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RESUMO 

 

 

Para a produção economicamente viável de etanol de segunda geração a 

partir de bagaço de cana são necessários vários avanços tecnológicos em diferentes 

etapas deste bioprocesso incluindo o melhoramento genético de microrganismos 

fermentadores. A levedura Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo mais 

usado para tal por ser uma excelente fermentadora e tolerante aos estresses dos 

grandes processos fermentativos industriais. Dentre os principais açúcares que 

compõem o bagaço de cana, destaca-se a xilose, uma pentose que pertence à 

fração hemicelulósica. Todavia, S. cerevisiae só utiliza hexoses na fermentação, não 

sendo capaz de metabolizar pentoses. O objetivo principal deste trabalho foi 

desenvolver uma levedura capaz de fermentar xilose. Inicialmente, foi feito um 

estudo das características genéticas da linhagem industrial de S. cerevisiae JP1 – 

microrganismo hospedeiro selecionado como alvo das modificações desejadas 

(Capítulo 1). Pode-se verificar que a linhagem JP1 é diploide e heterotálica. Mostrou-

se também sensível às principais drogas usadas em processo de seleção de 

recombinantes assim com uma boa eficiência de transformação. Além disso, foi 

construída uma linhagem auxotrófica para uracila com a dupla deleção do gene 

URA3. Posteriormente, a linhagem JP1 foi modificada geneticamente para se tornar 

capaz de fermentar xilose a etanol (Capítulo 2). Foram construídos cassetes de 

expressão para duas enzimas da via metabólica de xilose - xilose isomerase e 

xiluloquinase – clonados em vetor epissomal. A linhagem recombinante obtida foi 

submetida à adaptação metabólica por 48 dias em meio contendo apenas xilose 

como fonte de carbono, levando a um aumento na taxa de crescimento de 0,008 h-1 

para 0,13 h-1. Estudos preliminares de fermentação em meio sintético mostrou um 

acúmulo de xilitol (YX/S = 0,29 g g-1) e baixa produção de etanol (YE/S = 0,27 g g-1). 

Para incrementar a produção de etanol, um cassete de deleção para o gene GRE3 

(aldose redutase) foi desenvolvido. Além disso, consideramos a introdução de um 

gene codificador para um transportador com afinidade por xilose, visando aumentar 

o influxo de xilose para a célula. Para tanto, foi iniciada uma análise transcricional da 

levedura Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis) CBS 5774 adaptada ao hidrolisado 

de bagaço de cana a fim de compreender a regulação em diferentes concentrações 
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de xilose e glicose, além de selecionar um possível transportador de xilose para ser 

expresso em S. cerevisiae (Capítulo 3). Dados preliminares indicam que o gene com 

maior expressão em xilose foi XYL3 e, dentre os transportadores putativos de xilose, 

XUT1.  

 

Esse trabalho representou uma das primeiras iniciativas no País no emprego 

de abordagens de engenharia metabólica para o desenvolvimento de um 

bioprocesso em linhagem industrial de S. cerevisiae. No seu conjunto, nossos 

resultados preliminares mostram que o desenvolvimento da tecnologia nacional para 

a produção de álcool lignocelulósico utilizando microrganismos modificados 

geneticamente é plenamente viável. Embora a linhagem obtida nesse estudo não 

tenha apresentado rendimentos de etanol desejáveis a partir de xilose, foi 

demonstrada a eficácia das ferramentas moleculares desenvolvidas que poderão ser 

empregada em futuros estudos. Além disso, comprovamos que as características 

genéticas da linhagem industrial JP1 a tornam uma interessante plataforma para 

futuras modificações relacionadas a outros bioprocessos.  
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ABSTRACT 

 

 

In order to achieve cost-effective, second-generation ethanol production from 

sugarcane bagasse, several stages of this bioprocess need to be technologically 

upgraded, which includes the genetic improvement of fermenting microorganisms. 

The yeast Saccharomyces cerevisiae is the most employed microbe to this purpose 

due to its excellent fermentative properties and high tolerance to the stressing 

conditions of large-scale industrial fermentation. Among the sugars that constitute 

sugarcane bagasse, xylose, a pentose abundant in the hemicellulosic fraction, is one 

of the most important. However, S. cerevisiae only uses hexoses in fermentation and 

is incapable of catabolising pentoses. The main goal of this project was to develop a 

xylose-fermenting yeast strain. Initially, we made genetic profiled the industrial S. 

cerevisiae strain JP1, which was to be subjected to the genetic manipulations in the 

pursuit of our goal (Chapter 1). We assessed that JP1 is diploid and heterothallic. It 

was also shown to be susceptible to the main drugs used in recombinant derivative 

selection and to be transformable with good efficiency. Next, we created an uracyl-

auxotroph derivative by double-deleting the URA3 gene. Later, the JP1 strain was 

genetically modified to become able to ferment xylose to ethanol (Chapter 2). We 

created expression cassettes for two enzymes of the xylose catabolic pathway – 

xylose isomerase and xylulokinase – cloned into an episomal vector. The 

recombinant strain was submitted to metabolic adaptation for 48 days in medium with 

xylose as the sole carbon source, which led to an increase in the growth rate from 

0.008 h-1 to 0.13 h-1. Preliminary studies of fermentation in synthetic medium 

revealed a buildup of xylitol (YX/S = 0,29 g g-1) and low ethanol production (YE/S = 0,27 

g g-1) by this strain. In order to increase ethanol production, a deletion cassette for 

the GRE3 gene (aldose reductase) was developed. In addition, we considered 

introducing a gene coding for a membrane transporter with affinity for xylose to 

increase the influx of xylose to cell. To this end, we carried out a transcriptional 

analysis of the yeast Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis) CBS 5774 that had 

been adapted to sugarcane bagasse hydrolysate in order to understand gene 

regulation under different xylose and glucose concentrations and thus select a 

putative xylose transporter that could be expressed in S. cerevisiae (Chapter 3). 
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Preliminary data indicate that the most upregulated gene with xylose as carbon 

source was XYL3 and, among putative xylose transporters, XUT1. 

 

The present work was one of the first attempts in the country to use metabolic 

engineering to develop a bioprocess in an industrial strain of S. cerevisiae. Overall, 

our preliminary results show that it is fully possible to develop national technology for 

production of ethanol from lignocellulosic residues using genetically modified 

microorganisms. Although the strain obtained in the present study did not show the 

desired ethanol yield from xylose, the molecular tools developed in this work were 

shown to be effective and validated to be used in future studies. Besides, we showed 

that the genetic features of the industrial strain JP1 make it interesting for future 

modifications related to other bioprocesses. 
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ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 

 

°C = graus centígrados 

5-FOA = ácido 5-fluoroorótico 

Amp = ampicilina 

AmpR = ampicilina resistente 

ADP = adenosina difosfato 

AMP = adenosina monofosfato 

ATP = adenosina trifosfato 

β-gal = beta-galactosidase 

BSA = albumina sérica bovina 

CCR = carbon catabolite repression (repressão catabolica por carbono) 

cDNA = DNA complementar 

Da = Dalton 

DAHP = 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato 

DIC = Differential Interference Contrast (Contraste de interferência diferencial) 

DMSO = dimetil sulfóxido 

DNA = ácido desoxirribonucleico 

dATP = deoxiadenosina trifosfato 

dNTP = deoxirribonucleotídeos trifosfatados 

DTT = ditiotreitol 

EDTA = ácido etilenodiaminotetracético 

EMP = Embden-Meyerhof-Parnas 

EtBr = Brometo de etídio 

EUA = Estados Unidos da América 

FSC = forward scatter 

g =  força da gravidade 

g = grama 

GEE = gases de efeito estufa  

GFP = Green fluorescente protein (proteína verde fluorescente) 

GJ = gigajoule (1GJ = 109 J) 

GRAS = Generally Recognized as Safe (geralmente reconhecido como seguro) 



Viviane Castelo Branco Reis 

 

GRE3 = aldose redutase 

h = hora 

ha = hectare 

hph = higromicina B fosfotransferase 

HPLC = High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Líquida de Alta 

Performance) 

IPTG = isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo 

J = joule 

Kan = kanamicina 

kb = quilobases = 1000 pares de bases 

kDa = quilo Dalton = 1000 Dalton 

λ BstEII = marcador de DNA de fago λ digerido com a enzima de restrição BstEII 

λ E/H = marcador de DNA de fago λ digerido com as enzimas de restrição EcoRI e 

HindIII 

LiAOc = Acetato de lítio 

M = molar 

mg = miligrama 

MIC = Minimum Inhibitoriy Concetration (concentração inibitória mínima) 

min = minuto 

MJ = megajoule 

mL = mililitro 

mM = milimolar 

MOPS = 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (ácido 3-N–morfolino propano 

sulfônico) 

mRNA = ácido ribonucléico mensageiro 

MSC = múltiplo sítio de clonagem 

F = faraday 

µM = micromolar 

NCBI = National Center for Biotechnology Information 

ng = nanograma 

NAD+ / NADH = Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

ng = nanograma 

OD600 = densidade óptica a 600 nm 
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OFP = orto-Flúor-DL-Fenilalanina 

ORF = open reading frame (fase aberta de leitura) 

PAGE = polyacrilamide gel electrophoresis (eletroforese em gel de poliacrilamida) 

pb = pares de base 

PB = Paraíba 

PCR = polimerase chain reaction (reação de polimerização em cadeia) 

PEG = polietilenoglicol 

PFGE = Pulsed Field Gel Electrophoresis (Eletroforese em Gel de Campo Pulsante) 

PFK = fosfofrutoquinase 

PFP = para-Flúor-DL-Fenilalanina 

PGK = 3-fosfoglicerato quinase 

pH = potencial hidrogeniônico 

PPP = pentose phosphate pathway (via das pentose fosfato) 

PSA = persulfato de amônia 

qRT-PCR = PCR em tempo real (transcrição reversa e reação de polimerização em 

cadeia em tempo real) 

q.s.p. = quantidade suficiente para 

RNA = ácido ribonucléico 

RNAse = ribonuclease 

rpm = rotações por minuto 

RT = transcriptase reversa 

s = segundos 

SAP = shrimp alkaline phosphatase (fosfatase alcalina de camarão) 

SDS = sodium dodecyl sulfate (Dodecil Sulfato de Sódio) 

SGD = Saccharomyces Genome Database 

snRNA = small nuclear RNA 

SSC = side scatter 

t = tonelada  

T = timina 

TAL1 = transaldolase 1 

TEF = translation elongation factor (fator de elongação transcricional) 

TKT = transcetolase 

TM = Temperatura de anelamento 

Tris = tris(hidroximetil)aminometano 
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tRNA = ácido ribonucleico transportador 

UNICA = União da Indústria de Cana-de-açúcar 

UV =ultravioleta 

V = voltagem  

YNB = yeast nitrogen base (base nitrogenada de levedura) 

X-gal = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactosídeo 

XDH = xilitol desidrogenase 

XI = xilose isomerase 

XK = xiluloquinase 

XR = xilose redutase 

W = watt (unidade de potência) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Energia 

 

A energia é considerada a força motriz da economia das nações e os 

combustíveis fósseis respondem por cerca de 80% do consumo mundial de energia, 

sendo que o petróleo tem uma participação de destaque, respondendo por 37% do 

suprimento energético mundial (US Energy Information Administration’s 2006) e 

36,7% do suprimento nacional (Desplechin, 2008; Goldemberg et al., 2008). Para 

atender as necessidades da humanidade, são produzidos por ano 37 x 1019 J de 

energia, que corresponde a 170 milhões de barris de óleo por dia. (Chow et al., 

2003; Weisz, 2004; Somerville, 2007).  

