGACGTTAGGTGAGATTTGCAACAGTGTTATTGTTGCGCACAAGGCC
AACGACACTGAAATTTTGCTCAGAGAGGTGCGTGATGCGCTCGCTGCCCATTATGGCCCACAGTTCATCAACGAG
TACAAGCAATCGGAGTGGGTTTTTAATAATGCTGGGGGGGCTATGGGACAGATGATAATCTTGCATGCATCCATC
AGCGAGTATGTCATCTTCTTTGGCAGTGCAGTGGGGACCGAAGGTCATACAGGTGTCCATTTTGCAGACGACTAC
TTCACTATCTTGAAGGGCCAACAGACGGCCGCTCTACCTTTTGCAACGGAGCCGGAAGTCTATACTCCCGGCATG
GTACATCATTTACAGAAGGGGCACGCTAAACAGTACAGCATGCCCTCGGGCTCATTTGCTCTGGAGCTTGCACAG
GGATGGATTCCATGCATGTTGCCATTTGGCTTCTTGGATACCTTTACGAGTACGCTAGACCTCTACACATTGTGG

CGTACCGTTTACTTGACTGGCCGTGACATHONCANGARCTNGATANACANTCHCARCT TR TAR
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ERG4

ATGGTTGCCGAAGTGAAAGTTCCTGAGCCCAAAAGGGCTTCGGTAAATTTTCTACCACAAGGAAAGTATCTCAAG
CCTGAAGAAATTGAGTACGAGTTTGGCGGGACTCTGGGAGTCCTCGGTATGATGGTAGGGTTCCCTTTGCTGATG
TATTACATGTGGATCAGTGCTGAGTTTTACAAGGGAATTCCTGCTTGGCCAAATACTGGCGAATCATGGTGCCAA
TTTATTAGACACCTTTATCAGCTATTTTGGGATTATGGTGTGCCAACTAGGTATGCGTGGACCATCTTTTTAACG
TTTTGGGCTATCCAAATATTCTTCTATTATACTTTGCCTGGTGTATGGACCAAGGGACAGCCATTGACCCATTTA
AAGAACAAGCAACTTCCTTACTATTGCAATGCCATGTGGTCTCTTTACACCACGACTGCCTTGATTATCTGCCTA
CATGTCTTTGGTATCTTCAAGTTGTACACTATAATTGAAATTTTTGGACAGATCATGACCTGTGCCATTATCTCT
GGGTTTTCCTTTGCGATTGGGCTTTACTTATGGACTATGTTTATCACTAAGGACTATCATCGTATGACCGGCAAT
CCAATTTATGATATGTTCATGGGGGCGCCTTTAAATCCACGCTGGGGCATCTTAGATCTGAAGATGTTTTTCGAA
GTGCGTCTTCCTTGGTTCACGCTATTCTATATCTCGCTGGGTGCCACTTTAAAACAATACGAAAGGTACGGATAC
GTGACGCCTCAGATGGGCGTGATACTATTGGCTCACTGGCTCTACGCTAACGCGTGTGCCAAGGGCGAAGAACTT
ATCGTGCCTACTTGGGACATGGCTTACGAGAAGTTTGGCTTCATGCTAATCTTCTGGAACATCGCTGGCGTCCCT
TACACTTACTGCCACTGTACGCTATACTTGTACTACCATGACCCATCTGAATATCAATGGTCCTTGGGTTACAAC
ATTGCATTGTATGTGACTTTGCTAACCGCGTACTATTTCTTTGACACCACTAATGGTCAGAAGAATTCGTTCAGG
AAACAGATGGCTGGTGATAAGCGTGTCAGGAAAACCTTCCCATTTCTTCCTTATCAAGTGCTAGAAAACCCTAAG
TACATGGTAACTTCCAATGGTTCGTACTTACTAATCGATGGTTGGTACAGATATGCCAGGAAAATACATTATACA
GCTGACTGGGTTCAATCTTTAGTTTGGGCTCTTTCCTGTGGCTTCAACTCTGTCTTTCCCTGGTTTTTCCCCACA
TTCTTCCTCGTAGTTTTGATTCATCGTGCTTTCAGGGACCAGATAAAGTGCAAGAAGAAGTATGGCAAGGATTGG
GACATTTATTGCCAACATT

