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RESUMO

O processo de fermentacdo alcodlica industrial é caracterizado por um intenso
reciclo das células de leveduras, com constante exposicdo a baixos valores de pH tanto
no mosto quanto no pré-fermentador. Isto induz um constante estresse acido que leva a
diminuicdo da viabilidade celular no processo. Este trabalho tem como objetivo o
estudo dos fatores celulares responsdveis pela resisténcia ao estresse acido a partir da
identificacdo dos genes de Saccharomyces cerevisiae que respondem a este estresse e do
isolamento e caracterizacdo de mutantes resistentes a dcidos inorganicos. Inicialmente a
linhagem JP1 foi isolada do mosto de fermentacdo pela sua capacidade de dominancia
no processo fermentativo de diferentes destilarias. Esta linhagem apresentou a mesma
resposta fenotipica as diferentes formas de estresse industrial (4cido e etandlico) que a
linhagem comercial PE-2. As células da linhagem JP-1 foram posteriormente testadas
para o crescimento celular e desempenho fermentativo em meio mineral acidificado e os
resultados mostraram o baixo pH do meio ndo influenciou estes dois parametros.
Adicionalmente, cerca de 1% dos genes da linhagem de laboratério JT-95 de S.
cerevisiae apresentou modificacdo no padrdo de expressdo, sendo 35 genes reprimidos e
28 genes induzidos pelo dcido sulftrico. Entretanto, ndo se observou uma relagdo direta
entre o conjunto de genes modificados e os mecanismos conhecidos de resposta a
estresse, 0 que sugere uma resposta multifatorial ao choque 4cido em leveduras. E
finalmente um mutante resistente a 4cidos inorganicos (sulftirico e cloridrico) foi
isolado a partir de células da linhagem JP-1. Este mutante foi capaz de crescer em meio
ajustado para pH 2, mas semelhante ao parental ndo apresentou resisténcia a acidos
organicos (sorbato). Isto mostra que a resisténcia a estes dois tipos de acidos deve ser
mediada por mecanismos celulares diferentes. A andlise de expressdo génica neste

mutante deverd gerar informacdes mais precisas sobre este mecanismo de resisténcia.

Palavras chave: Saccharomyces cerevisiae, Resposta ao estresse, Estresse

dcido, fermentacdo alcodlica industrial.



ABSTRACT

Fuel-ethanol fermentation process includes a continuous recycle of the yeast
biomass, with yeast cell being exposed to low pH values. It promotes acidic stress that
leads to a decrease in cell viability. The aim of his work is to study the factors
responsible for cell resistance to acid stress from the identification of yeast gene that are
responsive to this stress and the isolation and characterization of inorganic acid-resistant
mutant. In the first step, the S. cerevisiae strain JP1 was isolated from fermented must
by its dominance in the process of several distilleries. This strain showed the same
phonotypical response to industrial stresses (acidic and ethanolic) as the commercial
strain PE-2. JP-1 cells were tested for growth and fermentation capacity in acidic
mineral medium and the results showed that low pH did not affected those parameters.
Further, by 1% of the yeast genes of the laboratory strain JT-95 presented modification
in he expression pattern, 35 genes repressed and 28 genes induced by sulphuric acid.
However, we did not observed any direct correlation between gene expression and the
known mechanism of stress resistance. It suggests that acid stress might induce a
multifactorial mechanism in yeast. At last, an inorganic acid-resistant mutant was
isolated from JP-1 cells. This mutant grown in acidified medium at pH 2, but similar to
its parental did not grow in the presence of organic acid (sorbate). This result shows that
cell resistance for those two types of acids might be mediated by different mechanisms.
Global gene expression analysis of this mutant can bring interesting clues on the celullar
mechanism of resistance to inorganic acids.

Keyword: Saccharomyces cerevisiae, Stress response, Acid stress, Industrial

fermentation



1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais das leveduras

As leveduras sdao microrganismos eucariontes que vivem como saprébios
ou parasitas. Normalmente s&o encontradas na natureza associadas a
vegetais, insetos, humus e outros substratos (Phaff, 1990). De modo geral, as
leveduras preferem usar glicose, frutose ou manose, porém sao capazes de
crescer em uma grande variedade de fontes de carbono (Carlson, 1988).
Devido a sua capacidade fermentativa a levedura Saccharomyces cerevisiae é
utilizada na industria de panificacao, na producao industrial de cervejas, vinhos,
aguardentes e outras bebidas fermentadas e na producao de etanol a partir de
caldo de cana ou melagco (Nagashima, 1990). Além disso, S. cerevisiae é um
organismo usado como modelo de oganismos eucariotos em pesquisa
cientifica (Oliver, 1996).

Aliadas as caracteristicas morfologicas, as capacidades de assimilagdo e
fermentacdo de determinados carboidratos podem ser utilizadas na
classificacdo de espécies de leveduras (Barnett et al, 1992). A espécie S.
cerevisiae pertence ao filo ascomycota, classe ascomycetes. O talo é
predominantemente unicelular, reproduzindo-se geralmente por brotamento. Os
ascosporos sdo produzidos em ascos livres originados de um zigoto ou por
partenogénese a partir de uma célula somatica (Menezes e Oliveira, 1995). Em
meio YEDP-agar as colbnias variam de brancas a creme, a reproducao
vegetativa ocorre por brotamento, podendo formar pseudohifa. Os ascos
podem conter de um a doze ascosporos lisos, ovais ou circulares (Barnett et al,

1992; Alexopoulos, 1996). As espécies de leveduras também podem ser



distinguidas pela seqiéncia de genes de RNA ribossomal. Linhagens de S.
cerevisiae podem ser discriminadas por tipagem molecular através da analise
de DNA microssatélite por PCR-fingerprinting (Silva-Filho et al, 2005).

As leveduras possuem cromossomos lineares de tamanhos diferentes,
com DNA fita-dupla ligado as histonas H2, H3 e H4. Pelo fato de néao
possuirem a histona H1, possivelmente formam nucleossomos com um grau de
empacotamento menor do que o dos eucariontes superiores (Perez-Ortin et al.
1989). Os cromossomos das leveduras sao muito pequenos, ndao sendo
possivel a determinacao do cariétipo através do bandeamento cromossémico,
entretanto a cariotipagem pode ser realizada através da técnica de eletroforese
em campo pulsado (Pataro et al, 2000). Células hapléides de S. cerevisiae
possuem 17 cromossomos, sendo que o cromossomo 17 € muito pequeno e
ndo esta presente em todas as linhagens. Os outros 16 cromossomos variam
em comprimento de 245 a 2200 Kpb, totalizando um genoma de 14 Mpb (Brock
et al, 1984). O genoma de S. cerevisiae foi completamente seqiienciado,

estando em progresso a analise funcional de seus genes (Winzeler et al, 1999)

1.2 Fermentacao alcoodlica industrial

A formagéo de etanol em Saccharomyces e em outras leveduras ocorre
pela via Embden-Meyerhof-Parnas, ou via glicolitica (Bellan de Oliveira e Silva,
1994). Nessa via a glicose € oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a
diidroxiacetona fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato € convertido a piruvato, o qual
€ descarboxilado a acetaldeido. Na reacdo subseqlente o acetaldeido €
reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase as custas de NADH". Os

dois NAD* formados sao utilizados na oxidagdo de outra molécula de glicose,



mantendo-se assim o equilibrio redox (redugéo-oxidagdo) na célula (Walker,
1998) A diidroxiacetona pode ser convertida a gliceraldeido-3-fosfato, e

posteriormente a etanol, ou, alternativamente, reduzida a glicerol (Figura 1).

Glicose

Etanol

Galactose — GHCOT 6-fosfato

2 NAD* E
IMADH +2H2

Frutose e manose ———» Frutose 6-fosfato Acetaldeido
Frutose 1,6-bifosfato Piruvato
Diidroxiacetona fosfato Gliceraldeido 3-fosfato

MADH + HF

P.

! MAD+

\ Gilicerol 3-fosfato

/

Glicerol

Figura 1. Metabolismo central mostrando a produgéo de etanol e de glicerol a partir da glicose.

O processo de producao de alcool combustivel no Brasil utiliza a sacarose
proveniente da cana de acgucar, na forma de caldo de cana ou de melago, como
substrato para a fermentagdo. Esta fermentacao ocorre pela agao de células de
S. cerevisiae que sao re-utilizadas ao longo de toda a safra. Atualmente
existem mais de 300 destilarias de alcool combustivel no Brasil e varias outras
estdo projetadas devido ao aumento da demanda deste combustivel (Figura 2).

Durante a fermentagdo industrial as leveduras passam por diversas
formas de estresse (Banat et el, 1998; Ballesteros et al, 1993; Brosnan et al,
2000). Na fase de maior atividade metabdlica da fermentagdo ha uma
significativa elevagdo da temperatura, sendo necessario o resfriamento do

mosto para viabilizar a continuacdo do processo fermentativo, uma vez que o



fermento é reaproveitado em fermentagdes sucessivas (Nagashima, 1990;
Wheals, 1990). Na industria de alcool combustivel o ambiente da fermentacéo
€ complexo, principalmente em processos que utilizam o caldo de cana-de-
acucar como matéria prima. Nesse tipo de processo ocorre uma Sucessao
intensiva de linhagens de S. cerevisiae no mosto de fermentacdo, quando o
fermento original é substituido por linhagens selvagens, ou por leveduras
contaminantes nao produtoras de etanol durante a safra da cana-de-aglcar
(Silva-Filho et al, 2005). Em alguns casos o fermento original é completamente
substituido por linhagens selvagens de S. cerevisiae, embora nao tenha sido
verificada uma queda na producao. A estabilidade populacional no ambiente
fermentativo depende do uso de linhagens bem adaptadas as condigbes do
processo industrial (Silva-Filho et al, 2005).

Nas destilarias de alcool combustivel as leveduras sado separadas do
mosto por centrifugacdo. Em seguida o fermento & submetido a uma lavagem
acida (pH 2,0) com acido sulfurico comercial antes de ser submetido a uma
nova fermentacdo (Silva-Filho et al, 2005). Esse procedimento pode
comprometer a viabilidade das células e consequentemente provocar uma
queda no rendimento da fermentacdao (Nagashima 1990, Brosnan et al. 2000),
sendo necessaria a utilizacdo de um novo fermento para reiniciar o processo

(Silva-Filho et al, 2005).



Figura 2. Destilaria Tabu localizada no municipio de Pitimbu, Paraiba, Brasil.

1.2.1 Producao de glicerol durante a fermentacao

O glicerol é o principal subproduto da fermentagdo em S. cerevisiae. Em
condicées normais o glicerol é liberado para o meio extracelular, porém em
condicao de estresse osmoético acumula-se no citoplasma. O glicerol se
acumula no meio intracelular devido a um aumento de sua sintese, retengao
pela membrana plasmatica ou absorcao a partir do meio extracelular. O glicerol
é sintetizado pela reducao da diidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fostato, uma
reacao catalisada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD), seguida
pela defosforilagdo do glicerol-3-fosfato pela glicerol-3-fosfato fosfatase (GPP).
Essas enzimas sao produtos dos genes GPD1 ou GPD2 e GPP1 ou GPP2,
respectivamente. A diidroxiacetona fosfato pode ser formada a partir da quebra
de frutose-1,6-difosfato ou alternativamente a partir de gliceraldeido-3-fosfato
pela enzima triose-3-fosfato isomerase (figura 3). Essa via parece ser a unica
rota para a producdo de glicerol em S. cerevisiae, uma vez que mutantes
gpd1/gpd2 ndo produzem glicerol. A producao de glicerol € maior em meio rico

em glicose (Nevoigt e Stahl, 1998).



GPDI
GPD2

GPPI
GPP2

Triose fosfato
isomerase

Glicerol-3-fosfato

> desidrogenase >

Glicerol-3-fosfato
fosfatase

D-Glirealdeido-3-
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Diidroxiacetona
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Figura 3. Sintese de glicerol a partir de gliceraldeido-3-fosfato em S. cerevisiael. Genes que

codificam a Glicerol-3-fosfato desidrogenase :

fosfatase: GPP1e GPP2.

GPD1 e GPD2. Genes para a Glicerol-3-fosfato

Em meios hipertdnicos as leveduras sintetizam e acumulam glicerol para

manter o equilibrio osmético na célula (Carvalheiro et al, 1999; Estruch, 2000;

Mager e Siderius, 2002; Garay-Arroyo et al, 2004). Células de S. cerevisiae



quando incubadas em meio contendo 0,7 M de NaCl, por 40 minutos,
produzem trés vezes mais glicerol do que em condigdes normais de
crescimento. O glicerol ndo é necessariamente responsavel pela resisténcia da
célula a um meio hipertdnico, mas é essencial a restauragdo das atividades
biolégicas normais (Nevoigt e Stahl, 1998). Este aumento na produgéao de
glicerol em condigdes hiperosmaéticas esta relacionado ao aumento da
atividade das enzimas glicerol-3-fosfato desidrogenase e glicerol-3-fosfato
fosfatase. Porém a diminuicdo da atividade de algumas enzimas da via
glicolitica pode contribuir para o aumento da sintese de glicerol (Nevoigt e Stahl
1998).

O glicerol pode atravessar a membrana plasmatica por difusdo passiva ou
ser transportado por difusdo facilitada pela proteina Fps1 (Figura 4) (Dequin
2001). Na membrana plasmatica duas proteinas Sin1p e Sho1p atuam como
sensores de estresse osmotico, ativando uma via de sinalizagdo que induz os
genes envolvidos na sintese de glicerol (Estruch, 2000). A proteina Sho1
transmite o sinal através da proteina Ste11p, a qual ativa a proteina Pbs2 que
por sua vez fosforila Hog1p. O osmossensor Sho1 transmite o sinal através do
dimero Ssk1p-Ypdip, seguido de Ssk2/22p o qual ativa Pbs2p. A proteina
Hog1 fosforilada atravessa a membrana nuclear e se ligar aos fatores de
transcricdo Msn2/4p, Hot1p ou Msn1 no nucleo ativando a transcricdo de genes
de resposta ao estresse e dos genes da via do glicerol (Estruch, 2000). A
condigdo hiperosmoética inibe diretamente a atividade do transportador de
glicerol Fpsip, interrompendo o transporte desse metabdlito para o meio

extracelular (Nevoigt e Stahl, 1998).
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Figura 4. Transmissao de sinal, através de uma cascata de fosforilagéo, a partir das proteinas

Sin1p e Sho1p na membrana, para a ativagao de genes de estresse, e repressao da atividade da Fps1p.

Linhagens de vinificacdo de S. cerevisiae, transformadas para sobre
expressar o gene GPD1, apresentaram o dobro da producdo de glicerol das
células nao transformadas e um pequeno decréscimo na producdo de etanol
durante a fermentagdo. Todas as linhagens transformadas, para a sobre-
expressdo do gene GPD1, produziram grandes quantidades de succinato e
acetato e baixa producao de biomassa (Remize et al, 1999). Embora tenha sido
possivel aumentar a producéo de glicerol através da transformacgéo genética,
pouco se sabe a respeito do controle da via de sintese de glicerol. Um modelo
da cinética de sintese de glicerol envolvendo todas as reacbes dessa via foi
construido. Os valores dos parametros cinéticos foram coletados de dados
disponiveis na literatura. A andlise dos valores de controle metabdlico,
calculados pelo modelo, para a atividade das enzimas da via de sintese de

glicerol, indica que a glicerol-3-fosfato desidrogenase NAD-dependente possui

10



o maior coeficiente de controle (Cv1J = 0,85), exercendo a maioria do controle

da velocidade de sintese de glicerol (Cronwright et al, 2002).

1.3 Resposta ao estresse

Os organismos unicelulares, para manter condicbes 6étimas de
crescimento e funcionamento, necessitam de um ambiente intracelular
especifico e balanceado. Qualquer flutuacao no ambiente interno pode resultar
em uma variedade de perturbagdes que podem reduzir a atividade enzimatica,
interromper o fluxo metabdlico, danificar as estruturas celulares e alterar os
gradientes quimicos, levando a célula a uma condicao de instabilidade. Porém
as células sao capazes de manter a homeostase interna mesmo diante de um
ambiente externo variado. (Gasch, 2001). A resposta aos diferentes tipos de
estresse é uma caracteristica fundamental na adaptacao dos organismos vivos
as condigbes adversas do ambiente. As células de S. cerevisiae, quando
submetidas a condicdo de estresse, desenvolvem uma rapida resposta
molecular para reparar danos e proteger as estruturas celulares dos efeitos
causados pelo estresse (Ruis e Schiller, 1995; Swan e Watson, 1998; Estruch,
2000). Essa resposta € caracterizada pela sintese de proteinas especificas,
aumento do nivel celular de trealose e glicerol, alteracdo da composicao
lipidica da membrana plasmatica e da atividade da ATPase, modulacdo do
processo de troca iGnica e, no caso de estresse oxidativo, produgéo de

glutationa e de enzimas superoxido dismutase (Birch e Walker, 2000).
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Em leveduras, dois aspectos da resposta ao estresse tém sido bem
analisados, a sintese de proteinas de resposta ao estresse e a acumulacao de
trealose (Swan e Watson, 1998). Em culturas de S. cerevisiae ocorre o
acumulo de trealose em resposta a uma mudanga na temperatura de 30°C
para 44°C, quando a concentragdo de trealose atinge valores intracelulares
maximos (Carvalheiro et al, 1999). A resposta ao choque térmico é
caracterizada pela sintese de proteinas especificas denominadas de proteinas
de choque térmico ou Hsp (heat shock proteins), que funcionam como
chaperonas nos processos de desnaturacdo e recuperacdo de proteinas
danificadas (Jakobsen e Pelham, 1991; Maresca e Lindquist, 1991; Nover e
Scharf, 1991; Craig, 1992; Morimoto, 1993). As Hsp s&o encontradas em
células eucariontes e procariontes, sao altamente conservadas e
desempenham fungbes importantes em condigbes normais de crescimento
(Kiang e Tsokos, 1998). Além de choque térmico, sdo induzidas por outras
formas de estresses como altas concentracdes salinas e de etanol, estresse
oxidativo, baixos pHs, escassez de nutrientes e presenca de metais pesados
no meio (Kiang e Tsokos, 1998; Estruch, 2000).

