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Resumo

Probidticos sdo microrganismos vivos presentes em alimentos e suplementos que, quando
ingeridos em quantidades suficientes, podem conferir beneficios a saide do hospedeiro.
Isolada por Henri Boulard em 1920 durante um surto de célera na Indochina (atual Vietnd), a
levedura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii é uma levedura ndo patogénica,
termotolerante, e 0 Gnico microrganismo eucarioto comercializado como probiético no mundo
todo para o tratamento de distdrbios gastrointestinais em humanos. A levedura
Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 foi isolada a partir de uma colecdo de S. cerevisiae
que foram testadas in vitro simulando condigdes gastrointestinais e in vivo, pela capacidade de
colonizar o trato gastrointestinal de ratos sem causar patologia. Posteriormente foi
demonstrado o seu efeito protetor em animais gnotobioticos desafiados com Salmonella
typhimurium, Escherichia coli e Clostridium difficile, caracterizando pela primeira vez, um
potencial produto probiotico de origem brasileira. Neste estudo, apresentamos e comparamos
a sequéncia do genoma da cepa S. cerevisiae UFMG A-905 e de trés cepas de S. boulardii.
Ambas as cepas possuem genoma com tamanho caracteristico de S. cerevisiae, entre 11.4Mb
e 11.6Mb, com média de 5.350 genes codificadores de proteinas preditos. A quantidade de
termos de ontologia, dominios proteicos e contagem de Enzime Code foi semelhante entre as
cepas probidticas, embora apenas a cepa Sb_ ATCC MY A-796 tenha apresentado evidéncia de
enriquecimento da categoria funcional “Protein Binding”, quando comparada & cepa néo-
probidtica S288c. As relacdes filogenéticas inferidas a partir do alinhamento de 415 proteinas
ortdlogas e construcdo de uma mega-arvore pelo método Neighbor-Joining foi capaz de
evidenciar trés grandes clados, formados por cepas de importancia industrial, cepas
laboratoriais e cepas fermentadoras alcodlicas, onde estdo agrupadas, em um ramo
monofilético, as cepas probidticas. As analises de SNVs sugerem uma conservacao em nivel

de variacdo de nucleotideos nos genomas probidticos, apresentando média de 51.943 variantes
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em cada genoma, com média de uma variante a cada 230 bases, e 70% de impactos causados
por estas variantes em comum nos quatro genomas. Foram encontrados 20 genes exclusivos
as cepas probioticas e ausentes na cepa ndo-probidtica S288c, a maioria codificando para
proteinas com funcdo desconhecida. Foram encontrados 803 genes de S288c ausentes nas
cepas probidticas, sendo 706 em comum as quatro cepas, codificando em sua maioria para
proteinas relacionados a atividade de transposicdo e retroelementos. A auséncia de genes
codificadores de proteinas relacionadas ao influxo de ions e prétons, bem como proteinas de
choque térmico e chaperonas, sugere um envolvimento indireto destes na resisténcia celular

ao estresse acido.
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Abstract

Probiotics are living microorganisms present in food and supplements that when ingested in
sufficient amounts can confer health benefits. The yeast Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii was isolated by Henri Boulard in 1920 during a cholera outbreak in Indochina
(current Vietnam). S. boulardii is non-pathogenic, thermotolerand and the only eukaryotic
microorganism commercialized worldwide as a probiotic for the treatment of human
gastrointestinal disorders. The yeast Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 was isolated
from a collection of S. cerevisiae that was tested in vitro using simulated gastrointestinal
conditions. It has also been tested in vivo for its ability to colonize mice gastrointestinal tract
without causing any pathology. Recently, its prottective effect was demonstrated over
gnotobiotic animals challenged with Salmonella typhimurium, Escherichia coli and
Clostridium difficile, thus characterizing the first potential probiotic product of a Brazilian
origin. In this study, we present the genome sequence of UFMG A-905 and three S. boulardii
strains. All strains have characteristic S. cerevisiae genome sizes between 11.4Mb and
11.6Mb and on average 5,350 predicted protein-coding genes. The number of gene ontology
terms, protein domains and Enzyme Code counts were similar between the probiotic strains,
although only the Sb_ ATCC MY A-796 strain has substantial evidence of enrichment of the
functional category ‘“Protein Binding”, when compared to the non-probiotic S288c strain. The
phylogenetic relationships inferred from the alignment of 415 orthologous proteins and
construction of a mega-tree by the Neighbor-Joiningmethod revealed the clustering of three
major clades, composed by strains of industrial importance, laboratory strains and alcoholic
fermentation strains, which were grouped in a monophyletic branch of probiotic strains.
Analyses of SNVs suggest a conservation of variants in probiotic genomes, with an average
of 51,943 variants per genome (one variant every 230 bases) and 70% of the predicted

impacts of these variants are shared among all four genomes. Twenty unique genes were



found to be present in probiotic strains and absent in the non-probiotic strain S288c, most of
these coding for proteins with unknown function. We found 803 S288c genes that were absent
in the probiotic strains, being 706 common to all four strains, coding mostly for protein
related to transposition activity and retrotransposons. The absence of genes related to the
influx of protons and ions, as well as heat shock proteins and chaperones, suggests an indirect

involvement in the cell resistance to acid stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Probidticos

Probi6ticos sdo microrganismos Vivos que estdo presentes em alimentos ou em

suplementos alimentares e que conferem beneficios a satde do hospedeiro quando ingeridos
em quantidades suficientes [1]. Sua utilizagdo em processos alimenticios, como na

fermentacdo de leite, fabricacdo de pées e producdo de bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas é

de longa data, mas somente a partir do Gltimo século foi que os efeitos benéficos causados
pelos produtos lacteos fermentados foram atribuidos aos microrganismos probidticos [2].

Para ser inserido no grupo dos probidticos um microrganismo precisa atender a
critérios rigorosos de sobrevivéncia no organismo do hospedeiro, como elevada temperatura
corporal (37 °C), alteragdes de pH ao passar pelo trato gastrointestinal, exposicdo ao suco
gastrico, enzimas, tensdo de oxigénio, sais biliares e pancreaticos. Além disso, existe a
competicdo com a microbiota nativa, exigindo uma maior adaptacdo do microrganismo.

Somando a esses fatores, é importante que o probidtico seja tolerante também aos produtos
secundarios provenientes de outros microrganismos e do proprio hospedeiro [3]. Todos esses

limitantes podem levar a diminui¢do da sobrevivéncia das células do microrganismo e estes,

por sua vez, devem permanecer estaveis, viaveis em niveis satisfatérios e ainda resistirem as
condicdes de processamento do produto para comercializacdo como um probidtico [4].

Bactérias e leveduras tém sido amplamente exploradas no tratamento e prevencao de
disturbios gastrointestinais, sendo as bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium as
mais utilizadas. Embora a maioria dos probidticos comercializados atualmente sejam de
origem bacteriana, a utilizacdo de leveduras como probiotico é altamente vantajosa uma vez

que sdo organismos imunes a agdo de antibacterianos, ndo permanecem no hospedeiro por

1



mais de cinco dias [5], ndo colonizam o tubo digestivo [6] e ndo alteram os niveis
populacionais da microbiota normal [7].

Em 1923, na Indochina (atual Vietnd), um microbiologista francés, Henri Boulard,
estava a procura de uma linhagem de levedura que fosse capaz de suportar altas temperaturas
para produzir um bom vinho. Durante esta época houve uma epidemia de c6lera em uma das
vilas e ele observou que a populacédo preparava um cha da casca de uma fruta local (a lichia)
para aliviar e até mesmo suprimir os sintomas da diarreia. Posteriormente, verificou-se que a
fruta, na verdade, estava recoberta por uma levedura e a eficacia contra a diarreia se devia a
presenca desta levedura, que foi isolada, identificada e chamada de Saccharomyces boulardii
(FLORASTOR, 2006). A levedura S. boulardiié uma cepa ndo patogénica, termotolerante

(cresce na temperatura de 37 °C) e atualmente de uso muito difundido na medicina humana
[8-11]. A partir de 1960 iniciou-se a comercializacdo da levedura liofilizada, pelo

“Laboratoire Biocodex™ (Paris, Franga). Assim, seu uso como medicacdo para combate as

diarreias foi difundido em toda Europa. Atualmente, a levedura € amplamente comercializada

na Europa, Américas do Sul e do Norte, Asia e Africa [8]. Os direitos de comercializacio para

a América do Sul foram adquiridos pela MERCK S.A. Industrias Farmacéuticas [12].
S. boulardii € utilizada contra varios tipos de disturbios gastrointestinais, como

diarreia associada ao uso de antibioticos [13], tratamento da diarreia causada pelo Clostridium
difficile [14]tanto nos casos de prevencdo [15] quanto nos casos de recorréncia da doenca
[16], prevencdo e tratamento da diarreia do viajante [17], na manutencdo do tratamento da
doenca de Crohn [18], na prevencdo de diarreia em pacientes recebendo alimentacdo por
sonda [19]. Além disso, existem ensaios clinicos mostrando o seu efeito benéfico sobre a
microbiota de prematuros [20] e na diminui¢do da diarreia em pacientes com amebiase aguda

[21].



Em animais, a administracdo de S. cerevisiae como probidtico fornece prote¢do contra
lesBes intestinais causadas por varios patdgenos diarreicos. A vantagem de se trabalhar com
levedura é que ela pode ser liofilizada, é rapidamente eliminada ap0s interrupcao da terapia e

ndo é afetada pelo uso de antibacterianos [5]. Esta Ultima propriedade é importante, pois

algumas terapias associam a administracdo de probidticos com antibacterianos durante

infeccbes gastrointestinais como, por exemplo, no caso de pacientes infectados por
Helicobacter pylori, cuja terapia é uma combinacdo de drogas [22].

S. cerevisiaetem sido utilizada ha mais de uma década como probidtico em suinos,
devido ao seu efeito sobre o crescimento e desempenho reprodutivo e para a redugdo da
morbidade e da mortalidade, especialmente em animais jovens. A levedura S. cerevisiae Sc47
é uma linhagem disponivel comercialmente, originalmente destinada para a industria
alimentar e tem sido usada por cerca de 20 anos como probioticos de suinos e na pecuaria,

reduzindo a frequéncia de diarreia [23]. Recentemente, estudos mostraram que S. boulardii

possui eficacia também no tratamento de diarreia associada a antimicrobianos em equinos
[24].

Alguns dos mecanismos que podem ajudar a entender como as leveduras sdo capazes
de proteger os hospedeiros contra agentes patogénicos incluem o estimulo ao sistema imune, a
degradacdo de toxinas bacterianas por enzima proteolitica da levedura ou a inibicdo da sua
aderéncia as células epiteliais gastrointestinais pela liberacdo de uma protease que degrada 0s
receptores de toxina, como do C. difficile, e formacdo de um conglomerado levedura-bactéria
pela adesdo da bactéria a parede das células da levedura. Existem inUmeras linhagens de S.

cerevisiae,mas apenas algumas foram estudadas e demonstraram propriedades probioticas
[23].

Em um trabalho prévio, vérias linhagens de S. cerevisiae isoladas de diferentes
ambientes do Brasil (associados a insetos, frutas tropicais, queijo e producdo de cachaga)

3



foram pré selecionadas em testes in vitro, (simulando as condi¢cBes gastrointestinais) e
posteriormente testadas in vivo,pela capacidade de colonizar o trato gastrointestinal sem

causar patogenia, e pelo seu efeito protetor em animais gnotobidticos desafiados com
Salmonella typhimurium e C. difficile [12]. Os resultados do estudo sugeriram que S.
cerevisiae UFMG A-905 teria um potencial probidtico, sendo capaz de reduzir a acdo de
algumas bactérias patogénicas, assim como de reduzir niveis de translocacdo de S.
typhimurium e estimulando o sistema imunolégico do hospedeiro [25]. Em 2010,
pesquisadores observaram um decréscimo da translocacdo de E. coli 10536 nos grupos
tratados com S. cerevisiae UFMG A-905 em comparacao ao grupo controle, esta diminuicao

foi significativa tanto para o tratamento com a levedura viavel, quanto para a levedura
inviavel [26]. Varios géneros de leveduras tém sido testados para uso como agente
bioterapéutico, apesar de alguns outros géneros apresentarem uma provavel atividade
probidtica, como por exemplo, Kluyveromyces [27], apenas o género Saccharomyces
demonstrou, em experimentos in vivo, possuir propriedade que a enquadram na categoria de
probidtico [25, 28].

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos buscando elucidar os mecanismos pela
qual a levedura S. boulardii age no hospedeiro. Em 2009, Sant'Ana e colaboradores estudaram

o efeito protetor de ions contra a morte celular induzida pelo estresse acido em leveduras do
género Saccharomyces e mostraram que na presenca de ions a viabilidade celular é
aumentada, sobretudo de S. boulardii [29]. Entretanto, pouco se conhece a nivel genémico e
proteico dos mecanismos envolvidos no efeito probidtico conferido pela levedura.

O advento do sequenciamento de Ultima geracdo (NGS) em 2005 criou possibilidades
sem precedentes para a caracterizacdo de genomas, permitindo avancos significativos na
compreensdo da sua organizagdo. Atualmente, as tecnologias NGS podem ser empregadas no

sequenciamento de grandes genomas [30], na compreensdo de diferencas gendémicas
4



individuais dentro da mesma espécie [31], na caracterizagdo do espectro de interacdo de

proteinas ao DNA [32] e permite criar perfis de modifica¢bes epigenéticas no genoma [33].
Diversos organismos vem sendo resequenciados utilizando diferentes tecnologias de
sequenciamento. Cada equipamento apresenta uma particularidade e diferem-se na construgéo
da biblioteca, na maneira de obtencdo da sequéncia, no tamanho e quantidade de reads
geradas [34]. Embora as cepas de S. cerevisiae apresentem uma forte conservagdo genémica,
algumas diferencas fisioldgicas relevantes sdo atribuidas apenas a aquisicdo ou delecdo de
poucos genes, por exemplo, a auséncia do gene MALx3 em S. cerevisiae S288c leva a um
fendtipo maltose-negativo, enquanto a aquisicdo do gene ENAG torna a cepa CEN.PK113-7D
mais resistente a ions litio [35]. A enorme quantidade de dados gerados nestas novas
tecnologias nos permitem explorar e inferir, com uma maior confiabilidade estatistica, acerca

das diferencas gendmicas entre organismos.