GAS1

ATGTTATTCCAGGCGTTTTCGACCCTCGCACTTGGTGCACTATACGCTGCCTCCGGTGCAGTTGCAGCCAGTAGC
AGCAGTGCTACCAAACTTCCAGCAATTGAAGTTGCTGGTAACAAGTTCTTCTACTCGAACAACGGTTCTCAATTT
TACATCAAAGGTGTTGCATACCAGGCCGACACGGCTAACTCATCTTCTGATGACAGCATCGACGATCCATTGGCC
GACTACTCCAAATGTTCGAGAGATATTCCATATTTGCAGAAGTTACAGACCAATGTTGTTCGTGTCTACGCAGTT
AACACAACTTTGGACCACAGCAAGTGTATGGAAGCTCTAGCTGACGCTGGTATTTACGTCATTGCAGACTTGTCC
ACCCCAGCTGACTCTGTTAACAGAAATGACCCTACTTGGGATATCGCACTATACCAGCGTTACACTGGCGTGGTG
GACGCTTTTGCTAACTACACAAACGTGTTGGGTTTCTTTGCCGGTAACGAAGTGACCAACAATGCTAGTAACACT
GATGCATCTGCCTTTGTGAAGGCTGCCGTTAGAGACGTTAAGCAGTACATCAAGGACAAGAAATACAGAACAATT
CCTGTTGGTTACTCCTCCAATGATGACGAGGACACCAGAGTTGCTATGGCTGACTACTTTGCTTGCGGTGACGAA
GACCAAAAGGCTGATTTCTACGGTATTAACATGTACGAATGGTGTGGTGACTCAACCTACCAGAAATCTGGTTAC
CAGGACAGAACCAATGACTTCAAGAATTTGTCGATCCCTATCTTCTTCTCTGAGTACGGTTGCAACGCTGTCACT
CCAAGAAAGTTTACCGAGGTTCAGACTCTTTACGGTGATCAGATGACTGATGTGTGGTCCGGTGGTATTGTTTAC
ATGTATTTCGAAGAGACCAACAAGTACGGTTTGGTCAGTATTGATGATGATCAGGTCAAGACTTTGACTGACTTC
GACAACTTGTCGAGCCAGATGGCCAAGATCTCTCCAAGTGCTGCCAAGAACTCTTCTTACACTGCCAAGAGCACT
TCTCTATCTTGCCCAGCCACCGGCAAGTACTGGAAAGCTAACACCAAATTGCCACCTACCCCAAGCAAGGACCTC
TGTACCTGTATGGAAGACTCCTTGTCCTGTGTTGTGGACGATAAGGTTGACGAAGATGACTACAGTGATTTGTTC
AGTTACATCTGCTCGAAGGTGGACTGTTCTGGTATTACCGCCAACGGTACTAGTGGTAAATATGGTTCTTACTCT
TTCTGCTCTGCCAAGGAGCAGCTATCCTTTGTCATGAACTTGTATTACGAGAAGAACGGTGGTAGCAAGTCTGAC
TGTAGCTTCAGTGGTTCTGCCAGCTTGAAGTCTGCCACCACCAAGTCTGCCTGTTCCTCTGCTTTGAAGCAGATT
GGTAGCTCCGGTCTAGGCTCTGCCAGCAAAAGTGTCACTGGTTCCGCCTCTGGCTCCTCCTCTGGCTCATCTTCT
GCTTCTGGTTCTTCTGAATCTTCCTCTGGCAAGGGTTCTAGCTCCAGTAAGGGTGGTGACTCTTCCTCTAGTTCC
AAGAAGAGCTCAAGTACAGCTAGCACCAAGGAAAAGAACTTTGCTGCCGCTTCCAAGGCTAGTCTGTCTCAGGTA