 

O petróleo é uma fonte não-renovável de energia. Segundo relatórios de 

estatísticas sobre Energia Mundial da British Petroleum, as atuais reservas durarão 

cerca de 45 anos — se a razão reserva/consumo não se alterar — o que levará a 

um desequilíbrio entre oferta e consumo. De fato, a escassez das reservas de 

petróleo e a instabilidade política da região do Golfo Pérsico afetam a economia 

global desde os anos 70 (Somerville, 2007; Vertes et al., 2008). 

 

Outra importante questão está relacionada com o aquecimento global gerado 

pela emissão de gases resultantes da queima dos combustíveis fósseis. Nos países 

em desenvolvimento os setores que mais consomem energia são: residencial, 

industrial e transporte. O perfil muda nos países desenvolvidos onde o setor que 

mais consome energia é o setor de transporte, seguido do industrial e residencial 

(Figura 1). O consumo per capita de barril de petróleo nos países desenvolvidos é 

aproximadamente 6,5 vezes maior. Além disso, estima-se que entre 2006 – 2030 

80% do aumento dos combustíveis líquidos serão atribuídos ao setor de transporte 

(Energy Information Administration, 2009). Isso coloca o setor de transporte num 

lugar de destaque quanto ao consumo de energia (Chow et al., 2003). No Brasil, 

segundo o Instituto de Eletrotécnica e Energia/USP, 14% do setor de transportes 

contribuem para o efeito estufa (Tabela 1).  
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Figura 1: Consumo de energia per capita por setor. (Adaptado de Chow et al., 2003) 

 

Tabela 1: Contribuição dos gases do efeito estufa de diferentes setores da economia 
do Brasil para o aquecimento global em 2000. Tabela adaptada de Goldemberg (2007).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na tentativa de reduzir o efeito estufa, vários países assinaram em 1997 o 

Protocolo de Quioto no qual os países industrializados se comprometeram a reduzir 

a emissão de gases que promovem o efeito estufa no período de 2008 a 2012 para 

atingir a meta de redução global equivalente a 5,2% em relação aos valores do ano 
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Contribuição dos Gases do Efeito Estufa para o Aquecimento 
Global

0% 5% 10% 15% 20% 25%

Desmatamento

Tratamento e disposição de resíduos

Uso resisdencial, comercial e serviços

Produção e distribuição de combustíveis fósseis

Geração de eletricidade

Processos Industriais

Agricultura

Transporte 



Viviane Castelo Branco Reis   Introdução 

3 

desenvolvimentos ajudarem a atingir essa meta de redução global. Esse mecanismo 

prevê que a redução da emissão de gases do efeito estufa obtida nos países em 

desenvolvimento seja convertida em créditos de carbono para serem descontadas 

das metas dos países industrializados na forma de comércio (Cerdeira, 2007; 

Pereira Jr. et al., 2008). Dentre as ações adotadas para atender as exigências deste 

protocolo está a utilização de fontes renováveis de energia e a preservação de 

florestas. Segundo a Agência Internacional de Energia, apenas 10% da energia 

usada é proveniente dos biocombustíveis (Somerville, 2007). 

 

Devido a todos estes fatores o mundo vem buscando fontes alternativas de 

energia que sejam sustentáveis. Um produto sustentável é aquele que atende aos 

seguintes requisitos: “deve ser ambientalmente adequado, socialmente justo e 

economicamente viável” (Jank & Nappo, 2009). Em vista disto, a biotecnologia tem 

sido largamente considerada para o desenvolvimento dos biocombustíveis, tais 

como: hidrogênio, biodiesel, biogás, metanol, butanol e etanol (Wackett, 2008b). 

Dentre os combustíveis alternativos, o etanol é o mais promissor em curto prazo, 

pois além de ser sustentável possui uma tecnologia bem desenvolvida. 

 

1.2 Etanol 

 

Após a crise do petróleo na década de 70, vários países se lançaram em 

projetos de busca por uma fonte alternativa de energia que fosse sustentável. Dentre 

as possibilidades consideradas, estava o bioetanol que, além de ser uma fonte 

energética renovável, pode reduzir em até 80% as emissões de CO2 quando 

comparado à gasolina (Guandalini & Silva, 2006). Os EUA e a China desenvolveram 

o processo para a produção do etanol a partir do milho, a Europa a partir da 

beterraba e trigo, e a Ásia e África a partir de mandioca (Zaldivar et al., 2001; Stein, 

2007). No Brasil surge, em 1975, um programa de incentivo a produção de bioetanol 

a partir de cana de açúcar, o PROÁLCOOL. O álcool passou, então, a ser utilizado 

como combustível no País, tanto na sua forma hidratada como misturado à gasolina.  

 

Atualmente, o Brasil possui uma tecnologia para produção de etanol a partir 

da sacarose bem desenvolvida, o que lhe confere o status de um dos líderes na 
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produção deste biocombustível (Savage et al., 2008) perdendo apenas para os EUA 

com seu etanol derivado de milho. Entretanto em longo prazo, Marcos Jack, do 

ICONE (Instituto de Estudos do Comércio e Negociações Internacionais), afirma que 

a produção de etanol derivado do milho nos EUA não será economicamente viável 

(Salomão & Poloni, 2007), além de competir com a alimentação humana e animal 

(Weber et al., 2010). 

 

O etanol consumido no Brasil representa mais de 40% do total de gasolina 

utilizada (Somerville, 2007; Basso et al., 2008; Jank & Nappo, 2009). Além disso, 

segundo dados do NIPE-UNICAMP (Núcleo Interdisciplinar de Planejamento 

Energético da Universidade de Campinas), nos últimos anos, o Brasil passou a 

exportar 15% do etanol produzido (Jank & Nappo, 2009) e controla mais de 75% do 

mercado de exportação mundial (Mabee, 2007). A Agência Norte-Americana de 

Proteção Ambiental (EPA) anunciou que o etanol de cana de açúcar reduz em 61% 

a emissão de GEE em relação à gasolina. Isso classifica o etanol brasileiro como 

biocombustível avançado. Aliado a isso, a deficiência da produção americana, levou 

este país a importar etanol nos últimos anos (US Congress, 2005; Taylor et al., 

2009; Peralta-Yahya & Keasling, 2010). Os fatos acima abrem boas perspectivas 

para exportação de etanol brasileiro para o mercado americano estimado em 15 a 

40 bilhões de litros até 2022. (Castro, 2010). Outro fator a considerar é que, devido 

ao Protocolo de Quioto, vários países, entre eles o Japão, já consideram adicionar 

álcool à gasolina como uma forma de diminuir a emissão de gases poluentes (Jank 

& Nappo, 2009). Estudos mostram que 39 países criaram leis para desenvolver 

tecnologia de produção dos biocombustíveis. Dentre estes, 27 tornaram obrigatória a 

mistura de etanol à gasolina (Salomão & Poloni, 2007). Todavia, a atual produção 

brasileira não será suficiente para atender a esta futura demanda. Em 2007, foram 

produzidos 18 bilhões de litros de etanol (Goldemberg, 2008). Sendo o consumo 

mundial de etanol de 54 bilhões de litros (França, 2008). Segundo as projeções do 

National Energy Information Center (NEIC), no ano de 2025, a demanda por 

gasolina será de 1,7 trilhão de litros; se houver uma substituição de 10% por etanol, 

será necessária uma produção de 204 bilhões de litros. A atual produção brasileira 

representa aproximadamente 9% desta demanda. Haveria a necessidade de 

aumentar a área de cultivo de cana de açúcar, avançando em áreas de preservação, 

ou substituindo outros cultivos. Ambas as alternativas são prejudiciais, pois o 
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carbono liberado no desmatamento somado ao carbono liberado no crescimento da 

cana de açúcar, refino e a queima do combustível, levaria um maior tempo para 

começar a diminuição do efeito estufa e até mesmo aumentando a emissão de GEE. 

A mudança de cultivo levaria a uma diminuição da oferta de alimento, acarretando 

aumento do preço e diminuindo o acesso a alimentos como grãos e carne pela 

população mais carente (Fargione et al., 2008; Searchinger et al., 2008). Portanto, 

sob este ponto de vista, o etanol de 1ª geração não é considerado sustentável 

(Moore, 2008). 

 

Em virtude dos fatos acima relatados, há uma crescente corrida no mundo 

para o desenvolvimento de tecnologias de baixo custo para a produção de 

bicombustíveis de 2ª geração, aqueles que não afetam a produção de alimentos. O 

comitê industrial do parlamento europeu propôs que, até 2020, 10% dos 

combustíveis fossem de fontes renováveis, sendo que, pelo menos 4% sejam de 2ª 

geração. Atualmente, essa fonte representa 3% dos combustíveis consumidos na 

Europa (The European Parliament and the Council of the European Union, 2003; 

Williams, 2008). Os EUA, por meio do ato político de energia de 2005, propuseram o 

uso de 7,5 bilhões de galões de etanol até 2012 e, em 2007, uma nova meta foi 

proposta de 36 bilhões de galões de etanol até 2025, sendo 16 bilhões de etanol 

celulósico.  

 

O Brasil encontra-se numa posição privilegiada para a produção de etanol de 

2ª geração, pois tem uma extensa área de cultivo, principalmente de cana de açúcar, 

utilizada na indústria do álcool. Segundo dados do Ministério da Agricultura, o País 

produziu na safra de 2009 cerca de 600 milhões de toneladas de cana de açúcar 

gerando mais de 200 milhões de toneladas de resíduos agrícolas (bagaço e palha) 

que são geralmente queimados para cogeração de energia elétrica. Uma tonelada 

de bagaço com 50% de umidade contém 2,85 x 109 J de energia (sem levar em 

consideração a palha) (Reynol, 2010). Só o bagaço corresponde a 55% da energia 

acumulada numa plantação de cana de açúcar. Estes resíduos (bagaço, folhas e 

palha) que representam 2/3 da biomassa, podem ser utilizados para a produção de 

etanol pela chamada “rota bioquímica” após tratamento adequado. Para se ter uma 

ideia do potencial, se a energia representada por estes rejeitos agrícolas fosse 

plenamente aproveitada, o País dobraria a produção de etanol sem aumentar a área 
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plantada. Na queima do bagaço de cana, 35% da energia armazenada na planta 

podem ser convertidas em eletricidade - se fosse convertido em biocombustível, o 

aproveitamento seria de 50% (Pereira Jr., et al., 2008; Somerville, 2007; Soccol et 

al., 2010). O uso da biomassa contribuiria também para a produção de etanol no 

período de entressafra da cana de açúcar que não pode ser estocada. Além disso, o 

material lignocelulósico coletado e com certo preparo apresenta um custo de 1€/GJ. 