1.2. Genbmica comparativa

A partir da publicacdo do draft do genoma humano em 2001 [36, 37], inUmeras

perguntas foram surgindo e com elas, mecanismos para buscar estas respostas. Uma das
abordagens mais poderosas para desvendar os segredos do genoma € a genémica comparativa,
gue permite analisar em larga escala diferentes genomas e assim, compreender 0s mecanismos
e forcas evolutivas atuantes sobre eles. Publicado em 2002, a analise comparativa do genoma
do camundongo Mus musculus com o genoma humano, refinou a contagem de genes comuns

entre mamiferos em aproximadamente 30 mil genes e permitiu estimar em 5% o percentual do

genoma que € conservado entre mamiferos placentarios, e portanto, funcional[38].



Uma das esséncias da gendmica comparativa é de que a sequéncia de DNA que
permanece conservada entre espécies é susceptivel & manutencdo da similaridade devido a
pressbes evolutivas, o que implica em uma funcdo bioldgica. Entretanto, o inverso ndo é
necessariamente verdade, pois uma sequéncia de DNA pode ter uma funcdo biolégica sem
haver conservacdo com outras espécies. Isso é especialmente verdadeiro para alteracdes
recentes de linhagens em que o tempo evolutivo ainda ndo proporcionou uma assinatura de
conservacdo a sequéncia de DNA. Conservacdo da fungdo bioldgica ndo implica

necessariamente em identidade de sequencias [39].

Fungos produzem uma variedade de enzimas ativadas por carboidratos (CAZymes -
Carbohydrate-activee nzymes) que desempenham um papel importante na intera¢do patdégeno-
hospedeiro, promovendo a sintese, quebra, ou modificacbes na parede celular de plantas,
facilitando a infeccdo ou o ganho nutricional. As analises comparativas de 103 genomas de

fungos revelaram uma relacdo entre tamanho e diversidade destas enzimas com a estratégia
nutricional e especificidade dela planta hospedeira [40].

O genoma de cepas selvagens e laboratoriais de S. cerevisiae apresentam variedades
gendmicas significativas[41]. Como efeito, as perturbacGes ambientais frequentemente
selecionam cepas que apresentam duplicacGes génicas, alteragdes no namero de coOpias de
Cromossomos, ou rearranjos intra ou intercromossomais mediados por transposons[42—44].

Neste contexto, a analise comparativa de genomas surge como uma poderosa
ferramenta na busca por padrdes gendmicos que possam estar envolvidos no carater

probidtico que possuem as cepas S. boulardii e S. cerevisiae UFMG A-905.



1.3. Novas tecnologias de sequenciamentos de DNA/RNA

O répido progresso das tecnologias de sequenciamento de DNA a partir da publicacao
do genoma humano foi impulsionado pela necessidade da reducdo de custos e aumento no
rendimento e acuracia na aquisi¢do das sequéncias gendémicas. O primeiro sequenciador de
nova geracdo foi o Genome Sequencer 454 lancado pela empresa 454 Life Science
Corporation em 2005, seguido do lancamento do Genome Analyzer pela empresa Solexa em
2006 e pelo langcamento do SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection) pela empresa
Agencourt. Estas empresas foram adquiridas pela Roche, Illumina e Applied Biosystems,
respectivamente, que comercializam os sequenciadores mais utilizados pela comunidade

cientifica.
O Roche GS 454 utiliza 0 método de Pirosequenciamento [45], que é dependente da

deteccdo do pirofosfato liberado durante a incorporacéo do nucleotideo. Nesta metodologia, 0
DNA ¢ fragmento por sonicacao, ligado a adaptadores especificos do 454, desnaturado em fita
Unica, capturado por microesferas magnéticas, seguido de amplificacdo por PCR em emulséo.
A reacdo de sequenciamento acontece em uma placa PicoTiter™ contendo moléculas de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) que complementardo a fita molde de DNA liberando
um pirofostato, que serd convertido em ATP pela enzima ATP-sulforilase, sendo esta
utilizada como fonte de energia pela enzima luciferase para oxidar o substrato luciferina,
produzindo oxiluciferina e um sinal de luz que é detectado por uma camera CCD (charge-
coupled device) de alta sensibilidade acoplada ao sequenciador. A detec¢do do sinal de luz é
proporcional a quantidade de bases incorporadas. As bases ndo incorporadas sdo degradas

pela enzima apirase, e entdo novos dNTPs sdo adicionados ao sistema de reacdo e a reacdo de
pirosequenciamento é repetida [34, 46]. Em seu sistema mais atual, 0 454 GS FLX Titanium

XL+ gera reads com tamanho médio de 700 bases, com acuracia de 99,979% e output de 700



Mega bases de dados em uma corrida de sequenciamento com duragdo de 23 horas

(http://454.com/products/gs-fIx-system/index.asp). Com este método s6 é possivel construir

bibliotecas do tipo fragmento ou single-reads.

O SOLiD System™ da Applied Biosystem adota uma tecnologia diferente das demais
tecnologias, utilizando uma enzima DNA ligase em vez de uma enzima DNA polimerase para
a incorporacdo de oligonucleotideos marcados com quatro diferentes fluor6foros para a

deteccdo da sequéncia alvo. As bibliotecas de DNA sdo ligadas a microesferas magnéticas e
amplificadas por PCR em emulséo[34]. A reacé@o de sequenciamento acontece em uma lamina

(flowcell) onde as microesferas contendo uma unica molécula de DNA sdo fixadas e entram
em contato com os oligonucleotideos, que sdo formados por duas bases, seguidas de trés
inosinas e trés bases degeneradas, sendo que a ultima base degenerada € marcada com um
fluoroforo contendo uma cor (azul, vermelho, verde ou amarelo) correspondente as duas
primeiras bases aneladas. A especificidade da ligacdo é garantida pela ligacdo das duas
primeiras bases dos oligos, enquanto as trés inosinas seguintes se anelam de maneira
inespecifica e as bases degeneradas sdo clivadas, liberando o sinal do fluoréforo para

deteccdo. Ciclos posteriores séo realizados utilizando probes de diferentes tamanhos,
garantindo que haja a ligacéo de dois oligos por base do DNA molde[46]. Em sua versdo mais

atual, o SOLID 5500xI gera pequenos fragmentos de sequéncias de até 75 bases, com acuracia
de 99,999%, com um output de até 320 Giga bases de dados

(http://Iwww.lifetechnologies.com/br/en/home/life-science/sequencing/next-generation-

sequencing/solid-next-generation-sequencing.html). E possivel construir bibliotecas de

fragmento (single-read) e bibliotecas pareadas do tipo paired-end e mate-pair para
sequenciamento com SOLID. Estas duas Gltimas facilitam a identificacdo dos pequenos

fragmentos de DNA no momento da montagem do genoma, uma vez que sdo sequenciados
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dois fragmentos de uma molécula de DNA com tamanho de espacamento conhecido entre
eles. Posteriormente, a Applied Biosystem foi adquirida pela companhia Life Technologies.

O Genome Analyser, posteriormente langado como Illumina HiSeq utiliza a tecnologia
baseada no sequenciamento por sintese. Nesta metodologia, a biblioteca de DNA ¢é ligada a
adaptadores, desnaturada em fita simples e fixada a uma ldmina contendo adaptadores
complementares aos adaptadores iniciais, seguida de uma amplificagdo por Bridge-PCR[47]
(PCR em fase soOlida, em uma traducdo livre) para a formacdo de clusters contendo
fragmentos de DNA clonal. A reacdo de sequenciamento acontece na presenca da enzima
DNA polimerase e de nucleotideos marcados com diferentes fluoroforos que sdo detectaveis
por uma camera CCD no momento da sintese da molécula molde[46]. A Illumina possui

varios modelos de sequenciadores que diferem principalmente na aplicacdo e quantidade de
dados gerados. A versdo HiSeq 2500 gera reads de tamanho maximo 2x150 bases e um
output de até 1000 Giga bases com 6 dias de corrida. O MiSeq, versdo compacta do
sequenciador, gera reads de tamanho maximo 2x300 bases e um output de até 15 Giga bases

com 55 horas de corrida (http://www.illumina.com/systems/sequencing.html).

A 3?2 geracdo de sequenciadores de DNA se baseia na detec¢do direta do nucleotideo
sequenciado e ndo da deteccdo de um sinal. Destacam-se alguns sequenciadores, como o lon

Torrent™ e lon Proton™ da empresa Life Technologies (http://www.lifetechnologies.com)

que utilizam sequenciamento em um chip semicondutor que detecta a variacao de pH durante
a incorporacdo da base. O sequenciador PacBio'™ da empresa Pacific Bioscience

(http://Iwww.pacificbiosciences.com) utiliza nucleotideos marcados com fluordéforos e uma

enzima DNA Polimerase acoplada ao fundo de uma microplaca que detecta o nucleotideo no
momento da incorporacdo da base. O Minlon™ da empresa Oxford Nanopore Technologies

(https://ww.nanoporetech.com), € um sequenciador portatil com conexdo USB que identifica

as diferentes bases da molécula de DNA através de uma proteina sensora acoplada a um


http://www.illumina.com/systems/sequencing.html
http://www.lifetechnologies.com/
http://www.pacificbiosciences.com/
https://ww.nanoporetech.com/

nanoporo, e a transmissdo dos dados é feita em tempo real para 0 computador. Nesta terceira
geracdo 0s sequenciadores possuem caracteristicas e aplicagdes ndo alcancadas na segunda
geracdo, como reads muito grandes, deteccdo de modificacbes de bases e redugdo de
custos[48].

Neste trabalho, utilizamos os sequenciadores de segunda geracdo SOLID v4, Illumina
MiSeq e HiSeq 2500, e analisamos dados provindos de sequenciamento realizado com o GS

454 FLX+.
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo geral.

Comparar 0os genomas de cepas de leveduras probidticas e ndo probidticas em busca

de genes ou elementos gendmicos que possam estar associados a atividade probiotica.

2.2. Objetivos especificos

e Sequenciar e montar os genomas das cepas UFMG A-907 e Sbh_17 utilizando
tecnologias de nova geracdo (NGS);

e Sequenciar 0 MRNA de UFMG A-905 e Sb_17, montar os transcritos e utiliza-los na
anotacdo do genoma destas cepas;

e Investigar a presenca de SNVs nos genomas das cepas probioticas;

e Investigar genes presentes em cepas probioticas e ausentes em cepas ndo probidticas;

e Investigar genes presentes em cepas nao probidticas e ausentes em cepas probidticas;

e Investigar genes relacionados a resisténcia ao estresse acido;

e Investigar a relacdo filogenética entre as cepas probioticas e cepas ndo probioticas de
S. cerevisiae;

e Analisar grupos funcionais enriquecidos/depletados nas cepas probidticas em

comparacdo a cepas ndo probidticas.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Cultivo das células e extracdo de DNA/RNA

Células de S. cerevisiae var boulardii 17 e S. cerevisiae UFMG A-905 foram
cultivadas em meio YPD suplementado com 2% de glicose até a fase estacionaria. O DNA
gendmico foi extraido utilizando o kit Genomic-Tip 100/G (Qiagen, Germany), seguindo
recomendacdes do fabricante e estocado a 4° C. O RNA total foi extraido utilizando o método

do fenol acido quente [49] e estocado a -80° C. As amostras de RNA foram purificadas

utilizando Rneasy® MiniElute™ Cleanup Kit (Qiagen, Germany) seguindo as recomendacoes
do fabricante. O RNA total foi quantificado usando Nanodrop ND-100 UV/Vis (NanoDrop
Technologies, USA) e a qualidade do RNA foi comprovada por eletroforese em gel
desnaturante. O RNA total foi enviado para sequenciamento na empresa BGI (Beijing
Genome Institute — China) em tubos de RNAstable® (Biométrica Company) para garantir a

integridade do material biolégico.

3.2. Construcao de bibliotecas e sequenciamento de DNA/RNA

Utilizamos duas plataformas distintas de sequenciamento de nova geracdo (NGS),
SOLID e Ilumina. Para sequenciamento na plataforma SOLID foram construidas bibliotecas
mate-pair com espacamento de 1-2kb entre adaptadores e foram geradas reads pareadas de 50
bp. Foram utilizados dois sequenciadores Illumina, MiSeq e HiSeq, e para ambos foram
construidas bibliotecas paired-end com distanciamento médio de 300 bp, e foram geradas

reads pareadas de 151 bp e 101 bp, respectivamente.
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3.3. Montagem dos genomas

As reads foram inicialmente analisadas quanto a qualidade do sequenciamento,
utilizando o software FASTQC [50]. Leituras com valor de qualidade abaixo de phred 20

(para a plataforma SOLID) e abaixo de phred 30 (para a plataforma Illumina) foram
descartadas do conjunto de dados. As montagens de novo foram realizadas utilizando o
algoritmo De-Brujin Graph.

Os dados obtidos pela plataforma SOLID foram montados utilizando o Pipeline
SOLiID™de novo accessory tools 2.0 (disponibilizado & época publicamente pela Applied

Biosystem). O melhor valor de k-mer foi definido utilizando o scriptVelvetOptimiser.pl e os
contigs foram gerados pelo software Velvet v1.2.07 [51].