ATCCTATCCTTCGTGGCCACTTTGGGTGTGGTCGCC OGO ICC N CCC NI CA
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OPI3

ATGGATTTCAAAGAATCGTTCAGAGGCATTCGATCCGCTTACATGGAACTGTTCCATGACGTGGATTTGGAAGAA
CCCTCTTTTAGCACCGCAATGTATTTTATAATCTTCAATCCAACCTTCTGGAACATTGCGGCTCGCTTAGAATAT
CATACACACTTTTTGACGAAAATAACGGGGAGTGCTAAAAAGGGTTGCTACTTGCTTGCCGCTACCATTTTCACG
CTGGGTGTAGGTCGTGATTTATGTTTCCACAAGGCCTTGGATGCTCAGCCGTTATCACCAGTATTGGATAATCCT
AAAGTTAAATTTGTGGGGCAAGCGCTGGTCATTGCAGGCCAGGTACTTGTTGGCACTTCCATGTGGCAGTTGGGC
ATAACTGGTACCTACTTAGGAGATTACTTCGGTATTTTAATGGATCACATAGTCACCTCTTTCCCATTTAACGTT
TGTAACAATCCCATGTACCAGGGCAGTACTTTGTCATTTTTAGGGTATTCTTTGGTGACTGGAAAAGCAGCAGGC
CTGATACTGGCCTTCATGGTATATGCAATGTATTCGTTTGCATTGAGGTTCGAAGAGCCATTTACTGCCAAGATA

TACGCAGAAAGAGATGACGCTAGAAGTAGAAAAAATGAATAA

SUR4

ATGGAACAAGCTGTTGAGACCGCCGTGGAGCAAGTCGCCGTGGAGGCCGCCTACCCTCCATTGGCAAGCTTCATC
CAAGACACCAACTGGATCCGTTACCACGTTCCTTCCGTGCAGCACCCATTCGGGTTAGAGCTGTGGCCCATCTTC
TCAAAGGTCTTCGAAAAATATGCCGGCTACCCTGCGGAGGACTTTGAGTTCGTGGACCGTAAGACTTTTATGGCC
AATGGGTACCATGCCATGGGCGTGATCGCGATCTACTGTCTTGTGATTAGTTCCGGCCAGTTTTTGCTTCGCAGT
GTCAATGCCAAACCTCTCAAGTTGAGGCTTCTGACCCAGGTGCACAACCTGGTGTTGACAGCCGTTTCGCTCGTG
CTGTTGATGCTACTCATCGAACAGCTGTTGCCCATGATCGTTGAGCACGGTTTGTTCTTTGCCATCTGCTCGAAG
CAGGCTTTCACACCCAAGCTCGTCACCCTTTACTACCTCAACTACTTGTCCAAGTTCCTTGAACTGCTCGACACC
GTCTTCCTCGTCCTTATGAGGAAGAAGTTGCTGTTTTTGCACGTGTACCACCACAGTGCTACTGCGCTGCTGTGC
TACTCGCAGTTGACCGGTAGGACTTCCATCGAGTGGGTGCCCATCACGTTGAACCTTGCTGTGCACGTGCAGATG
TACTGGTACTTCTACTTGAGCTCCCGCGGCATCAAGGTGTGGTGGAAGCAGTGGGTCACCCGTTTCCAGATCCTG
CAGTTTGTGATTGACGTGATCTTTGTGTACTTTGCCACCTACACCTTCTACGCTGACAAATACTTTTCCACCATC
TTGCCCAACAAGGGTAGCTGTTACGGCACTCAGGATGCCGCTGCCTACGGCTATTTGATCTTGACCTCCTACCTG
GTCTTGTTCATTTCGTTTTACATCAACTCCTACAATAAGAAGCAGCAGAAGGCCGAGAAGGTTGAGGCCAAGGCG