Os genes que codificam as Hsp sao divididos em familias. Os genes da
familia HSP70 sao divididos nos subgrupos A, B, C e D (Estruch, 2000;
Baumann et al, 2000). O subgrupo A € o mais complexo, contendo quatro
genes, SSA1, SSA2, SSA3 e SSA4 (Tabela 1). Embora os genes da familia
HSP70 codifiguem proteinas que desempenham fungdes semelhantes, eles

diferem no grau de expressédo em condi¢oes de estresse (Estruch, 2000).
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Elevadas temperaturas s&o comuns em processo de fermentagéo
industrial, constituindo fator de selecdo de linhagens de leveduras
termotolerantes. A resposta ao choque térmico pode variar entre linhagens
industriais de S. cerevisiae, porém as leveduras industriais sdo geralmente
mais termotolerantes do que as de laboratério (Lewis et al, 1997). Nas
fermentacdes industriais, a necessidade de reduzir os custos de resfriamento
do mosto, de obter altas taxas de sacarificacdo e fermentacdo, remocao
continua de etanol, e de se obter baixos niveis de contaminagdo tem
estimulado a pesquisa com leveduras termotolerantes ou termofilicas (Banat et
al, 1998; Estruch, 2000). Linhagens industriais de S. cerevisiae e K. marxianus
crescem bem a 45°C quando previamente adaptada a temperaturas menores

(Ballesteros et al, 1993).

Tabela 1: Principais membros da familia HSP70

Gene Proteina Localizacao Funcao

SSA1 Ssaip Citoplasma Pocessamento e translocagao

choque térmico.

de proteinas, regulagdo de

SSA2 Ssa2p Citoplasma Pocessamento e translocagao

choque térmico.

de proteinas, regulagdo de

SSA3 Ssa3p Citoplasma Pocessamento e translocacao

choque térmico.

de proteinas, regulagcdo de

SSA4 Ssadp Citoplasma Pocessamento e translocacao

choque térmico.

SSB1 Ssbip Ribossomos Sintese de proteinas
SSB2 Ssb2p Ribossomos Sintese de proteinas
SSC1 Sscip Mitocondria Transporte de proteina
SSD1/SS5Q1 | Ssdip Mitocondria Agregacdao e maturacdo de
proteinas mitocondriais
KAR2 Kar2p Lumen do reticulo | Agragacdo e transporte de
endoplasmatico proteinas
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As leveduras quando expostas a um estresse osmotico perdem agua,
dando inicio a uma série de mecanismos, principalmente relacionados com a
sintese de trealose e de glicerol, para resguardar as células da desidratacao e
proteger as estruturas celulares dos possiveis efeitos da condi¢cdo de estresse
(Estruch, 2000; Mager e Siderius, 2002). Em ensaios de resisténcia ao estresse
causado por elevada concentracao de sal no meio, linhagens de panificacdo de
S. cerevisiae apresentaram resisténcia a 1,5 M de NaCl (Lewis et al, 1997),
enquanto linhagens de vinificagao foram resistentes a 3,0 M de KCI (Carrasco
et al, 2001).

Durante a fermentacao alcodlica industrial, o aumento da concentracao de
etanol reduz a velocidade especifica de crescimento, a velocidade especifica
de producdo de etanol e a viabilidade de células de leveduras (Van Uden,
1984; Nagashima, 1990; Carlsen, 1991; Zuzuarregui e Olmo, 2004). Altas
concentragbes de etanol, acima de 10% (v/v), constituem fator limitante nas
fermentacdes industriais por S. cerevisiae, diminuindo a producdo de CO.,
mesmo em meio rico em glicose (Carlsen, 1991). Saccharomyces cerevisiae
apresenta variabilidade intra-especifica quanto a tolerancia a etanol. Essa
tolerancia a etanol pode ser usada como critério para a selecao de linhagens
de vinificacdo, uma vez que elevadas concentracdes de etanol sdo comuns em
processos de producao de vinho (Carrasco et al, 2001).

Células de leveduras crescendo em condi¢bes de aerobiose produzem
espécies reativas de oxigénio (ROS) como peréxido de hidrogénio, radicais
hidroxilas e anios superperoxidos, provenientes de processos metabdlicos
normais como respiracao e B-oxidagado de acidos graxos (Gordon et al, 1999;

Estruch, 2000; Costa e Moradas-Ferreira, 2001). Esses compostos constituem
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fatores de estresse oxidativo, induzindo um grupo de genes que codificam
proteinas antioxidantes (Estruch, 2000). Embora as linhagens industriais sejam
normalmente resistentes ao estresse oxidativo, esse tipo de estresse pode
afetar a producéo de biomassa de leveduras de vinificag&o, processo realizado
em aerobiose (Carrasco et al, 2001). Linhagens de S. cerevisiae tolerantes ao
estresse oxidativo também apresentam tolerancia a outras formas de estresse,
porém essa co-tolerancia ndo é comum a todas as linhagens e depende do tipo

e da intensidade do estresse (Lewis et al, 1997).

1.3.1 Resposta ao estresse acido

A maioria das células dos eucariontes superiores possui altas
concentragdes de proteinas em seu citoplasma que funcional como acidos ou
bases organicas. Proteinas contendo histidina, por exemplo, tamponam o meio
intracelular em pH préximo do neutro. Nucleotidios semelhantes a ATP, além
de outros metabdlitos de baixo peso molecular, contém grupos ionizantes que
também tamponam o citoplasma (Nelson e Cox, 2004).

A maioria das leveduras é capaz de crescer em meio com pH entre 4,5 e
6,5 (Walker, 1998), porém acidos organicos como o acido sorbico, o acido
benzbico e o acido acético, os quais tém sido utilizados na preservacao de
alimentos, inibem o crescimento de leveduras em baixo pH (Piper et al, 1998;
Piper et al, 2001). Acidos organicos, quando nio dissociados, sdo capazes de
atravessar a membrana plasmatica por difusdo. Uma vez no citoplasma esses
acidos se dissociam gerando o préton H* e o anion correspondente. Quanto
maior o pH do meio, maior o grau de dissociagdo do acido. Um acido orgéanico

quando se dissocia no meio intracelular diminui o pH citossélico. O acumulo do
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anion no citoplasma pode aumentar a producdo de radicais livres, em
aerobiose, induzindo o estresse oxidativo (Piper et al, 2001). Embora os acidos
organicos constituam fatores de estresse, as leveduras sdo capazes de
responder ao estresse causado por esses acidos. Em S. cerevisiae a presenca
de acido sérbico no meio de crescimento aumenta a atividade da enzima H*-
ATPase, a qual catalisa a extrusao de protons H*, e induz a sintese da proteina
Pdr12, que age na membrana plasmatica catalisando a extrusao do ion sorbato
do meio intracelular as custas de ATP (Piper et al, 2001). Células de S.
cerevisiae crescendo em pH 7,0 na auséncia de sorbato, apresenta uma
pequena quantidade de Pdr12 na membrana plasmatica, porém a adicao de
sorbato ao meio de cultura aumenta o grau de expressao do gene PDR12.
Mutantes pdr12 sao muito sensiveis a sorbato em baixo pH, indicando que a
proteina Pdr12 exerce uma fungdo essencial na adaptacdo dessa levedura a
condicao de estresse acido (Piper et al, 1998). Esta levedura é resistente a 2
mM de sorbato em YEPD ajustado a pH 4,5 com HCI, porém essa resisténcia
ndo depende exclusivamente da atividade de Pdr12. Varias proteinas
envolvidas em diversas funcbes na célula sdo importantes na resposta ao
estresse acido. Células mutantes pkf1 e pkf2 (subunidades a e B da
fosfofrutoquinase, respectivamente), rpe1 (D-ribulose-5-fosfato 3-epimerase),
gdh3 (uma isoenzima da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e itps2
(trealose-6-fosfato fosfatase) sdo sensiveis a 2 mM de sorbato no meio de
crescimento.

Os 4&cidos organicos inibem a resposta ao estresse e aumentam a
freqiiéncia de mutacgdes que causam deficiéncia no metabolismo respiratério de

Saccharomyces cerevisiae, quando cultivada a elevada temperatura (Cheng et
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al, 1999). O tratamento de células de S. cerevisiae com &cidos organicos inibe
a sintese das Hsp e, consequientemente, a termotolerancia (Piper et al, 1998).
A presenca de acido acético na concentracdo de 50 mM no meio de
crescimento (pH 3,5), semelhantemente ao acido sérbico, diminui o pH
citossdlico e aumenta a atividade da H" ATPase na membrana plasmatica de
células de S. cerevisiae (Carmelo et al, 2005). Linhagens de panificagdo dessa
levedura foram sensiveis a 0,4% de acido acético (v/v) em meio YEP-agar
(meio sem glicose). Nessas condicoes, a sobrevivéncia da maioria das
linhagens testadas foi inferior a 10% do total de células inoculadas no meio
(Lewis et al, 1997). Células de S. cerevisiae pré-adaptadas ao estresse 4cido,
quando crescem em meio minimo, sem glicose, contendo 1 mM de &cido
benzbico (pH 4,5), acumulam uma grande quantidade de benzoato no meio
intracelular, porém quando a glicose é adicionada ao meio de cultura as células
eliminam cerca de 90% do acido benzdico presente no citoplasma. Isso mostra
que a célula depende de glicose, ou de outra fonte de energia, para gerar ATP
e fazer funcionar a H-ATPase e a proteina Pdr12, restaurando a homeostase
do pH intracelular (Henriques et al, 1997).

Embora a lavagem &acida utilizada na industria alcodleira seja um fator de
estresse (Wheals et al, 1990; Borsnan, 2000), ainda ndo esta claro como os
acidos inorganicos afetam a viabilidade das células de leveduras (Cheng et al,
1999). Saccharomyces cerevisiae € mais sensivel a temperatura de 47° C
quando o acido cloridrico esta presente no meio, porém essa sensibilidade &
maior na presenca de acido acético. O efeito do tratamento &cido na
termotoleréncia depende do valor do pH, do tipo de &acido utilizado e da

presencga ou auséncia de glicose no meio. A redugéo do pH intracelular € maior
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na presencga de acido acético do que na presenca de 4cido cloridrico (Carmelo
et al, 1998). A utilizagdo de linhagens de S. cerevisiae resistente ao estresse

acido é uma caracteristica importante para a industria de alcool combustivel.

1.4 Resposta metabdlica ao estresse

As leveduras regulam seu metabolismo de acordo com as condi¢des do
meio de crescimento. Saccharomyces cerevisiae usa preferencialmente glicose
como fonte de carbono e energia. Quando a glicose € limitada, as células
utilizam o metabolismo respiratério, 0 qual exige a presenca de oxigénio. O
metabolismo respiratério apresenta um maior rendimento em ATP, quando
comparado ao metabolismo fermentativo, e produz precursores de aminoacidos
essenciais ao crescimento celular (Nagashima, 1990; Walker, 1998). Em meio
rico em glicose S. cerevisiae fermenta. O etanol resultante da fermentacao
pode posteriormente ser reutilizado para o crescimento através da respiragao,
se 0 oxigénio estiver disponivel. Portanto, fermentagédo e respiracdo séo
processos interligados que podem ser usados simultaneamente por S.
cerevisiae (Walker, 1998). Essa dualidade metabdlica fornece condigbes
especiais a levedura para regular seu metabolismo em fungdo da
disponibilidade de glicose e de oxigénio.

Em S.cerevisiae o crescimento a elevadas temperaturas é uma condigédo
desfavoravel, envolvendo redistribuicdo do fluxo metabdlico (Mensonides et al,
2002). A elevagdo da temperatura provoca um aumento instantaneo do
matabolismo que em seguida diminui, alcangando um novo estado estacionario
(Mensonides et al, 2002). A ocorréncia de um pico inicial no metabolismo, com

o0 aumento da temperatura, pode ser explicado por um efeito dual causado pelo
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choque térmico. Inicialmente o metabolismo aumenta devido simplesmente a
uma elevagédo da temperatura de todo o sistema, mas subsequentemente a
resposta metabdlica ao estresse ocorre, caracterizando adaptacao, inativacao
ou morte celular (Mensonides et al, 2002). O aumento do metabolismo, sob
choque térmico, pode estar relacionado com a ativagéo do sistema de resposta
ao estresse através da sintese de proteinas de estresse e acumulo de trealose,
que exigem maior quantidade de energia. Embora a temperatura de estresse
provoque uma redistribuicdo do metabolismo, essa redistribuicdo ainda nao é
bem conhecida (Mensonides et al, 2002).

Em culturas de S. cerevisiae, etanol em concentragdes entre 5 e 20%
inibe a fermentagcao anaerdbica da glicose. Essa inibicao esta correlacionada a
um aumento no coeficiente de particdo do alcool, sugerindo que a agéo inicial
do etanol ocorre em sitios hidrofébicos, possivelmente na membrana
plasmatica. Em consequéncia, a permeabilidade da membrana € alterada,
assim como o sistema de transporte de agucares. (Carlsen et al, 1991). O
etanol pode interferir diretamente na atividade de varias enzimas do
metabolismo, ocasionando a producao e o acumulo de metabolitos téxicos na
célula (Carlsen et al, 1991). Além disso, o etanol altera a proporcao entre
acidos graxos saturados e insaturados na membrana plasmatica (Ingram e
Buttke, 1984). A presenca de benzoato em cultura de S.cerevisiae a baixa taxa
de diluicdo (0,10 h™") induz uma grande mudanca no fluxo catabélico da glicose
(Verduyn, 1991). A concentragdo de glicose residual aumentou de 100 para
600 uM, quando as células foram cultivadas na presenca de benzoato. Ao

mesmo tempo, observou-se uma reducao na biomassa e um aumento no fluxo
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de glicose, além de um aumento na velocidade especifica de captacao de

oxigénio pela célula (Verduyn, 1991).

1.5 Expressao génica em células de Saccharomyces cerevisiae

As diferentes vias metabdlicas sdo coordenadas por uma série de genes
que codificam as enzimas ou as proteinas reguladoras da expressao génica. A
integracao entre as varias vias metabdlicas, como apresentado anteriormente,
mostra que muitos genes estdo envolvidos em diferentes respostas celulares e
regulados por um conjunto de proteinas regulatérias que atuam em mais de
uma via. Portanto, atualmente existe a percepgcéao de que o entendimento das
chamadas redes metabdlicas passa pela identificagdo do conjunto de genes
que respondem a alteragdes em uma determinada via metabdlica ou na
condicao de crescimento celular. Experimentos de analise da expressao génica
global, com a identificacdo do perfil de alteragdo na expressdo de todos os
genes do organismo alvo, levam em conta a disponibilidade de chips contendo
microarranjos de DNA aos quais o conjunto de produtos diretos da expresscao
dos genes, os RNAs, pode ser confrontado. Esta técnica, chamada de DNA
microarray, consiste na extragdo do conjunto de moléculas de RNA de um
determinado organismo submetido a condicao teste e do mesmo organismo
submetido a condicdo dita controle. As duas populacbes de RNAs séao
utilizadas para a producdo de DNA complementar (cDNA) marcados com
fluorocromos distintos. As duas populagbes de cDNA sdo misturadas e
utilizadas para hibridizagdo com um chip contendo uma pequena sequiéncia de

todos os genes do mesmo organismo. Assim, quanto maior a expressao de um
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gene em uma dada condicdo experimental maior é a presenca de RNA e
consequentemente de cDNA correspondente aquele gene. Quando isto ocorre,
a maior probilidade de hibridizacao permite que o tipo de RNA mais abundante
hibridize com o chip. Assim, apds leitura do chip com um laser de alta precisao,
o padrao de cores para cada gene é determinado pelo scanner e os valores de
intensidade sdo utilizados para calcular se o gene é induzido, reprimido ou nao
apresentou variacdo na sua expessao. A seguir, verifica-se uma série de
exemplos que utilizam estudos de DNA microarray em células de S. cerevisiae
submetidas a diferentes tipos de estresse.

O perfil da expresséo génica global em células de S.cerevisiae cultivadas
em meio contendo dimetilssulféxido (DMSO) mostrou que 1.338 genes foram
significantemente regulados pela presenca deste composto (Zhang et al, 2003).
Entre esses, 400 foram identificados como genes do sistema de resposta geral
ao estresse, como choque térmico, escassez de aminoacidos e nitrogénio
(Zhang et al, 2003). Os genes regulados pela presenca de DMSO estao
envolvidos em uma variedade de fungdes celulares, incluindo o metabolismo de
carboidratos, aminoacidos e lipidios, além do sistema de resposta ao estresse
e do metabolismo energético. Na presenca de DMSO a maioria dos genes
envolvidos na biossintese dos lipidios foi induzida. Porém, de modo contrario, a
maioria dos genes envolvidos na biossintese de aminoacidos foi reprimida
(Zhang et al, 2003). Em S. cerevisiae FY834, mais de 70% dos genes
envolvidos na biogénese de ribossomos foram reprimidos apds a adicédo de 0,5
M NaCl ao meio de crescimento, porém varios genes envolvidos no
metabolismo de glicose, no transporte de elétrons e na resposta ao estresse

foram induzidos. A reducdo da expressdo génica dos genes envolvidos na
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biogénese dos ribossomos resulta em uma redugédo na sintese protéica. Essa
reducdo na sintese de proteinas é importante para que a célula redirecione
seus fluxos metabdlicos em resposta a condigdo de estresse (Hirasawa et al,
2005). Em resposta ao cadmio, como agente de estresse, o0 aumento na
sintese de glutationa, a qual é essencial para a detoxificagdo de metais
pesados pbéde ser confirmado por uma queda da sintese de proteinas que
contem enxofre e pelo aumento da sintese de glutationa a partir de sulfato
(Lafaye et al, 2005). Os dados do fluxo metabdlico apresentaram correlacao
positiva com os dados obtidos da analise protebdmica, indicando uma
correlacao entre proteoma e metaboloma, embora essa correlagcdo nao exista
para todo tipo de estresse (Lafaye et al, 2005).