Os dados obtidos pela plataforma Illumina foram montados utilizando o software
SOAPdenovo v2.04 [52] com parametros padrdo. Quando conveniente, foi realizada uma
montagem hibrida combinando os contigs gerados pelas duas plataformas utilizando o

software Zorro [53]. Através do software SSPACE [54] foram obtidos os scaffolds que

posteriormente foram ordenados pelo programa CONTIGuator [55] utilizando como
referéncia o genoma da cepa S. cerevisiae S288c. Os gaps remanescentes foram fechados pelo
software GapCloser [52]. As métricas estatisticas de qualidade da montagem foram obtidas

através de scripts em Perl, avaliando a soma dos contigs, qualidade de contigs, tamanho do
maior contig, valor de N50, quantidade de gaps e completude do genoma, avaliada pela

presenca de genes ortélogos do KOG (EuKariotic clusters of Orthologous Groups) pelo
software CEGMA (Core Eukariotic Genes Mapping Approach) v2.4 [56]. Os scaffolds
mapeados no genoma de S288c foram visualizados graficamente e as imagens construidas

com o software BRIG v 0.95 [57].
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3.4. Anotagéo estrutural dos genomas

A predigdo génica consiste em identificar no genoma as regides biologicamente
funcionais, que incluem genes codificadores de proteinas, bem como genes de RNA

regulatorios. A busca por regides codificadoras de proteinas foi realizada utilizando o
software Maker2 [58] combinando a predi¢do ab initio de dois preditores externos (Augustus

e SNAP) e utilizando informagdo extrinseca de CDS (do inglés Coding DNA Sequence) e
peptideos presentes no genoma de S. cerevisiae S288c. O preditor Augustus utilizou 0 modelo
intrinseco de S288c (disponiveis em arquivos .fasta), enquanto o preditor SNAP foi treinado
utilizando o modelo génico predito pelo CEGMA presente no arquivo GFF. Foram utilizados

0S seguintes comandos para treinar o SNAP:

$ cegma2zff output.cegma.gff genoma.fasta

$ fathom genome.ann genome.dna -categorize 1000
$ fathom -export 1000 -plus uni.ann uni.dna

$ forge export.ann export.dna

$ hmm-assembler.pl $genoma . > genome.cegmasnap.hmm

Para anotacao das cepas A-905 e Sb_17, as reads de RNA-Seq foram alinhadas contra
os scaffolds com o software Tophat2 [59]. As juncdes identificadas foram convertidas em um
arquivo GFF pelo script tophat2gff3 e utilizadas como informacéo intrinseca na anotacdo dos
genomas. Para a identificacdo de tRNAs foi utilizado o software tRNAscan-SE [60], e para a

identificacdo de regides repetitivas foi utilizado o software RepeatMasker v4.0.5 com o0s

seguintes parametros:

-species saccharomyces (busca por repeticfes presentes no género “saccharomyces”)
-s (forca o algoritmo a ser mais estringente)

-excln (ignora as regides que contenham > 20 Ns)
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3.5. Anotagéo funcional dos genomas

As possiveis ORFs (janelas de leitura aberta, do inglés Open Reading Frame)

identificadas na anotacédo estrutural foram mapeadas na busca de similaridade proteica contra
0 banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr) do Genbank, utilizando Blastp [61] com
valor de e-value 1e-10" e anotadas utilizando os termos de ontologia do Gene Ontology com
0 software Blast2GO v2.5.0 [62] e os termos de ontologia refinados com GOSIlim. As

assinaturas de dominios proteicos foram mapeadas utilizando Interproscan 5.0 incorporado ao

software CLC Genomics Workbench 7.5 (www.clcbio.com) com o plugin Blast2GO Pro.

3.6. Relagdes filogenéticas

As relagOes filogenéticas entre as cepas probidticas e demais cepas ndo probidticas de
Saccharomyces foi investigada alinhando proteinas ortélogas presentes nos genomas. Em
setembro de 2014, haviam sido depositados 48 genomas no Ganbank

((http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/genomes/15). Analisamos todos o0s 48 genomas

quanto a completude (com o software CEGMA) e utilizamos apenas 0s genomas que
apresentaram no minimo 98% de completude. Desta forma, ndo utilizamos 13 genomas com
completude inferior a 98% e 3 genomas redundantes. Conduzimos as analises utilizando 32
genomas de cepas de S. cerevisiae, 0s 4 genomas das cepas probiodticas e como grupo externo,
a levedura Saccharomyces pastorianus. O software CEGMA utiliza um core de 458 proteinas
do KOG, e gera um arquivo de saida contendo todas as proteinas identificadas no genoma.
Foram utilizadas apenas as proteinas presentes em todos os 37 genomas abaixo citados,
totalizando 415 proteinas que foram concatenadas gerando um arquivo contendo uma Unica
sequencia proteica para cada organismo. Utilizamos o software ClustalOmega v1.2.1 [63]
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para o alinhamento par-a-par das sequéncias, construimos a arvore utilizando o método de
matriz de distancia, seguindo o modelo Neighbour-Joining sem ignorar 0s sitios com gaps e
com suporte estatistico de 1000 replicatas de bootstrap utilizando o software Geneious
(www.geneious.com). Abaixo, a relacdo das 37 leveduras utilizadas nesta analise com seus
respectivos nimeros de acesso ao genoma: Saccharomyces pastorianus (Gl: 224836371), S.
cerevisiae FostersB (Gl: 323306170), S. cerevisiae FostersO (GI: 323310288), S. cerevisiae
VL3 (Gl: 323356373), S. cerevisiae LalvinQA23 (Gl: 323349939), S. cerevisiae VIN13 (Gl:
323338914), S. cerevisiae Kyokay n® 7 (GIl: 347729985), S. cerevisiae ZTW1 (GI:
410375333), S. cerevisiae YIM789 (Gl: 151946710), S. cerevisiae JAY291 (Gl: 256274458),
S. cerevisiae EC1118 (GCA_000218975.1), S. cerevisiae RM11-1a (GIl: 61385875), S.
cerevisiae CEN.PK113-7D (GI: 39881196), S. cerevisiae AWRI796 (GI: 323334825), S.
cerevisiae T7 (GI: 330378716), S. cerevisiae YJSH1 (GI: 393396067), S. cerevisiae IR-2 (GI:
565476325), S. cerevisiae M3707 (Gl: 478841355), S. cerevisiae M3836 (Gl: 478841409), S.
cerevisiae M3837 (Gl: 478841692), S. cerevisiae M3838 (Gl: 478841688), S. cerevisiae
M3839 (GI: 478841952), S. cerevisiae N85 (Gl: 646223699), S. cerevisiae NAM34-4C (Gl:
565471015), S. cerevisiae NY1308 (Gl: 516425807), S. cerevisiae P283 (Gl: 570304287), S.
cerevisiae P301 (GI: 570306094), S. cerevisiae R008 (GI: 570305200), S. cerevisiae R103
(GI: 570305647), S. cerevisiae Sigmal278b (GIl: 295413815), S. cerevisiae BY4741
(download diretamente do SGD), S. cerevisiae W303 (Gl: 402234185), S. cerevisiae S288c
(GCA_000146045.2), S. cerevisiae UFMG A-905 (GIl: 685248134) S. boulardii 17 (Gl:

685248026), S. boulardii ATCC (GI: 699025856), S. boulardii EDRL (Gl: 528490851).
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3.7. ldentificacdo de variantes (SNVs) nos genomas probidticos

A presenca de variacbes de nucleotideos nos genomas das cepas probidticas em
relacdo a cepa de levedura ndo probiotica foi investigada mapeando as reads de Illumina
utilizadas nas montagens, bem como as reads de 454 utilizadas na montagem do genoma de
S. boulardii EDRL e depositadas no banco de dados SRA (Sequence Reads Archive — NCBI)

sob o nimero de acesso SRR1105784, contra 0 genoma de S. cerevisiae S288c, versao

EF3.64 (Ensembl), utilizando o software BWA [64]. O arquivo SAM, que contém todas as
informacGes do mapeamento, foi processado utilizando o pacote Samtools [65] e as variantes

(SNPs, indels e variacGes estruturais) identificadas utilizando o pacote GATK v3.2.2 [66]

seguindo o workflow “bestpractice”. SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) sdo variacoes
de apenas uma base na fita de DNA e indels sdo variagdes do tipo inser¢es ou delecdes de
bases. Para identificar as variantes e principalmente, excluir as falso-positivas, a primeira
etapa do GATK consiste em identificar as regides onde existe alguma variante, utilizando o
parametro -T RealignerTargetCreator'. Uma vez identificadas estas regifes de variantes, o
algoritmo realiza um alinhamento local atraveés do parametro '-T IndelRealigner’, corrigindo
possiveis erros devido a presenca dos indels. A Ultima etapa é realizada pelo script
HaplotypeCaller, que faz o calling dos SNPs e Indels simultaneamente através de uma

remontagem-local nas regifes ativas. Uma vez identificadas, as variantes foram anotadas

funcionalmente, utilizando o software SnpEff v 3.06 [67].
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3.8. Presenca e auséncia de genes exclusivos nas cepas probidticas e na cepa néo

probidtica S288c.

A presenca e auséncia de genes nas quatro cepas probidticas em comparacdo com a
cepa S288c foi investigada a partir do alinhamento das ORFs entre as cepas, utilizando o
algoritmo Blast [61] com formato de saida default e evalue 1e10°. Os dados foram
manipulados utilizando programas nativos Unix como awk, sort, uniq e grep. Uma vez
identificados, os genes foram submetidos a busca por ontologia utilizando a ferramenta
GoTermFinder.pl do Saccharomyces Genome Database disponivel em

http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder.pl.

3.9. Presenca de genes relacionados a resisténcia ao estresse acido.

Investigamos a presenca de genes relacionados a resisténcia da célula ao estresse acido
ao qual sdo submetidas as cepas probidticas logo em contato com o suco gastrico humano.
Foram mapeados 81 genes da cepa S288c contra 0s genomas das cepas probioticas. Na tabela

1 estdo relacionados o0s genes analisados.

Nome do gene Tamanho Descrigéo

Serina/treonina proteina quinase; essencial para a remodelagdo da

1  YBL105C_PKC1 3456 pb .
parede celular durante o crescimento

Trealase neutra putativa, necessaria para termotolerancia; pode

2 YBR0O01C NTH2 2343 pb . o
mediar resisténcia a outros estresses celulares.

Repressor de transcricdo; medeia a repressdo de glicose e regula
3 YBR066C_NRG2 663 pb  negativamente o crescimento filamentoso; ativado em pulsos
aleatorios de localizagdo nuclear em resposta a glicose baixa

Proteina de choque térmico, com atividade chaperona; possui

4 YBROT2W_HSP26 645 pb atividade de ligagdo ao mRNA
Subunidade sintase do complexo trealose-6-P sintase/fosfatase; Sua
5  YBRI126C_TPSI 1488 pb expressao é induzida pela resposta ao estresse e reprimido pela via

de Ras-cAMP; os niveis de TPS1 aumentam em resposta ao estresse
de replicacdo de DNA e em resposta a exposicao ao acido borico.
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Proteina de ativagdo da proteina GTPasica; regulador inibitério da

6 YBR140C_IRA1 9279 pb via RAS-CAMP
Ciclina dependente de quinase (CDK), subunidade catalitica;
7 YBR160W_CDC28 897 pb  regulador mestre de mitose e meiose; aumenta a abundancia em
estresse de replicacdo de DNA,
8 YBR182C SMP1 1359 pb Fator (_1e transcricdo MADS-box envolvido na resposta ao estresse
- osmotico;
Proteina (RhoGAP) para Rho3p e Rho4p-activagdo da GTPase;
9 YBR260C_RGD1 2001 pb  possivelmente envolvidos no controle da organizagédo do
citoesqueleto de actina
10 YBR295W PCAL 3651 pb Transporte de cadmio do tipo P ATPase; pode também ter um papel
na homeostase de cobre e ferro;
- Na+/Pi lasmatica; ati f
11 YBR296C_PHO89 1725 pb Co 'Fransportad_or de Na+/Pi na membrana plasmaética; ativo na fase
inicial de crescimento
Protei h ermi I i H(+) - ATP
12 YCR021C_HSP30 999 pb roteln.a de c,oque térmico, regulador n.egatlvo daH(+) ase
Pmalp; proteina de resposta ao estresse;
13 YDL138W_RGT2 2292 pb  Regulador do transporte de glucose;
14 YDL185W_VMA1 3216 pb  ATPase vacuolar de membrana.
Protei li | ;
15 YDL194W SNF3 2655 pb rote!na de membrana sensor de glicose, regula o transporte;
também detecta frutose e manose;
Trealase, degrada trealose; necessario para termotolerancia e pode
16 YDRO0O01C NTH1 2256 pb  mediar resisténcia a outros estresses celulares; pode ser fosforilada
por Cdc28p; inibida por Dcslp;
17 YDR028C_REG1 3045 pb Subunldad~e regula(.iora da proteina fosfatase Glc?p tipo 1; envolvida
na regulacdo negativa de genes reprimidos por glicose;
T - - - - "
18 YDRO3SC ENAS 3276 pb Bpmba de sod!q ATPa:se QO tipo P; envolvida no influxo de Na+ e
- Li+ para permitir toleréncia ao sal;
ST - - - - "
19 YDRO39C ENA2 3276 pb Bpmba de sod!q ATPa:se QO tipo P; envolvida no influxo de Na+ e
- Li+ para permitir toleréncia ao sal;
50 YDRO40C ENAL 3276 pb Bpmba de sod!q ATPaAse QO tipo P; envolvida no influxo de Na+ e
- Li+ para permitir toleréncia ao sal;
Repressor de transcricdo; recruta o complexo Cyc8p-Tuplp aos
21 YDRO043C_NRG1 696 pb  promotores; medeia a repressdo de glicose e regula negativamente
uma variedade de processos como resposta ao pH alcalino;
Envolvida na sintese da trealose, armazenamento de carboidratos;
22 YDRO74W_TPS2 2691 pb  expressdo é induzida por condi¢Bes de estresse e reprimido pela via
de Ras-cCAMP;
23 YDRL7IW HSP42 1128 pb Protelna} de E:hoque. térmico, com a'tlwdade Ch,ape_rona; envolvida na
- reorganizacdo do citoesqueleto ap6s choque térmico;
24 YDRI173C ARGS2 1068 pb Multhglnase |n05|.tol pollfo.sfato (IPMK); tem também atividade
- difosfoinositol polifosfato sintase;
Fator de transcricao do tipo Zinc finger responsivo a fontes de
25  YDR216W ADRL 3972 pb ca_rbono. Requerido para a} transcrlga}o do ggne ADH2 reprlmld_o por
glicose, de genes de proteinas peroxissomais e de genes requeridos
para a utilizacdo de etanol, glicerol e &cidos graxos
Coopera com Ssclp na termotolerancia mitocondrial ap6s choque
26 ' YDR258C_HSP78 2436 pb  térmico; capaz de prevenir a agregagao de proteinas deformadas,
bem como ressolubilizar agregados de proteinas;
Serina/treonina proteina quinase ativada por AMP; necessario para a
27 YDRATIW SNF1 1902 pb transcricdo de genes reprimidos por glicose, tolerancia térmica,

esporulacdo e biogénese de peroxissomos; regula o crescimento
filamentoso em resposta a fome;
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28

YDR533C_HSP31

714 pb

Possivel chaperona e cisteina protease; necessaria para a
reprogramacdo transcricional e para a sobrevivéncia em fase
estacionaria; semelhante a Hsp31p, Hsp32p, e Sno4p.

29

YELO11W_GLC3

2115 pb

Enzima ramificadora de glicogénio. Envolvida no acumulo de
glicogénio.