CAAGCCGATGCTGTTGCCGAGGCCAACTCEGACATCARRCCTGCTCGTTCANGARAGEOCTCA

ISC1

ATGCCCCAAAGTAGTGGTATTGACTATAGGAATGGTAGTTCCACTTCCAAAGGGCCTTTTAGCTCACAAAGTGTG
AAGTTTTTAACATTTAATACCTGGGGGCTCAAATGGGTTTCAAAACATCGTAAGCAAAGACTTAGGGCAATCGCT
GATGAGCTCTCTGGCCGGGCTAGCACTATTTCATTGCCAGGGAGTGAAATCTTAACTACGGGCAACCGTGCGCGG
GCTGATCAGTATGATGTCGTTGCCTTACAAGAAATTTGGTGTCAAGAAGATTGGGAATATATCGTCATGAGATGC
TCAGAGATATATCCCTATCATCGTATTTTTTATTCTGGAATCATAACGGGGCCTGGCTTGGCAATCCTATCTAAA
ATTCCCATCGAGTCAACTTTTCTTTACCGTTTTCCAATTAATGGAAGGCCAAGTGCCGTCCACAGAGGTGATTGG
TATGTCGGTAAATCAATCGCTATTACTTTGCTCGAATCCCCAGATCGCAACACTTATCCTCTCGCTATCATGAAC
AGCCACATGCATGCACCATACGCGTTGGATGGTGATGCCGCCTATGCGTGTCATAGGGCTTGTCAAGCCTGGGAT
TTTGCTAAGCTGGCTAATTTATACAAAAAGGCCGGGTACTCAGTAGTGATTGTGGGAGATTTGAACTCAAGACCC
GGATCATTACCGCATAGGTTTCTTACAGAGGAGACGGGACTCGTGGATTCTTGGGAACAGCTAAACGGGGTTCAA
GATTTACAAGCCATTGCGAAATTGAGGCCTATGGAACAATTGCAATACGGCTGCACGACATGTGATTCGACGCTC
AACACTTGGCGGTCCCATAAGAAGCCTAATGAGGCTTGCAGATTAGACTACGCGCTCATAGATCCCGAGCGACTG
GAAACGACCGCTGCAGGGGTACGTTTTACGGAGTTGATTCCAGGCGTAGGATCTTTTTCTGATCATTTTGCTTAC
ACATGTACTTTGAAACTTTTGCCCCGACTCCCCACAGATTTGCCTCCAAATAGCGCGAATCAGTCACGGGAGTTT
TTACTACATCGCTATGCCAACTATCAGGAGATGTTGCAGTGTATTGCGACCTATATGGGCACATCAAGAAAGCAG
AGCGTGTTTAGAGGAATCCATTTTCTTTTATCTGTGGTCCTCCTGATCTCCTCCTTGGTACTTTCGGTATTAACT
GTTTGGCCGGGGATTTTTTGGGTTCTCTTTGTGGCAGTTGTTTGTGTTACAGGTACCCTCGATGGATTGATCGCA
TTCTTATTCGGCGCCAAAGAAATACGTGCCCTTCTTGAGGTAGAGCAAGAAGTTGCGGGAGCTCAGCATCATCTI
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FEN1