Nos países industrializados o custo médio da biomassa nas mesmas condições esta 

entre 2-3 €/GJ (Macedo, 2007). Esse fator é importante, pois 70% do custo de 

produção do etanol correspondem a matéria-prima (Soccol et al., 2010). Com o 

desenvolvimento genético da cana de açúcar aliado ao desenvolvimento de 

tecnologia para a produção de etanol a partir da biomassa a produção brasileira que 

é de 7 x 103 L/ha passaria para 13 x 103 L/ha (Jank & Nappo, 2009). O Brasil possui 

uma vantagem para desenvolver esta tecnologia, pois as unidades para essa 

produção podem ser montadas próximas as usinas sucroalcooleiras, aproveitando a 

infraestrutura, a logística e o baixo custo da distribuição da matéria-prima.  

 

Outro aspecto a ser relatado é quanto à distribuição da produção no planeta. 

A energia oriunda dos combustíveis fósseis, que abastece mais de 200 países esta 

concentrada em 20 países de uma região conturbada politicamente. Com relação à 

energia renovável, mais de 100 países tem potencial como fornecedores, gerando 

milhões de empregos e gerando renda em um grande número de países em 

desenvolvimento, principalmente na área rural (Jank & Nappo, 2009). 

 

1.3 Biomassa 

 

O potencial bioenergético da biomassa vegetal do planeta é alto, pois da 

incidência de radiação solar de 1,78 x 1017 J sobre a Terra, 0,1% são usados nos 

processos de fotossíntese. Essa energia seria suficiente para produzir 1,14 x 1011 t 

de biomassa vegetal que corresponde a 1,97 x 1021 J de energia (314 trilhões de 

barris de petróleo) (Bioetanol, 2008). Sabe-se que a produção mundial estimada de 

resíduos agrícolas é de 3,8 x 109 t (Lal, 2008). Entretanto, apenas uma parte (40-

50%) dos rejeitos agrícolas pode ser utilizada para a produção de energia, pois a 

outra parte tem que retornar ao solo para seu enriquecimento, evitar erosão, reter 
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água e reciclar os nutrientes, melhorando a estrutura e estabilidade do solo e, com 

isso, aumentar a produtividade do cultivo (Lal, 2005). O suprimento mundial de 

biomassa pode fornecer de 34 a 160 bilhões de barris de petróleo por ano, sendo o 

consumo mundial atual de 30 bilhões de barris (Huber & Dale, 2009). Os resíduos 

agrícolas têm uma distribuição geográfica global mais uniforme, possuem um menor 

custo, geram menos liberação de gases que promovem o efeito estufa - responsável 

pelo aquecimento global - geram mais emprego e revitalizam a área rural, além de 

diminuir o conflito da terra entre produzir alimento e produzir energia. Segundo 

estudos realizados pelo Departamento de Agricultura e Energia dos EUA, 1,2 x 109 t 

de biomassa seca pode ser produzida sem afetar a biomassa destinada à 

alimentação humana, animal e exportação. E essa quantidade de biomassa pode 

fornecer 3,8 x 1011 L de combustível/ano (Huber & Dale, 2009).  

 

Os resíduos agrícolas são constituídos basicamente de material 

lignocelulósico, o conjunto de biopolímeros mais abundante do planeta (Lee et al., 

2008). A lignocelulose é formada por celulose (35-50%), hemicelulose (25-30%) e 

lignina (15-30%). Alguns resíduos possuem também pectina (2-20%) (Ragauskas et 

al., 2006, para revisão ver van Maris et al., 2006). A celulose é um 

homopolisacarídeo constituído basicamente de monômeros de glicose (hexose), 

unidos por ligação β-1-4, formando uma estrutura linear e plana de alta massa 

molecular, cristalina, forte e resistente à hidrólise. A hemicelulose é um 

heteropolisacarídeo de estrutura ramificada, randômica, amorfa, pouco forte, 

acessível à hidrolise, e de baixa massa molecular. É formada por polímeros de 

xilose (pentose) unidos por ligações β-1,4 com ramificações de L-arabinose, D-

manose, D-galactose, D-glucose, D-ácido glucurônico, D-ácido galacturônico, α-D-4-

O-ácido metilglucurônico (Aristidou & Penttilä, 2000; Zaldivar et al., 2001; Pereira Jr. 

et al., 2008; Wackett, 2008a). As pentoses mais importantes deste polímero são a 

xilose, o segundo açúcar mais abundante da biomassa (31% do peso seco total), e a 

arabinose (Aristidou & Penttilä, 2000; Jeffries & Jin, 2004; Ragauskas et al., 2006; 

Somerville, 2007). As pectinas, encontradas em cascas de frutas cítricas, são 

heteropolímeros complexos, cuja principal unidade é a cadeia de ácido 

galacturônico, formado por ligações α-1,4, com ramificações de ramnogalacturonana 

e xilogalacturonana (para revisão ver van Maris et al., 2006). A proporção exata de 

cada açúcar contido no material lignocelulósico depende da sua origem, ou seja, do 
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tipo de biomassa (Hayn et al., 1993). Esse material pode ser dividido em seis grupos 

principais: resíduos agrícolas, madeira dura, madeira mole, resíduos de papel, 

biomassa herbácea e lixo sólido municipal (Cardona et al., 2010).  

 

No Brasil, o segundo maior produtor de cana de açúcar do mundo, o bagaço 

da cana de açúcar é um dos principais resíduos agrícolas gerados (CERPCH, 2011). 

As proporções dos polímeros constituintes são de aproximadamente 40-45% de 

celulose, 30-35% de hemicelulose e 20-30% de lignina sendo a composição dos 

principais açúcares em torno de 43% glicose e 24-32% xilose, dependendo do 

método empregado no pré-tratamento (Peters, 2007; Peng et al., 2009). Além do alto 

teor de açúcar, o bagaço de cana de açúcar apresenta baixa quantidade de cinzas 

(1,9-2,3%), o que lhe traz vantagens em relação a outros resíduos agroindustriais 

(Cardona et al., 2010; Sun et al., 2004). Na lignina, não há açúcares; esta é formada 

por compostos fenólicos de difícil degradação, chegando a reter 50% mais carbono 

que a celulose. É responsável pela rigidez das plantas, constituindo o material de 

ligação das fibras de celulose. Pelo seu alto valor energético, a lignina pode ser 

desidratada e queimada gerando 29,54 MJ/kg, além de poder ser utilizada na 

produção de adesivo, concreto maleável, graxa, asfalto resistente e antioxidante, 

fibras de carbono, emulsificantes, dispersantes, sequestrante, surfactante, cola, 

aromatizante e como fragrâncias (Cardona & Sanchez, 2007; Pereira Jr. et al., 

2008). A produção de coprodutos aumenta o valor agregado da cana de açúcar, 

contribuindo para a viabilidade do etanol lignocelulósico.  

 

Outra vantagem do bagaço é o seu custo baixo, pois o replantio da cana 

ocorre após aproximadamente 7 colheitas, se adapta a solos de baixa produtividade 

e ao clima de várias regiões do Brasil (Buckeridge et al., 2010 apud Amorim et al., 

2011, Amorim et al., 2011). Se 50% do bagaço fossem usados na produção de 

etanol o rendimento de etanol gerado reduziria o uso da terra em 33-38%. (Hahn-

Hägerdal et al., 2006; Galbe et al., 2007; Alvira et al., 2010). Além do bagaço de 

cana de açúcar, outra boa fonte de resíduos lignocelulósico seria a indústria de 

madeira. O Brasil produz eucalipto com alto valor calorífero; o valor do fator de 

conversão energética deste material pode chegar a 16, enquanto o etanol de caldo 

de cana é de 8, e o etanol de milho é de 1-1,5 (Fenning et al., 2008). 
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O etanol de celulose pode gerar 75% menos CO2 que o petróleo, não 

compete com alimento, usa menos terra. O uso de resíduos pode reduzir o custo do 

processo, quando comparado ao uso de um cultivar próprio, pois este último requer 

um investimento no cultivo, no uso de fertilizantes e na colheita (Galbe et al., 2007; 

Antizar-Ladislao & Turrion-Gomez, 2008). Entretanto, para a viabilidade da produção 

de etanol de 2ª geração é essencial o aproveitamento das pentoses existentes na 

biomassa (Weber et al., 2010). O desenvolvimento do processo de aproveitamento 

dos açúcares contidos na biomassa pode gerar 52% de energia contida neste 

material ao invés dos 35% atuais (Macedo, 2007). 

 

1.4 Processo de produção do etanol lignocelulósico 

 

Para a produção de etanol de 2ª geração, o material lignocelulósico precisa 

passar por 5 etapas: pré-tratamento, sacarificação da celulose, fermentação, 

separação e tratamento do efluente. O pré-tratamento permite a desestruturação da 

lignocelulose. Nesse processo ocorre a liberação da lignina, a hidrólise parcial ou 

total da hemicelulose e a transformação da celulose cristalina em celulose amorfa, 

facilitando a etapa posterior. O pré-tratamento pode ser um processo físico 

(trituração), físico-químico (explosão a vapor), químico (hidrólise ácida, ozonólise ou 

deslignificação oxidativa) ou biológico (uso de microrganismo ou enzima). A 

sacarificação é a hidrólise do material celulósico liberando as hexoses. Esse 

processo pode ser químico (hidrólise ácida) ou enzimático (ação das celulases). 

Tanto a pentose liberada no pré-tratamento quanto à hexose liberada na 

sacarificação são fermentadas a etanol por microrganismos. Depois de fermentado, 

o material é destilado para obtenção do etanol e os efluentes são tratados (Figura 2) 

(Cardona & Sanchez, 2007; Sun & Cheng, 2002).  
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Figura 2: Esquema do processo de conversão de biomassa em etanol. CBP 
(consolidated bioprocessing), SSCF (simultaneous saccharification and co-fermentation), SSF 
(simultaneous saccharification and fermentation) e CF (co-fermentation). 

 

 

Atualmente, o processo mais comum para a obtenção de álcool 

lignocelulósico é o SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), onde primeiro 

ocorre a sacarificação do material celulósico e, depois, a fermentação. Após o pré-

tratamento, é gerada uma fração sólida, rica em celulose, e a fração líquida, 

composta por pentoses e inibidores resultantes do pré-tratamento (Figura 2). A 

fração líquida passa por uma detoxificação, pois os microrganismos são inibidos 

pelos compostos resultantes do pré-tratamento. Como hoje ainda não existe um 

microrganismo capaz de fermentar de forma eficiente tanto hexose quanto pentose, 

faz-se a fermentação das pentoses separadamente. A fração sólida passa pelo 

processo de sacarificação pela hidrólise enzimática da celulose, gerando 

monômeros de glicose, podendo ser então fermentada (Olsson & Hahn-Hägerdal, 

1996). 
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Para reduzir custos, o ideal seria otimizar o processo por meio de reações 

integradas (Figura 2). Existem algumas formas de processo integrado. No SSF 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation) a hidrólise da celulose e a 

fermentação ocorrem no mesmo reator e praticamente ao mesmo tempo. Esse 

processo reduziria o capital investido em 20% (Wingren et al., 2003). O SSF não é 

largamente utilizado, pois as condições de temperatura e pH para a atividade ótima 

das celulases são diferentes das condições de cultivo do microrganismo mais 

utilizado nesse processo, a levedura Saccharomyces cerevisiae. Outro processo é o 

CF (Co-Fermentation), ou seja, a fermentação simultânea de hexoses e pentoses. 