A andlise transcricional da resposta de S. cerevisiae a desidratacao e
posterior re-hidratacdo revelou que a expressdao de genes envolvidos na
oxidagdo de acidos graxos e no ciclo do glioxilato aumentou durante a
desidratagédo, permanecendo alta durante a fase de re-hidratacao (Singh et al,
2005). Linhagens de vinificagdo de S. cerevisiae apresentam diferengas no
comportamento fermentativo devido a diferencas nos perfis de mRNA e
proteinas envolvidas, principalmente, no metabolismo de carboidratos,
repressao por catabodlitos de nitrogénio e resposta ao estresse (Zuzuarregui et
al, 2006). Em linhagens de S. cerevisiae de melhor comportamento
fermentativo pode-se observar um aumento na quantidade da Hsp26p e da
Ald6ép, proteinas envolvidas na resposta ao estresse e na via fermentativa,
respectivamente. Em outras linhagens de vinificagédo, altos niveis de enzimas
envolvidas no metabolismo de aminoacidos sulfurados foram observados,

principalmente das enzimas Cys4p, Hom6p e Met22p, as quais podem estar
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relacionadas com a producdo de substéncias responsavis por certas
propriedades organolépticas do vinho ou aos processos de desintoxicagdo da

célula (Zuzuarregui et al, 2006).

2. OBJETIVOS

Durante os reciclos nas fermentagdées industriais, as células de S.
cerevisiae sdo expostas a tratamentos com acido sulfarico no pré-fermentador.
A utilizacdo desse acido é quase que imprescindivel, j& que se constitui em
uma maneira muito eficiente de combater contaminacdées bacterianas no
processo. Nesse momento, a viabilidade celular pode ser afetada,
principalmente quando as células sdo expostas a outros fatores como elevacao
da temperatura, presencga de etanol residual e, possivelmente, a formagao de
sustancias oxidativas. Praticamente ndo existe dados sobre a acao dos acidos
inorganicos sobre a fisiologia das células de levedura, o que contrasta com a
vasta literatura encontrada sobre a acédo de acidos organicos fracos, utilizados
principalmente como conservantes alimentares. Diante do exposto, este
trabalho teve como objetivo determinar os efeitos fisiol6gicos e genéticos do
acido sulfurico sobre células de S. cerevisiae como base para a selecéo e

desenho de linhagens industriais cada vez mais resistentes a este estresse.
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3. MATERIAIS E METODOS GERAIS

Meios de Cultura

Meio YEPD

Extrato de Levedura.........ccccueeeieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 10 g
Peptona.. ... 20 ¢
GlICOSE. . et 209
Agua destilada para...........ccccocucueuererererceennn.. 1000 ml
Meio YEPD-agar

Extrato de levedura.........ccccceeiiiiiiiiiinieneeee, 109
Peptona.......coooiieee 209
GlICOSE. ...t 209
AQA ... e 2049

Meio Mineral para Crescimento (MC)

GlICOSE. .. e 20,00 g
Sulfato de amonia..........ooociieiiiiiii e, 7,50 g
Fosfato de potassio........ccccccmvrrrrririiiiieeeeeeeeeeeen, 144 g
Sulfato de magnésio.........ccooeeueiieriiiiiciiiieeeeeee 0,50 g
Solucdo de elementos tragos..........ccceeeeevvivvenenn. 2,0 ml
Solucdo de vitaminas.........cooccvvveeeieiiiiiiieeeeeeee 1,0 ml

Agua destila para .........cccocoeeveeeeeeerererenn, 1.000 ml

Meio Mineral para Fermentacao (MF)
SACANOSE.....teeeeee ettt 120,00 g

Sulfato de amoOnia.......cooevvvveeeiiiiii s 5,009
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Fosfato de potassio........ccccueveeiiiiiiiiiieiieeeeen 3,00 g

Sulfato de magnésio..........ooccvveeeeeiiiiiiieeeee e 0,50 ¢
Solucdo de elementos tragos.........ccvveeeeeeeiininenen. 1,00 ml
Solucdo de vitaminas.........ooocvevieiei i 1,00 ml
Agua destilada para...........ccccceeeeeeeeeerseennns 1.000 ml

As solugdes de vitaminas e de elementos tracos foram preparadas segundo

descrito por Verduyn et al. (1992).

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes linhagens de Saccharomyces
cerevisiae: JT95 (MATa/a ura3A0/ura3A0 his3A1/hisBA1 leu2A0/ leu2A0
MET15/met15A0 LYS2/lys2A0), a linhagem industrial JP1, isolada na destilaria

de alcool Japungu e a linhagem comercial PE2.

Ensaios de crescimento em meio YEPD acido.

As células de JP1 e da linhagem selecionada em meio &cido, a qual foi
denominada JP1M, foram cultivadas em YEPD a 30° C até a fase estacionaria.
Em seguida foram inoculadas em meio YEPD-pH 2,5 (DOg00=0,1), incubadas a
30°C até a fase exponencial, quando foram re-inoculadas em novo meio YEPD-
pH 2,0 ou YEPD-pH 2,5 e incubadas a 30°C por 24 horas. As culturas foram
iniciadas com DQOgyo de 0,1. A DOggo foi monitorada a cada 2 horas durante o
crescimento.

A resisténcia cruzada a acidos organicos fracos foi avaliada pela determinacéo
da velocidade de crescimento de células de JP1M em meio YEPD-pH 2,5

suplementado com sorbato de potassio a 0,5 mmoll'. Os valores
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apresentados de crescimento celular e viabilidade celular representam médias
de experimentos com diferentes colonias destas linhagens em diferentes

cultivos.

Ensaios de crescimento em meio MC acido.

As células, na fase exponencial de crescimento, foram inoculadas em meio
MC-pH 2, ajustado com acido sulfurico ou pH 6, ajustado KOH, para uma
densidade o6tica inicial a 600nm (DOigoo) de 0,1, e incubadas a 30 °C sob

agitacao por 6 horas para a determinagéo da taxa especifica de crescimento.

Curva de sobrevivéncia em pH acido.

Para determinar a viabilidade celular a baixos valores de pH, as células foram
inoculadas em YEPD-pH 2,5 ajustado com acido sulfurico, e incubadas a 30°C
até fase estacionaria de crescimento, quando foram lavadas com agua
destilada e centrifugadas. Em seguidas foram feitas suspensdes celulares
(10% v/v) em agua destilada acidificada a pH 2,0 com acido sulfarico. As
suspensdes foram incubadas a 37°C e 42°C por 120 min. A cada 30 min
aliquotas foram coletadas, diluidas para uma concentragdo final de 10°
células/ml, plaqueadas (200 ul de suspensao celular) em YEPD-agar e
incubadas a 30 °C por 72 horas para contagem das unidades formadoras de

colénia (UFC). Pelo menos trés placas foram utilizadas para cada ponto.
Ensaios de fermentacao.

As linhagens JP1 e JP1M foram cultivadas em meio MC e em seguida

inoculadas em meio MF, pH 2,0 ajustados com &cido sulfarico, com uma
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concentragdo celular de 10% (v/v). Ensaios de fermentagdo em pH 5,0
(ajustado com H2SO4) ou 6,0 (ajustado com KOH) foram feitos como controle.
Durante 4 horas de fermentagdo amostras foram coletadas, centrifugadas e o
sobrenadante recolhido e estocado a -20° C para analises quantitativas
posteriores de etanol por cromatografia gasosa em equiapmento Varian 3600 e

de glicerol por kit enzimatico de glicerol oxidase (GPO-PAP, Laborlab, Brasil).

DNA-microarray

Células da linhagem JT95 foram coletadas ap6s 90 minutos de fermentacao
em meio MF-pH 2 foram coletadas e submetidas a extragdo de RNA total
utilizando o reagente Brazol (LGC Ltda, Sdo Paulo), segundo as instru¢des do
fabricante. As amostras foram enviadas para o Microarray Facility VIB da

Universidade de Leuven (Bélgica) (http://www.microarrays.be/) para serem

analisadas a partir da plataforma Affymetrix GeneChip®. Os resultados séo
apresentados em termos de variagcdo linear positiva (indugdo) ou negativa

(repressao) da expressao génica.
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Abstract Fuel ethanol fermentation process is a complex
environment with an intensive succession of yeast
strains. The population stability depends on the use of a
well-adapted strain that can fit to a particular industrial
plant. This stability helps to keep high level of ethanol
yield and it is absolutely required when intending to use
recombinant strains. Yeast strains have been previously
isolated from different distilleries in Northeast Brazil
and clustered in genetic strains by PCR-fingerprinting.
In this report we present the isolation and selection of a
novel Saccharomyces cerevisiae strain by its high domi-
nance in the yeast population. The new strain, JPI
strain, presented practically the same fermentative
capacity and stress tolerance like the most used com-
mercial strains, with advantages of being highly adapted
to different industrial units in Northeast Brazil that used
sugar cane juice as substrate. Moreover, it presented
higher transformation efficiency that pointed out its
potential for genetic manipulations. The importance of
this strain selection programme for ethanol production
is discussed.
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Introduction

Bioethanol is now considered a profitable commodity by
its increasing use as renewable energy source and car
fuel. Brazil is the biggest world producer, with over 15
billions liters per year produced by more than 300 dis-
tilleries concentrated in southern and northeast regions.
This last region presents over 70 distilleries and repre-
sents one of the most important ethanol-producing re-
gion the world. Sugar cane juice and sugar cane molasses
are the substrates for yeast fermentation in Brazil that
can last for 6 months [1]. An important characteristic of
the process is its non-sterile condition, which makes it
susceptible to contamination by non-Saccharomyces
cerevisiae yeasts. Moreover, the incoming of wild strains
of S. cerevisiae produces a succession in the yeast pop-
ulation, where high genetically and physiologically
adapted strains tend to dominate [2].

The most important aspect of the fuel-ethanol fer-
mentation is ethanol yield, or more generally the
industrial yield. It is dependent, among many factors, on
the fermentative capacity of the yeast population [3] and
the resistance of those industrial cells to stress conditions
[4, 5]. After being exposed to different types of stress,
yeast cells build up a rapid cellular response that aims to
protect cell components against damages, which in-
volves production of protective proteins, like heat shock
proteins, and synthesis or degradation of metabolites,
such as glutathione and threalose [6-8]. Thermotolerant
yeasts have being identified and their potential for fer-
mentation process reported, although a few of them
have been selected for industrial use [4, 9].

The isolation and selection of yeast strains takes
advantage of the many DNA-based typing methods al-
ready available [10]. Microsatellite-based primers are
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wide spread on this subject due to their potential to
generate fingerprinting patterns with well-accepted
intraspecific discriminatory power. The (GTG)s primer
was successfully used to discriminate wine and brew [11]
and fuel-ethanol [2] isolates of S. cerevisiae, while
primers like (GACA), failed in this field [11, 12].

In this work, we report the selection of a yeast strain
with high dominance in yeast population of industrial
fuel-ethanol production and its molecular identity by the
use of three PCR-fingerprinting markers. This strain,
named JP1, showed the same stress resistance than the
most used commercial strain in Brazil, and high stability
to the process. Together with its potential for genetic
manipulation, the physiological characteristics of JP1
accredit it to be used as a new industrial strain for bio-
ethanol production.

Material and methods
Strains and cell maintenance

Commercial S. cerevisiae strains PE-2, SA-1 and BG-1
were kindly provided by Lallemand, Inc. (Canada)
through its representative in Brazil. S. cerevisiae IA1238
strain was kindly provided by Department of Antibiotics
Culture Collection (UFPE) and the industrial strains were
isolated from distillery Japungu Agroindustrial (Santa
Rita-PB, Brazil). Must samples were plated onto WLN
medium containing nalidixic acid and ampicillin (both at
50 pg ml™') after appropriate dilutions. Individual colo-
nies were typed by their morphology and genotyped by
PCR-fingerprinting as recently described [2]. The strains
were maintained in YPD plates. E. coli strain DH5a was
used as host for genetic manipulations [13].

Physiological analysis

Specific growth rates were calculated from cell growth in
mineral medium containing 2% glucose [14] or in diluted
molasses medium containing glucose to 69 g1~ and
ammonium sulphate to 5 g 1=, Cells from late log phase
cultures were diluted to fresh medium to ODggg py, 0f 0.1
and incubated at 30°C. Samples were withdrawn each
60 min to measure OD at 660 nm. The slope of the
exponential curve defined maximum specific growth rate
(1, h™"). Each experiment was performed twice and the
mean values were shown.

To test the fermentative capacity of the S. cerevisiae
strains, cells from late log phase cultures were collected
by centrifugation, washed with sterile distilled water and
suspended to 20% (w/v) in saline. The cell suspensions
were used to inoculate mineral medium containing 12%
sucrose (final concentration) to a final biomass concen-
tration of 10% (w/v). The suspensions were incubated at
34°C under slow agitation. The brix was measured with
a manual refratometer and the fermentation was
considered finished by repeating the brix between

samples. At the end of the fermentation, the cell
suspensions were harvested and the supernatants were
used for further analysis. Ethanol was determined by gas
chromatography at Japungu distillery, while glycerol
and sucrose were determined by triglycerides analysis kit
(Biobras, Brazil) and by DNSA method [15], respec-
tively. Each experiment was performed twice and the
mean values were shown.

To test for stress resistance, late log phase yeast cells
were suspended at 1x10% cell ml™! in water or 10 mM
H,S0, solution (acidic water at pH 2). Cell suspensions
were incubated at 37 or 42°C in the presence or absence
of ethanol to 7% (v/v) final, in different combinations.
At defined periods, samples were withdrawn and yeast
cells spread onto YPD-containing plates after appro-
priated dilutions. The number of colony forming units
was determined and the percentage of cell survivor was
calculated by using untreated cells as control (100%).
Each experiment was performed twice and the mean
values were shown.

Molecular methods

DNA extraction and PCR-fingerprinting analysis were
performed as described by Silva-Filho et al. [2]. Plas-
mids pUG®6 and pNatCre have been described elsewhere
[16, 17]. The primers EDPfl and EDPrevl contained a
40 bp sequences downstream of the 5-ATG and
upstream of the 3’-TAA termini of the S. cerevisiae
GDH]1 gene, respectively, followed by 20 bp nucleotide
sequences used to amplify the 1.6 kb integrative cassette
loxP-Kan"-loxP from pUGS6, similar to that described
by Steensma and Ter Linde [17]. Yeast cell transfor-
mations were performed by lithium acetate method [18],
with some modifications. The transformed cells were
suspended in YPD and cultivated for 2 h at 30°C before
platting onto YPD supplemented with Geneticin
(200 pg ml~Y) for integrative transformation or Clonat
(50 ug ml™") for pNatCre. The plates were incubated at
30°C until colony appearance. Each experiment was
performed three times and the mean values were shown.

Results and discussion

Samples were collected from the fermentation must at
Japungu Agroindustrial distillery during the harvesting
period 2000-2002 and platted onto WLN medium.
Cells from individual colonies were typed by PCR-
fingerprinting [2] and for molecular karyotyping for
strain discrimination (data not shown). One of the
most frequent microsatellite primer (GTG)s amplifica-
tion patterns was classified as P18 [2] and one of its
isolate, MF114(2), was named JP1 strain. Further
fingerprinting analysis was done to compare the
genetic background of JP1 strain to the commercial
S. cerevisiae strains used for industrial ethanol
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Fig. 1 PCR-fingerprinting with primers (GTG)s (a), intron E-1 (b)
and (GACA), (¢) of the industrial yeast strains IA1238 (lane 1), JP1
(lane 2), VR-1 (lane 3), CAT-1 (lane 4), CR-1 (lane 5), SA-1 (lane
6), PE-2 (lane 7), BG-1 (lane 8) and FT-001 (lane 9). Molecular
weight (M) of commercial standards is given at the left side in base

pairs (bp)

production to date (Fig. 1). The concomitant use of
the three PCR primers (GTG)s, intron El and
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(GACA); was able to unequivocally discriminate all
yeast strains. It was especially true for VR-1 and CR-1
and for JP1 and FT-001 industrial strains. Both VR-1
and CR-1 strains showed the same (GTG)s classified
as P28A [2], but differed in their amplification patterns
by the use of intron El1 and (GACA), primers (Fig. 1,
lines 3 and 5). In the second case, JP1 and FT-001
were discriminated by all three primers (Fig. 1, lines 2
and 9). The microsatellite primer (GTG)s has been
successfully used to discriminate yeast strains [2], while
the microsatelite primer (GACA), did not succeed in
this subject. This last primer showed lower discrimi-
natory power than (GTG)s when applied to S. cere-
visiae [11] and to Cryptococcus neoformans [12]. The
intron splice site primer EIl produced species-specific
amplification patterns useful for species but not strain
discrimination, due to its low degree of polymorphism
[19]. However, in this work both the primers were
important to differentiate industrial yeast strains when
(GTG)s failed to do so. It is in accordance with the
necessity of using more than one molecular marker to
a complete differentiation of yeast strains [10, 20].
We have previously shown that different strains are
adapted to a particular industrial process [2]. For
example, our previous work on microbiological control
of the fermentation process revealed that some baker’s
strains and the PE-2 strain, the most used commercial
strain in Southern Brazil, are not adapted to industrial
conditions in Northeast Brazil (unpublished results). In
the harvesting period 2001-2002, JP1 strain accounted
for 12.5% of the yeast population in the whole
fermentation process (Fig. 2a). Thus, Japungu distillery
used this strain as starter in the crop harvesting period
2002-2003 for bioethanol production and industrial
samples were typed to follow the fate of the yeast
population. As it can be seen from Fig. 2b, the industrial
yeast population started with 100% JP1 cells, which
remained unaltered for over 3 months. Even after a
severe contamination episode, JP1 sub-population
recovered to dominate the whole population at the end
of fermentation. The overall sugar-conversion efficiency
was around 93% at the distillery, which is normally
considered high for the fermentation conditions used in
Northeast Brazil distilleries. In the following harvesting
period 2003-2004, again the distillery used JP1 as started
strain. JP1 cells, contaminant cells and new-coming
S. cerevisiae strains composed the yeast population at
the end of the first 30 days. However, JPI strain recov-
ered its dominance in the course of the fermentation
process (Fig. 2¢), with the overall sugar-conversion
efficiency around 92% at that period. That surveillance
of the yeast population over three consecutive harvesting
periods showed the robustness of JP1 strain in the
Japungu fermentation plant. In another distillery near-
by, Miriri distillery, JP1 cells were detected at high
frequency in the fermentation must (Fig. 3a). Both
distilleries are less than 20 km faraway and share crop
fields, which may explain the common origin of JPI
strain. On the other hand, this strain was not found at
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high frequency in distilleries that used molasses as
fermenting substrate (Fig. 3b). That substrate-specificity
has been previously shown by our group [2], and may be
a consequence of differences in yeast tolerance to toxic
compound found in molasses, formed during sugar
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Fig. 3 Frequency of JPI cells in the yeast population of different
distilleries in the course of fermentation process of the crop
harvesting period 2002-2003. a Frequency of JP1 cells at Distillery
Miriri. b Average of JP1 cells in the whole fermentation process in
the crop harvesting period 2002-2003 at distilleries that uses sugar
cane juice (SC), molasses (ML) or a mixture of both substrates
(SC+ ML)

production that generates molasses as by-product.
Growing yeast cells on molasses medium tested this
characteristic and the results showed that JPI strain
growth (0.16 h™') was half of that observed for PE-2

(0.23 h™') (Fig. 4), a strain originally isolated from
molasses-using distillery in Sdo Paulo state. However,
they showed almost the same growth rate when using
diluted sugar cane juice containing 5% sucrose (c.a.
0.3 h™"). It reinforced the specificity of JP1 for sugar
cane using distilleries.