ATGGAAGAAACTTTTGGAAACAGCATGCTGGAGCAGGCACAGCATCTCGACAAGTCCTGCAAACTCAGCAACTTT
CTACCGACTGTGGACAGACCTTTCTTCAATATTTCCTTATGGGAACATTTTGATTATATTGTCAGTCAAGTCACG
GGGGGAAGATTTATTCCCAGTCAATTTAGCTTCGTCCCCGACAAGCTACCTTTGAGTGACTTGAGATCTGTCATT
GCAGCTATTACTACTTATTATGTTGTTATTTTTGGTGGTAGAGCACTTTTGCGTAAAGCCCAACCTTTGAAACTC
AATGTATTATTTCAATTTCATAATATATTCCTTACGCTTGGATCTCTAACTCTTTTGACTTTAATGATAGAACAA
CTGGTACCTATACTCTACAAAAACGGTCTCTACTATGCAATTTGTGACATCGGTGCCTGGACCCAACCAATGGTG
ACACTTTACTACCTGAATTACATTTTCAAATTCATCGAATTTATTGATACTGTGTTTCTAGTCCTCAAGCATAAA
AAGCTAACTTTCCTACACACCTACCACCACGGTGCTACTGCTCTGCTTTGCTACACCCAGTTGGTCGGGACGACT
GCGATCTCATGGGTCCCCATTACACTCAATTTGGGCGTGCATGTGCTAATGTACTTCTACTACTTCCTCGCAGCC
AGAGGAATTAGAGTTTGGTGGAAAGAGTGGGTTACTAGGTTCCAAATATTGCAATTTATGCTAGATATCGGATTC
ATCTATTTCGCAGTGTACCAAAAATTTGTCCACATTTTTATCCCAAGTTTCCCCCACTGTGGTGACTGCGTTGGA
TCCACTACAGCTACTTTTTCTGGTTGTGCCATCATCTCATCTTATTTATTCCTATTTGTGGCATTTTACATCGAA
GTATACAGGCAGAAGGGCACCAAAAAGAGTAGGGTCATCAAGCGTGCTCGCGGTGGTGTGGCTGCTAAAGTCAAT

GAGTATGTCAATGTCGACTTGAAAAAGGTATCGACACCATCTCCCTCCCCOOACACATCITTTACAAAAAGAAGA
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Anexo Il

Protocolo de extracdo de DNA gendmico (adaptado de Hoffman e Winston, 1987):

Crescer 20 ml de cultura em YPD a 28°C

Recolher as células por centrifugacdo durante 5 minutos a 4000 rpm. Remover o
sobrenadante e ressuspender as células em 2 ml de agua destilada. Transferir as
células para 4 tubos eppendorf de 2 ml e centrifugar 2 minutos a 18514 xg.

Decantar o sobrenadante e “vortexar” os tubos para ressuspender as células no liquido
residual.

Adicionar 2 ml de mix de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris 10 mM
pH 8,EDTA 1mM) e cerca de 0,3g de esferas de vidro. Na hote adicionar 0,2 ml de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1).

“Vortexar” durante 30 segundos e alternar com gele 30 segundos, 6 vezes.

Adicionar 0,2 ml de TE 10:1 (pH 7,4).

Centrifugar 5 minutos a velocidade maxima. Transferir a camada aquosa para um novo
tubo. Adicionar de etanol 96%. Misturar por inversdo e colocar a — 20°C durante 1
hora.

Centrifugar 5 minutos a velocidade méaxima. Remover o sobrenadante. Deixar o pellet

secar ao ar e ressuspender em 50 pl de TE 10:1 (pH 7,4).
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Figura 34: Alinhamento entre o produto de PCR de amplificacdo do gene ZbGAS1 com a respectiva
sequéncia do gene de Z. bailii ISA 1307
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Anexo IV

Protocolo transformacéo:
Dia 1 — Condi¢Ges de crescimento

1. Inocular a estirpe S. cerevisiae BY4741 com o gene deletado em 50 ml de meio YPD (1% extracto
de levedura, 2% Glucose e 2% peptona) e incubar a 28°C, 180 rpm.

Dia 2 — Transformacéo de levedura
1. Medir a DOs4onm (diluigdo 1:5).

2. Transferir 50 mL de meio 2x YPM pré-aquecido aos frascos de cultura pré-aquecidos e adicionar 2,5
x 108 células para se obter uma concentragédo de 5 x 106 células/m (DOssonm = 0,25).

3. Quando a concentracao for 2 x 107células/ml (aproximadamente 4 horas apds incubacéo) recolher
as células por centrifugacdo a 3200 g durante 5 minutos. Lavar as células em 25 ml de 4gua estéril e
ressuspender em 1 ml de agua estéril (DOs40nm = 1,3).

4. Ferver uma amostra de 250 pl de ssDNA em agua numa placa de aquecimento durante 5 minutos e
arrefecer em gelo.

5. Transferir a suspensao de células para um eppendorf de 1,5 ml, centrifugar durante 1 minuto a a
velocidade maxima e desprezar o sobrenadante.