Esse processo pode ser feito por uma cultura mista contendo um microrganismo 

capaz de fermentar hexose e outro capaz de fermentar xilose, mas normalmente os 

microrganismos que assimilam hexose crescem mais rápido do que aqueles que 

assimilam xilose. Outra opção é utilizar um único microrganismo que fermente os 

dois açúcares de forma eficiente. O processo bastante eficiente é o SSCF 

(Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation), a união dos dois processos 

anteriores. Contudo, o processo ideal é o CBP (Consolidated Bioprocessing) no qual 

um único microrganismo produz as celulases e fermenta todos os açúcares 

presentes no hidrolisado (Cardona & Sanchez, 2007; Pereira Jr. et al., 2008). 

 

1.5 Principais microrganismos utilizados na produção de 

etanol. 

 

As características ideais para a fermentação de resíduos lignocelulósicos é 

que ela seja rápida e com um alto rendimento (mais que 90% do valor teórico) e 

produtividade (mais que 1 g L-1 h-1) de etanol. O microrganismo fermentador deve ser 

tolerante a etanol, a altas concentrações de açúcar, ao baixo pH, a altas 

temperaturas e aos produtos resultantes do pré-tratamento, como furfural e 

hidroximetilfurfural. Deve, ainda, ser resistente a contaminação por outros 

microrganismos; degradar os componentes lignocelulósicos e utilizar todos os 

açúcares disponíveis (hexoses e pentoses), de preferência simultaneamente; gerar o 

menor nível de subprodutos e ser geneticamente estável (Fischer et al., 2008; 

Walker, 1999; Weber et al., 2010; Dien et al., 2003). 
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1.5.1 Bactérias 

 

Há bactérias que são capazes de metabolizar pentoses. Entretanto, esses 

microrganismos normalmente apresentam um baixo rendimento de etanol, baixa 

tolerância a concentrações de etanol, açúcar e pH, além de gerar vários 

subprodutos, reduzindo o rendimento da produção de etanol (para revisão ver Hahn-

Hägerdal et al., 2007). Bactérias homoacetogênica estão sendo consideradas para 

uso, pois fermentam tanto hexoses como pentoses gerando ácido acético. 

Posteriormente este passaria por um processo de esterificação e hidrogenação 

formando etanol. Nesse processo, 1 mol de hexose geraria 3 moles de etanol 

(Eggeman & Verser, 2006). Entretanto, as bactérias mais estudadas para o fim de 

produção de etanol são a Escherichia coli e Zymomonas mobilis.  

 

Escherichia coli 

A bactéria E. coli é capaz de usar uma variedade de fontes de substrato para 

produzir etanol, dentre os quais glicose e xilose. É um organismo de crescimento 

rápido tanto em condições aeróbicas quanto anaeróbicas. Contudo seu cultivo não 

permite variações de pH além do neutro, nem concentrações de sal e nem 

temperatura. Apresenta um baixo rendimento, pois em condições fermentativas gera 

vários subprodutos como: ácido lático, ácido acético, ácido fórmico e ácido 

succínico; não cofermenta os açúcares, pois apresenta o mecanismo de repressão 

catabólica por carbono (CCR – Carbon Catabolite Repression) (Dellomonaco et al., 

2010) e apresenta uma baixa tolerância a etanol, produto da fermentação (Weber et 

al., 2010). Outra desvantagem é a massa celular gerada, pois ela não pode ser 

usada na alimentação animal, visto não ser bem aceita pela população.  

 

Zymomonas mobilis 

Z. mobilis é uma bactéria gram-negativa anaeróbica, tolera altos níveis de 

etanol (> 120 g L-1), possuindo crescimento e processo fermentativo rápidos. Utiliza 

a via Entner-Doudoroff (ED) na produção de etanol a partir de glicose, onde um mol 

de glicose é convertido a 2 moles de etanol (Figura 3). Essa reação gera 1 mol de 

ATP, com isso há uma redução da sua biomassa, direcionando o carbono para a 

produção de etanol. Seu rendimento pode chegar a 97% do valor teórico. Quando os 

níveis de ATP são baixos, o fluxo glicolítico é alto, resultando numa produtividade de 
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3 a 5 vezes maior que S. cerevisiae. Todavia, esse organismo não a substitui por 

várias razões. Z. mobilis metaboliza apenas 3 açúcares: glicose, frutose e sacarose, 

devido a sua deficiência em enzimas da via glicolítica e da PPP (via das pentose 

fosfato). Além disso, é deficiente em enzimas para síntese de vitaminas, 

necessitando de suplementação durante a fermentação. Apenas a glicose oferece 

um alto rendimento na produção de etanol. A fermentação contínua tende a ser 

oscilatória, o que pode provocar uma queda no rendimento de etanol. Z. mobilis 

recombinante para metabolismo de pentoses não faz cofermentação. Há uma 

preferência pelo uso da glicose e posteriormente outros açúcares. Contudo, o 

principal motivo de Z. mobilis não ser utilizada para a produção de etanol é o fato da 

biomassa celular não ser aceita para utilização em ração animal, apesar de possuir 

status GRAS. Além disso, ela é sensível a ácido acético, encontrado no hidrolisado 

lignocelulósico (Bai et al., 2008; Jeffries, 2005; Aristidou & Penttilä, 2000; Weber et 

al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Via Entner-Doudoroff (ED) em Z. mobilis. Adaptado de Jeffries (2005). 
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1.5.2 Leveduras 

 

Dentre as leveduras, a mais usada em processos fermentativos é a 

Saccharomyces cerevisiae, por ser uma excelente produtora e bem tolerante a 

etanol. Entretanto ela não metaboliza pentoses. Há leveduras que são naturalmente 

fermentadores de xilose: Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis), Pichia segobiensis, 

Candida tenius, Candida shehatae e Pacchysolen tannophilus (Hahn-Hägerdal et al., 

2007; Toivola et al., 1984). Alguns microrganismos fermentam a xilose sob 

condições aeróbicas, outros sob condições limitantes de oxigênio, mas a taxa de 

produção de etanol é baixa quando comparado à fermentação alcoólica a partir da 

glicose (Pereira Jr. et al., 2008). Outras apenas assimilam a xilose, mas não a 

fermentam anaerobicamente, como Candida utilitis (Tomoyeda & Horitsu, 1966; 

Bruinenberg, et al., 1984).  

  

Saccharomyces cerevisiae 

A levedura S. cerevisiae é uma excelente fermentadora de etanol, chegando a 

uma concentração final de 10-12% em 48-72 horas, além de ser tolerante ao seu 

produto de fermentação (mais de 15% de etanol). Tolera bem pH baixo (pH 3-7). É 

um microrganismo que vem sendo empregado na indústria fermentativa há séculos, 

mostrando ser robusto e bem adaptado aos equipamentos industriais. Predomina 

sobre possíveis contaminantes em reatores abertos. Sua fisiologia é bem conhecida 

e as ferramentas genéticas para sua manipulação estão bem estabelecidas. Possui 

status GRAS e principalmente, é aceito pela população, podendo o subproduto da 

fermentação (células) ser utilizado na alimentação animal. A taxa de conversão de 

glicose chega a ser de até 95% do valor teórico máximo (0,51 g g-1 de substrato); 

pois em torno de 6% da glicose disponível são destinadas ao seu crescimento e 

manutenção das funções vegetativas (Basso et al., 2008). Além disso, possui um 

metabolismo em cultivo de batelada respiro-fermentativo (Jeffries, 2006). Nos 

processos de fermentação alcoólica utilizados no Brasil a maior parte das leveduras 

usadas (> 90%) é reciclada, o que permite começar um novo processo com alta 

densidade celular reduzindo, assim, o tempo de fermentação (Basso et al., 2008). 

 

Entretanto, uma das grandes desvantagens de S. cerevisiae é a sua 

incapacidade de metabolizar pentoses, apesar de possuir genes que codifiquem 
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para xilose redutase - XR (YHR104w/GRE3); xilitol desidrogenase - XDH (YLR070c) 

e xiluloquinase - XK (XKS1) em seu genoma, sua expressão é muito baixa. Mas é 

capaz de metabolizar xilulose (Hahn-Hägerdal et al., 1994; Matsushika et al., 2009). 

Esta levedura também não é capaz de cofermentar dois açúcares, pois na presença 

de glicose o metabolismo dos outros açucares é reprimida pela ação de fatores 

transcricionais, entre eles Mig1 (Olsson & Nielsen, 2000) 

 

A via metabólica que S. cerevisiae utiliza para a produção de etanol a partir 

da glicose, sacarose, frutose, maltose e manose é a glicólise Embden-Meyerhof-

Parnas (EMP), onde 1 mol de glicose gera 2 moles de piruvato, além de 2 moles de 

ATP (Figura 4). O piruvato é reduzido a etanol liberando CO2, com um rendimento 

de 0,51 g de etanol e 0,49 g de CO2. O ATP gerado é utilizado pela levedura em 

atividades de biossíntese, permitindo que a levedura fermente ao mesmo tempo em 

que cresce. Sem o crescimento a produção de etanol cessa, pois o acúmulo de ATP 

inibe a fosfofrutoquinase (PFK), uma das principais enzimas reguladoras da glicólise 

(Bai et al., 2008).  

 

A fermentação da glicose em etanol ocorre em 3 fases: fase de ativação, que 

corresponde à conversão da glicose a frutose 1,6-bifosfato com consumo de 2 

moléculas de ATP; fase de geração de ATP, onde a frutose 1,6-bifosfato é 

convertida a piruvato gerando 4 moléculas de ATP; fase de regeneração do NAD+, 

que é a etapa de fermentação, corresponde a conversão do piruvato a etanol e CO2 

(Figura 4). Sob a baixa concentração de oxigênio, sem essa última etapa, as 

reações metabólicas cessariam, pois na etapa anterior ocorre a redução de 2 

moléculas de NAD+ (Bai et al., 2008; Pereira Jr. et al., 2008), necessárias na via 

glicolítica.  

 

No processo de respiração celular que ocorre em aerobiose/glicose limitante, 

o ATP é produzido pelo microrganismo tanto a nível de substrato quanto por meio da 

fosforilação oxidativa (van den Brink et al., 2008). Já a fermentação ocorre em 

resposta a duas condições: anaerobiose (baixa concentração de O2) e altas 

concentrações de glicose (acima de 0,15 g L-1), mesmo na presença de O2 (efeito 

Crabtree) sendo a concentração de glicose o fator primário no controle da 

fermentação (Verduyn et al., 1984; Otterstedt et al., 2004). Na presença de glicose o 
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crescimento celular é rápido e a glicose entra no processo fermentativo associado a 

uma repressão dos genes envolvidos na respiração celular (Bravim & Fernandes 

2009). Em anaerobiose, a atividade da via glicolítica aumenta em até 8 vezes. Com 

a baixa concentração de O2 o organismo não gera ATP no ciclo do acido cítrico, 

diminuindo também as atividades de biossíntese. Para compensar a baixa de ATP, 

necessário a manutenção celular, a atividade da via glicolítica aumenta (van den 

Brink et al., 2008).  