Thermotolerant yeast strains have been selected from
an enrichment and isolation program in sugar cane
molasses distillery in Egypt [21]. The heat-resistant iso-
late was used for bioethanol production with economical
advantages for the distillery. Together, those results
demonstrate that continuous selection program to iso-
late more adapted autochthones strains may be an effi-
cient way to achieve higher ethanol production. Such
dominant strains are natural target for future genetic
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Fig. 4 Growth curve of JP1 and PE-2 strains in shake flask
containing molasses diluted to 5% sugar concentration

manipulations, which ensures that the recombinant
strain will stay in the process. Further experiments were
done to test the resistance of JP1 cells to industrial
stressing conditions. Almost no difference was detected
between JP1 and PE-2 strains to heat, ethanol and acid
tolerance (Fig. 4). Only a slight higher resistance of JP1
was observed when combining low pH with high
temperature (Fig. 4), without major significance. This
behaviour is especially important to fermentation pro-
cesses at hot areas such as Northeast Brazil and Central
America [1]. The results showed that the toxic effect of
low pH or the presence of ethanol was magnified by
increasing the temperature from 37 to 42°C. The cell
viability dropped to 90% after incubation at 42°C for
both the strains and practically no killing affect was
observed after incubation at 37°C (data not shown).
By its performance at the industrial yeast population,
JP1 was considered a promising strain to be used as
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starter yeast for industrial processes that use sugar cane
juice as substrate and it has been used by some
distilleries in Northeast Brazil thenceforward. The most
used fuel-ethanol commercial yeast strain in Brazil to
date, PE-2 strain, has been used as starter strain in some
distilleries in Northeast Brazil, two of which (Monte
Alegre and Giasa) have been accompanied by our work
on industrial microbiological control by PCR-finger-
printing. In both distilleries, the population of PE-2 cells
decreased from 100% to less than 10% in 30 days of
fermentation, without recovering later on. This phe-
nomenon was observed for two consecutive harvesting
periods (data not shown).

The most important aspect at industrial level, ethanol
yield, was tested for industrial and commercial strains in
laboratory conditions. The yeast strain IA1238 was also
analysed because it was used for a long time as the
starter strain in Japungu Distillery (Table 1). All the
strains tested presented fermentation time around 3 h,
leaving residual sugar at 0.3-0.5 g 17!, JP1 strain did not
show the highest ethanol production and yield, probably
due to its high growth rate that led to high glycerol
production (Table 1). Anyway, its sugar—ethanol
conversion-efficiency in laboratory medium was 92%.
However, its high fitness—industrial process pointed it as
a good platform for future genetic manipulation to
increase ethanol production.

Recent experimental evidences showed that genetic
manipulation of the nitrogen assimilation pathway in
S. cerevisiae has consequences to increase ethanol
production while decreasing glycerol formation [22]. It
involved both cell transformation with episomal plasmid
and genetic integration of linear DNA for gene disrup-
tion. Additionally, S. cerevisiae cells can be modified to
ferment xylose to ethanol by expressing plasmid-based
or genome integrated heterologous genes [23]. To test
JP1 for genetic manipulations, yeast cells were assayed
for cell transformability. The results showed JP-1 strain
with transformation efficiency with both episomal plas-
mid and integrative DNA higher than all commercial
strains tested (Table 1). The transformation efficiency
shown by JP-1 strain was over 10* and 10? transfor-

Fig. 5 Yeast cell resistance to 100 100
ethanolic (a) and acidic (b) 90 90
stresses. Late log phase cells of
JP1 (square) and PE-2 (triangle) 80 80 1
strains were suspended in 7% 2 70 70 1
ethanol or 10 mM H,SO, § 60 - 60 A
solutions and incubated at 37°C o
(open symbols) or 42°C (closed 5 501 50 1 \
symbols) as described in -g 40 A 40 1
Materials and Methods 2 304 30

20 - 20

10 10

0 a T T T 0 b T T T 1
0 60 120 180 240 0 30 60 90 120
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Table 1 Physiological

parameters and genetic Strain “m“i‘ Ethanol Glycerol Ethanol CloNat" transf.* G-418" transf.?
transformation efficiency of (™) (g1™h (g1™h yield Ygysuc (ug DNA)™! (ug DNA)™!
industrial S. cerevisiae strains

BG-1 0.44 59.3 7.19 0.49 0.18x10* 0.01x10?

CR-1 0.47 60.3 7.76 0.50 0.64x10* ND
#Cell transformation with the PE-2 0.45 56.4 6.76 0.47 ND ND
episomal plasmid pNatCre [17]  SA-1 045 603 6.40 0.50 0.25x10* 0.33x10°

Cell transformed with the IA1238  0.45 54.8 7.22 0.46 0.39x10* ND

integrative cassette loxP-Kan-  JpP1 0.49 56.2 7.30 0.47 1.37x10* 2.85x10?

MX-loxP [16]ND Not done

mants per microgram of plasmid and linear DNA,
respectively, which is enough for the majority of the
desired genetic manipulation procedures [18].

The strain JP1 is now being commercialised as a new
fermentative strain for bioethanol production in Brazil
in addition to the up-to-date six strains PE-2, CAT-1,
BG-1, VR-1, SA-1 and CR-1 used so far for that pur-
pose. Moreover, this strain has been deposited at the
Department of Mycology Culture Collection (URM-
Recife), Federal University of Pernambuco, which is
part of the World Directory of Collections of Culture of
Microorganisms (WFCC) under the nr.604, and can be
released for research purpose upon request.
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RESUMO

Objetivos: Neste trabalho testamos a influéncia do acido sulfarico sobre a
velocidade especifica de crescimento, producdo de etanol e expressao génica
em células de Saccharomyces cerevisiae. Métodos e Resultados: Células das
linhagens JT-95 e JP-1 foram cultivadas em meio mineral pH 2 ajustado com
acido sulfurico, ou pH 6, ajustado com KOH. A linhagem JP1 apresentou
velocidade especifica de crescimento maior do que JT-95 em pH 2. A producao
de etanol foi menor em pH 2 para ambas as linhagens, porém JP1 produziu
mais etanol do que JT95. A analise da expressao génica de JT95, na presenca
de acido sulfarico, utilizando a técnica de DNA microarray, mostrou que a
maioria dos genes do metabolismo de assimilacdo de sulfato e da biossintese
de aminoé&cidos sulfurados foi reprimida, porém nao se verificou a repressao
dos genes envolvido no metabolismo fermentativo. Apenas trés genes de
resposta ao estresse, SSB1, ALD6 e ALD3 foram induzidos. Os genes ERR1 e
ERR3 apresentaram o maior grau de expressdo em pH 2, ambos codificando
proteinas de fungdes desconhecidas. Conclusdes: Apesar de causar
problemas para o crescimento celular, o ambiente acido nao parece interferir
significativamente na capacidade fermentativa de S. cerevisiae, embora JT95
tenha levado mais tempo para se adaptar ao meio de fermentacdo com pH2. A
inducdo dos genes da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (ADL6 e ADL3)
indica que as isoenzimas AdI6p e AdI3p desempenham um papel muito
importante na resposta ao estresse por acido inorganico. A resposta fisiolégica
ao estresse acido foi correlacionada a mudanca do perfil de expressao génica
de S. cerevisiae. Significancia e impacto do estudo: A falta de correlagdo do

estresse acido com o aumento da expressao de outros genes da resposta geral
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ao estresse e as ORFs nao carcterizadas dificultam a identificagdo de um
sistema especifico de resposta ao estresse causado por &cido inorganico forte.
Portanto, o futuro isolamento de mutantes resistentes a acido deve ser a
melhor opg¢do para a identificagdo dos genes de resisténcia a este tipo de
estresse.

Palavras-chave: estresse acido, levedura, fermentagéo alcoodlica, microaaray.

INTRODUGCAO

Durante a fermentacao alcodlica industrial por Saccharomyces cerevisiae
as células sdo submetidas a diversos tipos de estresses como choque térmico,
pressdao osmotica, presenca de etanol e baixo pH, que podem afetar o
crescimento e a viabilidade celular, sendo importante a selegcdo de linhagens
de leveduras resistentes ao estresse industrial (Silva-Filho et al. 2005a).
Linhagens comerciais de S. cerevisiae tém sido selecionadas com base em
suas caracteristicas fisioldgicas para uso em processos de fermentacao
industrial, porém pouco € conhecida a resposta molecular a condigcdo de

estresse durante a fermentagdo (Zuzuarregui et al. 2006).

A presenca de acidos organicos em meio com baixo pH constitui fator de
estresse para S. cerevisiae. O acido organico nao dissociado penetra no meio
intracelular por difusao passiva, onde se dissocia, diminuindo o pH citosélico. A
homeotase do pH intracelular pode ser restaurada através da extrusdao de
protons H*, pela enzima H*- ATPase, e do ion correspondente, pela proteina

Pdr12 (Piper et al 2001). O mecanismo de extrusdo é dependente de ATP e a
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falta de uma fonte de energia, como a glicose, em meio acido pode reduzir o
pH citossolico, comprometendo a a¢do de enzimas envolvidas nas diferentes
vias metabdlicas na célula e de proteinas de extrusdo de acidos organicos
(Henriques et al 1997, Mollapour et al 2004). Em meio rico em glicose os
efeitos do baixo pH extracelular s&o minimizados, possibilitando o
funcionamento da via glicolitica e a producéo de etanol por S. cerevisiae (Piper
et al 1998, Piper et la 2001). A analise da resposta fisiologica ao estresse em
linhagens mutantes de leveduras tem sido eficaz na identificacdo de genes
envolvidos na resposta ao estresse acido. Mollapour et al (2004) identificaram
237 mutantes de S. cerevisiae incapazes de crescer na presenca de 2 mM de
sorbato em pH 4,5 e 34 mutantes mais resistentes a sorbato do que o tipo
selvagem parental. Os mutantes sensiveis a sorbato apresentavam mutagbes
em genes envolvidos na glicolise, na via da pentose-fosfato, na protecéao
antioxidante, no metabolismo mitocondrial, na transcricdo e na remodelagem
da cromatina (Mollapour et 2004).

A funcdo génica de resisténcia ao estresse também pode ser analisada
através da técnica de DNA-microarray. Em condicdes de estresse por
dimetilsulfoxido (DMSQ), a analise de DNA-microarray mostrou que 1.338
genes de S. cerevisiae foram significativamente regulados, sendo 400 deles
envolvidos na resposta geral ao estresse (Zhang et al. 2003). Em resposta ao
cadmio, células de S. cerevisiae utilizam o sulfato assimilado para sintetizar a
glutationa, uma proteina essencial na desintoxicacdo de metais pesados. Além
disso, a sintese de proteinas sulfuradas € diminuida, havendo uma correlacao
positiva entre sintese protéica e conteldo de metabdlitos sulfurados na célula

(Lafaye et al. 2005). Em células crescendo em meio com metionina como fonte
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de enxofre ndo houve correlacdo entre expressdo génica e acumulo de
metabdlitos, indicando a existéncia de mecanismos diferentes de regulacao
génica na via de assimilagdo do sulfato (Lafaye et al. 2005).

Neste trabalho nos analisamos a resposta molecular ao estresse é&cido,
através de DNA microarray, e a resposta fisiolégica de duas linhagens de
S.cerevisiae, uma industrial e outra de laboratério, ao estresse causado por

acido inorganico forte.

MATERIAL E METODOS

Linhagens utilizadas

Foram utilizadas a linhagem diploide de S. cerevisiae JT95 (MATa/a
ura3A0/ura3A0, his3A1/his3A 1, leu2A0/leu2A0, MET15/met15A0, LYS2/lys2A0)
derivada da linhagem S288c utilizada para o sequienciamento do genoma de S.
cerevisiae e a linhagem industrial JP1, isolada em destilaria de &lcool

combustivel (Silva-Filho te al 2005b).

Crescimento celular em baixo pH

As células, na fase exponencial de crescimento, foram inoculadas em
meio mineral para crescimento descrito por Verduyn et al (1992), ajustado para
pH 2 com &cido sulfarico ou para pH 6 com KOH, na densidade Optica inicial de
0,1 a 600nm (DOieno), € incubadas a 30 °C sob agitacdo. Amostras foram
tomadas regularmente ao longo do cultivo para a determinacao da densidade

Optica e determinacéo da velocidade especifica de crescimento.
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Fermentacao alcodlica em baixo pH

A fermentacao alcodlica foi realizada em meio para fermentacao segundo
Verduyn et al (1992). O pH foi ajustado para 2,5 com &cido sulfurico ou para pH
6 com KOH e o indculo celular consistiu de uma concentracao celular inicial de
10% (v/v). Durante a fermentagdo aliquotas foram coletadas para a
determinacdo da concentracdo de etanol por cromatografia gasosa em
equipamento Varian 3600 e de glicerol por kit de dosagem enziméatica (GPO-

PAP, Laborlab, Brasil).

DNA-microarray

Células da linhagem JT95 foram coletadas apdés 90 minutos de
fermentagcdo em meio com pH 2 foram coletadas e submetidas a extragao de
RNA total utilizando o reagente Trizol (invitrogen), segundo as instru¢des do
fabricante. As amostras foram enviadas para o Microarray Facility VIB da

Universidade de Leuven (Bélgica) (http:/www.microarrays.be/) para serem

analisadas a partir da plataforma Affymetrix GeneChip®. Os resultados séo
apresentados em termos de variagdo linear positiva (indugdo) ou negativa

(repressao) da expressao génica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento celular em baixo pH
O crescimento em baixo pH das linhagens de S. cerevisiae foi avaliado e
mostrou que a linhagem JP1 apresentou velocidade especifica de crescimento

de 0,48 h™', 30% superior & da linhagem de laboratério JT95 que cresceu a
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uma velocidade de 0,34 h™' (Figura 1). Entretanto, a linhagem JP1 ja apresenta
uma velocidade especifica de crescimento 20% maior do que a de JT-95, em
condi¢coes normais de crescimento. Este resultado mostra que o baixo pH
extracelular em si ndo é o maior responsavel pela queda do crescimento
celular, mas sim a prépria constituicdo genética da linhagem. As linhagens
industriais de S. cerevisiae, geralmente, sdo mais tolerantes ao estresse do
que as linhagens de laboratério (Carrasco et al 2001, Hirasawa et al 2005). Os
resultados de crescimento em baixo pH, obtidos neste trabalho, confirmam uma
grande tolerancia de JP1 ao estresse acido, como mostrado anteriormente

(Silva-Filho et al 2005b).

Tempo (h)

Figura 1. Curvas de crescimento das linhagens JP1 (quadrados) e JT-95
(triangulos) em meio mineral ajustado para pH inicial de 6 (simbolos abertos)
com KOH ou 2 (simbolos fechados) com HoSOg4.
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Fermentacao alcodlica em baixo pH

A linhagem JP1 apresentou produgao de etanol maior em relagéo a JT-95
quando o meio de cultura foi ajustado para pH inicial de seis. Esta producao foi
reduzida em torno de 18% para ambas as linhagens quando o pH inicial do
meio foi ajustado para 2,5. Em baixo pH inicial a linhagem JP1 produziu mais
etanol (49,3 g/L) do que JT95 (38 g/L). Entretanto, nos primeiros 90 minutos de
fermentacédo a linhagem JT95 apresentou uma baixa producéao de etanol (8,4

g/L) em pH 2, cerca de 40% menor do que JP1 (20,5 g/L) (Figura 2).
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Figura 2. Producdo de etanol das linhagens JP1 (quadrados) e JT-95
(triangulos) em meio mineral ajustado para pH inicial de 6 (simbolos abertos)
com KOH ou 2 (simbolos fechados) com HxSOg4.

Esta baixa producdo pode estar relacionada a falta de uma resposta

celular imediata a condicdo de baixo pH. Linhagens de S. cerevisiae
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apresentam diferencas no padrao de resposta ao estresse. Segundo Hirasawa
et al. (2005), apo6s a adicdo de 1 M de NaCl no meio de cultura de células na
fase exponencial de crescimento, a linhagem de laboratorio FY834 retomou o
crescimento apds 4 horas de cultivo na presenga do sal, enquanto a linhagem
de cervejaria IFO2347 levou a metade desse tempo para recuperar o
crescimento. A analise da expressdo génica em varios intervalos durante a
primeira hora da fermentacdo poderia fornecer resultados mais consistentes
para a uma melhor compreensao da dinamica de resposta ao estresse acido

dessas leveduras durante a fermentacao alcodlica em baixo pH.

Expressao génica em baixo pH

A andlise da expressdo génica através da técnica de DNA-microarray
mostrou que menos de 1% dos genes da linhagem JT95 de S. cerevisiae
apresentou mudanga no grau de expressao apdés 90 minutos de fermentacéo
em pH 2 quando comparado a condi¢do padréo da fermentacao a pH inicial de
6. Nessa condicéo, trinta e cinco genes foram reprimidos, entre eles seis ORFs
ainda nao caracterizadas, sendo a maioria dos genes codificadores de
proteinas da via de assimilacdo do sulfato e da sintese dos aminoé&cidos
sulfurados metionina e cisteina (Tabela 1). O possivel bloqueio na via de
sintese dos aminoacidos sulfurados poderia gerar uma situagdo de auxotrofia
parcial para metionina e cisteina. Por conta disso, as células de JT-95 foram
cultivadas em meio mineral suplementado com estes dois aminoacidos. No
entanto, os resultados mostraram que ndao houve retomada da velocidade de

crescimento em pH 2 na presenca desses aminoacidos (dados nao mostrados).
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Isto mostra que a reducdo no crescimento celular ndo tem relacdo com a
inibicdo dos genes destas vias metabdlicas.