30

YER129W_SAK1

3429 pb

Proteina do complexo SNF1serina/treonina quinase; desempenha
papel no crescimento de pseudo-hifas

31

YFLO14W_HSP12

330 pb

Envolvida na manutencéo da organizacao durante condicdes de
estresse; induzida por choque térmico, estresse oxidativo e osmatico,
fase estacionaria, deplecdo de glicose, oleato e alcool; regulada pelas
vias HOG e Ras-Pka;

32

YFR014C_CMK1

1341 pb

Proteina quinase dependente de calmodulina; pode desempenhar um
papel na resposta ao estresse;

33

YFR015C_GSY1

2127 pb

Glicogénio sintase; expressdo induzida pela limitacdo de glicose,
privagdo de nitrogénio, estresse ambiental e pela entrada em fase
estacionaria;

34

YGLO006W_PMC1

3522 pb

ATPase vacuolar transportadora de Ca?*; evita a inibicdo do
crescimento por ativacdo da calcineurina na presenca de
concentracoes elevadas de calcio;

35

YGL008C_PMAL1

2757 pb

H+-ATPase de membrana do tipo P2; bombeia prétons para fora da
célula; principal regulador do pH citoplasmatico e do potencial de
membrana; Hsp30p desempenha um papel na regulacdo Pmalp

36

YGL035C_MIG1

1515 pb

Fator de transcrigdo envolvido na repressdo da glicose; regula o
crescimento filamentoso junto a Mig2p em resposta a deplecéo de
glicose;

37

YGLO71IW_AFT1

2073 pb

Fator de transcricdo envolvido na homeostase e utilizagéo de ferro;

38

YGL179C_TOS3

1683 pb

Proteina quinase relacionada e funcionalmente redundante com
Elm1p e Saklp para a fosforilacdo e ativagdo de Snflp;

39

YGL209W_MIG2

1149 pb

Proteina do tipo dedo de zinco repressora da transcricdo; coopera
com Miglp na repressao do gene induzida por glicose;

40

YGL248W_PDE1

1110 pb

Controle de glicose e sinalizacdo intracelular de AMPc induzida por
acidificacéo;

41

YGR217W_CCH1

6120 pb

Canal de célcio dependente de voltagem; envolvida no influxo de
calcio em resposta a pressGes ambientais.

42

YHL027W_RIM101

1878 pb

Proteina dedo de zinco repressora da transcri¢do; envolvida na
montagem da parede celular

43

YHRO030C_SLT?

1455 pb

Serina/treonina MAP quinase envolvida na regulacdo da manutencéo
da integridade da parede celular, progressdo do ciclo celular, e
retencdo de mRNA em choque térmico;

44

YILO50W_PCL7

858 pb

Forma um complexo quinase funcional com Pho85p envolvida no
metabolismo do glicogénio.

45

YJL141C_YAK1

2424 pb

Serina/treonina proteina quinase; componente de um sistema de
deteccdo de glicose que inibe o crescimento em resposta & baixa
disponibilidade de nutriente;

46

YJL159W_HSP150

1242 pb

Proteina de choque térmico; segregada e ligada de forma covalente a
parede da célula por meio de pontes de beta-1,3-glucano e
dissulfureto; necesséria para a estabilidade da parede celular;

47

YJL164C_TPK1

1194 pb

Subunidade catalitica da proteina quinase dependente de CAMP;
promove o0 crescimento vegetativo em resposta a nutrientes através
da via de sinalizagdo de Ras-AMPc

48

YJR090C_GRR1

3456 pb

Atua como uma proteina ubiquitina-ligase direcionando a
degradagdo dos substratos;
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Serina/treonina proteina quinase que regula a morfogénese celular;

49 YKLO048C_ELM1 1923 pb L x - . .
necessaria para a regulacdo de outras quinases, tais como Kin4p;
50  YKLO62W MSN4 1893 pb Atlyador de trar)si:rlgao em resposta ao estresse; ativado em resposta
a diversas condicdes de estresse;
Subunidade catalitica da proteina quinase dependente de CAMP;
51 YKL166C_TPK3 1197 pb  promove o crescimento vegetativo em resposta a nutrientes através
da via de sinalizacdo de Ras-AMPc
52 YKL190W CNBI 604 pb Subunidade reg_uladora da calcineurina, uma F_thztelna fosfatase
- Ca++/calmodulina que regula Crz1p em condi¢des de estresse;
53 YKR058W_GLG1 1851 pb  Glicogénio glicosiltransferase;
Proteina de choque térmico que coopera com Hsp40 e Hsp70 para
54  YLL026W_HSP104 2727 pb  redobrar e reativar proteinas agregadas previamente desnaturadas;
responsivo ao estresse;
55 YLRO44C PDC1 1692 pb Maior das~tre5 |so,er12|mas plru_vato descarbo_xnase; enm_ma/chave na
- fermentacdo alcodlica; envolvida no catabolismo de aminoacidos;
Proteina quinase envolvida na osmoregulacéo; controla a realocacao
YLR113W_HOG1 1 - o
56 SW_HOG 308 pb global de RNAPII em condicdes de choque térmico;
57 YLR138W_NHA1l 2958 pb  Na+/H+ Antiporter
Glicogénio sintase; expressao induzida pela limitacdo de glicose,
58 YLR258W _GSY?2 2118 pb  privacdo de nitrogénio, estresse ambiental e entrada em fase
estacionaria;
59 YLR259C HSP60 1719 pb Chapgromna mitocondrial tetrad,ecamer[ca; previne al agr.egagao e
- medeia o0 redobramento de proteinas apds o choque térmico;
Regula indiretamente adenilato ciclase através da ativacdo de Raslp
60 YLR310C_CDC25 4770 pb e Ras2p, estimulando a troca de GDP por GTP; envolvida no ciclo
celular.
61 YLR332W MID2 1131 pb Pro_tema .de membrana que atua como um sensor para a sinalizagéo
- da integridade da parede celular;
62 YLR342W_FKS1 5631 pb Envolvida na sintese e manutencéo da parede celular;
63 YMRO37C_MSN2 2115 pb Ativador de transcricdo em resposta a estresse; Ilga-se ao DNA em
elementos de resposta ao estresse em genes responsivos;
64 YNLO27W_CRZ1 2037 pb  Fator de transcri¢do que ativa genes de resposta ao estresse;
65 YNLO09SC_RAS2 969 pb P.rotelrja_de ligacdo G:I'P; regulg em resposta a privacdo de
nitrogénio, esporulagéo e crescimento filamentoso;
e . - - 2+ -
66  YNL291C_MID1 1647 pb Protelrja.de membrana; permite o influxo de Ca“" estimulado por
feromonio;
67 YOLO16C_CMK2 1344 pb Proteina quinase calmodulina-dependente; pode desempenhar um
papel na resposta ao estresse;
68 YOLOSIW IRA2 9240 pb Proteina de ativacdo de GTPAse; regulador inibitorio da via RAS-
cAMP
69 YOR002W ALG6 1635 pb A!fa 1,3 gI|f:05|Itransferase; e.nvo.IV|d~a na transft?renua de
oligossacarideos durante a glicosilacéo de proteinas;
70 YOR008C_SLG1 1137 pb Ser?sor dg traducdo ativado por estresse; enyolv~|do na manutengao
da integridade da parede celular e na organizagéo do citoesqueleto;
Inibe a atividade de ATPase de Hsp60p, uma chaperonina
71  YORO020C_HSP10 321 pb  mitocondrial; envolvida no dobramento de proteinas e de triagem
nas mitocondrias;
Z et N - - ~ 2+ A
72 YOR08TW YVC1 2028 pb Can,al vacuolar de cétions; medgla a Ilbe,ra_(;ao de Ca“" a partir do
vacuolo em resposta a choque hiperosmético;
73 YORIOIW RAS1 930 pb Proteina de ligagdo GTP; regula em resposta a privacéo de

nitrogénio, esporulacdo e crescimento filamentoso;
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74

YOR178C_GAC1

2382 pb

Subunidade reguladora da transcricdo de genes HSF-regulados em
condices de estresse;

75

YOR391C_HSP33

714 pb

Possivel chaperona e cisteina protease; necessaria para a
reprogramacdo transcricional e para a sobrevivéncia em fase
estacionaria; semelhante a Hsp31p, Hsp32p, e Sno4p.

76

YPL203W_TPK2

1143 pb

Proteina quinase dependente de CAMP; promove o crescimento
vegetativo em resposta a nutrientes através da via de sinalizacdo de
Ras-AMPc

77

YPL240C_HSP82

2130 pb

Necessaria para a sinalizacdo de feromonio e regulacédo negativa de
Hsflp;

78

YPL280W_HSP32

714 pb

Possivel chaperona e cisteina protease; necessaria para a
reprogramacéo transcricional e para a sobrevivéncia em fase
estacionaria; semelhante a Hsp31p, Hsp32p, e Sno4p.

79

YPRO26W_ATH1

3636 pb

Trealase acida necessaria para a utilizacdo de trealose extracelular;
envolvida na degradacéo da trealose intracelular durante a retomada
do crescimento apo6s o estresse salino;

80

YPR160W_GPH1

2709 pb

Glicogénio fosforilase necessaria para a mobilizacao de glicogénio;
regulada por fosforilagdo mediada por AMPC;

81

YPR184W_GDB1

4611 pb

Possui atividades glicanotransferase e alfa-1,6-amiloglucosidase;
necessaria para a degradacdo do glicogénio; promove 0 aumento da
abundancia de proteinas em resposta ao estresse de replicacédo de
DNA.

Tabela 1: Relagdo dos genes envolvidos a resisténcia ao estresse acido. Estdo descritos o
nome sistematico do gene separado por um underline (_) do nome da proteina, seguido do
tamanho e descricdo do mesmo.
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4. RESULTADOS.

4.1. Montagem de novo, scaffolding e ordenacéo dos contigs

O sequenciamento do genoma da cepa UFMG A-905 realizado com o Illumina MiSeq
gerou 16.322.453 de reads de até 151 pb com valor de qualidade acima de phred 30 e
cobertura estimada em 203 vezes. Para a montagem de novo, o melhor valor de k-mer
utilizado pelo SOAPdenovo foi 81, gerando 2026 contigs que foram entéo estendidos em 838
scaffolds, que foram entdo ordenados por mapeamento no genoma de referéncia de S288c,
resultando em 16 superscaffolds (mapeados na referéncia) e 194 scaffolds (ndo mapeados na
referéncia) compreendendo 11.430,366 pb, tendo o maior scaffold 1.434.165 pb, tamanho
médio de 54.430pb, valor de Nsq igual a 882 kb, 38,2% de c.nteddo GC, 324 gaps e 98,79%
de completude. Para depdsito do genoma no Genbank, os superscaffolds foram quebrados nos
Ns, gerando 534 contigs, que foram depositados com o arquivo .agp, que contém as
coordenadas dos contigs nos scaffolds, sob o nimero de acesso GCA _000733235.3.

O sequenciamento do genoma da cepa Sb_17 foi realizado em duas plataformas NGS,
SOLID 4 e lllumina MiSeq. Um total de 81,4 milhGes de reads de 50 pb foram obtidas com o
SOLID 4. Utilizando o script SOLID_preprocess_filter_v2.pl foram excluidas do conjunto de
dados aproximadamente 60% das leituras por critérios de qualidade, resultando em 35,8
milhdes de leituras com qualidade acima de phred 20 e com a cobertura estimada em 148
vezes. A montagem de novo realizada com o Velvet resultou em 968 contigs. O
sequenciamento com o MiSeq gerou 17,3 milhdes de reads de até 151 pb com valor de
qualidade acima de phred 30 e com a cobertura estimada em 215 vezes. A montagem de novo
realizada com o SOAPdenovo resultou em 2064 contigs. Uma montagem hibrida combinando

0s contigs-velvet e os contigs-soap foi realizada com o software Zorro.pl resultando em 719
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contigs, que foram estendidos em 106 scaffolds e entdo ordenados mapeando contra 0 genoma
de referéncia de S288c, resultando em 16 superscaffolds (mapeados na referéncia) e 83
contigs (ndo mapeados na referéncia) compreendendo 11.677.572 pb com o maior scaffold
1.496.914 pb, valor de Nsy igual a 880 kb, 38,2% de conteudo GC, 395 gaps e 100% de
completude. Para depésito do genoma no Genbank, os superscaffolds foram quebrados nos
Ns, gerando 442 contigs, que foram depositados com o arquivo .agp, que contém as
coordenadas dos contigs nos scaffolds, sob o nimero de acesso GCA_000734875.3.

O sequenciamento da cepa Sb_ATCC MYA-796 foi conduzido pelo Dr. Bruno
Douradinha (Center of Vaccine Research — University of Pittsburgh, USA) e as reads nos
foram cedidas para montagem do genoma. Foi utilizado o Illumina HiSeq, que gerou 53,4
milhdes de leituras pareadas de 101 pb. Apos filtro de qualidade, foram retiradas do conjunto
de dados aproximadamente 9,6% das leituras por critério de qualidade, resultando em 48,3
milhdes de leituras com valor de qualidade acima de phred 30. A montagem de novo resultou
em 1042 contigs, que foram estendidos em 331 scaffolds e ordenados mapeando contra o
genoma de S288c, resultando em 16 superscaffolds (mapeados na referéncia) e 93 contigs
(ndo mapeados na referéncia) compreendendo 11.420.333 pb com o maior scaffold 1.455.881
pb, valor de Nsg igual a 882 kb, 38.1% de contetdo GC, 90 gaps e 100% de completude. Para
depdsito do genoma no Genbank, os superscaffolds foram quebrados nos Ns, gerando 193
contigs, que foram depositados com o arquivo .agp, que contém as coordenadas dos contigs

nos scaffolds, sob o nimero de acesso GCA 000769245.1.
Em nossas analises utilizamos 0 genoma da cepa Sb_EDRL [68] sequenciado com o

GS 454 FLX+ e publicado em 2013 por um grupo de pesquisadores indianos com a cobertura
estimada em 50 vezes. Os contigs foram obtidos do Genbank (nimero de acesso
ATCS00000000.1) e entdo ordenados contra o genoma de S288c, resultando em 16

superscaffolds (mapeados na referéncia) e 93 contigs (ndo mapeados na referéncia),
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compreendendo 11.482.966 pb, com o maior scaffold 1.456.401 pb, valor de Nsq igual a 895
kb, 38,3% de contetdo GC, 2 gaps e 100% de completude.

As métricas estatisticas da montagem e ordenacgdo dos scaffolds das cepas probioticas
estdo sumarizados na tabela 2. Os scaffolds de maior tamanho em todas as quatro cepas
correspondem ao cromossomo 1V de S. cerevisiae. A quantidade de contigs ndo mapeados no
genoma de referéncia foi pequena em todas as quatro cepas, e a soma destes contigs varia

entre 125kb e 247kb.