Figura 4: Regulação da via glicolítica EMP e da via fermentativa. A via glicolítica 
compreende a fase de ativação e fase de geração de ATP, a via fermentativa compreende a fase de 
regeneração de NAD+. As setas pontilhadas indicam a entrada de outros açucares na via glicolítica. 
HXK – hexoquinase; PGI – fosfoglicose isomerase; PFK – fosfofruto quinase; ALDO – aldolase; TPI – 
triose fosfato isomerase; GAPDH – gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PGK – fosfoglicerato 
quinase; PGM – fosfoglicerato mutase; ENO – enolase; PYK – piruvato quinase; PDC – piruvato 
descarboxilase; ADH – álcool desidrogenase; F2,6biP – frutose 2,6 bifosfato; 2PGA – 2 fosfoglicerato; 
PEP – fosfoenolpiruvato; F1,6biP - frutose 1,6 bifosfato. Descrição da regulação no texto. 
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A regulação da glicólise (Figura 4) ocorre principalmente nos pontos de 

reação irreversível, sendo os principais reguladores o substrato (glicose) e o ATP. A 

alta concentração de glicose inibe a hexoquinase 1 e a glucoquinase 1 e ativa a 

hexoquinase 2, responsáveis pela fosforilação da glicose, enquanto o ATP reprime 

sua atividade. A terceira reação da via catalisada pela PFK é inibida pelo ATP e 

induzida pelo AMP e pela frutose 2,6 bifosfato. A concentração destes está em alta 

no processo fermentativo. A última reação irreversível, que converte 

fosfoenolpiruvato a piruvato, catalisada pela piruvato quinase é induzida pela 

glicose, ADP, frutose 1,6 bifosfato e pelo próprio substrato, fosfoenolpiruvato. A 

inibição ocorre pelo ATP e ácido cítrico. Outras enzimas que atuam na via tem uma 

expressão constitutiva com relação à fonte de carbono, mas sua expressão aumenta 

na presença de glicose, tais como: gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), 

3-fosfoglicerato quinase (PGK) fosfoglicerato mutase (GPM) e a enolase, apenas na 

isoenzima Eno2. A isoenzima Eno2 é inibida pelo fosfoenolpiruvato e a Eno1 pelo 2-

fosfoglicerato. A PGK também sofre regulação pelo seu cofator (para revisão ver 

Kruckeberg & Dickinson, 2004; van den Brink et al., 2008).  

 

Na fase fermentativa o piruvato é convertido a acetaldeído com liberação de 

CO2. Esta reação irreversível é catalisada pela piruvato descarboxilase (PDC), 

sendo ativada pelo próprio substrato quanto pela glicose. A conversão do 

acetaldeído a etanol ocorre pela ação da álcool desidrogenase, com formação de 

NAD+. Apesar de existirem mais de 20 isoenzimas, apenas duas são bem 

conhecidas: álcool desidrogenase 1 (Adh1), regulada pelo seu cofator (NADH/NAD+) 

e Adh2, reprimida por glicose (Figura 4) (para revisão ver Kruckeberg & Dickinson, 

2004; van den Brink et al., 2008).  

 

Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis)  

A levedura P. stipitis, agora denominada Scheffersomyces stipitis, é 

considerada uma das melhores leveduras fermentadoras de xilose - sua 

produtividade específica de etanol pode chegar a 0,51 g g-1 h-1, com um rendimento 

de 0,50 g g-1. Entretanto, quando comparada à fermentação de glicose pela S. 

cerevisiae, sua produtividade é 5 vezes menor. Além disso, esta levedura apresenta 

taxas de crescimento mais lentas, é menos tolerante ao etanol, além de exigir 

controle rígido da aeração, não crescer em xilose em condição anaeróbica e não 



Viviane Castelo Branco Reis   Introdução 

18 

produz etanol quando há O2 em excesso. Ao contrário de S. cerevisiae, em P stipitis 

a respiração não é reprimida pelos açúcares nem pela ausência de aeração (efeito 

Crabtree negativo) (Delgenes et al., 1986; Skoog & Hahn-Hängerdal, 1990; para 

revisão ver Hahn-Hägerdal et al., 1994; Klinner, 2005). Em cultivo de batelada, 

apresenta um metabolismo respiratório (Jeffries, 2006). Além de xilose, fermenta 

também glicose, galactose e celobiose (Parekh & Wayman, 1986 apud Weber et al., 

2010). 

 

Na maioria das leveduras fermentadoras de xilose há a formação de xilitol 

concomitante à produção de etanol. A produção de xilitol aumenta com a diminuição 

da disponibilidade de O2. Este é necessário na fermentação de xilose para evitar o 

desbalanceamento redox que pode ocorrer devido aos diferentes cofatores 

requeridos na primeira etapa do metabolismo de xilose. Contudo, em P. stipitis, não 

se observa um acúmulo de xilitol significativo quando esta é cultivada em condições 

limitantes de O2, apesar do alto rendimento de etanol. Isso, provavelmente, se deve 

a dois fatores. P. stipitis possui atividade de XR com especificidade pelos dois 

cofatores (NADPH e NADH), apesar da predileção pelo NADPH, o que alivia o 

desbalanceamento redox, permitindo uma fermentação anaeróbica com 

insignificante produção de xilitol. O outro fator para a baixa produção de xilitol se 

deve à via respiratória alternativa que S. stipitis possui: a via sensível SHAM (Salicyl 

Hydroxamic Acid) uma cadeia transportadora de elétrons não-citocromo, que alivia 

também o desbalanceamento redox (Jeppsson et al., 1995). Estudos demonstraram 

que o O2 não tem efeito na atividade da XR e tem pouco efeito na XDH (para revisão 

ver Hahn-Hägerdal et al., 1994).  

 

A grande desvantagem de se utilizar a P. stipitis em fermentação de 

lignocelulose é que este microrganismo requer uma condição limitante de O2 para 

fermentar xilose, não crescendo em condição anaeróbica. Em escala industrial é 

difícil controlar precisamente o nível de O2 (para revisão ver Hahn-Hägerdal et al., 

1994).  
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1.6 Metabolismo da xilose 

 

A fermentação microbiana a partir da xilose ocorre pela associação de duas 

vias: PPP e EMP (Pereira Jr. et al., 2008). Diferentes vias são empregadas pelos 

procariotos e eucariotos no estágio inicial de assimilação de xilose. Em procariotos, 

ocorre uma isomerização da xilose em xilulose pela ação da xilose isomerase (XI) e, 

em eucariotos, é uma reação de oxirredução que gera um produto intermediário, o 

xilitol. Neste caso, a primeira etapa da reação é catalisada pela XR, utilizando 

NADPH ou NADH como cofator. A segunda etapa é catalisada pela XDH usando o 

cofator NAD+ (Jeffries, 2006; Pereira Jr. et al., 2008; Zaldivar et al., 2001) (Figura 5). 

Surpreendentemente, estudos recentes revelaram que os fungos anaeróbicos 

Piromyces sp e Orpinomyces utilizam XI para o metabolismo de xilose (Harhangi et 

al., 2003; Madhavan et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5: Vias metabólicas de consumo de xilose em eucariotos (A) e 
procariotos (B). Via PPP = via das pentoses fosfato 
 

Para entrar na PPP, a xilulose precisa ser fosforilada e esse processo ocorre 

com auxílio da xiluloquinase (XK), gerando a xilulose 5-fosfato. Posteriormente, 

ocorre a formação do gliceraldeído 3-fosfato e frutose 6-fosfato, que são então 

convertidos a piruvato na via glicolítica. A PPP tem por função formar NADPH para 

reações de biossíntese e ribose 5-fosfato para síntese de nucleotídeos. A via 

consiste de duas fases: uma fase oxidativa, que converte hexoses fosfato em 
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pentoses fosfato, e a fase não-oxidativa, que converte pentose fosfato em hexose 

fosfato (Figura 6). Posteriormente, o piruvato pode seguir dois caminhos: respiração 

ou fermentação. A concentração de ATP e O2 determinarão qual rota será seguida 

(Hahn-Hägerdal et al., 1994; Pereira Jr. et al., 2008). 

 

 

Figura 6: Rota metabólica da xilose. Em azul estão os principais substratos e produtos. Em cinza a 
via não nativa de S. cerevisiae. As enzimas representadas em preto são nativas de S. cerevisiae, as 
enzimas representadas em vermelho são heterólogas. As enzimas representadas em caixa alta são 
de leveduras e as representadas em caixa baixa são de bactéria. XYL1: xilose redutase, XYL2: xilitol 
desidrogenase, xylA: xilose isomerase, XYL3: xiluloquinase, XKS1: xiluloquinase, TKL1: 
transcetolase, TAL1: transaldolase, RPE1: ribulose-5-fosfato-3-epimerase, RKI1: ribulose-5-fosfato 
isomerase, GND1: 6-fosfogluconato desidrogenase, HXK1 e 2: hexoquinase 1 e 2, ZWF1: glicose-6-
fosfato desidrogenase, PGI1: fosfoglicerato isomerase, PDC1: piruvato descarboxilase, ADH1: álcool 
desidrogenase e ALD6: aldeído desidrogenase. 

 

 

 

 

HXK1 e 2  
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1.7 Produção de Álcool Lignocelulósico 

 
Para uma produção economicamente viável do etanol, em escala industrial 

torna-se necessário, um alto rendimento da sua produção e isso é obtido pelo 

desenvolvimento técnico científico em várias etapas do processo de produção. 

Primeiro, na coleta, transporte e estoque dos resíduos, depois, nos métodos de 

processamento da biomassa, por meio da produção de enzimas hidrolíticas mais 

eficientes e integração dos processos. Por último, nos microrganismos utilizados na 

fermentação, pelo desenvolvimento de linhagens robustas que sejam tolerantes aos 

inibidores presentes no hidrolisado e capazes de fermentar todos os açúcares 

presentes com uma alta produtividade e concentração de etanol. Isso permite a 

conversão completa tanto da fração sacarídea da biomassa como da fração 

lignocelulósica, além de uma eficiente fermentação de todos os açúcares presentes 

(Hahn-Hägerdal et al., 2006, Hahn-Hägerdal & Pamment, 2004, Stephanopoulos, 

2008; Wiedemann & Boles, 2008).  

 

Atualmente, de acordo com IEA (International Energy Agency), o custo de 

produção do etanol celulósico é de US$ 1,10/L de petróleo equivalente (US$ 4,00 o 

galão), o etanol de milho e cana de açúcar custa US$ 0,62-0,75/L equivalente e o 

petróleo US$ 0,54/L. A estimativa é de que até 2050 o custo do etanol de 2ª geração 

chegue a US$ 0,75/L equivalente, sendo necessário, portanto investimento e 

pesquisa (Fairley, 2011). A tecnologia para o aproveitamento de celulose já vem 

sendo desenvolvida em vários países com plantas-piloto em várias partes do mundo. 