Os genes envolvidos no metabolismo do sulfato que apresentaram os
maiores graus de repressdo em pH 2 foram MET3 (-17,09), o qual codifica a
ATP sulfurilase, MET10 (-11,1) e ECM17 (-12,21), que codificam as
subunidades alfa e beta da enzima sulfito redutase, respectivamente (Figura 3).
A ATP sulfurilase catalisa o primeiro passo da ativagdo intracelular do ion
sulfato (Cherest et al. 1985). O gene MET16 que codifica a enzima 3’-fosfo
adenosina 5’-fosfossulfato redutase, a qual catalisa a reducdo de 3’-
fosfoadenosilfosfossulfato (PAPS) a sulfito, também foi reprimido (-5,68). Esses
genes sao regulados pelo produto do gene MET28. A proteina Met28 atua
como regulador dos genes do metabolismo do sulfato (Kuras et al. 1996;
Blaiseau et al. 1997). O gene METZ28 foi significativamente reprimido (-3,17).
Nas etapas de sintese, propriamente dita, dos aminoacidos sulfurados os
genes que apresentaram maior grau de repressao foram MET32 (-6,72) que
codifica uma proteina reguladora de genes envolvidos na sintese de metionina,
MET®6 (-4,77) que codifica a metionina sintetase, SAM2 (-2,99) que codifica S-
adenosilmetionina sintetase e CYS4 (-3,28) para cistationina beta-sintetase, a
qual catalisa a primeira reacdo de sintese de cisteina. A funcdo da proteina
Met32p varia de acordo com gene envolvido na sintese da metionina. Ela se
liga a regido promotora do gene MET17, reprimindo a sua transcrigéo (Blaiseau
et al. 1997). Entretanto, esta mesma proteina funciona como ativador dos
genes MET3, MET14 e MET30 (Blaiseau et al. 1997; Thomas e Surdin-Kerjan,
1997; Rouillon et al. 2000). Em resposta ao cadmio, Met32 induz a expressao

do gene GSH1, que codifica a gama-glutamilcisteina sintetase, a qual catalisa a

52



primeira reacao de sintese de glutationa (Dormer et al. 2000). Na presenca de
cadmio o sulfato assimilado é utilizado para a sintese de glutationa, a qual
funciona na resposta ao estresse oxidativo e na desintoxicagdo de metais
pesados (Dormer et al 2000). Além disso, Met32 pode estar envolvida na
regulacao de genes do metabolismo do cobre e do ferro (Moler et al. 2000). Em
pH 2 o gene GSH1 foi reprimido (-2,91), o que pode indicar uma deficiéncia na
resposta ao estresse oxidativo nesse pH. Porém o gene OXRT1 foi induzido
(2,8), o qual codifica uma proteina que ainda nao esta bem caracterizada, mas
que pode ser importante na reparacdo de danos causados pelo estresse
oxidativo (Volkert et al 2000).

Dos 28 genes induzidos em meio com pH &cido, ERR3 e ERR1, ambos
codificando proteinas de fungdes desconhecidas, mas que sdo semelhantes as
enolases (Pryde et al 1995), apresentaram o0s maiores graus de expressao,
10,08 e 9,1, respectivamente (Tabela 2). Dos oito genes envolvidos na
biogénese de ribossomos, SKI1 foi o mais induzido (3,38). Quatro genes
envolvidos no metabolismo de aminoécidos foram induzidos: THI4 (3,55) o qual
codifica uma proteina de funcédo desconhecida necessaria a sintese de tiamina,
ALD3 (4,12), para uma isoenzima acetaldeido desidrogenase citoplasmatica
(Ald3) envolvida na sintese de beta alanina (Navarro-Avino et al 1999), GCV1
(2,25) que codifica a subunidade T do complexo mitocondrial glicina
descarboxilase e SER3 (2,01) que codifica a isoenzima 3-fosfoglicerato
desidrogenase (Ser3p) responsavel pela primeira reacao de sintese de serina e
glicina. O gene SER33, para uma 3-fosfoglicerato desidrogenase (Ser33p) com
a mesma funcao de Ser3p, foi reprimido (-5,92). Portanto a inducdo de SER3

pode compensar a repressao do gene SER33 em pH 2. O gene ALD3 é
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induzido por diferentes tipos de estresses e reprimido pela glicose (Navarro-
Avino et al 1999). Neste trabalho, a alta concentracdo de glicose no meio
ajustado com acido sulfurico ndo reprimiu o gene ALD3 da linhagem JT95
durante os primeiros 90 minutos de fermentagédo. Esse resultado indica que,
independente da presenca de glicose, o gene ALD3 ¢é induzido pelo estresse
acido. O gene ALD6 também foi induzido, mas, diferente de ADLS3, codifica
uma isoenzima acetaldeido desidrogenase (Ald6) envolvida na conversao de
acetaldeido a acetato.

O estresse acido causa danos a membrana plasmatica, alterando a sua
estrutura e conseqientemente a sua permeabilidade, além de desnaturar
proteinas presentes na bicamada lipidica. Como conseqiiéncia, 0 metabolismo
celular é alterado, resultando em adaptagéo, inativacdo ou morte celular
(Nagashima, 1990). As Hsps atuam em condigdes de estresse, protegendo as
estruturas celulares e restaurando proteinas danificadas (Brosnan et al. 2000;
Estruch, 2000). Curiosamente, apenas o gene SSB1 da familia HSP70 foi
induzido (2;48) em pH 2 (Tabela 2). A proteina Ssb1p encontra-se associada a
ribossomos no citoplasma, desempenhando um papel importante na sintese de
proteinas (Estruch, 2000). Além disso, o gene YOR71, o qual codifica uma
proteina de transporte dependente de ATP, da familia do cassete ABC
presente na membrana plasmatica, foi reprimido. Os genes da via glicolitica e
da via do glicerol, além dos genes das enzimas acetaldeido desidrogenase e
piruvato descarboxilase, ndo mudaram o seu grau de expressdo durante 0s
primeiros noventa minutos de fermentacdo em baixo pH. De qualquer forma a
producdo de etanol foi baixa nesse periodo, comparada a producdo em pH

elevado. Embora menos de 0,5% dos genes de S. cerevisiae tenham sido
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induzidos em pH 2, essa inducao foi suficiente para a adaptacao das células ao
baixo pH, tendo em vista que a velocidade de producgéo de etanol foi retomada
durante os 90 minutos finais da fermentacao.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo apresentam um quadro
conclusivo sobre a relagdo entre do baixo pH extracelular, o fendtipo
metabdlico e a regulacdo génica global de células de S. cerevisiae em
condigbes fermentativas, mas mostra claramente que o estresse acido nao
impde mudancgas drasticas no padrdo de expressdao génica da levedura.
Portanto, quaisquer propostas de modificacdo genética deve levar em
consideracdo uma relagdo muito intrinseca entre diferentes tipos de genes, e
neste aspecto a busca de linhagens resistentes a acido parece mais promissor
do ponto de vista de isolamento de células a partir de procedimentos de

adaptagao genética induzida, e ndo por uma simples intervengéo genética.
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Tabela 1. Genes de S. cerevisiae induzidos durante a fermentagdo em baixo pH.

ORF Gene Grau de Funcao ou atividade da proteina codificada
inducao

YMR323W  ERR3 10,08 Proteina similar as enolases

YOR393W  ERR1 9,10 Proteina de funcdo desconhecida similar as enolases

YHR139C SPS100 6,01 Proteina requerida para maturagao da parede do esporo

YMR169C  ALDS3 4,12 Acetaldeido desidrogenase citoplasmatica envolvida na sintese de beta alamina
YBR117C TKL2 3,91 Transcetolase similar aTkl1p

YDL196W  OXR1 2,80 Proteina de fungdo desconhecida requerida para reparar danos oxidativos
YGR144W  THI4 3,55 Proteina requerida para a sintese de tiamina

YLR197W SIK1 3,38 Proteina nucleolar do box C/D snoRNP

YDR222W 2,97 ORF néo caracterizada

YCLO030C HIS4 2,94 Polipeptidio multifuncional: fosforribosil-ATP pirofosfatase, fosforribosil-AMP cicloidrolase e histidinol desidrogenase.
YHR094C HXT1 2,59 Transportador de glicose de baixa afinidade

YDL229W  SSBf1 2,48 Proteina da familia HSP70

YNL002C RLP7 2,46 Proteina nucleolar constituinte da particula pré-ribossomal 66S

YLR175W  CBF5 2,37 Proteina componente do box H/ACA snoRNP

YDR019C  GCV1 2,25 Subunidade T do complexo mitocondrial glicina descarboxilase

YPL217C BMS1 2,24 Proteina nucleolar envolvida na sintese do ribossomo 40S

YELO26W  SNU13 2,20 Proteina do complexo U3 snoRNP e do complexo U4/U6-U5 tri-snoRNP
YIR035C 2,20 ORF nao caracterizada

YNL308C KRI1 2,17 Proteina nucleolar envolvida na sintese do ribossomo 40S

YDL141W  BPL1 2,05 Biotina apoproteina ligase

YHLO42W 2,02 ORF néo caracterizada

YERO81W  SER3 2,01 3-fosfoglicerato desidrogenase

YPLO61W  ALD6 1,97 Acetldeido desidrogenase citoplasmatica envolvida na conversao de acetaldeido a acetato
YPL266W DIMA1 1,92 Dimetilase do rRNA 18S

YMR305C SCW10 1,92 Proteina da parede celular similar as glicanases

YPL278C 1,95 ORF néo caracterizada

YGR146C 1,85 ORF néo caracterizada
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YPL126W

NAN1

1,52 Proteina U3 snoRNP

Tabela 2. Genes de S. cerevisiae reprimidos durante a fermentag¢do em baixo pH.

ORF

YELO65W
YER140W
YNL191W
YHLO36W
YJLO6OW
YGL229C
YGL184C
YHR176W
YJRO10W
YLR438W
YDR497C
YLR179C
YPR194C
YDR502C
YFRO30W
YILO74C
YDL059C
YOR049C
YCL025C
YERO091C
YHR137W
YFR015C
YJL101C
YBR208C
YGR281W
YGR155W
YIR017C
YLR161W

GENE

SIT1

MUP3
BNA3
SAP4
STR3
FMO1
MET3
CAR2
ITR1

OPT2
SAM2
MET10
SER33
RAD59
RSB1
AGP1
MET6
ARO9
GSY1
GSH1
DUR1,2
YORH1
CYS4
MET28

Grau de
repressao

-2,06
-2,04
-2,52
-2,03
-3,88

-2,6
-2,85

Fungao ou atividade da proteina codificada

Transportador da ferrioxamina B

ORF nao caracterizada

ORF néo caracterizada

Metionina permease de baixa afinidade

Arilformamidase

Proteina com atividade serina/treonina fosfatase na transi¢éo da fase G1 para a fase S do ciclo de divisao celular
Cistationina beta-liase

Monoxigenase contendo flavina

ATP sulfurilase

L-ornitina transaminase

Transportador do mio-inositol

ORF néo caracterizada

Proteina transportadora de oligopeptidio

S-adenosilmetionina sintetase

Subunidade alfa da sulfito redutase

3-fosfoglicerato desidrogenase

Proteina envolvida no reparo do DNA

Proteina supressora de esfingolipidios decadeia longa na membrana plasmatica
Aminoacido permease de baixa afinidade

metionina sintetase cobalamina-independente

Aminotransferase

Glicogénio sintetase

Gama glutamilcisteina sintetase

Urea amidoliase

Proteina de transporte na membrana plasmatica ATP-dependente da familia do cassete ABC
Cistationina beta sintetase

Fator de transcrigao membro do complexo Cbf1-Met4-Met28

ORF néo caracterizada
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YDR253C
YPL265W
YPR167C
YPR169W
YJR137C
YJR139C
YPL250C

MET32
DIP5
MET16

ECM17
HOM®6

Proteina de ligagdo ao DNA (dedo de zinco) envolvida na regulagao de genes da via de sintese de metionina
Aminoacido dicarbixilico permease

3-fosfoadenosil redutase

ORF nao caracterizada

Subunidade beta da sulfito redutase

Homosserina desidrogenase

ORF néo caracterizada
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VIA DO METABOLISMO DO SULFATO EM 8. cerevisiae

SO42
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Figura 3. Via do metabolismo do sulfato. Genes e enzimas: 1. SUL2 (-6,29): Sulfato
pernease. 2. MET3 (-17,09): ATP sulfurilase. 3. MET14 (sm): APS quinase. 4. MET16
(-5,70): PAPS redutase. 5. MET10 (-11,10) e ECM17 (-12,25), codificando as
subunidades alfa e beta da enzima Sulfito redutase, respectivamente. 6. MET2: L-
serina-O-acetiltransferase 7. MET25 (sm): O-acetilhomosserina sulfidrilase e 9. O-
acetilserina sulfidrilase. 8. MET2 (sm): L-homosserina-O-acetiltransferase. 10. METE6 (-
4,77): Metionina sintetase. 11 e 12. CYS4 (-3,29): Cistationina B-sintetase. Numeros
entre parentese: mudanca no Grau de expressao génica; sm = sem mudanca. Siglas:
APS: Adenosina 5°-fosfossulfato; PAPS: 3"-fosfo Adenosina 5°-fosfossulfato.
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RESUMO

Objetivos: O processo de producgao industrial de alcool combustivel impde um
estresse acido as células de levedura que contribui para a queda da viabilidade
celular. O objetivo deste trabalho foi isolar células derivadas de linhagens
industriais que sejam mais resistentes a este estresse. Métodos e
Resultados: Para a adaptacdo a acido, células da linhagem industrial JP1
foram cultivadas em bateladas sucessivas em meio YPD ajustado para pH 2
com acido sulfurico. Uma linhagem mutante resistente a baixo pH foi isolada
(JP1M). Em pH 2, ajustado com H.SO4 ou HCI, tanto a velocidade especifica
de crescimento quanto a viabilidade celular do mutante foram maiores que
aquelas apresentadas pela linhagem parental JP1. O tipo de acido utilizado nao
influenciou os resultados. As duas linhagens foram submetidas a ensaios de
fermentagdo em pH 5 ou 2. Em pH 2 JP1 apresentou uma diminuicdo na
producdo de etanol, concomitantemente a um aumento na producdo de
glicerol. O mutante praticamente n&o produziu etanol tanto em pH 5 quanto em
pH2, porém produziu duas vezes mais etanol em baixo pH. Conclusdes: O
sistema de batelada sucessiva em meio seletivo foi capaz de produzir o
aparecimento de ceélulas de levedura resistentes ao estresse causado pela
diminuicdo do pH do meio. Entretanto, este mutante também apresentou
decréscimo na sua capacidade fermentativa, provavelmente causado pelo
acumulo de mutacdes ocorridas, provavelmente, durante a fase de adaptacao a
acido. Significancia e impacto do estudo: A partir deste mutante poderemos
identificar os genes responsaveis pelo aumento da resisténcia ao estresse

acido e construir linhagens recombinantes de S. cerevisiae, com modificacdes
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em genes especificos, que apresentem essa resisténcia sem ter a capacidade

fermentativa afetada.

Palavras-chave: evolugdo adaptativa, expressdao génica global, fermentagéo

alcodlica, resisténcia a estresse.

INTRODUGCAO

O ambiente da fermentacao etandlica para a producao industrial de alcool
combustivel é complexo, apresentando uma intensa sucessao de linhagens de
leveduras (Silva-Filho et al. 2005a). Nesse ambiente a estabilidade da
populacdo depende do uso de linhagens capazes de se adaptarem as
condi¢cdes de estresse do processo, uma vez que na industria o fermento &
reutilizado durante o periodo de producao sendo submetido a um tratamento
com acido sulfurico, no intervalo entre as fermentagdes, para minimizar a
contaminacdo por bactérias. Esse procedimento pode comprometer a
viabilidade das células e conseqlentemente o rendimento da fermentacao
(Nagashima, 1990; Brosnan et al. 2000; Zuzuarregui et al. 2006). Portanto, o
uso de leveduras tolerantes a 4cido € importante em processos de fermentacao
industrial, podendo aumentar o rendimento e diminuir os custos da producao
(Nagashima, 1990; Brosnan et al. 2000). Nas leveduras, a resisténcia ao
estresse varia de acordo com a linhagem, o tipo de estresse e o tempo de
exposicao ao fator de estresse (Lewis et al. 1997; Carrasco et al. 2001; Garay-

Arroyo, 2004). A condicao de estresse induz a sintese de proteinas de choque
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térmico, as Hsps, e o acumulo de trealose, os quais protegem a célula contra
os danos causados pelo estresse (Jakobsen e Pelham, 1991; Craig, 1992;
Morimoto, 1993; Birch e Walker, 2000). A toleréncia pode ser adquirida pela
alteracdo no estado redox da célula, aumento da sintese de Hsp e outras
proteinas de estresse como a glutationa e do acumulo de trealose (Craig, 1992,
Ueom et al, 2003). Em S. cerevisiae foi observado o fendmeno da co-
tolerancia, no qual as linhagens que apresentaram resisténcia ao estresse
oxidativo parecem ser mais resistentes a outras formas de estresse (Lewis et
al. 1997).

A condicao de estresse pode alterar o perfil de expressao génica global,
ocorrendo a inducdo ou repressdao de genes especificos envolvidos em
diferentes vias metabdlicas (Brosnan et al. 2000; Lafaye et al. 2005; Hirasawa
et al. 2005; Zuzuarregui et al 2006). Em S. cerevisiae, o cheque osmético
induzido por cloreto de sodio em concentragdes entre 0,5 e 1,0 M no meio de
crescimento altera o grau de expressdo de cerca de 70% dos genes,
principalmente de genes envolvidos no metabolismo de carboidratos,
aminoacidos e lipidios, além de genes envolvidos na biogénese de ribossomos,
sintese de proteinas e resposta ao estresse (Hirasawa et al. 2005). Outros
fatores de estresse como choque térmico, agentes oxidativos, solventes
organicos, metais pesados e falta de nutrientes podem alterar a expressao
génica global nas leveduras (Brosnan et al. 2000; Lafaye et el. 2005; Hirasawa
et al. 2005; Singh et al. 2005; Zuzuarregui et al. 2006).