UFMG A-905 Sh 17 Sb ATCC  Sb EDRL*

Tecnologia NGS MiSeq Solid e MiSeq HiSeq 454

Cobertura ~203x ~366X ~403x ~50x

Contigs 534 442 193 194

Superscaffolds 16 16 16 16

Ol el 194 83 01 01
mapeados

Soma dos contigs ndo 247.651 pb 232.531 pb 144.594 pb 124.923 pb
mapeados

Soma total 11.430.366 pb  11.677.572pb  11.406.924 pb  11.482.966 pb

Maior contig 1.434.165pb  1.496.914pb  1.455.881pb  1.456.401 pb

Menor contig 505 pb 524 pb 491 pb 509 pb

Média %e tamanho 54430pb  117.955pb  107.612pb  107.317 pb
0s contigs

N50 882.501 pb 880.009 pb 882.821 pb 895.096 pb

Contigs N50 6 6 6 6

GC% 38,2 38,2 38,1 38,3

Gaps (N) 324 395 88 2

Completude 98,79% 100% 100% 100%

Tabela 2: Métricas estatisticas das montagens dos genomas. *O genoma da cepa Sb_EDRL
nao foi montado neste trabalho, apenas analisado junto aos demais.

A figura 1 ilustra os superscaffolds de UFMG A-905, Sb 17, Sbh_ ATCC e Sb_EDRL
mapeados nos cromossomos | a VI de S288c. O percentual de similaridade entre as

sequéncias é representado de acordo com a transparéncia da cor referente a cepa alinhada.
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B s288c
UFMG A-905
B 100% identity
I 95% identity
80% identity
Sb_17
100% identity
95% identity
80% identity
Sb_ATCC

B 100% identity

- 95% identity
80% identity

Sb_EDRL

B 100% identity

B 95% identity
80% identity

chr il
316620 bp

chrv
576874 bp

Figura 1: Brig plot dos superscaffolds das cepas probidticas mapeados nos cromossomos | a
VI de S288c, representada em laranja. Em verde esta representada a cepa UFMG A-905, em
amarelo a cepa Sb_17, em azul a cepa Sb_ ATCC e em roxo a cepa Sb_EDRL.

A figura 2 ilustra os superscaffolds de UFMG A-905, Sb_17, Sb_ATCC e Sb_EDRL
mapeados nos cromossomos VII a XIl de S288c. O percentual de similaridade entre as

sequéncias é representado de acordo com a transparéncia da cor referente a cepa alinhada.
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W s28sc
UFMG A-905
B 100% identity
B 95% identity

‘ 80% identity
chr vl Sb_17

562643 bp

chr Vil
1090940 bp

100% identity
95% identity
80% identity
Sb_ATCC
B 100% identity

. 95% identity
80% identity

Sb_EDRL

B 100% identity

B o5% identity

80% identity

chr X
439888 bp

chr X
745751 bp

450 kbp
N\

/”
/
% \ y
\ 400Kbp 350 kbp

chr Xi chr Xil

666816 bp 1078177 bp
\

Figura 2: Brig plot dos superscaffolds das cepas probiéticas mapeados nos cromossomos VII
a X1l de S288c, representada em laranja. Em verde esta representada a cepa UFMG A-905,
em amarelo a cepa Sb_17, em azul a cepa Sb_ATCC e em roxo a cepa Sb_EDRL.

A figura 3 ilustra os superscaffolds de UFMG A-905, Sb_17, Sb_ATCC e Sb_EDRL
mapeados nos cromossomos XIII a XVI de S288c. O percentual de similaridade entre as

sequéncias é representado de acordo com a transparéncia da cor referente a cepa alinhada.
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B s288c
UFMG A-905
B 100% identity
I 95% identity

80% identity
Sb_17

100% identity

7004bp chr Xill
924431 bp

chr Xiv
784333 bp

95% identity
80% identity
Sb_ATCC
B 100% identity
B 5% identity
80% identity
Sb_EDRL
B 100% identity
B 5% identity
80% identity

chr Xvi
948066 bp

800 kbp 1091291 bp

Figura 3: Brig plot dos superscaffolds das cepas probidticas mapeados nos cromossomos
X1l a XVI de S288c, representada em laranja. Em verde esta representada a cepa UFMG A-
905, em amarelo a cepa Sb_17, em azul a cepa Sb_ ATCC e em roxo a cepa Sb_EDRL.

4.2. Anotacao estrutural dos genomas

A predicdo génica identificou possiveis ORFs (Open Reading Frames) nos genomas,
que foram mapeadas contra o banco de dados de proteinas ndo redundantes — nr, do NCBI
(National Center of Biothecnology Information). Aproximadamente 98,4% de todas as ORFs
preditas em todas as quatro cepas revelaram similaridade significante (evalue cutoff <1073)
com proteinas do nr. A tabela 3 sumariza os resultados obtidos de predicdo génica e tRNAs
presentes nos genomas das cepas probioticas. A diversidade de tRNAs esta relacionada ao

anticodon que o tRNA carrega.
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UFMG A-905 Sb_17 Sb_ATCC Sb_EDRL

OREFs preditas 5335 5441 5305 5326
ORFs mapeadas x nr 5252 5357 5221 5233
% ORFs mapeadas 98,44% 98,45% 98,41% 98,40%
ttRNAs 311 287 273 276

dtRNAs 41 42 43 41

Tabela 3: ORFs e tRNAs preditos nos genomas das cepas probioticas. ttRNAs = total de
tRNAs; dtRNAs = diversidade de tRNAs.

O resultado da busca por elementos repetitivos nos genomas probi6ticos, bem como
no genoma da cepa ndo-probidtica S288c¢ estdo sumarizados na tabela 4. As cepas probioticas
apresentaram uma reducdo em aproximadamente 75% de bases em regifes repetitivas do tipo
LTR, embora a quantidade de elementos identificados tenha sido proxima da cepa referéncia,
variando entre 5% na cepa Sb_17 e 16% na cepa Sb_ ATCC. Elementos do tipo Tyl/copia sao
0s mais abundantes em leveduras e por conseguinte, foram 0s que apresentaram maior
reducdo na quantidade de bases identificadas nas cepas probioticas, embora a contagem do
numero de elementos do tipo Ty3/GIPSY/DIRS1 apresentou discrepancia (maior contagem)
quando comparada a cepa referéncia. Isso acontece devido a comparacdo das sequéncias de
interesse com os elementos repetitivos do banco de dados interno do RepeatMasker (neste
caso, elementos repetitivos presentes no género Saccharomyces), as insercoes e delecbes que
fragmentaram essas regifes foram contadas como um elemento. As repeti¢des simples, sdo
compostas por regides de di, tri, tetra, penta e hexa repeticdes maiores do que 20pb, e
apresentavam contagem e frequéncia semelhantes entre as cepas.

Pequenos pseudogenes de RNAs também foram mapeados pelo RepeatMasker, com
contagens semelhantes nas cepas UFMG A-905 e Sb_17, aproximadamente 10% da contagem
encontrada na cepa S288c, ao passo que as cepas Sbh_ ATCC e Sbh_EDRL apresentaram
aproximadamente 50% e 70%, respectivamente, da quantidade de bases de pequenos RNAs

encontrada na cepa referéncia.
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Cepas . Quantidade Tamanho dos  Percentual no
analisadas Tipos de elementos de elementos elementos genoma
LTRs 514 406714 pb 3,35%
Tyl/Copia 452 381547 pb 3,14 %
5288¢ Gypsy/DIRS1 62 25167 pb 0,21 %
(referéncia)  No classificado 19 50995 pb 0,42 %
Pequenos RNAs 6 12034 pb 0,10 %
Repetigdes simples 2976 127844 pb 1,05 %
LTRs 456 104078 pb 0,91 %
Tyl/Copia 386 88506 pb 0,77 %
Gypsy/DIRS1 70 15572 pb 0,14 %
UFMG A-905 =~ e
Né&o classificado 6 4371 pb 0,04 %
Pequenos RNAs 3 1329 pb 0,01 %
Repetigdes simples 2912 121006 pb 1,06 %
LTRs 488 112859 pb 0,97 %
Tyl/Copia 411 95312 pb 0,82 %
Sh 17 Gypsy/DIRS1 77 17547 pb 0,15 %
- Né&o classificado 2 4992 pb 0,04 %
Pequenos RNAs 4 1167 pb 0,01 %
Repeticdes simples 2900 121205 pb 1,04 %
LTRs 433 102336 pb 0,90 %
Tyl/Copia 366 86707 pb 0,76 %
Gypsy/DIRS1 67 15629 pb 0,14 %
Sb_ATCC y -
- Né&o classificado 3 3575 pb 0,03 %
Pequenos RNAs 6 5959 pb 0,05 %
Repeticdes simples 2823 131486 pb 1,15 %
LTRs 468 116602 pb 1,02 %
Tyl/Copia 393 98312 pb 0,86 %
Gypsy/DIRS1 75 18290 pb 0,16 %
Sb_EDRL " .
- Né&o classificado 6 7101 pb 0,06 %
Pequenos RNAs 14 8015 pb 0,07 %
Repeticdes simples 2735 116595 pb 1,02 %

Tabela 4: Resultado do mapeamento de elementos repetitivos identificados nas cinco cepas

analisadas.
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4.3. Anotacéo funcional dos genomas

A anotacéo funcional com Blast2GO foi capaz de identificar categorias funcionais de
ontologia em 69% das ORFs preditas (aproximadamente 3700 ORFs) nos quatro genomas
probidticos. A busca por dominios proteicos realizada pelo Interproscan identificou
assinaturas proteicas em 93% das ORFs preditas (aproximadamente 5000 ORFs) nos quatro

genomas probidticos (figura 4).

Quantidade de GO e IPS
7000
6000
5000

4000 m ORFs
m[PS

3000 GO

Contagem

2000

1000

5288c UFMG A-905 Sh 17 Sb_ATCC Sb EDRL

Cepas analisadas

Figura 4: Quantidade de GO e IPS mapeados nos genomas. Em azul esta representado o
total de ORFs em cada genoma, em laranja estdo representadas as assinaturas proteicas
identificadas no Interproscan e em amarelo a quantidade de GOs identificados.

A distribuicdo de Enzime Code (EC) das seis principais classes (Oxidoreductases,
Transferases, Hydrolases, Lyases, Isomerases e Ligases) foi semelhante nos quatro genomas

probidticos e quando comparado com o genoma de S288c (figura 5).

31



Presenca de EC nos genomas

500

450

400

350 ® Transferases

300 Hydrolases
g 250 B Oxidoredutases
g Ligases
8 200 m Lyases

150 ® [somerases

100

50

S5288c UFMG A-805 Sb_17 Sb_ATCC Sb_EDRL

Cepas analisadas

Figura 5: Contagem de EC (Enzime Code) presente nos genomas analisados.

A distribuicdo de GO por niveis de categorias em Processos Biologicos (PB),
Componente Celular (CC) e Funcdo Molecular (MF) foi semelhante entre as cepas probioticas
e a cepa ndo probidtica (S288c), com excecdo do GO 0005515 (Protein Binding) que se
mostrou enriquecido na cepa Sbh_ATCC quando realizado o teste FischerExact com multiplos
testes de correcdo de FDR (cutoff < 0.05). Foram encontrados 396 genes relacionados a
categoria Protein Binding na cepa Sb_ATCC enquanto a cepa referéncia e demais cepas

probidticas apresentaram aproximadamente 96 genes relacionados a categoria acima.

GOterm Nome Tipo FDR S;)r_‘gl'zltejt #Sb ATCC  #S288c  Acima/abaixo
0005515 rotein o 1262 1.6e¥® 326 96 Acima
binding
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4.4. Relagdes filogenéticas

A historia evolutiva recuperada a partir do alinhamento das 415 proteinas ort6logas
concatenadas esta representada na figura 6. Como raiz foi utilizado o genoma da levedura
Saccharomyces pastorianus que foi agrupada separadamente das demais. Distinguimos trés
grandes clados, destacados por diferentes cores e que refletem a importancia biotecnoldgica
das cepas. No clado vermelho, com suporte estatistico de 100%, estdo agrupadas as leveduras
de importancia industrial, produtoras de bioetanol Sce _IR2, Sce_ NAM34-4c, Sce_NY 1308,
Sce ZTW1, Sce_M3837, Sce_M3707, Sce_M3836, Sce_M3838, Sce_YJISH1, Sce_M3839, a
cepa Sce_T7 isolada de um Carvalho (arvore) no estado de Missouri nos EUA, e duas cepas
produtoras de vinho e saque, respectivamente, Sce N85 e Sce Kyokay7. A levedura
Sce_YJM789, uma cepa oportunista patdogena humana isolada de um paciente
imunodeprimido em 1989, foi agrupada em um ramo, com suporte estatistico de 70%, entre o
clado de importancia industrial e o clado das cepas laboratoriais (destacado em azul),
contendo as cepas Sce Sigmal278b, Sce CEN.PK113-7D, Sce W303, Sce BY4741 e
S288c, com 100% de suporte estatistico. Logo abaixo foi formado um ramo, com 63% de
suporte estatistico, com a cepa produtora de bioetanol Sce_JAY291, seguido do clado das
cepas fermentadoras alcoodlicas (destacado em verde) produtoras de vinho Sce RO008,
Sce R103, Sce P301, Sce P283, Sce EC1118, Sce RM1l-la, Sce VL3, Sce VIN13,
Sce_ AWRI796 e LalvinQa23, e as cepas produtoras de cerveja Ale Sce FostersB e
Sce_FostersO. Dentro deste clado, destaca-se o ramo em verde-limdo, com alto suporte
estatistico, onde estdo agrupadas as cepas probioticas Sb_17, UFMGA-905, Sb_ EDRL e

Sb_ATCC.
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Figura 6: Arvore filogenética construida a partir do alinhamento de 415 proteinas ortdlogas.
A historia evolutiva foi inferida usando o método Neighbour Joining com suporte estatistico
de 1000 replicatas de bootstrap. O percentual de arvores em que as cepas se agruparam &
mostrado nos nds e a analise foi conduzida utilizando o software Geneious. Em vermelho esta
destacado o clado das cepas de importancia industrial, em azul esta destacado o clado das
cepas laboratoriais e em verde estd destacado o clado das cepas fermentadoras, com
destaque para o ramo em verde-limdo onde estdo agrupadas as cepas probioticas.