Estima-se que o custo de produção do etanol a partir de resíduos celulolíticos varie 

entre US$ 0,28-1,0/L etanol, para escala de laboratório (Hahn-Hägerdal et al., 2006). 

No Brasil, o Centro de Pesquisa da Petrobras (Cenpes) possui no campus da UFRJ 

uma usina-piloto para produção de etanol lignocelulósico. Esta planta-piloto usará 

como substrato açúcares (hexoses e pentoses) oriundos da hidrólise químico-

enzimática do bagaço de cana que integra sacarificação e fermentação em um único 

processo, mais conhecido como SSF. Atualmente a levedura P. stipitis que, como dito 

anteriormente, é capaz de fermentar xilose a etanol, esta sendo usada na 

fermentação de hidrolisado lignocelulósico. Contudo, para se ter uma boa 

produtividade é necessário um controle rígido da oxigenação, o que limita a produção 

em larga escala.  
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Uma alternativa para a produção de álcool lignocelulósico é a utilização da 

levedura S. cerevisiae, entretanto, esta não é capaz de metabolizar pentoses. O 

cenário ideal é aquele que reúne, em um único microrganismo, as duas 

características essenciais para um eficiente processo de fermentação dos resíduos 

agrícolas: alta produtividade e capacidade de metabolizar hexoses e pentoses 

(xilose). Isso pode ser obtido por meio das técnicas modernas de Biologia Molecular, 

que quebram as barreiras genéticas entre as espécies, permitindo acelerar o 

processo de incorporação de tais características em um único microrganismo. Várias 

estratégias de engenharia metabólica foram empregadas em linhagens de S. 

cerevisiae de laboratório, mas poucos foram os desenvolvimentos para linhagens 

industriais (Hahn-Hägerdal et al., 2007). Como as linhagens industriais são mais 

robustas e apropriadas à produção industrial de etanol, é necessário empregar 

esforços para realizar a modificação genética nas mesmas obedecendo, contudo, 

regras de biossegurança a fim de reduzir a possibilidade de transferência de genes 

de resistência a antibióticos para os microrganismos presentes no meio ambiente. 

 

O presente trabalho está inserido dentro de um programa apoiado pela 

Petrobras para o desenvolvimento de tecnologia nacional para a produção álcool 

lignocelulósico. Mais especificamente, buscamos desenvolver uma linhagem 

industrial de S. cerevisiae capaz de fermentar xilose – optamos pela linhagem JP1, 

largamente utilizada nas usinas de álcool do Nordeste. Para tanto, inicialmente 

buscamos desvendar algumas características genéticas desta linhagem a fim de 

apoiar a escolha da estratégia a ser adotada na melhoria desta linhagem visando a 

fermentação da xilose. Além disso, para aumentar a flexibilidade do uso desta 

linhagem como plataforma para futuras modificações, buscamos desenvolver um 

mutante auxotrófico para uracila (Capítulo 1). Usando ferramentas de Biologia 

Molecular, foram introduzidos na linhagem JP1 genes do metabolismo de xilose e, 

após adaptação metabólica, a linhagem resultante foi capaz de metabolizar este 

açúcar (Capítulo 2). Finalmente, com a finalidade de prospectar novos genes que 

poderão ser introduzidos na linhagem resultante para incrementar a fermentação de 

xilose, iniciamos uma análise de expressão gênica em P. stipitis com ênfase em 

genes codificadores de transportadores de xilose (Capítulo 3). 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Geral 

O presente projeto visa desenvolver uma linhagem industrial de 

Saccharomyces cerevisiae capaz de fermentar xilose a etanol.  

 

2.2 Específico 

I. Caracterização genética da levedura industrial JP1 

� Determinação da ploidia e estado de homotalismo. 

� Determinação de sensibilidade a drogas. 

� Avaliação da “transformabilidade” da linhagem. 

� Construção de uma linhagem auxotrófica ura3. 

II. Obtenção da linhagem de S. cerevisiae fermentadora de xilose 
� Construção de vetor com cassetes de expressão para XI e XK. 

� Obtenção de linhagem recombinante contendo uma via metabólica de xilose. 

� Adaptação metabólica da linhagem recombinante para metabolizar e 

fermentar xilose a etanol. 

III. Análise de expressão gênica em P. stipitis: 

� Analisar expressão de genes da via metabólica de xilose. 

� Analisar expressão de genes de transportadores de xilose. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Considerações Gerais 

 

Todas as soluções utilizadas em experimentos com RNA foram preparadas 

em condições livres de RNAse (RNAse free). O material plástico foi tratado com 

Nuclease Decontamination Solution (IDT) ou com solução composta de 0,1 M NaOH 

e 1 mM EDTA conforme o manual do kit SV Total RNA Isolation System 

(PROMEGA). As vidrarias foram tratadas com calor a 180°C durante 16 h.  

 

Quando necessário, soluções e meios de cultura foram submetidos a um 

processo de esterilização por calor úmido a 120°C por 15 min. Algumas soluções 

sensíveis ao calor foram esterilizadas por filtração usando-se membranas tipo 

Millipore com poro de 0,22 µm. As soluções foram preparadas usualmente com água 

tipo milliQ, salvo algumas exceções relatadas ao longo deste capítulo. 

 

 As principais técnicas de Biologia Molecular empregadas neste trabalho foram 

realizadas essencialmente como descrito por Sambrook & Russell (2001).  

 

3.2 Linhagens 

 

A seguir serão descritas todas as linhagens de bactérias e leveduras que 

foram utilizadas neste trabalho com seus respectivos genótipos. 
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3.2.1 E. coli  

 

Linhagem Genótipo Referência 

EPI300 F- mcrA ∆ (mrr - hsd RMS - mcrBC) 

φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 

araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ– 

rpsL nupG trfA tonA dhfr. 

EPICENTRE 

Biotechnologies 

DH5α EndA1, recA1, hsdR17, supE44, 

gyrA96, thi-1,  relA1, ∆lacU169 (φ 

80lacZ∆M15) 

(Sambrook & 

Russell, 2001) 

XL10 Gold endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 

lac Hte ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-

mrr)173 tetR F'[proAB lacIqZ∆M15 

Tn10(TetR Amy CmR)] 

Stratagene 

 

 

3.2.2 P. stipitis 

 

Linhagem Características Origem 

CBS 5774  Linhagem selvagem adaptada 

metabolicamente ao hidrolisado de 

hemicelulose 

Prof. Nei Pereira 

(UFRJ) 
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3.2.3 S. cerevisiae  

 

Linhagem  Características  Referência/Origem 

JP1   Linhagem industrial isolada na 

destilaria agroindustrial 

Japungu - PB 

 da Silva Filho et al., 2005 

MFL  leu2 Derivada da linhagem 

industrial FTPT472  

 Fundação Tropical de 

Pesquisas Tecnológicas André 

Tosello (Campinas SP) 

PE-2  Linhagem industrial  Basso et al., 2008 

S288c  MATα SUC2 mal gal2 mel flo1 

flo8-1 hap1 ho bio1 bio6  

 Mortimer & Johnston, 1986 

RE1006  MATa can1-100 his3-11,15 

leu2-3,112 trp1-1 ura3-52 

 R. Strich 

 

CEN PK2  MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-

3,112/leu2-3,112 trp1-289/trp1-

289 his3∆1/his3∆1 MAL2-

8C/MAL2-8C SUC2/SUC2) 

 van Dijken et al., 2000 

IH1788   MATa/α trp1 leu2 ura3 his4 

can1 

 Ira Herskowitz 

 

3.3 Meios de Cultura 

 

Para cultivo de E. coli foram utilizados os seguintes meios: (i) LB (Luria-

Bertani): 0,5% extrato de levedura; 1,0% peptona de caseína e 1,0% NaCl; (ii) Meio 

low salt: 0,5% extrato de levedura; 1,0% peptona de caseína e 0,5% NaCl. (iii) SOB: 

2% triptona; 0,5% extrato de levedura; NaCl 10 mM; KCl 2,5 mM. (iv) SOC: é o meio 

SOB contendo 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose (Sambrook & Russell, 

2001). Para meio sólido foi acrescentado 1,5% ágar bacteriológico. 

 

Para o cultivo de leveduras foram utilizados meio complexo e meio mínimo. O 

meio complexo YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose). O meio 

complexo também foi usado variando-se a fonte de carbono. As fontes de carbono 
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utilizadas foram: glicose (0,1%; 2%; e 8%), xilose (0,1%; 2% e 4%) - YPX, galactose 

2% - YPGal e rafinose 2% - YPRaf. O meio mínimo é composto por: 0,17% Yeast 

Nitrogen Base without amino acids (Difco); 0,5% sulfato de amônio e fonte de 

carbono. A fonte de carbono usada foi 2% glicose (MD), 2% xilose e 5% xilose (MX) 

e suplementação com aminoácidos e nucleotídeos quando necessário. As 

concentrações finais dos suplementos foram: 2 mL/L de 1% triptofano, 2 mL/L  de 

1% histidina, 3 mL/L de 1%leucina e 10 mL/L de 0,2% uracila e 450mL/L de 0,2% 

tirosina. Para o meio 2MX foi usado YNB 2X, 2% xilose ou 5% xilose e 50 mM de 

tampão fosfato pH 6.0. MD-Ura significa meio mínimo sem uracila MD+Ura (meio 

mínimo suplementado com 10 mL/L de uracila 0,2%) e MD+5-FOA (ácido 5-

fluoroorótico) é o meio mínimo suplementado com 25 mL/L de uracila 0,2% e 1 

mg/mL 5-FOA. Além destes, foram usados o meio complexo YPAD (1% extrato de 

levedura, 2% peptona, 2% glicose e 80 mg/L de adenina) para preparar levedura 

competente; o meio de pré-SPO (0,8% extrato de levedura, 0,3% peptona e 10% 

glicose) e o meio de SPO (1% acetato de potássio, 0,1% extrato de levedura e 

0,05% glicose) (Sherman et al., 1996). Para o meio sólido, foram adicionados 1,2-

2% ágar bacteriológico. As fontes de carbono foram preparadas em solução 

separada para evitar a sua caramelização após autoclavagem. 

 

3.4 Estoque das Linhagens 

 

As linhagens de levedura e E. coli foram estocadas a -80°C em meio de 

cultura com 25% de glicerol. 

 

3.5 Soluções  

 

As soluções de um único soluto foram dissolvidas geralmente em água milliQ 

na concentração desejada, exceto quando solúveis em outro solvente. As drogas 

usadas para seleção de recombinantes foram preparadas nas seguintes 

concentrações e filtradas: PFP (ρ-flúor-DL-fenilalanina) – 10 mg/mL, canavanina – 30 

mg/mL, G418 50 mg/mL, kanamicina 50 mg/mL. A ampicilina na concentração de 50 

mg/mL foi dissolvida em água com adição de NaOH. As soluções de zeocina e 

higromicina foram obtidas da Invitrogen na concentração de 100 mg/mL e 50 mg/mL, 
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respectivamente. A droga 5-FOA foi preparada na concentração de 50 mg/mL, 

dissolvida em DMSO. A solução de iodeto de propídio foi preparada em PBS 1X na 

concentração de 1 mg/mL. A solução estoque de X-gal foi preparada em N,N-

dimetilformamida a 2%. 