A linhagem industrial JP1 foi isolada e selecionada devido a sua
capacidade de predominar em processos fermentativos industriais (Silva-Filho

et al. 2005b). O perfil de resisténcia a estresse desta linhagem é semelhante

67



aquele da linhagem PE-2, a linhagem industrial mais comercializada até o
momento para a producédo de alcool combustivel no Brasil (Silva-Filho et al.
2005b). Neste trabalho isolamos a partir de cultivos da linhagem JP1 em
bateladas sucessivas uma linhagem mutante resistente a baixos valores de pH.
As caracteristicas de crescimento e de resisténcia a baixos valores de pH por
adicao de acidos inorganicos fortes foram investigadas. O mutante obtido pode
contribuir para a identificacdo de genes relacionados com a resposta fisiologica
e molecular ao estresse acido e nortear a construcdo de linhagens

recombinantes com resisténcia aumentada a acido.

MATERIAL E METODOS

Linhagens e meios de cultura utilizados

A linhagem industrial JP1 (Silva-Filho et al, 2005b) foi utilizada para os
experimentos de isolamento de um mutante resistente a acido. Foram
utilizados os seguintes meios: YPD (glicose 20 g.I'", peptona 20 g.I" e extrato
de levedura 10 g.I"), meio mineral para crescimento (20 g.I" glicose, 7,5 g.I"
(NH4)2SO4, 14,4 g.I" KHPO4 e 0,5 g.I'" MgS04.7H:0) e meio mineral para
fermentagdo (120 g.I" sacarose, 5 g.I"" (NH4)2SO4, 3 g.I'" KH2PO4 € 0,5 g.I"
MgS04.7H20). Os meios minerais foram suplementados com solugédo de

vitaminas e elementos tragco segundo Verduyn et al. (1992).
Adaptacao das células de JP1 a baixo pH

As células da linhagem JP-1 foram cultivadas em bateladas sucessivas e

repicadas a cada 24 horas. Inicialmente, células na fase exponencial de
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crescimento foram inoculadas em frascos de 250 ml, contendo 50 ml meio
YPD-pH 2,5 (meio YPD ajustado para pH 2,5 com acido sulfdrico) para uma
densidade éptica inicial (DOigoo) de 0,1. A cultura foi incubada a 30°C por 24
horas, sem agitacdo. Apds esse periodo, a densidade Optica final (DOfgg) foi
determinada e as células foram utilizadas para uma nova cultura nas condi¢ées
descritas anteriormente. Ao final de nove dias de sucessivos cultivos em baixo
pH (nove cultivos), a concentracdo celular foi determinada por contagem em
camara de Neubauer, As células foram plagueadas em YPD-agar (100 células
por placas) e as 20 maiores coldnias resultantes, ap6s 72 horas de incubacéao a
30°C, foram testadas para o crescimento em tubos de 5,0 ml, contendo 1, 0 ml
de YPD-pH 2,0 (meio YPD ajustado para pH 2,0 com &cido sulfarico) a 30°C
por 24 horas, sem agitagdo. A colbnia cuja cultura apresentou a maior
diferenca entre a densidade Optica final e inicial (DOs — DO;) foi selecionada

para posterior caracterizacao.

Caracterizacao da linhagem JP1 por PCR-fingerprinting

A linhagem JP1 e seu derivado resistente a baixo pH foram inoculados
em meio YPD liquido e incubados a 30°C por 16 horas a 150rpm. Amostras de
1,0 ml de cada cultura foram utilizadas para extracdo de DNA total e tipagem

por PCR-fingerprinting como descrito por Silva-Filho et al (2005a).

Caracterizacao de linhagem tolerante a acido
Para determinar a taxa de crescimento em baixo pH, as células de JP1 e
JP1M foram cultivadas em YPD a 30 °C até a fase estacionaria. Em seguidas

foram inoculadas em meio YPD-pH 2,5 (DOgno=0,1), incubadas a 30°C até a
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fase exponencial, quando foram re-inoculadas em novo meio YPD-pH 2,0 ou
YPD-pH 2,5 e incubadas a 30°C por 24 horas. As culturas foram iniciadas com
DOeoo de 0,1. A DOggo foi monitorada a cada 2 horas durante o crescimento.

Para determinar a viabilidade celular a baixos valores de pH, as células
foram inoculadas em YPD-pH 2,5 ajustado com acido sulfarico, e incubadas a
30°C até fase estacionaria de crescimento, quando foram lavadas com agua
destilada e centrifugadas. Em seguidas foram feitas suspensodes celulares
(10% v/v) em agua destilada acidificada a pH 2,0 com acido sulfarico. As
suspensodes celulares foram incubadas a 37°C e 42°C por 120 min. A cada 30
min aliquotas foram coletadas, diluidas apropriadamente e semeadas (200 pl
de suspensao celular) em YPD. Apds incubacdo a 30 °C por 72 horas o
namero de coldnias formadas foi determinado. Pelo menos trés placas foram
utilizadas para cada ponto e os experimentos foram feitos em duplicata.

A tolerancia a &cidos organicos fracos foi avaliada pela determinagéo da
velocidade de crescimento de células de JP1M em meio YPD-pH 2,5
suplementado com sorbato de potassio a 0,5 mmoll'. Os valores
apresentados de crescimento e viabilidade celular representam médias de

experimentos com diferentes colénias destas linhagens em diferentes cultivos.

Producao de etanol em baixo pH

Células das linhagens JP1 e JP1M foram cultivadas em meio mineral e
em seguida inoculadas para concentragao celular de 10% (v/v) em meio de
fermentacao ajustado para pH 2,5 com acido sulfurico. Ensaios de fermentacao
em pH 5,0 foram feitos como controle. A fermentacéo foi interrompida apos 4

horas, o meio foi centrifugado e o sobrenadante recolhido e estocado a -20° C
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para analises quantitativas posteriores de etanol (cromatografia gasosa) e

glicerol (kit enzimatico de glicerol oxidase).

RESULTADOS

Isolamento de linhagem tolerante a acido

Células de JP1 foram cultivadas em bateladas sucessivas em meio YPD-
pH2,5 por nove cultivos para adaptacdo a condicao de baixo pH. Nos quatro
primeiros cultivos o valor final da densidade o6ptica foi de 1,3. A partir do quinto
cultivo, a densidade Optica final da cultura aumentou para 2,6. Os cultivos
subseqglentes apresentaram crescimento similar, indicando estabilidade da
cultura (Fig. 1). As células desta cultura foram entdo semeadas em placas YPD
e incubadas por 72 horas a 30°C. As colbnias resultantes foram inoculadas em
tubos contendo meio YPD-pH 2,0. A cultura que apresentou a maior densidade
Optica final ap6s 24 horas (em torno de 0,928) foi denominada JP1M e
selecionada para andlises posteriores. A analise de DNA fingerprinting mostrou
que a linhagem mutante JP1M apresenta o perfil de amplificagdo do tipo P18,
semelhante ao seu parental JP1 (Fig. 2), confirmando que JP1M é

efetivamente derivada de JP1.

Caracterizacao da linhagem tolerante a acido

A linhagem JP1M foi testada para a capacidade de crescer em meio YPD-
pH 2 ou YPD-pH 2,5 (Fig. 3). Em pH 2,5 a velocidade especifica de
crescimento de JP1M foi de 0,17 h™!, cerca de 24% maior do que a do parental

JP1, que foi de 0,13 h"'. Além disso, JP1M apresentou velocidade de
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crescimento de 0,14 h' em pH 2, condicdo que impediu o crescimento do
parental JP1. Por outro lado, o crescimento de JP1M foi muito menor do que o
da linhagem parental JP1 quando cultivadas em meio com pH inicial em torno
de cinco a seis. Nesta condi¢cédo, a velocidade especifica de crescimento de
JP1M ficou em torno do mesmo valor de 0,17 h” observado em pH 2,5,

enquanto que JP1 apresentou velocidade especifica de crescimento de 0,4 h™.
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Figura 1. Evolucdo dirigida em bateladas sucessivas na selecdo de células
capazes de crescer em meio rico ajustado para pH 2,5 com acido sulfurico. As
linhas pontilhadas representam a variagdo da densidade 6ptica da cultura em

ciclos de 24 h, enquanto a linha cheia representa a densidade éptica no final de
cada ciclo de cultivo.

O proximo passo foi determinar se este fendtipo era especifico para o
acido sulfurico testando o crescimento celular em meio ajustado para pH 2 com
acido cloridrico. Os resultados obtidos tanto para JP1 como para JP1M em
acido cloridrico foram semelhantes aqueles apresentados para as duas
linhagens em &cido sulfarico (dados ndao mostrados). Isto mostra que a

resisténcia do mutante JP1M deve se relacionar ao valor de pH em si e ndo ao
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tipo de &cido inorganico utilizado. Em seguida, A linhagem JP1M foi testada
para a resisténcia cruzada a acidos organicos. Os resultados mostraram que
tanto o parental JP1 quanto o mutante JP1M n&o foram capazes de crescer em
YPD-pH 3,5 ajustado com acido sulfurico contendo 0,5 mM de sorbato (Fig. 4),
mostrando que a resisténcia do mutante JP1M é especifico para acidos
inorganicos.

Posteriormente, a viabilidade das células de JP1 e JP1M em fase
exponencial de crescimento foi testada a pH 2 nas temperaturas de 37°C e
42°C. De modo geral, a viabilidade das células a 42°C foi menor do que a 37°C
em ambas as linhagens, indicando a ocorréncia de um efeito sinergistico do
acido e da temperatura. Além disso, a linhagem JP1M foi mais resistente do
que o seu parental JP1 aos efeitos letais do acido sulfurico em ambas

temperaturas (Fig. 5). Este efeito foi mais pronunciado na temperatura de 37°C.
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Figura 2. Perfil genético da linhagem JP1 (linha 1) e de duas colénias
do mutante JP1M (linhas 2 e 3) comparadas com as linhagens P5
(linha 4) e P23 (linha 5). O marcador de peso molecular 100-bp ladder
(Invitrogen) foi utilizado (linha 6).
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Figura 3. Curva de crescimento de células da linhagem parental JP1 (simbolos

abertos) e da linhagem mutante JP1M (simbolos fechados) nos meios YPD-2,5
(triangulos) e YPD-2,0 (quadrados) ajustados com &cido sulfurico.
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Figura 4. Curva de crescimento de células da linhagem parental JP1 (cuadrados) e
mutante JP1M (tridingulos) em meio YPD-3,5 ajustados com 4cido sulfiirico na auséncia
(simbolos cheios) ou presenca (simbolos vazios) de sorbato de potassio a 0,5 mmol.1".
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Figura 5. Curvas de viabilidade de celulas na fase exponencial de crescimento da
linhagem parental JP1 (simbolos abertos) e da linhagem mutante JP1IM (simbolos
fechados) em solugdo salina ajustada para pH 2,5 com écido sulftirico apds a incubagio
a 37°C (quadrados) e 42°C (triangulos).

Esses resultados de crescimento e viabilidade celular confirmam o carater
acido-tolerante da linhagem JP1M derivada de JP1. Esse fenétipo pode ser
geneticamente definido, uma vez que diferentes col6nias das linhagens,
mutante e parental, foram testadas, apresentando os mesmos resultados.

Uma caracterizagdo morfoldgica foi realizada por inspegdo microscopica
das células apds o crescimento em baixo pH. De forma semelhante a linhagem
parental JP1, o mutante JP1M n&o apresentou variagdo em sua morfologia
quando submetida a pH 2 em cultivo agitado. Entretanto, JP1M apresentou
formacdo de pseudo-hifa em YPD-pH 2 quando cultivada em tubos sem
agitagcao. Por outro lado, a morfologia celular voltou ao normal quando as essas

células retornaram ao cultivo em frasco agitado (dados ndo mostrados).
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Producao de etanol em baixo pH

A capacidade fermentativa do mutante JP1M foi comparada com o
parental JP1 em meios com diferentes valores iniciais de pH (Figura 6a). O
parental JP1 apresentou maior uma maior velocidade de producéo de etanol no
meio com pH 5 (1,28 g.I'".h™") do que no meio com pH 2 (0,98 g.I".h™"). Em
ambos os valores de pH inicial, o mutante JP1M produziu muito menos etanol
do que o parental. Entretanto, diferentemente do que aconteceu com a
linhagem parental, a produtividade do mutante JP1M foi duas vezes maior no
meio com pH 2 (0,47 g.I'".h™") do que no meio com pH 5 (0,21 g.I".h™").

O glicerol é um importante subproduto tanto do crescimento celular
quanto da fermentacdo etandlica em S. cerevisiae. A produgdo deste
metabdlito foi medida durante os experimentos de fermentagcdo das duas
linhagens nos diferentes valores de pH. Em termos gerais, a produgédo de
glicerol foi cerca de 70 vezes mais baixa na linhagem mutante em relacao a
parental, independentemente do pH do meio (Figura 6b). A linhagem JP1
produziu 28% a mais de glicerol em meio com pH 2 do que em meio pH 5. Isto
demonstra que a maior resisténcia do mutante JP1M a baixos valores de pH
ndo esta relacionada como o aumento da concentracédo intracelular deste

osmolito.
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Figura 6. Perfil fermentativo de células das linhagens JP1 e JP1M. A.
Producéao de etanol de JP1 (quadrados) e JP1M (triangulos) em meio mineral
ajustado para pH inicial 5 (simbolos vazios) e 2 com acido sulfurico (simbolos
cheios). B. Producao de glicerol ao final de quatro horas de fermentacao das
linhagens JP1 (wt) e JP1M (mt) nos diferentes valores de pH inicial.
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DISCUSSAO

A exposicdo de células de leveduras a baixos valores de pH é uma
condicao de estresse que afeta o metabolismo celular (Carmelo et al. 1998).
Em S.cerevisiae, a exposi¢ao por 60 minutos ao estresse acido com HCI (pH 2)
a temperatura de 47°C resulta em perda de 99% da viabilidade celular,
principalmente em meio suplementado com glicose (Carmelo et al, 1998).
Durante o processo de fermentacao alcodlica industrial as células de levedura
sdo recicladas na etapa do pré-fermentador onde sdo tratadas com acido
sulfarico com a finalidade de controla a contaminagdo bacteriana. Este
tratamento acido e o baixo pH entre 2,5 a 3,5 do mosto de fermentacéo
constituem uma constante fonte de estresse celular. Aliado a isto, a
temperatura do processo, principalmente na regido Nordeste do Brasil, varia
em torno de 33°C a 37°C. Estes dois parametros fisico-quimicos contribuem de
forma sinergistica para a perda da viabilidade, com consequéncias no
rendimento alcodlico industrial. A linhagem industrial JP1 foi isolada pela sua
dominancia na populagédo de levedura de diferentes processos industriais e
apresenta a mesma resisténcia celular aos efeitos destes agentes (Silva-Filho
et al., 2005b). As populacbes de células das linhagens industriais podem
apresentar diminui¢cdes na viabilidade da ordem de 50% em meio acido a 37°C,
chegando a mais de 80% quando a temperatura é elevada a 42°C (Silva-Filho
et al., 2005b). Estes resultados dependem do estado fisiolégico das células, ja
que a linhagem JP1 apresentou maior sensibilidade na fase exponencial de

crescimento (Fig. 4) do que na fase estacionaria (Silva-Filho et al., 2005b).
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Normalmente observam-se valores de viabilidade média de 88% em
processos que apresentam temperaturas médias em torno de 33°C (dados
industriais ndo mostrados). No presente trabalho apresentamos o isolamento
de uma linhagem mutante que apresenta valores de viabilidade superiores aos
do parental quando incubados em solugées de pH &acido. Isto sugere a
aquisicao de mutagdes que induzem os mecanismos de resisténcia celular ao
abaixamento do pH do meio, seja ele promovido pelo acido sulfdrico ou pelo
acido cloridrico. Entretanto, este mutante nao foi capaz de crescer em meio na
presenca de sorbato de potassio, em pH abaixo do pKi (4,1) do acido sérbico.
Isso significa que o mecanismo da bomba de ATP-H*, controlado pelas
proteinas Pdr5 e Pdr12 na membrana plasmatica, o qual é responsavel pela
resisténcia a acidos organicos (Kolaczkowska and Goffeau, 1999), ndo deve
estar relacionado a resisténcia a acidos inorganicos. A dissociacao dos acidos
organicos fracos diminui em pH abaixo de seu pKi. Um acido organico, em
estado n&o dissociado no meio extracelular, se difunde através da membrana
plasmatica para o citoplasma das células onde se dissocia, reduzindo o pH
intracelular (Piper et al 1998). Linhagens de S. cerevisiae se mostram
tolerantes a sorbato em YPD ajustado para pH 4,5 com HCI (Piper et al 1998).
Esta resisténcia depende da expressao dos genes do sistema de extrusao de
acido do meio intracelular e de cerca de 270 outros genes envolvidos em
diversas fungdes do metabolismo celular (Mollapour et al 2004). Recentemente,
experimentos de microarranjos de DNA mostraram que menos de 1% dos
genes de S. cerevisiae apresentaram modificacdes no padrdao de expressao
quando as células foram submetidas a fermentacdo em meio acido (Melo et al,

submetido para publicacdo). No entanto, ndo se pode relacionar nenhum gene
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ou familia de genes ao baixo pH do meio. Portanto, a resposta de adaptacao
ao meio acido parece ser bastante complexa, envolvendo ajustes finos na
regulagdo da expressdao génica da levedura. Deste ponto de vista, a
caracterizagdo genética e a andlise da expressdo génica de JP1M podem
revelar quais os alelos mutantes responsaveis pela resisténcia ao baixo pH e
pela sensibilidade da linhagem a acido orgéanico fraco.

As linhagens industriais de S.cerevisiae sdo normalmente resistentes a
alta temperatura (Brosnan et al. 2000), mas este fator interfere na viabilidade
celular quando em sinergia com a presenca de etanol ou meio com baixo pH
(Silva-Filho et al. 2005b). A resisténcia a acido apresentada por JP1 e JP1-M
diminuiu com o aumento da temperatura de 372 C para 42° C, confirmando a
sinergia desses fatores de estresse e mostrando que o fendétipo de resisténcia
a 4cidos inorganicos ndo tem reflexo na resisténcia a choque térmico. Tem sido
mostrado que a presenca de acidos organicos em culturas a elevada
temperatura inibe a resposta ao estresse e induzem mutagcdées que causam
deficiéncia no metabolismo respiratorio (Cheng et al. 1999). A presenca de
etanol também potencializa o efeito letal da elevacdo da temperatura (Silva-
Filho et al., 2005b), diminuindo a temperatura maxima de crescimento das
células (Van Uden, 1984). Os ensaios com o mutante JP1M também revelaram
gue os mecanismos de resisténcia a etanol e a acidos inorganicos séo distintos
(dados nao mostrados).