4.5. Andlise de variantes (SNVs)

A analise de variantes no genétipo das quatro cepas probidticas foi realizada a partir
do alinhamento das reads contra o genoma de referéncia de S. cerevisiae. As cepas
UFMG905, Sb 17 e Sb_ATCC foram sequenciadas com Illumina gerando reads curtas
(101pb — 151pb) com alta cobertura (>300x), enquanto a cepa Sb_EDRL foi sequenciada
utilizando 454 FLX+, gerando reads longas (~800pb) com cobertura estimada em 50x. Nas
quatro cepas probidticas, foi encontrada uma variante a cada 245, 237, 230 e 222 bases,

respectivamente para UFMG A-905, Sb 17, Sb. ATCC e Sb_EDRL, com média de 51,943
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variantes em cada genoma. Na tabela 5 estdo descritas as contagens de variantes encontradas
nas quatro cepas. A quantidade de variantes homozigotas e heterozigotas foi semelhante entre
as cepas, embora Sbh_EDRL (sequenciada com 454 FLX+) tenha apresentado uma contagem
elevada (em negrito) de inser¢des em apenas um alelo em relagdo as demais cepas, bem como

uma elevacao na contagem total de delegdes (entre 25 e 32%).

UFMG A-905 Sbh_17 Sh_ATCC Sb_EDRL
Hom Het  Total Hom Het  Total Hom Het  Total Hom Het  Total
SNP 42.394 3.231 45.625 | 42.667 3.408 46.075 | 43.424 3.623  47.047 | 44.098 3.885 47.983
Insercéo 1.911 388 2299 | 1.928 390 2318 | 1.917 663  2.580 | 1.402  1.457  2.859
Delecdo 2.059 336 2395 | 2.086 332 2418 | 2.086 561  2.647 | 2.704 822  3.526
Total 46.394 3.955 50.319 | 46.681 4,130 50.811 | 47.427 4847 52.274 | 48.204 6.164 54.368

Tabela 5: Quantidade de variantes por tipo nos quatro genomas probidticos.

O SnpEff reporta os possiveis impactos que uma variante causard ao fenotipo
produzido e os classifica em quatro grupos, sendo HIGH (provavelmente causa uma proteina
truncada, ou a perda de funcéo, ou alguma troca que acarretard no decaimento do transcrito,
exemplo, ganho de stop codon e mudanca de frameshift), MODERATE (variantes sem
interrupcdes que podem alterar a eficiéncia da proteina, exemplo, variante missense e delecéo
inframe), LOW (assume que a maior parte das variantes sejam inofensivas ou que seja
improvavel alguma alteracdo na proteina, exemplo, variantes sinénimas) e MODIFIER
(variantes ndo codificadoras, ou em regides de genes nao codificadores de proteinas, ou
quando ndo ha evidéncia de impacto, por exemplo, variantes em regides downstream ao
gene). Quando localizadas em regides codificadoras dos genes as variantes podem causar
algum efeito funcional na proteina a ser traduzida. Esse efeito pode ser chamado Missense
quando a alteragdo do nucleotideo afetard& o cddon e consequentemente o aminoacido

traduzido. E chamado Nonsense, quando a alteracdo do nucleotideo acarretara em um

35



stopcodon prematuro. E chamado de mutacéo silenciosa, quando a alteragio no nucleotideo,
embora altere o codon, ndo alterara o aminoacido traduzido. As variantes encontradas e
anotadas com SnpEff nos quatro genomas probioticos estdo representadas na figura 7. A
quantidade de impactos nos quatro niveis nas quatro cepas foi semelhante, embora a cepa

Sb_EDRL tenha apresentado contagem pouco acima das demais cepas.

Quantidade de variantes anotadas com snpEff presente
nos genomas probiéticos e seu impacto predito.

51952 52459
50169 S0651

= UFMG A-905
Sh_17

mSh_ATCC

mSb_EDRL

18582

17320 17399 17568

10891 10930 11149 11332
10000

591 617 675 1034

High Moderate Low Modifier

Impacto predito pelo snpEff

Figura 7: Quantidade de variantes encontradas nos quatro niveis de impacto nas quatro
cepas probioticas, preditos pelo SnpEff.

Embora a contagem total dos impactos tenha sido semelhante entre as quatro cepas,
nem todas as variantes foram encontradas em todos os genomas; houve uma diferenca na
quantidade de impactos presentes em comum em todas as quatro cepas, ou seja, mapeados no
Mesmo cromossomo € na mesma posi¢do em relacdo a referéncia. A figura 8 representa em
um grafico de pizza, sendo as fatias correspondentes aos tipos de impactados de variantes
encontrados em comum nas cepas probidticas, e que tenham apresentado valor de qualidade

do mapeamento igual ou superior a phred 30.
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QUANTIDADE DE IMPACTOS EM COMUM AS QUATRO

CEPAS PROBIOTICAS
133 8056
M High
M Moderate
M Low
M Modifier 34546

Figura 8: Quantidade de impactos de variantes anotados com SnpEff encontrados em comum
aos quatro genomas probidticos.

Dos 133 impactos com anotacao do tipo High, 11 resultam em frameshift, 1 impacto
em um sitio aceptor de splicing, 16 causam a perda de start cddon, 76 resultam em ganho de
stop codon e 29 resultam na perda do stop codon. Dos impactos do tipo High, 111 genes sédo
afetados em uma posicdo em comum nas quatro cepas probioticas, 8 genes séo afetados duas
vezes na mesma posicdo nas quatro cepas probioticas (HPC2, IMD4, RPL16A, YALO67W-A,
YERO097W, YHL037C, YHR028W-A e YOLO79W) e 2 genes sofreram trés impactos do tipo
High em comum nas cepas probioticas (NSP1 e OSW2). A relagdo completa dos genes e
impactos do tipo High estdo descritos no Anexo.

As cepas sequenciadas com alta cobertura apresentaram valores semelhantes de
variantes causadoras de mutacdo missense, nonsense e silenciosa, enquanto a cepa Sb_ EDRL
apresentou contagem um pouco acima das demais para mutacfes missense e silenciosa.
Quando a alteracdo de uma Unica base acontece de uma base purina para outra purina (A/G),
ou de uma base pirimidina para outra pirimidina (C/T), essa mutacdo é conhecida como
transicdo. Quando essa alteracdo acontece de uma base purina para uma pirimidina (e vice-
versa), ela é conhecida como transversdo. A quantidade de transicdes e transversdes, bem

como a relagdo transi¢des/transversdes encontradas foi semelhante entre as quatro cepas. Na
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tabela 6 estdo descritas as contagens de mutacdes por classe funcional que afetam as regides

génicas, bem como a contagem de transicdes e transversdes e sua relacéo.

UFMG A-905 Sh_17 Sh_ATCC Sb_EDRL
Missense 10.586 10.622 10.815 11.121
Nonsense 109 110 117 116
Silenciosa 17.320 17.398 17.567 18.579
TransicOes 33.529 33.826 34.442 34.968
Transversoes 12.096 12.249 12.605 13.015
Relacdo Trans/Transv 2,7719 2,7615 2,7324 2,6867

Tabela 6: Quantidade de efeitos por classe funcional e quantidade de transicbes e

transversdes presentes nos genomas probidticos.

A densidade de variantes ao longo dos cromossomos das 4 cepas probidticas foi

semelhante entre as quatro cepas, embora a cepa Sbh_EDRL tenha apresentado valores acima

das demais em algumas regifes. As figuras 9 e 10 representam a densidade de variacdes

encontradas ao longo de 1kb ou 10kb nos 16 cromossomos das cepas probidticas.
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Figura 9: Densidade de SNVs ao longo dos cromossomos | a VIII das cepas probidticas. Em
verde esta representado a cepa UFMG A-905, em amarelo esta representada a cepa Sb_17,
em azul esta representada a cepa Sb_ATCC e em rosa esta representada a cepa Sb_EDRL.
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Figura 10: Densidade de SNVs ao longo dos cromossomos 1X a XVI das cepas probidticas. Em
verde esta representado a cepa UFMG A-905, em amarelo esta representada a cepa Sb_17, em
azul esta representada a cepa Sh_ATCC e em rosa esta representada a cepa Sb_EDRL.
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4.6. Genes presentes nas cepas probioticas e ausentes na cepa S288c

A busca por genes presentes nas cepas probidticas e ausentes na cepa referéncia ndo
probidtica (S288c) retornou 20 candidatos, sendo que 4 destes genes foram encontrados
duplicados (destacados com * na tabela 7) em, pelo menos, uma das quatro cepas. Apenas
dois dos vinte genes exclusivos ndo foram encontrados em uma das cepas probidticas,
yil169c-like protein (de aproximadamente 450 pb) ndo encontrada na cepa Sb_EDRL e um
gene de 216 pb que codifica uma proteina hipotética ndo foi encontrado na cepa Sb_ATCC.
Dentre os vinte genes, foi encontrado um gene exclusivo da cepa S. cerevisiae EC1118 (de
237 pb), um gene da cepa S. cerevisiae CENPK113-7D (de 225 pb) e um gene da cepa S.
cerevisiae JAY291 (de 1263 pb), ambos codificando para proteinas hipotéticas. Os genes com

as respectivas anotacdes e tamanhos estdo descriminados na tabela 7.

Tamanho do gene
UFMG A-905 Sb_17 Sb ATCC Sb EDRL

Descricdo da anotacéo via GO

1 ykl215c-like protein 3864 pb 3864 pb 3864 pb 3864 pb
2  Proteina hipotética 183 pb 183 pb *183 pb 183 pb
3 EC1118_1J19 0562p 237 pb 237 pb 237 pb 237 pb
4 yil169c-like protein 450 pb 498 pb 432 pb -

N-acetiltransferase mprl
5 COMEIYRE T BIERI D 690pb  690pb  690pb 690 pb
estresse oxidativo via

metabolismo de prolina

6 yfr0O12w-like protein 666 pb 447 pb 666 pb 666 pb
7  Proteina hipotética *231 pb 231 pb 231 pb *231 pb
8 Proteina hipotética *189 pb 189 pb *189 pb *189 pb
9 (F;ré’lt\fg,rl‘glhlig%éif;‘(az 225ph 225 pb 225 pb 225 pb
10 Proteina hipotética 195 pb 195 pb 195 pb 195 pb
11 Proteina hipotética 192 pb *192 pb *192 pb *192 pb
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12 Proteina hipotética 216 pb 216 pb - 216 pb

Proteina hipotética
C1Q 05653 (Sce_JAY291)

14  Floculagdo 1182 pb 1182 pb 1182 pb 1182 pb

Transportador membranar de

13 1263pb  1263pb  1263pb 1263 pb

15 4 ido nicotinico 1512pb  1512pb  1512pb  1512pb
16 Fator de transcrigédo C6 1962 pb 1962 pb 1962 pb 1962 pb
17 Proteina hipotética 246 pb 246 pb 246 pb 246 pb
18 Proteina hipotética 219 pb *219 pb 219 pb 219 pb
19 Proteina hipotética 198 pb 198 pb 198 pb 198 pb
20 Proteina hipotética 204 pb 204 pb 204 pb 204 pb

Tabela 7: Genes presentes nas cepas probidticas e ausentes na cepa S288c. Os genes
duplicados nas respectivas cepas estdo indicados com asterisco (*).

4.7. Genes ausentes nas cepas probidticas e presentes na cepa S288c.

Os 6717 genes anotados da cepa S288c foram mapeados contra as CDS preditas e
anotadas das cepas probidticas. Foram identificados 803 genes ausentes em, pelo menos, uma
das cepas probiéticas e 706 ausentes nas quatro cepas, como visualizado na figura 11, criada

com a ferramenta Venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

UFMG A-9 Sb_EDRL

Figura 11: Diagrama de Venn ilustrando a quantidade de genes da cepa S288c ausentes nas
cepas probiodticas.
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Para 0 mapeamento funcional, foram retirados deste grupo de 706 genes ausentes nas
cepas probidticas, 24 genes codificados pelo genoma mitocondrial, pois nosso interesse a
priori, € apenas em genes nucleares. Analisamos entdo, 682 genes nucleares e identificamos
0s Processos Bioldgicos, Fungdes Moleculares e Componentes Celular aos quais estes genes
estdo relacionados, como descrito na tabela 8. O gene YIL0O80W foi excluido dos resultados
pois ndo apresenta categoria de GO descrita, e se trata de um pseudogene TyB Gag-Pol

deletado.

FDR Expect.
Termo GO #Prob. % #Background %  P-value (%) Falso
positivo

Transposi¢do mediada s
PB | por RNA 94/681 13,8 110/7167 1,5 1,81le 0.00 0.00

Transposicao 94/681 13,8 113/7167 16 3,39¢ 0.00  0.00

Atividade DNA
Polimerase dirigida por | 46/681 6,8  49/7167 0,7 4,00e” 000 0.00
RNA

Atividade DNA
Polimerase dirigiapor | 46/681 6,8  62/7167 09 181e* 000  0.00
DNA

EM Ati\_/idade DNA
Polimerase

Atividade Ribonuclease | 47/681 6,9  84/7167 1,3 5,64e%  0.00 0.00
Nucleotidil transferase | 49/681 7,2  94/7167 1,3 1,41e*  0.00 0.00

46/681 6,8 65/7167 09 6,21  0.00 0.00

Atividade Peptidase 47/681 6,9 140/7167 20 2,28¢®  0.00 0.00
Atividade Nuclease 47/681 6,9 142/7167 20 4726e®  0.00 0.00
Atividade Hidrolase 49/681 7,2 289/7167 40 0,00441 0.01 0.04
Retrotransposon

CcC 94/681 13,8 94/7167 1,3 2.71e¥  0.00 0.00

nucleocapsideo

Tabela 8: Termos de ontologia (GO) dos genes de S288c ausentes nas quatro cepas
probioticas. Estdo descritos os Processos Bioldgicos (PB), Funcdo Molecular (FM) e
Componente Celular (CC) encontrados com diferenca significativa em comparacdo com 0s
termos GO dos genomas das leveduras depositados no Saccharomyces Genome Database.
Destacaram-se como enriquecidos 0s processos relacionados a atividade de

transposicdo e retro transposicdo com 94 dos 681 genes ausentes nas cepas probioticas em

cada um destes processos, bem como genes relacionados a atividade transcricional mediados
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por DNA e RNA e enzimas com atividade peptidase, nuclease, hidrolase e

nucleotidiltransferase.