 

3.6 Marcadores para DNA 

 

Foram usados neste trabalho os marcadores 1Kb plus ladder (Invitrogen), 1Kb 

ladder (LGC), (Gibco) e (Promega), O’ Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder 

(Fermentas), 2-Log DNA ladder (Biolabs), DNA de fago λ digerido com a enzima de 

restrição BstEII e com EcoRI / HindIII, 100 pb ladder (PROMEGA) 100 pb ladder 

(Pharmacia) e 100 pb ladder (LGC). Padrão dos marcadores em anexo.  

 

3.7 Enzimas de Restrição  

 

Foram utilizadas diferentes enzimas de restrição juntamente com os tampões 

apropriados fornecidos pelos fabricantes seguindo-se suas recomendações. 

 

3.8 Oligonucleotídeos (primers) 

 

Os oligonucleotídeos usados estão listados na Tabela 2 com suas respectivas 

sequências, temperatura de dissociação - TM (quando necessário), sítios de 

restrição (sublinhados na sequência). Os códons de iniciação e terminação da 

tradução estão em negrito, bem como a sequência loxP. Os oligonucleotídeos foram 

desenhados a partir de sequências depositadas no banco de dados NCBI e SGD 

(Saccharomyces Genome Database), além de sequências de vetores usados neste 

trabalho. Para os primers do loci MAT foram usados os primers descritos por Huxley 

(1990). 

 

Todos os primers foram sintetizados pela empresa IDT sendo dissolvidos em 

Tris-HCl 4 mM (pH 8,0) para solução estoque. A solução de trabalho foi diluída em 

H2O milliQ para uma concentração de uso de 5 µM ou 10 µM. 
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Tabela 2: Características dos oligonucleotídeos utilizados. 

Nº Primers Sequência (5´→3´) TM Sítio 

1 ZeoBlasF2 aggcgcgcccacacaccatagcttcaaa 62°C AscI 

2 ZeoBlasR2 aggcgcgccagcttgcaaattaaagccttc 58°C AscI 

3 G418F tcggtttccctccttcttgaa 62°C  

4 G418R ggatgagagctttgttgtaggtg 68°C  

5 hph1 agatctatgcctgaactcaccgcgac 64°C BglII 

6 hph3 agatctctattcctttgccctcggacg 66°C BglII 

7 Y1PGKF gatcatcaaggaagtaattatctac 66°C  

8 PGK-TT ctatcgatttcaattcaattcaat 60°C  

9 XIF cgaattcacaatggctaaggaatacttc 78°C  

10 XIR ttattggtacatagcaacgatag 62°C  

11 CANF atccattgcgctctttcccga  64°C  

12 CANR atctgatgtgcgagattgagat 62°C  

13 PGIF taatctggccgcggaattcgtgggtgtatt 

ggattatagg  

60°C SacII e EcoRI 

14 PGIR tctcgagttttaggctggatcttgattct 60°C XhoI 

15 XKSF tctcgagttaatgttgtgttcagtaattcagaga 70°C XhoI 

16 XKSR tggatccgcggtctctctcgttgctggtcgctcaccctt 92°C BamHI e SacII 

17 FLPIN5 ccaattcctcttcctagctac  62º C  

18 FLPIN3 ggattagtctcatccttcaatg  62º C  

19 HXT7p5 agagctcttctcgtaggaacaatttcgg 64°C SacI 

20 HXT7p3 cggatcctttttgattaaaattaaaaaaactttttg 64°C BamHI 

21 3HXT7 cggatccttatttggtgctgaacattctcttgta 66°C BamHI 

22 tPGKR tcctaggtaacgaacgcagaattttcgag 62º C AvrII 

23 HXT-TT agtcgacgtgaataacagtgcggtcg 58°C SalI 

24 XUT1-F tggatccaaaatgcacggtggtggtgacggta 70°C BamHI 

25 XUT1-R tgcggccgcttatttttcaacgtggtagacatc 64°C NotI 

26 5PP-Lox aggatccataacttcgtataatgtatgctatacga

agttatcccacacaccatagcttcaaaa 

64°C BamHI 

27 ZeoBlasR3 cggatccataacttcgtatagcatacattatacga

agttatagatctagcttgcaaattaaagccttcgag 

68°C BamHI e BglII 

28 GREF1 acgagctcgttaacatatttcattatcggaactctag 60°C SacI e HpaI 

29 GRER1 ttggatccatccgcggcccaatcgtcttgaaggattg 62º C BamHI e SacII 
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30 GREF2 ttggatccgcctgtggtgtcatccacg 62º C BamHI 

31 GRER2 gtggtaccgttaacgttgaaatggaagctgctatta 60°C KpnI e HpaI 

32 MAT-Fa actccacttcaagtaagagtttg 64°C  

33 MAT-Fα gcacggaatatgggactacttcg 70°C  

34 MAT-R agtcacatcaagatcgtttatgg 64°C  

35 URA3UP-F ccagctgctaagagatagtgatgatatttc  PvuII 

36 URA3UP-R tggatccgatttatcttcgtttcctgcaggtt  BamHI 

37 URA3DW-F tgaattcactgtattataagtaaatgcatgtatac  EcoRI 

38 URA3DW-R ccagctgcatctttctaccagattagagtaca  PvuII 

39 URA3-F1 caacggttcatcatctcatgga 64°C  

40 URA3-R1 cgctgccctacacgttcgct 66°C  

41 M13 UNIV gttttcccagtcacgac 52°C  

42 M13 UNIV  

REV 

caggaaacagctatgac 50°C  

 

Para desenhar os primers para Real Time PCR (Tabela 3), as sequências dos 

7 transportadores putativos de xilose (XUT), do transportador de açúcar SUT2 foram 

alinhadas utilizando a ferramenta Clustal W. Os primers foram desenhados em 

regiões de baixa identidade entre as sequências (Suplemento 4). A análise das 

sequências dos primers foi feita utilizando-se o software Primers Express (Applied 

Biosystems) e o software Amplify 3.0. Foi desenhado também um par de primers 

para controle da transcrição, baseado num gene constitutivo, o gene da actina 

(ACT1). Os primers para os genes da via metabólica de xilose foram desenhados 

usando a ferramenta Primers3Plus e o software Primers Express (Applied 

Biosystems). Para o desenho dos primerss para qRT-PCR, algumas regras foram 

seguidas: o tamanho do fragmento amplificado entre 50 e 150 pb; a Tm de 58-60°C; 

a porcentagem de CG de 20-80%; foram evitadas repetições consecutivas da 

mesma base (mais de 4), principalmente de G e os 5 nucleotídeos da extremidade 3’ 

não devem ter mais do que 2 C e/ou G. A Tabela 3 mostra o primers com sua 

respectiva sequencia e TM, além do fragmento amplificado com o par de primers e o 

número de acesso do gene no GeneBank dos respectivos cDNA.  
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Tabela 3: Características dos oligonucleotídeos para qRT-PCR. 

Gene Nº de acesso primers Sequência (5´→3´) TM tamanho 

ACT1 XM001386915 
PsACF cggtgacgaagcccaatcta 59,7°C 

144 pb 
PsACR ttgtagaaggtgtggtgccagat   59,4°C 

XUT1 XM001385546 
X1F atgaacgaagacagagaagacgaat 58,5°C 

83 pb 
X1R ttccatttgaacaagagtatcttccttac 58,8°C 

XUT2 XM001387205 
X2F1 caagtaagctacgctgttacattcact 58,4°C 

120 pb 
X2R1 gtgtttaggaagtcctggttgtt 59,8°C 

XUT3 XM001387101 
X3F ggcagaggtcgtttatgaagaca 59,3°C 

100 pb 
X3R agtagtaagaatatcccagtatccagta 58,4°C 

XUT4 XM001386678 
X4F actcctgttgaagtgggtactatgatt 58,6°C 

116 pb 
X4R aatgaaagacccgtatctaatggttc 58°C 

XUT5 XM001385925 
X5F atcgctcatttcgttatcaggtatg 59,4°C 

94  pb 
X5R acttccgctcttgctatgaccat 59,7°C 

XUT6 XM001386552 
X6F tgaccttgccatccttcga 58,7°C 

115 pb 
X6R gctaaagaagaagacatacaaccgatt 60°C 

XUT7 XM001387030 
X7F agcgttgctctatgattcacatct 58,1°C 

110 pb 
X7R ttcgttcgctcttaggtgtag 58°C 

SUT2 XM001384258 
S2F cagagtcggtttgattgtttcca 60°C 

124 pb 
S2R gacgtagacaaccatagctgaaatga 58,8°C 

SUT1 U77382 
S1F ttggtgacgtctacggtagaagagt 58,9°C 

126 pb 
S1R cagtaatggcacgaccaatcataact 58,8°C 

XUT2 XM001387205 
X2F2 aatggaatgatattaatgatgctgttattt 58,7°C 

120 pb 
X2R2 ttcttgccttatcgggcttgaa 59,1°C 

XUT2 XM001387205 
X2F3 caaatctggaaatcaggcaaaca 58,7°C 

108 pb 
X2R3 gttaataagattaccaataataccctgttc 59,1°C 

XYL1 NC009045 
PsXR-F cgtcggtttcggctgttg 59,8°C 

69 pb 
PsXR-R gtcttgatagcacggtagatctgttc 59,4°C 

XYL2 AF127801 
PsXDH-F2 atgtcctcgtccaggtcaaga 58,2°C 

99 pb 
PsXDH-R2 ccattggcttggtcaaaacgaa 58,2°C 

XYL3 AF127802 
PsXKS-F cctcgctgctctcaaaacct 58,3°C 

97 pb 
PsXKS-R acccttgctgatttcgtcgtt 59,5°C 

TAL1 AY854959 
PsTAL-F accttgatctcgccattcgt 58,2°C 

84 pb 
PsTAL-R gggtcttcgtcaccttcgt 58,5°C 
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3.9 Vetores 

 

Foram utilizados os seguintes vetores de clonagem: pGEMT Easy 

(Promega), pBluescript II SK (+/-) da Stratagene e pPCV-B (desenvolvido no 

Laboratório de Biotecnologia de Leveduras – UnB). Os vetores de expressão de S. 

cerevisiae utilizados foram: pYC210, pYC230 (Olesen et al., 2000), pYC240, 

pYC040 (Hansen et al., 2003), pEA2 (Cebollero & Gonzalez, 2004), YEp351PGK (de 

Moraes et al., 1995) e pGFP-C-FUS (Niedenthal et al., 1996). Para obtenção de 

alguns fragmentos foram usados os seguintes vetores: pPICZαA (Invitrogen) e 

pPICKα (Batista, 2012), pSH47 (Güldener et al., 1996) e pJPA113 (Falcon & Aris, 

2003). Os mapas dos vetores de expressão encontram-se em anexo.  