Embora a producéo de etanol do mutante JP1-M tenha sido muito inferior
a JP1, a reducao do pH do meio de fermentacdo aumentou a producéao final de
etanol ap6s 4 horas de fermentacao, indicando que essa levedura produz mais

alcool em meio com valores baixos de pH. A presenca de acido acético no
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meio aumenta a velocidade especifica de producao de etanol em linhagens de
laboratério de S.cerevisiae, porém em trés linhagens industriais essa
velocidade diminuiu (Garay-Arroyo et al. 2004), revelando uma variacao intra-
especifica no comportamento fermentativo em resposta a acidos orgéanicos.
N&ao existem relatos na literatura sobre o efeito dos acidos inorganicos sobre a
producdo de etanol. O aumento da velocidade especifica de producédo de
etanol na presenca de acido acético para algumas linhagens pode ser
explicado pelo aumento na producdo de ATP, necessario para manter o pH
intracelular constante (Garay-Arroyo et al. 2004). Porém, neste trabalho, a
reducdo do pH do meio de fermentacdo, através da adicdo de um &cido
inorganico (acido sulfarico), diminuiu a producdo de etanol de JP1. Esse
resultado pode indicar que a presenca de um acido inorganico no meio
extracelular ndo afeta o pH interno, como ocorre com o acido acético (Garay-
Arroyo et al. 2004), possivelmente porque o acido sulfurico ndo atravesse
passivamente a membrana plasmatica, se dissociando em 2H" e (SO4)? no
meio extracelular. Por outro lado, a produgéo de etanol de JP1M, embora muito
inferior a JP1, foi duas vezes maior em pH 2 do que em pH 5. Em S. cerevisiae,
o sulfato é transportado através da membrana plasmatica pela enzima sulfato
permease (Dequin, 2001) codificada pelo gene SUL2 (Cherest H, et al. 1997).
Uma vez no citoplasma o sulfato é ativado pela ATP sulfurilase, formando
adenosina 5’-fosfossulfato (APS) (Dequin, 2001). Portanto, a assimilagédo do
ion sulfato dissociado do acido ocorre as custas de ATP. O aumento na
produga@o de etanol é coerente com uma maior necessidade de ATP, tanto para

manter constante o pH intracelular como para metabolizar o ion sulfato. Ainda
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nao esta claro qual a estratégia utilizada pela levedura para minimizar os
efeitos do acido sulfurico.

Os resultados apresentados aqui mostram que foi possivel o isolamento
de um mutante capaz de crescer em meio com baixo pH, apesar da indicacao
de que a resisténcia ao estresse acido deve estd relacionada com um
mecanismo complexo envolvendo possivelmente mais de um gene. Portanto, a
partir de exposicao continua de células de S. cerevisiae a acido sulfurico por
varias geracdes foi possivel isolar um mutante resistente (JP1M) a &cido
inorganico em valores extremos de pH. Embora esse mutante apresente uma
grande fase lag em condi¢6es normais de crescimento, o que indica um grande
nuamero de mutagdes presentes, o perfil de PCR-fingerprinting foi igual a do seu
parental JP1, confirmando a sua origem genética.

A analise da expressao génica de JP1 e JP1M, em condigbes normais e
de estresse, possibilitara a comparagdo do perfil de expressdo génica global
dessas linhagens e a identificagdo de mudangas no grau de expressao de
genes especificos, envolvidos nas diversas vias metabdlicas na célula. Ainda, é
importante fazer a caracterizagcdo genética do mutante através da analise de
tétrades e segregacdo de esporos para identificacdo de alelos mutantes
recessivos. Desta forma serd possivel a identificacdo de alelos responsaveis

pela resisténcia a acido da linhagem JP1M.
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6. CONCLUSOES

A utilizagdo da técnica de PCR-fingerprinting usando o primer (GTG)s
possibilitou a diferenciacdo de linhagens de S.cerevisiae dominantes do
processo fermentativo em destilarias de &lcool combustivel do Nordeste do
Brasil. A partir dessas analises, uma nova linhagem industrial de S.cerevisiae
foi selecionada e denominada JP1. Essa levedura apresentou capacidade
fermentativa e resisténcia a estresse semelhantes as linhagens comerciais
normalmente usadas nesse processo. Além disso, essa linhagem mostrou alta
eficiéncia de transformacédo, indicando o seu potencial para manipulacdes
genéticas. A linhagem JP1 é capaz de crescer em YPD pH 2,5 com acido
sulfurico, porém quando cultivada em meio mineral essa linhagem foi capaz de
crescer em pH 2.

A caracterizagdo genética de JP1, através da analise tétrades mostrou
que essa levedura é diploide, porém nao formando tétrades completas,
possivelmente devido a aneuploidia ou presenca de alelo letal ou ambas as
caracteristicas.

Através do cultivo em bateladas sucessivas em YPD-H>SO4, tanto em
pH 2,5 quanto em pH 2,0, foi possivel isolar uma linhagem mutante derivada de
JP1 resistente a baixos valores de pH. A linhagem mutante se mostrou mais
resistente a acido do a linhagem selvagem, porém a resisténcia desse mutante
a acido inorganico foi suprimida pela adicdo de 0,5 mM de sorbato ao meio de
cultura, indicando que esses dois tipos de acido apresentam mecanismos de
acao diferentes e, consequientemente, desencadeiam respostas fisiolégicas

independentes.
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Nos ensaios de fermentacao, JP1 apresentou uma maior producdo de
etanol em pH 6 em relagédo a linhagem de laboratério JT95. Porém, a reducao
do pH do meio para 2 reduziu a produgdo de etanol em cerca de 20% para
ambas as linhagens. A linhagem JT95 apresentou uma taxa especifica de
crescimento reduzida em meio mineral pH 2. A determinagdo do perfil de
expressdo génica de JT-95 durante a fermentacdo etandlica em baixo pH
através da técnica de DNA microarray revelou que os principais genes
envolvidos na assimilagdo de enxofre e no metabolismo dos aminoacido
sulfurados metionina e cisteina foram reprimidos. Esse resultado poderia
indicar uma condicdo de auxotrofia para esses aminoacidos, porém quando
estes foram adicionados ao meio de cultura a taxa de crescimento nao foi
restaurada. E possivel que o fon sulfato ndo entre na célula, uma vez que o
gene da sulfato permease é reprimido em pH 2. Além disso, a ativagdo do
sulfato no meio intracelular ocorre as custa de ATP. Uma vez que o &cido
sulfdrico causa danos a célula, € possivel que a esta economize ATP para
restaurar as estruturas celulares. Para se ter uma idéia mais concreta dos
efeitos do pH do meio externo na fisiologia celular € necessario se fazer um
estudo relacionando expressao génica, sintese de proteinas e acumulo de

metabolitos na célula.
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description of the relevant safety precautions adopted or cite an accepted 'Code
of Practice'.

Ethics of experimentationThe Journal will only accept manuscripts in which
there is evidence of the ethical use of animals or harmful substances. The care
and use of experimental animals must comply with all relevant local animal
welfare laws, guidelines and policies, and a statement of such compliance
should be provided to the Journal Editor. Where possible, alternative
procedures that replace the use of animals, either partially or completely, for
example in vitro biological systems, should be used. Where this is not possible,
the minimum number of animals should be used and pain and suffering
reduced, consistent with attaining the scientific objectives of the study. All
reasonable steps must be taken to ensure the humane treatment of animals, so
as to minimize discomfort, distress and pain. Animals in pain or moribund
should be painlessly killed according to local euthanasia regulations.

Gnotobiotic animalsThe terminology for describing the environmental status of
animals in gnotobiotic experiments has established itself by usage. Germ-free
implies freedom from any detectable microorganisms or viruses and it is limited
by the tests used to detect contaminants. Conventional animals have a full
complement of associated microbes. Open conventional animals are housed in
a standard animal house. Isolator conventional animals are maintained in
isolators and associated with full flora. Ex-germ-free animals are those with an
associated flora which have become conventional.

Supplementary material Authors wishing to submit supplementary material
(such as multimedia adjuncts, large data sets, extra colour illustrations,
bibliographies or any other material for which there is insufficient space in the
print edition of the Journal) must do so at the time of first submission. This
supplementary material is an integral part of the article and will be reviewed
accordingly. The availability of supplementary material should be indicated in
the main manuscript by a paragraph, to appear after the References, headed
'Supplementary material' and providing titles of figures and tables.

2. Review Articles Preparation of manuscript These will present a
substantial survey with an adequate historical perspective of the literature on
some facet of applied microbiology. Your manuscript should not be simply a
review of past work or be concentrated largely on unpublished results from your
or colleagues’ laboratory. We would prefer to see a distillation of early and
present work within the field to show progress and explain the present interest
and relevance. It is essential at the planning stage to realize that there is a limit
to the number of pages available. The final manuscript must not exceed 22
pages (A4) with double-spaced typing, including references. The Tables and
Figures must be considered as part of the text and the pages available for text
reduced accordingly. References can make a heavy demand on the pages
available to you, and it is suggested that you select key references only.

94



Manuscript presentation The headings in these Review articles are of the
author's choice; they should be listed under the heading 'Contents' on page 2 of
the manuscript. A short SUMMARY of 150-200 words must be included. The
first page of the manuscript must give only (a) the title; (b) name(s) of author(s)
and address; (c) an abbreviated title to be used for the running headline not
exceeding 35 letters and spaces; (d) the name, postal and email address of the
author to whom all correspondence should be addressed and who will check
the proofs.

A. The title should be as shown here. Lower case after first letter.
B. The author(s) — .M. Able, J. Brown and A. Lincoln.
C. Address — upper and lower case.
D. List of contents, to follow title page.
1. Summary
2. Introduction
2.1 ...

32 ..
E. The manuscript
1 SUMMARY (left flush)
2 INTRODUCTION
3 INFECTIONS CAUSED BY PATHOGENS
3.1 Skin infections
3.2 Pulmonary infections
4 INCIDENCE
5 TREATMENT
6 CONCLUSIONS
7 REFERENCES

3. Letters to the Editor

The Chief Editor will consider letters which will provide further debate on a
particular topic arising from the publication of a paper. Author(s) of the paper
will be sent an edited copy of the letter and they will have the right of reply. Both
letters will be published in the Journal.

Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web
site. A working email address must therefore be provided for the corresponding
author. The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file
from this site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This
software may be downloaded (free of charge) from the following web site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html This will enable the file
to be opened, read on screen and printed out in order for any corrections to be
added. Further instructions will be sent with the proofs. Hard copy proofs will be
posted if no email address is available. Excessive changes made by the author
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require the return of any material submitted, please inform the Editorial Office or
Production Editor.

Abbreviations

These are some examples of common abbreviations used in Letters in Applied
Microbiology:

A, Absorbance

approx. or c., approximately

at. wt., atomic weight

bp, base pairs

by vol, by volume (for greater than two component liquids)
cm2, per square centimetre

cpDNA, chloroplast DNA

D, attenuance (see
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/newsletter/1996/news3.html
Da (kDa), daltons (kilodaltons)

edn, edition

ed., editor(s)

ergs. sq. mm-1, ergs per square millimetre

IU, International unit

kbp, kilobase pair

Mabs, monoclonal antibodies

MIC, minimal inhibitory concentration

mol 1-1, moles per litre

Mr,molecular mass

nm, nanometre

OD, optical density

OFAGE, orthogonal field alteration gel electrophoresis
ORF or orf, open reading frame

P, probability

PFG, pulsed field gradient

ppm, parts per million

recDNA, recombinant DNA

rev min-1, revolution per minute

SD, standard deviation

SE, standard error

subsp., subspecies

U, enzyme unit

UV, ultraviolet

VS, versus

v/v, volume per volume

w/v, weight per volume

w/w, weight per weight

There is no need to define common acronyms such as ATP, EDTA, ELISA,
GLC, HPLC, RNA or SDS-PAGE.

OnlineEarly

Letters in Applied Microbiology is covered by Blackwell Publishing's OnlineEarly
service.

OnlineEarly articles are complete full-text articles published online in advance of
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their publication in a printed issue. Articles are therefore available as soon as
they are ready, rather than having to wait for the next scheduled print issue.
OnlineEarly articles are complete and final. They have been fully reviewed,
revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after
online publication. The nature of OnlineEarly articles means that they do not yet
have volume, issue or page numbers, so OnlineEarly articles cannot be cited in
the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI),
which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue.
After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite
and access the article. More information about DOIs can be found at:
http://www.doi.org/fag.html.

Disclaimer

Whilst every effort is made by the Publishers and Editorial Board to see that no
inaccurate or misleading data, opinion or statement appears in this Journal,
they wish to make it clear that the data and opinions appearing in the articles
and advertisements herein are the sole responsibility of the contributor or
advertiser concerned. Accordingly, the Publishers and Editors and their
respective employees, officers and agents accept no responsibility or liability
whatsoever for the consequences of any such inaccurate or misleading data,
opinion or statement.

7.2 Journal of Applied Microbiology

Including Letters in Applied Microbiology & Annual Symposium - the Official
Journals of the Society for Applied Microbiology.

Published for the Society for Applied Microbiology

Edited by:

A. Gilmour

ISI Journal Citation Reports® Ranking: 2004: 51/133
(Biotechnology & Applied Microbiology); 48/84 (Microbiology)
Impact Factor: 1.835 (ISI Impact Factor for 2004)

Including Letters in Applied Microbiology & Annual Symposium. The
Official Journals of the Society for Applied Microbiology.

Journal of Applied Microbiology publishes research and review papers on all
aspects of applied microbiology; including environmental, food, agricultural,
medical, pharmaceutical, veterinary, taxonomy, soil, systematics, water and
biodeterioration. Papers reporting work on all microorganisms, including
viruses, are welcomed providing they demonstrate new findings of relevance to
the field as a whole.

Rapid Production: Average time from acceptance to publication is now around
5 months.
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The preparation and presentation of manuscripts

Manuscripts should be drafted as concisely as possible. As space in the Journal
is at a premium, the Editors always reserve the right to require authors to
reduce the length of their manuscripts. Manuscripts will not be reviewed unless
the English is of a publishable standard. By submission of a manuscript to the
journal, all authors warrant that they have the authority to publish the material
and that the paper, or one substantially the same, has neither been published
previously, nor is being considered for publication elsewhere.

Format of papers

Manuscripts should be prepared using a word-processor. Text must be double-
spaced, and the right hand margin justification should be switched off. Similarly,
artificial word breaks at the end of lines must be avoided. A margin of at least
2.5 cm should be left around the text. The pages of the manuscript must be
numbered consecutively, and should have line numbers. Do not use the
carriage return (enter) at the end of lines within a paragraph. Turn the
hyphenation option off. The first page should show: (a) the title; (b) name(s) of
author(s) and place(s) where the work was done; (c) an abbreviated running
headline not exceeding 35 letters and spaces; (d) the name, complete mailing
address, email address, telephone and fax numbers of the author to whom all
correspondence should be addressed and who will check the proofs. Authors
may be advised that short papers not exceeding four published pages would be
better placed in Letters in Applied Microbiology.

Submissions

Authors are invited to suggest at least three reviewers. It is not appropriate for
reviewers to be members or former members of the authors' organization(s), or
to have been associated with them. Conversely, authors may identify, with
appropriate justification, reviewers or institutions that they would prefer were not
approached. Authors are advised that Editors reserve the right to select
reviewers of their choice.Authors are advised to submit their manuscripts online
at http://appliedmicrobiology.manuscriptcentral.com/ . If you experience
difficulties submitting your manuscript online you should first contact the
Editorial Assistant jam@oxon.blackwellpublishing.com. A helpline for technical
support is accessible on the online submission site. Save your complete
manuscript as a Word document (.doc), Rich Text Format (.rif), Portable
Document Format (.pdf) or PostScript (.ps) file. The file will be converted to a
PDF when uploaded. All original files that you upload will be available and can
be accessed by the Editorial Office if necessary.

1. Full-length papers
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The paper should have as its aim the development of concepts as well as
the recording of facts. The manuscript should be prepared for a wide
readership. As far as possible the paper should present the results of a
substantial programme of research. Sequential publication of numbered
papers will not be permitted.

The paper will have the following sections:

(a) ABSTRACT: A brief summary of about 150-200 words, should give the
major findings of the investigation under the following headings: Aims;
Methods and Results; Conclusions; Significance and Impact of Study. A
list of between five and eight keywords should be added;

(b) INTRODUCTION: A balance must be struck between the pure and
applied aspects of the subject;

() MATERIALS AND METHODS: Ensure that the work can be repeated
according to the details provided. By submission of a manuscript, the
authors consent that biological material, including plasmids, viruses and
microbial strains, unobtainable from national collections will be made
available to members of the scientific community for non-commercial
purposes subject to national and international regulations governing the
supply of biological material. In the case of a new diagnostic PCR, you
should consider the need for an internal amplification control

(JAM 2004 96(2):221; available at http://www.blackwell-
synergy.com/links/doi/10.1046/j.1365-2672.2003.02188.x/full );

(d) RESULTS: Well-prepared tables and figures must be a cardinal feature
of the 'Results' section because they convey the major observations to
readers who scan a paper. Information provided in tables and figures
should not be repeated in the text, but focus attention on the importance
of the principal findings of the study. In general, journal papers will
contain between one and seven figures and tables;

(e) DISCUSSION: This must not recapitulate the results and authors must
avoid the temptation of preparing a combined 'Results and Discussion'
section;

(f) ACKNOWLEDGEMENTS;

(g) REFERENCES: Citation of references having three or more names
should be cited in the text as Jones et al. (1992) at the first and
subsequent times of quoting the reference unless this causes confusion,
e.g. Jones, Brown and Green (1992) and Jones, Green and Smith
(1992) would have to be quoted in full. A series of references should be
given in ascending date order (Green and Smith 1946; Jones et al.
1956). Different publications having the same author(s) and year will be
distinguished by, for example, 1992a, 1992b. This also applies to the
Bibliography. Papers or other publications having no obvious author(s)
should usually be cited as 'Anon." with the year in the text and
bibliography. References to papers not freely available to the public
without charge are not acceptable. Web sites should be quoted in the
text with an access date.
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Layout of references

The Harvard system should be used. Names with the prefixes de, do van, von,
etc. will be placed in alphabetical order of the first letter of the prefix, e.g. von
Braun would appear under 'V'. Where italics are intended, words must either be
typed in roman and underlined or printed in italics from a word processor.
Abbreviate journal titles according to Index Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms cond.html). The following is an
example of order and style to be used in the manuscript:

Laverick, M.A., Wyn-Jones, A.P. and Carter, M.J. (2004) Quantitative RT-PCR
for the enumeration of noroviruses (Norwalk-like viruses) in water and sewage.
Lett Appl Microbiol 39, 127—135.