6. Adicionar agua estéril para um volume final de 1,0 ml e “vortexar” para ressuspender as células.

7. Pipetar 100 pl para um eppendorf de 1,5 ml, um por cada transformag¢&o. Centrifugar a velocidade
méaxima durante 1 minuto e remover o sobrenadante.

8. A cada eppendorf adicionar os seguintes componentes ao pellet, na ordem apresentada:

Componente Volume (pL)
PEG 3500 50% (p/v) 240
LiAc 1.0 M 36
ssDNA fervido (2 mg/ mL) 50
p416_TEF (100 ng/puL) 2
dH,0 32
Volume total 360

9. Ressuspender as células, “vortexando” pelo menos 1 minuto.

10. Incubar os eppendorfs a 42°C durante 40 minutos.
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11. Centrifugar a velocidade maxima durante 1 minuto e remover 0s componentes adicionados.
12. Pipetar 500 pl de 4gua estéril para cada tubo. Soltar o pellet com o auxilio de uma

ponta e “vortexar” suavemente.

13. Plaquear 200 pl e 100 pl de cada eppendorf em meio sélido seletivo.

14. Incubar as placas a 28°C durante 3-4 dias e contar o nimero de transformantes.
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Figura 36: Alinhamento entre o produto PCR de coldnia da estirpe tranformante BY4741 P416+

ZbGAS1 com 800 pb do gene GAS1 de Z. bailii ISA 1307 a partir do coddo stop TGA. Regido de
recombinacéo entre o vector e o primer reverse assinalado a vermelho.
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Anexo VI

YNB pH 4,5 YNB pH 3,5

BY4741 NA

BY4741 AB

BY4741 AS

BYA4741 Aop/3 NA

BYA4741 Aopi3 AB
BY4741 Aopi3 AS

BY4741 P416+ZbOPI3 NA

BY4741 P416+ZbOPI3 AB , " 4

BY4741 P416+ZbOPI3 AS

] N
-
J

Figura 37: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Aopi3 e BY4741 Aopi3 a expressar o gene OPI3 de Z.
bailii ISA 1307 (pH 4,5 e pH 3,5) para células ndo adaptadas aos &cidos (NA — n&o adaptadas), e células pré-
adaptadas a &cido benzoico (AB —adaptadas ao acido benzdico) e aacido sérbico (AS —adaptadas ao acido
sorbico). Crescimento registado apos 2 semana de incubacéo a 28 °C.

YNB pH 4.5 YNB pH 3.5

BY4741 NA
BY4741 AB
BY4741 AS

BYA4741 Afen1 NA
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Byaza1 pate+zorent As [ RN

Figura 38: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Afenl e BY4741 Afenla expressar o gene FEN1 de Z.
bailii ISA 1307 (pH 4,5 e pH 3,5) para células ndo adaptadas aos acidos (NA — ndo adaptadas), e células pré-
adaptadas a &cido benzoico (AB —adaptadas ao acido benzoico) e aacido sérbico (AS —adaptadas ao acido
soOrbico). Crescimento registado apés 2 semana de incubagédo a 28 °C.

YNB pH 4,5 YNB pH 3,5

BY4741 NA

BY4741 AB

BY4741 AS

BYA4741 Agas1NA

BY4741 Agas1 AB

BY4741 Agas1AS

BYA4741 PA16+ZbGAST NA
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Figura 39: Drop-tests para S. cerevisiae BY4741, BY4741 Agasl e BY4741 Agasl a expressar o gene GAS1 de Z.
bailii ISA 1307 (pH 4,5 e pH 3,5) para células ndo adaptadas aos acidos (NA — ndo adaptadas), e células pré-
adaptadas a &cido benzoico (AB —adaptadas ao acido benzoico) e aacido sérbico (AS —adaptadas ao acido
sorbico). Crescimento registado apés 2 semana de incubagédo a 28 °C.
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