4.8. Genes relacionados a resisténcia ao estresse acido.

Genes relacionados a resisténcia ao estresse acido pelo qual as leveduras probidticas

sdo submetidas em contato com o suco gastrico humano foram investigados nas quatro cepas

probidticas. Foram analisados genes de choque térmico, fatores de transcricdo, proteinas

quinases, ATPases, proteinas de membrana, chaperonas, entre outras (a relacdo completa esta

descrita na tabela 1). Consideramos o tamanho da query, tamanho da subject e tamanho do

alinhamento para inferir sobre a presenca ou auséncia dos genes nas cepas probioticas. Do

total de 81 genes analisados, 54 foram mapeados nas quatro cepas probidticas, 8 apresentaram

evidéncia de alinhamento em ao menos trés cepas probioticas e 19 ndo apresentaram

evidéncia de alinhamento ou ha divergéncia entre o tamanho da query, da subject e do

alinhamento. Estes 19 genes estdo descritos na tabela 9. No anexo a relacéo de todos 0s genes

e o resultado do blast.

Nome do gene

Classe funcional

YDL185W_VMALl
YDRO039C_ENAZ2
YDRO0O40C_ENA1
YKL190W_CNB1
YDR258C_HSP78
YJL159W_HSP150
YPL240C_HSP82
YJR090C_GRR1
YBR066C_NRG2
YNLO27W_CRZ1
YLR310C_CDC25
YOR178C_GAC1
YNL098C_RAS?2
YOR101W_RAS1
YBL105C_PKC1

e e =
SRS RREBwovousrwn e

Bomba ATPase
Bomba ATPase
Bomba ATPase
Caucineurina
Choque Térmico
Choque Térmico
Choque térmico
Envolvimento em ubiquitinacao
Envolvimento na transcri¢ao
Envolvimento na transcricao
Envolvimento no ciclo celular
Fosfatase
GTPase
GTPase
Proteina quinase
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Proteina quinase

YJL164C_TPK1

16
17 YKL166C_TPK3 Proteina quinase
18 YPL203W_TPK2 Proteina quinase
19 YLR332W_MID2 Sensor de sinalizagédo
Tabela 9: Genes relacionados a resisténcia ao estresse acido sem evidéncia de alinhamento

nos genomas das cepas probidticas.
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5. DISCUSSAO.

Probidticos vém sendo alvo de crescente interesse cientifico nos ultimos anos. Em

uma busca realizada no Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) em novembro de 2014,

o termo “probiotic” retornou 6.322 artigos, sendo 778 relacionados ao termo
“Saccharomyces” e destes, 477 artigos foram relacionados ao termo “Saccharomyces
boulardii”. Embora o conhecimento sobre os efeitos probidticos causados por essa levedura
tenha aumentado nos Gltimos anos, pouco se sabe sobre o genoma de S. boulardii. A levedura
S. cerevisiae foi 0 primeiro microrganismo eucarioto a ter o genoma sequenciado em 1996,
abrindo uma gama de possibilidades para pesquisas genéticas, permitindo a clonagem de seus
genes, caracterizacdo e identificacdo, além da compreensdo dos mecanismos celulares e

fisiologicos deste micro-organismo [69]. Com o advento das novas tecnologias de

sequenciamento aliada ao processamento de dados através de analises computacionais
avancadas, podemos explorar fronteiras ainda desconhecidas no genoma destes
microrganismos, sequenciando com alta cobertura e em tempo muito menor, a um custo cada

vez mais reduzido. O primeiro genoma de S. boulardii depositado em banco de dados
publicos foi a cepa EDRL [68] de origem indiana, em 2013, cujo o foco do trabalho foi a

analise de um grupo de proteases e fosfatases presentes no referido genoma e em cepas de S.
cerevisiae.

Nosso trabalho propds, além de sequenciar utilizando avancadas plataformas de
sequenciamento de Gltima geracdo, montar, anotar o genoma de duas cepas probidticas, uma
isolada no Brasil (UFMG A-905) e outra comercializada no pais (Sb_17), analisar de forma
ampla incluindo o genoma das cepas Sb_ ATCC MYA-796 (mantida nos EUA) e Sb_ EDRL
(comercializada na indiana), buscando encontrar assinaturas genémicas em comum ao grupo

de leveduras probidticas em comparacao a cepa ndo probiotica S288c.
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A primeira corrida de sequenciamento das leveduras UFMG A-905 e Sh_17 foi
realizada utilizando o sequenciador SOLID 4, com bibliotecas mate-pair. Devido a problemas
de contaminagdo bacteriana, os dados de UFMG A-905 foram descartados. A montagem de
novo da cepa Sb 17 ndo foi satisfatoria, sendo necessaria uma nova corrida de
sequenciamento que foi realizada utilizando o sequenciador Illumina MiSeq, com bibliotecas
paired-end. Foram gerados dados de alta qualidade, que foram montados de novo. Devido a
falta de softwares especificos capazes de realizar uma montagem denovo combinando as
reads de SOLID e MiSeq da cepa Sh_17, uma montagem hibrida combinando os contigs
obtidos com cada uma das montagens foi a alternativa viavel para aproveitamento dos dois
dados de sequenciamento desta cepa. A montagem de novo da cepa UFMG A-905,
sequenciada apenas em uma plataforma (MiSeq), gerou métricas estatisticas satisfatorias. As
reads geradas com o sequenciador MiSeq foram utilizadas para gerar os scaffolds, que foram
posteriormente alinhados utilizando o genoma da cepa S288c como referéncia, gerando 16
superscaffolds que representam os cromossomos da levedura.

A cepa Sb_ATCC foi sequenciada utilizando Illumina HiSeq em um trabalho prévio
[70] de um grupo do Centro de Vacinas da Universidade de Pittsburgh, que gentilmente nos
cedeu os dados brutos (reads) da referida cepa para incluirmos em nosso trabalho. Os dados
foram entdo submetidos a0 mesmo pipeline de montagem que utilizamos para as cepas
UFMG A-905 e Sb_17: montagem de novo, scaffolding utilizando a informacdo de
pareamento das reads, e alinhamento no genoma de referéncia (S288c).

O genoma das trés cepas, UFMG A-905, Sb_17 e Sb_ ATCC foram disponibilizados
publicamente no Genbank como montagem a nivel cromossomal.

Os contigs da cepa Sb_EDRL, sequenciada com GS 454 FLX+ e disponibilizados
publicamente no Genbank, foram obtidos e submetidos a ultima etapa do pipeline de
montagem (alinhamento contra o genoma de referéncia), a fim de obtermos os 16

superscaffolds.
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A sintenia encontrada ao alinharmos os 16 cromossomos das quatro cepas probidticas
aos cromossomos da cepa referéncia S288c reflete uma conservacdo a nivel genémico
presente nas cepas probioticas, com auséncia de partes do genoma em regides semelhantes,
embora a origem dos dados montados de cada cepa tenha sido diferente.

O pipeline de anotacdo foi semelhante para os quatro genomas, diferenciando pelo uso
de dados de transcritos montados a partir de dados de RNA-Seq das cepas UFMG A-905 e
Sb_17. A quantidade de ORFs preditas semelhante nas quatro cepas e a alta quantidade de
ORFs mapeadas contra o nr (98,4%) sugerem uma montagem consistente, uma excelente
eficiéncia do pipeline de anotacéo e a ndo necessidade de utilizagdo de dados de RNA-Seq na
anotacdo de genomas de leveduras, uma vez que os preditores ab initio do pipeline de
anotacdo foram semelhantemente efetivos na anotagdo dos quatro genomas.

A quantidade de genes de tRNA encontrados na cepa UFMG A-905 foi maior do que
nas trés cepas de S. boulardii e do que na cepa ndo-probidtica S288c (que possui 295 genes de
tRNA), embora a diversidade de genes de tRNA n&o tenha sido refletida no total de genes.
Satapathy e colaboradores, em um trabalho envolvendo a analise comparativa de 441 estirpes
bacterianas, mostraram um aumento da diversidade de tRNA em bactérias termofilas
(temperatura de crescimento acima de 50° C) quando comparadas a bactérias nao-termofilas,
ao passo que bactérias psicrofilas (temperatura de crescimento abaixo de 25° C) apresentam
aumento no total de tRNA em comparacdo a bactérias ndo-psicrofilas, sugerindo que a

adaptacdo a temperatura de crescimento afeta essas caracteristicas gendmicas em
bactérias[71]. Ndo existem na literatura trabalhos descrevendo a diversidade e quantidade de

tRNAs em diferentes leveduras correlacionando com a temperatura de crescimento ou
qualquer outra caracteristica fisiologica/metabdlica. Nossos dados sugerem que 0 aumento no

ttRNA encontrado na cepa UFMG A-905 pode estar correlacionado a necessidade de
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adaptacdo do microrganismo as condi¢cdes extremas encontradas em seu ambiente de origem
(mosto da producéo de Cachaca).

Elementos transponiveis (TEs) sdo seguimentos de DNA repetitivo que podem ser
inseridos em novas localizagdes cromossdémicas e que muitas vezes podem fazer copias
duplicadas de si mesmo durante o processo[72]. Compde uma das principais fontes de
variabilidade genética em procariotos e eucariotos. Em bactérias, os TES sdo responsaveis
pela transferéncia de genes causadores de resisténcia a antibidticos[73]. O elemento

transponivel do tipo P é encontrado exclusivamente em Drosophilamelanogaster, e

amplamente utilizado para estudos de mutagénese e na criacdo de moscas geneticamente
modificadas para estudos genéticos[74]. Em leveduras, a Unica classe de TEs encontrada sao

0s elementos do tipo LTR retrotransposons. O resultado da busca por TEs nos genomas
analisados, sugere uma perda conservativa de LTRs nos genomas probidticos quando
comparados ao genoma da cepa ndo-probiotica S288c. A reducdo de aproximadamente 75%
de bases em regides de LTRs foi comparavel nas cepas probidticas, embora a quantidade de
nameros de elementos tenha sido proxima a da cepa S288c; isso devido a fragmentacao destes
elementos repetitivos por insercGes ou delecdes que sdo contados como um elemento pelo
algoritmo do RepeatMasker. Em 2002, Dunham e colaboradores, trabalhando com anélises de
CGH (Comparative Genomic Hybridization) envolvendo oito cepas de leveduras em

experimentos sob condi¢cbes de limitacdo de glicose, mostraram que a maioria dos rearranjos
cromossomais estdo relacionados a pontos de quebram em sequéncias de TEs[44]. Embora o

estudo ndo ofereca evidéncias diretas de que os rearranjos promovam algum fitness, o fato de
multiplas cepas aprestarem 0 mesmo ponto de quebra, apesar de suas origens independentes,
reforca a sugestdo de que os pontos de rearranjos funcionem como base para adaptacéo. Trés
das oito cepas tiveram pontos de quebra em regides de Ty proximas ao gene CIT1, que
codifica a enzima citrato sintase, uma importante enzima do ciclo do &cido citrico. Os autores
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especulam que o rearranjo pode ativar os elementos Ty levando a desrepressdo do CIT1 na

presenca de glicose. Como € um regulador chave do ciclo do &cido citrico, a ativacdo de CIT1
pode promover a desrepressdo de outros genes do clico e resultar no fendtipo adaptativo[44].

Os autores sugerem ainda que sequéncias de elementos Ty possam se tornar fixas em
rearranjos, por oferecem vantagens fenotipicas seletivas.

Bleykasten-Grosshans e colaboradores publicaram um trabalho em 2013 envolvendo a
analise comparativa de 41 genomas de leveduras e mostraram a existéncia de consideraveis
diferencas entre as cepas em relacdo aos elementos Ty. Embora ndo tenham encontrado um

padrdo na quantidade de conteudo de LTRs, existe um viés para um maior teor de LTR em
cepas laboratoriais quando comparados as demais cepas[75]. Uma vez que nossas analises

identificaram quebras cromossomais (figuras 1 a 3) e perdas semelhantes no conteudo de
LTRs entre as cepas probidticas (tabela 4), sugerimos que essa conservacdo deletéria possa
estar relacionada, de alguma maneira, ao fitness probiotico.

A anotacao funcional via Blast2GO identificou categorias funcionais de ontologia e
assinaturas de dominios proteicos equivalentes nas cepas probioticas, bem com a quantidade
de Enzime Code entre as cepas probidticas e quando comparadas a cepa S288c, sugerindo
uma similaridade global a nivel proteico/funcional. A analise de enriquecimento utilizando
teste FischerExact identificou uma categoria funcional, Binding Protein (GO 0005515)
enriquecida apenas na cepa Sb_ ATCC em comparacdo com a cepa S288c. Nemcova e

colaboradores ja mostraram que a habilidade de ligacdo a matriz extracelular é fundamental
para habilitar bactérias a colonizarem o intestino e exercerem uma funcéo probidtica[76].

Ha& muita controvérsia em relacdo a classificacdo taxondmica de S. boulardii dentro do
género Saccharomyces. Por meio de diferentes metodologias de analises moleculares, ha

pesquisadores que classificam S. boulardii como uma espécie distinta de S. cerevisiae [77,
78], outros que a classificam como um grupo separado dentro de espécies de S. cerevisiae
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[79], outros que a classificam como uma espécie geneticamente muito proxima ou quase
idéntica a S. cerevisiae, embora apresentem diferencas metabolicamente e fisiologicamente
[80]. A abordagem filogenética utilizada em nosso estudo, concatenando e alinhando 415

proteinas ortdlogas presentes em 37 genomas de espécies de Saccharomyces (incluindo as
cepas probidticas aqui descritas e o outgroup S. pastorianus) foi capaz de agrupar as cepas de
acordo com caracteristicas metabdlicas/biotecnolégicas em trés grandes clados, das cepas de
importancia industrial/biotecnolégica (figura 6, em vermelho), o clado das cepas laboratoriais
(figura 6, em azul), e o clado das cepas fermentadoras alcodlicas (figura 6, em verde), onde
estdo agrupas em um ramo monofilético, as cepas probidticas (figura 6, em amarelo). A
abordagem de maltiplas proteinas concatenadas produz um aumento da acuracia da inferéncia

filogenética quando utilizado o método Neighbour-Joining [81]. Ao alinharmos grupos de

proteinas ortologas para construir uma mega-arvore, estamos garantindo uma relacéo

simeétrica entre 0s genomas, mesmo ndo descartando posi¢des incongruentes, uma vez que
elas fornecem informacdes adicionais para a resolucdo de ramos curtos [81]. Sendo assim,

sugerimos que S. boulardii € uma cepa de S. cerevisiae e ndo uma subespécie de
Saccharomyces.