Garner, J.S. and Favero, M.S. (1985) Guidelines for Handwashing and Hospital
Environment Control. US Public Health Service, Centers for Disease Control
HHS No. 99-117. Washington DC: Government Printing Office.

Fricker, C.R. (1995) Detection of Cryptosporidium and Giardia in water. In
Protozoan Parasites in Water ed. Betts, W.B., Casemore, D., Fricker, C.R.,
Smith, H.V. and Watkins, J. pp.91-96. London: The Royal Society of Chemistry.

Personal communications should be cited in the text with initials and family
name of all individuals.

English usage

Numbers in text: one to nine in full; 10 and above as numerals. Use 'z’ spelling
where possible, except analyse, dialyse, hydrolyse, etc.; sulfur, sulfate, etc.

Headings

The hierarchy of the headings used is: First Order

MATERIALS AND METHODS

Second Order

Sample preparation

Third Order

The media

First paragraph runs on; second and subsequent paragraphs indented.
Abbreviations and units

The Journal uses Sl units: g I-1 not g/l; d, h, min, s (time units) but week and

year in full; mol I-1 (not M or N); probability is P; centrifugation conditions
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relative to gravity (g). Please refer to the Biochemical Journal 'Instructions to
Authors' www.biochemj.org/bj/bji2a.htm.

Microbial nomenclature

The Latin binomial name of micro-organisms, plants and animals (other than
farm animals) must be given at first mention in the text; thereafter the generic
name will be abbreviated in such a way that confusion is avoided when dealing
with several genera all beginning with the same letter, viz. Pseudomonas,
Proteus, Pediococcus, etc. (see list of abbreviations below). Subspecies are
italized (Corynebacterium diphtheriae subsp. mitis); groups and types are
printed in Roman and designated by capital letters or Arabic figures (e.g.
Staphylococcus aureus group

A). Common names will not have an initial capital letter nor will they be
underlined in the manuscript, viz. pseudomonad, salmonellas. The specific
name will be given in full in the captions to tables and figures. Major ranks are
written in Roman with an initial capital (e.g. Enterobacteriaceae) . Here is a list
of abbreviations currently in use for common generic names: Acet.,
Acetobacter;, Ac., Acinetobacter; Act., Actinomyces; Aer., Aeromonas; Ag.,
Agrobacterium; Alc., Alcaligenes; Alt., Alteromonas; B., Bacillus; Bact.,
Bacteroides; Bord., Bordetella; Bran., Branhamella;, Br., Brucella, Camp.,
Campylobacter; Cit., Citrobacter; Cl., Clostridium; Coryne., Corynebacterium;
Cyt., Cytophaga; Des., Desulfomonas or Desulfovibrio (spell out if both appear
in same paper); Edw., Edwardsiella; Ent., Enterobacter or Enterococcus (spell
out if both appear in same paper); Erw., Erwinia; E., Escherichia; Eu.,
Eubacterium; Fl., Flavobacterium; Fus., Fusobacterium; G., Gemella; H.,
Haemophilus; KI., Klebsiella; Lact., Lactobacillus; L., Lactococcus; Leg.,
Legionella; Leuc., Leuconostoc; L., Listeria; Meth., Methanobacterium or
Methanococcus (spell out if both appear in same paper); Mic., Microbacterium;
M., Micrococcus; Mor., Moraxella; Myco., Mycobacterium; Myc., Mycoplasma;
N., Neisseria; Nit., Nitrobacter or Nitrosomonas (spell out if both appear in same
paper); Noc., Nocardia; Past., Pasteurella, Ped., Pediococcus; Ple.,
Plesiomonas; Pr., Proteus, Ps., Pseudomonas, Rh., Rhizobium; R.,
Ruminococcus; Salm., Salmonella; Ser., Serratia; Sh., Shigella; Staph.,
Staphylococcus; Strep., Streptococcus; S., Streptomyces; T., Thiobacillus; V.,
Vibrio; X., Xanthomonas; Y., Yersinia. For plant pathogenic bacteria, authors
may need to refer to the list of pathovars compiled by the International Society
for Plant Pathology: Young, J.M., Bull, C.T., De Boer, S.H., Firrao, G., Gardan,
L., Saddler, G.E., Stead, D.E. and Takikawa, Y. Names of Plant
Pathogenic Bacteria Published Since 1995. Report of the Taxonomy of
Bacterial Plant Pathogens Committee of the International Society of Plant
Pathology. Available at
http://www.isppweb.org/names bacterial new2004.asp . In this, many species
names not included in the Approved Lists (www-sv.cict.fr/bacterio) are reduced
to the rank of pathovar so that the original names are retained in a trinomial
form. Where the pathovar name is cited it may subsequently be abbreviated as
follows: Pseudomonas syringae pv. phaseolicola becomes P. s. phaseolicola.
Reference to the two lists avoids the need for citing past authors who named or
renamed pathogens but, for completeness or clarity, synonyms suggested by
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more recent work may have to be considered.The nomenclature used when
describing the species of salmonella should accord with the system proposed
by Le Minor and Popoff (http://www.bacterio.cict.fr/). Specifically, at the first
citation of a serotype the genus name is given followed by the word “serotype”
and then the serotype name. Names of serotypes should be in Roman type
with the first letter capitalised (for example Salmonella serotype
Typhimurium). Subsequently the name should be written with the genus
(abbreviated) followed directly by the serotype name (for example Salm.
Typhimurium).

Nucleotide sequences

(1) Nucleotide sequence data should be deposited in the
EMBL/GenBank/DDBJ Nucleotide Sequence Data Libraries and the
accession number referenced in the manuscript;

(2) Sequence data should only be included if they are new (unpublished),
complete (no unidentified nucleotides included) and if the sequence
information itself provides important new biological insights of direct
relevance to the question addressed in the manuscript. Generally
sequences should not be submitted if the same gene has been reported
in another species unless a comparison with related sequences
contributes important new information;

(3) Presentation of nucleotide sequences should include clear indications of
nucleotide numbers and points of interest, e.g. promoter sequences,
ribosome binding sites, mutations, insertions, probe sequences, etc. In
the case of comparisons, nucleotides which differ between the
sequences should be readily visible to the reader, e.g. by the use of bold
face, shading, boxing or by the use of a dash to represent identical
nucleotides. The font size used in the manuscript should facilitate
appropriate reduction of the figure.

Statistics

Tests must be presented clearly to allow a reader with access to the data to
repeat them. It is not necessary to describe every statistical test fully, as long as
it is clear from the context what was done. In particular, null hypotheses should
be clearly stated. Authors are urged to give consideration to the assumptions
underlying any statistical tests used and to assure the reader that the
assumptions are at least plausible. Authors should be prepared to use
nonparametric tests if the assumptions do not seem to hold.

Tables

Tables must be prepared using the same word processing package as the
manuscript text. They should not be embedded but be placed immediately
following the main text. Do not submit tables separately. Tables must not
include ruled vertical or horizontal lines with the exception of headers and a
footer (see example). The use of explanatory footnotes is permissible and they
should be marked by the following (shown in order of preference): *, t, %, §, , **,
11 etc. For an example of JAM table style, click here.
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Figures

Figures may be line drawings or photographs. They may be uploaded to the
online submission site as separate files or included within the manuscript
following the text and any tables. Do not embed figures in the text. All graphs,
charts and diagrams must be submitted in a finished form and at their intended
publication size. Authors are advised that poor quality figures may delay the
publication of their paper. Symbols or keys representing data series in graphs
and charts must not be shown on the figure itself but be included in the legend
typed on a separate sheet. For an example of JAM figure style, click here.

Photographs. These must be of good quality and high contrast. The
magnification must be indicated by adding a bar representing a stated length.
Composite photographs can reduce the numbers that require publication. The
Journal will not accept figures illustrating SDS-PAGE and agarose gels, with
multiple lanes, where lane order has been rearranged using digital imaging
software. The figure should also show sufficient of the gel to reveal reference
markers (e.g. the sample origin and a tracker dye, or a lane of molecular mass
markers). Captions should be set out in the same manner as that used for
figures.

Electronic submission. We would like to receive your artwork in electronic form.
Please save line art (vector graphics) in encapsulated PostScript (EPS) format.
Photographic images should be saved as Tagged Image Format Files (TIFF).
Please indicate any form of file compression used (e.g. Zip). Detailed
information on the submission of electronic artwork can be found at:
http://www.blackwellpublishing.com/authors/digill.asp

Colour figures. It is the policy of the Journal for authors to pay the full cost for
the reproduction of their colour artwork. Please note that if there is colour
artwork in your manuscript when it is accepted for publication, Blackwell
Publishing require you to complete and return a colour work agreement form
before your paper can be published. This form can be downloaded as a PDF
from http://www.blackwellpublishing.com/pdf/SN Sub2000 X CoW.pdf. If you
are unable to download the form please contact the Editorial Office.

Footnotes

Not permitted other than on the first page of a manuscript where they are used
to show the author's change of address and the address for correspondence.

Experimental hazards

Chemical or microbiological hazards that may be involved in the experiments
must be explained. Authors should provide a description of the relevant safety
precautions adopted or cite an accepted 'Code of Practice'.

Ethics of experimentation
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The Journal will only accept manuscripts in which there is evidence of the
ethical use of animals or harmful substances. The care and use of experimental
animals must comply with all relevant local animal welfare laws, guidelines and
policies, and a statement of such compliance should be provided to the Journal
Editor. Where possible, alternative procedures that replace the use of animals,
either partially or completely, for example in vitro biological systems, should be
used. Where this is not possible, the minimum number of animals should be
used and pain and suffering reduced, consistent with attaining the scientific
objectives of the study. All reasonable steps must be taken to ensure the
humane treatment of animals, so as to minimize discomfort, distress and pain.
Animals in pain or moribund should be painlessly killed according to local
euthanasia regulations.

Gnotobiotic animals

The terminology for describing the environmental status of animals in
gnotobiotic experiments has established itself by usage. Germ-free implies
freedom from any detectable microorganisms or viruses and it is limited by the
tests used to detect contaminants. Conventional animals have a full
complement of associated microbes. Open conventional animals are housed in
a standard animal house. Isolator conventional animals are maintained in
isolators and associated with full flora. Ex-germ-free animals are those with an
associated flora which have become conventional.

Supplementary material

Authors wishing to submit supplementary material (such as multimedia
adjuncts, large data sets, extra colour illustrations, bibliographies or any other
material for which there is insufficient space in the print edition of the Journal)
must do so at the time of first submission. This supplementary material is an
integral part of the article and will be reviewed accordingly. The availability of
supplementary material should be indicated in the main manuscript by a
paragraph, to appear after the References, headed 'Supplementary material’
and providing titles of figures and tables.

2. Review Articles
Review articles should not exceed 10—12 Journal pages.
Preparation of manuscript

These will present a substantial survey with an adequate historical perspective
of the literature on some facet of applied microbiology. Your manuscript should
not be simply a review of past work or be concentrated largely on unpublished
results from your or colleagues’ laboratory. We would prefer to see a distillation
of early and present work within the field to show progress and explain the
present interest and relevance. It is essential at the planning stage to realize
that there is a limit to the number of pages available. The final manuscript must
not exceed 32 pages (A4) with double-spaced typing, including references. The
Tables and Figures must be considered as part of the text and the pages
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available for text reduced accordingly. References can make a heavy demand
on the pages available to you, and it is suggested that you select key
references only.

Manuscript presentation

The headings in these Review articles are of the author's choice; they should be
listed under the heading 'Contents' on page 2 of the manuscript. A short
SUMMARY of 150-200 words must be included. The first page of the
manuscript must give only (a) the title; (b) name(s) of author(s) and address; (c)
an abbreviated title to be used for the running headline not exceeding 35 letters
and spaces; (d) the name, postal and email address of the author to whom all
correspondence should be addressed and who will check the proofs.

The title should be as shown here. Lower case after first letter
The author(s) — I.M. Able, J. Brown and A. Lincoln.

Address — upper and lower case.

List of contents, to follow title page.

1. Summary

2. Introduction

2.1 ...

moowy

32
E.The manuscript

1 SUMMARY (left flush)

. 2 INTRODUCTION

3 INFECTIONS CAUSED BY PATHOGENS
3.1 Skin infections

3.2 Pulmonary infections

4 INCIDENCE

5 TREATMENT

. 6 CONCLUSIONS

7 REFERENCES

ZZrxXe—IEM

3. Letters to the Editor

The Chief Editor will consider letters which will provide further debate on a
particular topic arising from the publication of a paper. Author(s) of the paper
will be sent an edited copy of the letter and they will have the right of reply.
Both letters will be published in the Journal.

Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web
site. A working email address must therefore be provided for the corresponding
author. The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file
from this site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This
software may be downloaded (free of charge) from the following web site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html This will enable the file
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to be opened, read on screen and printed out in order for any corrections to be
added. Further instructions will be sent with the proofs. Hard copy proofs will be
posted if no email address is available. Excessive changes made by the author
in the proofs, excluding typesetter errors, will be charged separately.

Offprints

Authors will be provided with electronic PDF offprint of their article. This PDF
may be posted on the Contributing Authors' own website for personal or
professional use, or on the Contributing Authors' internal university or corporate
network/intranet, or on a secure external website at the Contributing Authors'
institution, providing access is limited to members of the Contributing Authors'
university or corporation. Paper offprints may be ordered at prices as quoted on
the order form that accompanies proofs.

Exclusive licence

Papers are accepted on the understanding that the Journal is granted exclusive
licence to publish them.

OnlineOpen

OnlineOpen is a pay-to-publish service from Blackwell that offers authors whose
papers are accepted for publication the opportunity to pay up-front for their
manuscript to become open access (i.e. free for all to view and download) via
Blackwell Synergy. Each OnlineOpen article will be subject to a one-off fee of
£1250 (equivalent to $2500), excluding colour charges, to be met by or on
behalf of the Author in advance of publication. Upon online publication, the
article (both full-text and PDF versions) will be available to all for viewing and
download free of charge. The print version of the article will also be branded as
OnlineOpen and will draw attention to the fact that the paper can be
downloaded for free via Blackwell Synergy.

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to
complete the combined payment and licence form available from our website at:

http://www.blackwellpublishing.com/pdf/JAM OOF.pdf

(Please note this form is for use with OnlineOpen material ONLY')

Once complete this form should be sent to the Editorial Office along with the
rest of the manuscript materials at the time of acceptance or as soon as
possible after that (preferably within 24 hours to avoid any delays in
processing). Please do not inform the Editorial Office that you intend to publish
your paper OnlineOpen before that paper has been accepted for publication.

The copyright statement for OnlineOpen authors will read:
(c) [date] The Author(s) Journal compilation (c) [date] The Society for Applied
Microbiology

107



Author material archive policy

Please note that unless specifically requested, Blackwell Publishing will dispose
of all hardcopy or electronic material submitted 2 months after publication. If you
require the return of any material submitted, please inform the Editorial Office or
Production Editor.

Abbreviations

These are some examples of common abbreviations used in Journal of Applied
Microbiology:

A, Absorbance

approx. or ca, approximately

at. wt., atomic weight

bp, base pairs

by vol, by volume (for greater than two component liquids)
cm2, per square centimeter

cpDNA, chloroplast DNA

D, attenuance

(see http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/newsletter/1996/news3.html

Da (kDa), daltons (kilodaltons)

edn, edition

ed., editor(s)

ergs. sq. mm-1, ergs per square millimeter
IU, International unit

kbp, kilobase pair

Mabs, monoclonal antibodies

MIC, minimal inhibitory concentration

mol 1-1, moles per litre

Mr,molecular mass
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nm, nanometre

OD, optical density

OFAGE, orthogonal field alteration gel electrophoresis
OREF or orf, open reading frame
P, probability

PFG, pulsed field gradient

ppm, parts per million

recDNA, recombinant DNA

rev min-1, revolution per minute
SD, standard deviation

SE, standard error

subsp., subspecies

U, enzyme unit

UV, ultraviolet

VS, versus

v/v, volume per volume

w/v, weight per volume

w/w, weight per weight

There is no need to define common acronyms such as ATP, EDTA, ELISA,
GLC, PLC, RNA or SDS-PAGE.

OnlineEarly

Journal of Applied Microbiologyis covered by Blackwell Publishing's
OnlineEarly service.

OnlineEarly articles are complete full-text articles published online in advance of
their publication in a printed issue. Articles are therefore available as soon as
they are ready, rather than having to wait for the next scheduled print issue.
OnlineEarly articles are complete and final. They have been fully reviewed,
revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after
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online publication. The nature of OnlineEarly articles means that they do not yet
have volume, issue or page numbers, so OnlineEarly articles cannot be cited in
the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI),
which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue.
After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite
and access the article. More information about DOIs can be found at:
http://www.doi.org/fag.html.

Disclaimer

Whilst every effort is made by the Publishers and Editorial Board to see that no
inaccurate or misleading data, opinion or statement appears in this Journal,
they wish to make it clear that the data and opinions appearing in the articles
and advertisements herein are the sole responsibility of the contributor or
advertiser concerned. Accordingly, the Publishers and Editors and their
respective employees, officers and agents accept no responsibility or liability
whatsoever for the consequences of any such inaccurate or misleading data,
opinion or statement.

Exclusive licence form: http://www.blackwellpublishing.com/pdf/jam caf.pdf
Colourwork Agreement form:
http://www.blackwellpublishing.com/pdf/SN Sub2000 X CoW.pdf
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