A analise de variantes presentes nos genomas probidticos confirmou o caracter
diploide destas cepas. Os genomas sequenciados com Solid/Illumina (UFMG A-905, Sb_17 e
Sb_ATCC) tiveram contagem semelhante na quantidade de variantes, enquanto o genoma da
cepa Sb_EDRL, sequenciada com 454 FLX+ apresentou contagem um pouco maior que as

demais, sobretudo de insercdes, devido a natureza da tecnologia empregada neste
sequenciador, que apresenta alta taxa de erros em homopolimeros [34]. A semelhanca na
quantidade de impactos preditos entre as cepas, inclusive com a presenca de 54% dos

impactos preditos em comum as quatro cepas probidticas, sugere uma conservagdo gendémica

em nivel de variantes nos genomas probidticos.
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A duplicacdo génica € uma importante fonte de novos genes e exerce papel crucial
influenciando na evolucdo molecular [82]. Essa duplicagdo pode acontecer em duas escalas: a
nivel genémico, duplicando grandes blocos do genoma e a nivel génico, com pequenas
duplicacGes génicas ou de pequenos segmentos do genoma [83]. A presenca de um grupo de

20 genes (em sua maioria, hipotéticos sem funcdo conhecida) ausentes na cepa nao probidtica
S288c e presentes nas quatro cepas probidticas sugere um papel importante no carater
probidtico ao qual pertencem estas cepas, sobretudo pela presenca do gene N-
acetyltransferase Mprl, responsavel pela protecdo celular ao estresse oxidativo, via

metabolismo de L-prolina e L-arginina [84]. Quatro destes genes, todos hipotéticos sem

funcdo conhecida, estdo duplicados nos genomas probidticos. O gene transportador
membranar de &cido nicotinico, também presente nos genomas probioticos e ausente em
S288c, possui dominio MSF_1 que pertence a superfamilia dos facilitadores de membrana, e

atuam principalmente na absorcdo de acucares, mas também no transporte de drogas,
metabolitos, oligossacarideos e aminoacidos [85], podendo estar envolvido no carater

probidtico destas cepas. Tecnicas de biologia molecular podem ser aplicadas para inferir a
funcdo destes genes, como expressdo da proteina recombinante seguida de ensaios in vitro,
nocaute génico seguido da avaliacdo do fenotipo e localizacao celular por hibridizacéo in situ.
Dos 803 genes de S288c ausentes em, pelo menos, uma cepa probiotica, 706 (88%) destes
genes estdo ausentes nas quatro cepas, com grande presenca de genes envolvidos em
processos de transposicao.

A auséncia de genes relacionados a resposta ao estresse acido, como ATPase de
membrana e bombas de sédio (VMAL, ENAL, ENA2), bem como proteinas quinase (PKC1
TPK3, TPK2) podem estar envolvidos indiretamente na maior resisténcia das cepas
probioticas quando expostas as condi¢cBes de estresse induzido por baixo pH, como em

condigdes de contato com o suco gastrico humano. Sant'/Ana e colaboradores [86] mostraram
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que cepas de S. cerevisiae mutantes (enal-44) apresentam maior viabilidade celular quando
expostas a pH 2 quando comparadas a cepa W303. Durso & Grynberg e colaboradores,
analisaram o perfil de expressdao génica utilizando a técnica de microarray das cepas de
UFMG A-905, Sb_17 e W303 expostas a condi¢do de estresse acido simulando as condicdes
gastricas, ¢ visualizaram um enriquecimento da categoria funcional “response to salt stress
(GO 0009651)” na cepa nao-probidtica (W303). O gene ENAL é um dos onze genes
relacionados a esta categoria funcional, e utilizando gPCR, néo foi identificado qualquer sinal
de expressdao de ENAL nas cepas probidticas (artigo em preparagdo). Os autores chamam
ainda a atencdo pelo inesperado fato da inibicdo da categoria funcional relacionada ao
dobramento proteico, ao qual fazem parte genes de choque térmico como HSP82,
considerando que, sob condicGes de estresse, uma celula utiliza chaperonas para prevenir o
acumulo de proteinas no citoplasma (artigo em preparacao).

Leveduras S. cerevisiae fazem parte da alimentacdo humana ha séculos, seja
produzindo bebidas como o vinho ou alimentos como o pao, entretanto, a Unica levedura
utilizada e reconhecida como probidtico é a cepa S. boulardii. Este trabalho foi o primeiro a
analisar de forma ampla o genoma das cepas probidticas S. boulardii e S. cerevisiae UFMG
A-905, mostrando semelhancas genémicas entre elas e em comparacdo com a cepa nao-
probidtica S. cerevisiae S288c. Ao disponibilizarmos estes dados oferecemos a comunidade
cientifica a base para futuros estudos gendmicos, e incentivamos a continuidade pela

elucidacdo dos mecanismos que possam estar envolvidos no carater probiotico.
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6. CONCLUSOES.

Nossas principais conclusdes a partir das analises dos dados, séo:

v S. cerevisiae UFMG A-905 possui similaridade gendmica maior com S. boulardii do
que com outras cepas ndo-probidticas de Saccharomyces cerevisiae, o que reforca
ainda mais seu carater probi6tico;

v' A presenca de um maior nimero de genes de tRNAs na cepa UFMG A-905 pode estar
relacionada a adaptacdo ao ambiente indspito ao qual foi isolada;

v' A sintenia e auséncia de regides de LTRs foi semelhante nos genomas probioticos,
sugerindo uma conservacao entre as cepas em comparagao com a cepa ndo-probiotica
S288c;

v' Embora tenha sido evidenciado em apenas uma das quatro cepas probidticas, o
enriquecimento da categoria funcional “Binding Protein” refor¢a o carater probiotico
destas cepas em comparagdo com a cepa S288c;

v Existem 20 genes presentes nas cepas probidticas e ausentes na cepa referéncia S288c,
codificando em sua maioria, para proteinas hipotéticas;

v Os genes de S288c ausentes nas cepas probidticas sdo, em sua maioria, genes
relacionados a atividade de transposicao e retroelementos;

v' Com base nas relacbes filogenéticas inferidas através de 415 genes ortdlogos, S.
boulardii é uma cepa de S. cerevisiae, € ndo uma subespécie do género
Saccharomyces;

v' Existe uma delecdo de genes envolvidos no influxo de ions e prétons nas cepas
probidticas, sugerindo um envolvimento indireto na resisténcia celular ao estresse

acido sofrido pelas leveduras probi6ticas;
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8. ANEXOS.

8.1. Relacdo das 415 proteinas do KOG utilizadas para o alinhamento e
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8.2. Genes que sofreram impacto do tipo HIGH nos quatro genomas probidticos.

Efeito do

Tipo de impacto impacto Variante Gene

1 FRAME_SHIFT aat/ YILO12W

2 FRAME_SHIFT aca/CGCTTaca YERO46W-A
3 FRAME_SHIFT aca/ YER145C-A
4  FRAME_SHIFT agaaca/ YGL193C

5 FRAME_SHIFT ata/atGa YERO97W

6 FRAME_SHIFT atg/ YPLO025C

7  FRAME_SHIFT cgal YER186C

8 FRAME_SHIFT gga/ MNS1

9 FRAME_SHIFT ggc/ SPH1

10 FRAME_SHIFT tac/ YFLO32W

11 FRAME_SHIFT tat/Gtat YBR134W
12 SPLICE_SITE_ACCEPTOR CNB1

13 START_LOST MISSENSE aTglaAg COA1

14 START_LOST MISSENSE aTg/aCg YGLO06W-A
15 START_LOST MISSENSE aTg/aCg YJR107W

16 START_LOST MISSENSE aTg/aCg YNR062C

17 START_LOST MISSENSE aTg/aGg TAD1

18 START_LOST MISSENSE atG/atA AKR2

19 START_LOST MISSENSE atG/atA ATG29
20 START_LOST MISSENSE atG/atA SSK22
21 START_LOST MISSENSE atG/atA YDL094C
22 START_LOST MISSENSE atG/atA YFR035C

23 START_LOST MISSENSE atG/atA YHLO037C

24 START_LOST MISSENSE atG/atA YKRO75W-A
25 START_LOST MISSENSE atG/atA YPR002C-A
26 START_LOST MISSENSE atG/atC GTT2

27 START_LOST MISSENSE atG/atT YALO67W-A
28 START_LOST MISSENSE Atg/Gtg YHLO037C

29 STOP_GAINED NONSENSE Aaa/Taa YALO67W-A
30 STOP_GAINED NONSENSE Aag/Tag YGRO051C

31 STOP_GAINED NONSENSE Aga/Tga Oosw?2

32 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa ACT1

33 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa AMA1

34 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa CRT10

35 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa osw?2

36 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa RFA2

37 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa RPL37A

38 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa TSC11

39 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa YBR109W-A
40 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa YCRO87W
41 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa YKL147C
42 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa YML116W-A
43 STOP_GAINED NONSENSE Caa/Taa ZPS1
44  STOP_GAINED NONSENSE Cag/Tag ECM33
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED

NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE

Cag/Tag
Cag/Tag
Cag/Tag
Cag/Tag
Cag/Tag
Cag/Tag
Cag/Tag
Cga/Tga
Cga/Tga
Cga/Tga
Cga/Tga
Cga/Tga
Cga/Tga
Cga/Tga
Gaa/Taa
Gaa/Taa
Gaa/Taa
Gaa/Taa
Gaa/Taa
Gag/Tag
Gga/Tga
taCl/taA
taC/taA
taC/taA
taC/taG
taC/taG
taC/taG
taT/taA
taT/taA
taT/taG
tCa/tAa
tCa/tAa
tCa/tGa
tCa/tGa
tCg/tAg
tgC/tgA
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tGg/tAg
tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA

EMI1

HXT8
KIN28
RPL13B
YLR317W
YMLO99W-A
YNL235C
ECM1

IWR1

NSP1

VMR1
YGR176W
YHRO028W-A
YOR282W
ABZ1

PUP1
YCLO012C
YFLO015C
YMLO57C-A
YGL258W-A
YLR444C
NSP1

TIR4
YHRO71C-A
YBR090C
YLR400W
YORO024W
IRC14
YOLO79W
YFLO21C-A
YLLO58W
YORO050C
YEROQO97W
YJL182C
YELO67C
GAC1

AGP3
COX5B
DSF1

NSP1

PRM9
YBR113W
YIR020C
YMR193C-A
YNL285W
IMD4
MAL33
PGM2
TRM2
YARO028W
YDRO010C
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96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_GAINED
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP_LOST
STOP LOST

NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
NONSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE
MISSENSE

tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA
tgG/tgA
tgT/tgA
tTa/tAa
tTa/tAa
tTa/tGa
tTa/tGa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Caa
Taa/Gaa
Taa/Gaa
taA/taT
taA/taT
tAa/tTa
Tag/Cag
taG/taC
taG/taT
tAg/tGg
tAg/tGg
tAg/tGg
tAg/tGg
tAg/tGg
tAg/tGg
tAg/tGg
Tga/Cga
Tga/Cga
Tga/Gga
tgA/tgG
tGa/tTa
tGa/tTa

YHRO028W-A
YLR428C
YOLO79W
YOL134C
YMR316C-A
MET1
YDR215C
UBP15
YPL277C
IMD4
OSW?2
PAU7
QDR2
RPL16A
YHR022C
YNL324W
YORO72W
CRS5
KDX1
YALO31W-A
YELO74W
APA2
HPC2
BBP1
NFT1
ABM1
FLOS
HPC2
NIT1
YDR114C
YJIRO79W
YKL223W
HAC1
RPL16A
CMC4
PSP2
MUD1
YBR197C
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8.3. Resultado do blast dos genes relacionados a resisténcia ao estresse acido.

Resultado do Blast: em verde estd representada a evidéncia de similaridade via

alinhamento, em vermelho estd representada a auséncia de evidéncia de similaridade via

alinhamento e em amarelo estd representada uma similaridade parcial query x subject no

alinhamento. Estéo representados 54 genes em verde, 20 em amarelo e 7 em vermelho.

| UFMG A-905 | Sb 17 | Sb ATCC | Sb EDRL

1 | YBL105C PKC1
2 | YBROOIC_NTH2
3 | YBRO66C NRG2
4 | YBRO72W_HSP26
5 | YBR126C TPSL

6 | YBRI40C_IRAL

7 | YBR160W_CDC28
8 | YBR182C SMP1
9 | YBR260C_RGD1
10 | YBR295W PCAL
11 | YBR296C_PHOB89
12 | YCR021C_HSP30
13 | YDL138W RGT2
14 B

15 | YDL194W SNF3
16 | YDROOIC NTH1
17 | YDR028C_REG1
18 | YDR038C_ENA5
19 | YDR0O39C_ENA2
20 | YDR040C_ENAL
21 | YDR043C_NRG1
22 | YDRO74W_TPS2
23 | YDR171W_HSP42
24 | YDR173C_ARGS?2
25 | YDR216W_ADRL
26 3

27 | YDR47T7TW_SNF1
28 | YDR533C_HSP31
29 | YELO1IW GLC3
30 | YERI29W SAK1
31 | YFLO1AW HSP12
32 | YFRO14C_CMK1
33 | YFRO15C_GSY1
34 | YGLOOBW PMC1
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35

YGL008C_PMA1

36 | YGL035C MIGL
37 | YGLO71IW AFT1
38 | YGL179C_TOS3
39 | YGL209W MIG2
40 | YGL248W PDEL
41 | YGR217W _CCH1
42 | YHLO27W _RIM101
43 | YHR030C SLT2
44 | YILOS0W PCL7
45 | YIL141C_YAK1
46 | YIL159W HSP150
47 | YIL164C TPK1
48 | YJR090C GRRI
49 | YKLO048C ELM1
50 | YKLO62W MSN4
51 | YKL166C_TPK3
52 | YKL190W CNB1
53 | YKR058W GLG1
54 | YLLO26W _HSP104
55 | YLR044C _PDC1
56 | YLR113W _HOG1
57 | YLR138W_NHAL
58 | YLR258W _GSY?2
59 | YLR259C_HSP60
60 | YLR310C_CDC25
61 | YLR332W_MID2
62 | YLR342W _FKS1
63 | YMR0O37C_MSN2
64 | YNLO27W _CRZ1
65 | YNLO98C RAS?2
66 | YNL291C_MID1
67 | YOLOI6C _CMK2
68 | YOLOSIW IRA2
69 | YOR002W _ALG6
70 | YOR008C SLG1
71 | YOR020C_HSP10
72 | YOR087TW_YVC1
73 | YOR101W RASI
74 | YOR178C_GACI
75 | YOR391C HSP33
76 | YPL203W_TPK2
77 | YPL240C_HSP82
78 | YPL280W_HSP32
79 | YPRO26W ATH1
80 | YPRI6OW GPH1
81 | YPRI84W _GDBI
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