 

3.10 Sequenciamento 

 

Os fragmentos dos genes amplificados foram sequenciados automaticamente 

em um aparelho MegaBACE 1000  utilizando-se o kit MegaBACE Dye Terminator 

(Amersham Biosciences) e ABI 3130X com o BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing kit (Applied Biosystems). A quantidade de amostra submetida ao 

sequenciamento automático foi de 100 a 200 ng de DNA, utilizando-se 1 µl de 

solução de primers 10 µM. A análise da qualidade do sequenciamento foi realizada 

pelos programas Phrad e Phred e a análise das sequências foi feita pela 

comparação com a sequência depositada em banco de dados ou com sequências 

preditas com o auxílio da ferramenta BLASTn e bl2seq (Altschul et al., 1990). Para 

obter a sobreposição das sequências (contig), foi utilizada a ferramenta CAP3. 

 

 

3.11 Ferramentas de Bioinformática e Sites  

 

Nome  Utilidade  Endereço 

SGD  Informações sobre genoma e 

análise funcional de S. 

cerevisiae 

 genome-

www.stanford.edu/ 

Saccharomyces/ 
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NCBI  Pesquisa bibliográfica e banco 

de dados de sequencias  

 http://www.ncbi.nlm.nih.g

ov/ 

BLAST  Alinhamento de sequências 

em banco de dados 

 http://blast.ncbi.nlm.nih.g

ov/Blast.cgi 

Clustaw (EMBL-

EBI) 

 Alinhamento múltiplo  http://www.ebi.ac.uk/Tool

s/clustalw/index.html 

software Amplify 3.0  Simulador de PCR  http://engels.genetics.wis

c.edu/amplify/ 

Primers3Plus 

(Untergasser et al., 

2007) 

 Desenho de primers  http://www.bioinformatics

.nl/cgi-

bin/primers3plus/primers

3plus.cgi 

NebCutter 

(Biolabs) 

 Análise de restrição  tools.neb.com/NEBcutter

/index.php3 

Molecular Toolkits  Manipulação de sequencias  http://www.vivo.colostate

.edu/molkit/ 

The sequence 

manipulation suite 

 Manipulação de sequencias  bioinformatics.org/sms 

Tm calculator 

(Finnzymes) 

 Determinação da Tm dos 

primers  

 https://www.finnzymes.fi/

tm_determination.html 

 

3.12 Análise de RNA e DNA por Eletroforese  

 

Rotineiramente, o gel de agarose na concentração desejada foi feito em 

tampão TAE 1X (TAE 50X: 2 M Tris Base; 1 M ácido acético glacial, 50 mM EDTA). 

Após adicionar TAE 1X à agarose, esta foi aquecida até a sua solubilização 

adicionando-se em seguida 0,5 µg/mL EtBr. 

As amostras de DNA e RNA foram preparadas adicionando-se tampão de 

amostra tipo IV 6X (0,25% azul de bromofenol e 40% sacarose) ou (0,25% 

xilenocianol, 0,25% orange G e 40% sacarose) numa concentração final de 1X e 

aplicadas no gel (Sambrook & Russell, 2001). Em seguida, o gel foi submetido a 

uma eletroforese em tampão de corrida TAE 1X em até 5 V/cm. A visualização dos 

ácidos nucléicos foi feita sobre a luz ultravioleta de um transluminador. 
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3.13 Extração de DNA Total de Levedura  

 

O DNA de levedura foi extraído segundo o protocolo descrito por Burke et al. 

(2000) com modificações. A levedura foi crescida em 40 mL de meio YPD, em frasco 

Erlemeyer de 250 mL, sob agitação a 30°C até atingir a saturação. Em seguida, as 

células foram coletadas por centrifugação (3.000 g / 5 min) a temperatura ambiente 

e ressuspendidas em 3 mL de tampão SE (0,9 M  sorbitol e 100 mM EDTA). 

Posteriormente, foram adicionados 100 µL de Novozyme (100 mg/mL) ou liticase (20 

mg/mL) à suspensão de células e o sistema foi incubado a 37°C por 1 hora. Após o 

período de incubação, a suspensão foi centrifugada (3.000 g / 5 min) e o sedimento 

foi ressuspendido em 3 mL de TE20 (10 mM Tampão Tris-HCl [pH 7,5] e 20 mM 

EDTA). Foram adicionados 500 µL de 10% SDS às células que foram, então, 

incubadas a 65°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de 5 M acetato de 

potássio (pH 8,9) misturando-se gentilmente. Após uma incubação de 30 min no 

gelo, o material foi centrifugado (10.000 g / 5-10 min / 4°C). O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo e procedeu-se a extração das proteínas e debris 

celulares com 1 volume de clorofane (1v de fenol equilibrado e 1v de clorofórmio) 

invertendo-se o tubo gentilmente várias vezes. A solução foi centrifugada (3.000 g / 

10 min) e a fase aquosa foi transferida para outro tubo, ao qual foram adicionados 

2,5 volumes de etanol absoluto. A solução foi incubada por 5 min a temperatura 

ambiente e centrifugada logo a seguir (10.000 g / 15 min / 4°C). O precipitado foi 

lavado com etanol 70%. Após seco, o precipitado foi ressuspendido em 200-500 µL 

de TE (10 mM Tampão Tris-HCl [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA) e foram adicionados 100 

µg/mL de RNAse A. O DNA foi estocado a 4°C. 

 

 

3.14 Condição de Cultivo da Levedura P. stipitis para qRT-

PCR  

 

A levedura foi crescida em meio complexo (YP + fonte de carbono) em 

condição de aerobiose e condições limitantes de oxigênio a 28°C de acordo com 

Weierstall et al. (1999). As fontes de carbono utilizadas foram: glicose (8%, 2%, 

0,1%), xilose (4%, 2%, 0,1%), e uma mistura de ambas (8% glicose + 4% xilose). 
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Primeiro, foi feito um pré-inóculo da levedura P. stipitis em 5 mL de meio complexo 

utilizando as diferentes concentrações de fonte de carbono, a 28°C sob condições 

de aerobiose (agitação de 200 rpm), por ~16 horas. Em seguida, foi feito cultivo em 

duas condições: aeróbica e em condição limitante de O2. Na condição de aerobiose 

foi feito um inóculo para OD600 inicial de 0,2 em 100 mL de meio complexo com 

diferentes concentrações de fonte de carbono em frasco de 300 mL, fechado com 

bucha, a 28°C e sob agitação de 200 rpm até atingir a OD600= 1 ± 0,1 (~5 horas). 

Para a condição limitante de O2, foi feito um inóculo inicial com OD600 = 0,1 em 50 

mL de meio complexo com diferentes concentrações de fonte de carbono num 

frasco tipo Erlemmeyer de 50 mL fechado com rolha de silicone, a 28°C, sob 

agitação lenta (50 rpm), até a cultura atingir OD600= 0,9 ± 0,1 (~48 horas). 

 

3.15 Extração de RNA Total de P. stipitis 

 

O RNA total da S. stipitis foi extraído das células cultivadas nas condições 

citadas acima, até o crescimento atingir OD600= 09-1 ± 0,1. O RNA total foi obtido 

utilizando-se o kit comercial SV Total RNA Isolation System (PROMEGA), de acordo 

com as recomendações do fabricante. A integridade do material foi verificada em 

eletroforese de gel de agarose e sua concentração foi determinada por 

espectrometria a 260 nm usando os equipamentos GeneQuant (GE) e NanoDrop 

(Thermo).  

 

3.16 Obtenção de cDNA 

 

A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando o kit 

SUPERSCRIPT®III First Strand cDNA Synthesis (InvitrogenTM), seguindo-se as 

recomendações do fabricante. A quantidade de RNA utilizada na reação foi de ~500 

ng. O primers usado na reação foi o oligo (dT)20. 

 

3.17 Real Time PCR (qRT-PCR) - SYBR Green 

 

A análise de expressão foi feita pela técnica de Real Time RT-PCR utilizando 

o equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) disponível 
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em nosso laboratório. O kit de detecção utilizado foi o Fast SYBR® Green Master Mix 

(Applied Biosystems). A reação e o ciclo foram os recomendados pelo fabricante. 

Para uma reação de 10 µL, foram adicionados 5 µL de SYBR Green 2X, 0,8 µL do 

par de primers na concentração de 50 µM, 2 µL do cDNA, e completando-se o 

volume com H2O milliQ. O programa para a reação foi: 95°C por 20 s, 40 ciclos de 

95°C por 3 min e 60°C por 20 s. A especificidade do produto formado foi verificada 

por meio da curva de dissociação feita logo após a reação conforme o programa: 

95°C/15 s, 60°C/1 min, 95°C/15 s e 60°C/15 s. A análise dos dados foi feita pelo 

método comparativo CT (∆∆CT) (Livak & Schmittgen, 2001). As reações foram feitas 

em triplicata. 

 

3.18 PCR 

 

As condições que foram utilizadas para a realização das PCR neste trabalho 

estão representadas na Tabela 4 e o ciclo da PCR será descrito a seguir. 

 

Tabela 4. Reagentes utilizados na PCR, seus fabricantes e a concentração final na reação. 

Reagentes Concentração final Marca 

dNTP (2,0 mM) 10X 200 mM (1X) Gibco 

Tampão 10X 1X Cenbiot/LGC 

MgCl2 (50 mM) 2,0 mM Cenbiot/ LGC 

Taq DNA polimerase (2 U/µl ou 5 U/µL) 0,04 U Cenbiot/ LGC 

Primers 5’ (5 µM) 0,2 µM  

Primers 3’ (5 µM) 0,2 µM  

DNA Molde ≤10 ng  

 

Ciclo da PCR 

Desnaturação  94°C 45 s -1 min 

Anelamento 50-60°C 30 - 45 s 

Extensão 72°C 1 min/kb 

Extensão final 72°C 3x tempo de 

extensão 

 4°C ∞ 

Ciclo - 30 vezes 
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Para as polimerases de alta fidelidade, Phusion® DNA polimerase 

(Finnzymes) e Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) as 

condições adotadas foram aquelas recomendadas pelo fabricante. 

 

3.19 PCR de Colônia 

 
As PCR com colônias recombinantes foram feitas da seguinte forma: Uma 

quantidade mínima de colônia foi coletada com a ponta de um palito e dissolvida em 

5 µL de H2O. Em seguida foi feito um mix da reação de PCR com os reagentes em 

comum e, posteriormente, distribuídos nos tubos com as colônias dissolvidas. A 

condição da reação esta descrita na Tabela 5 e o ciclo logo a seguir. 

 

Tabela 5. Reagentes utilizados na PCR de colônia, volume e concentração final na reação. 

Reagentes Quantidade Concentração final 

dNTP (2,0 mM) 10X 1,5 µL 200 µM 

Tampão 10X 1,5 µL 1X 

MgCl2 (50 mM) 0,6 µL 2 mM 

Taq DNA polimerase (5 U/µL) 0,04 µL 0,013 U 

Primers 5’ (5 µM) 0,6 µL 2 µM 

Primers 3’ (5 µM) 0,6 µL 2 µM 

Colônia + H2O 5 µL  

H2O milliQ 5,1 µL  

Total 15 µL  

 

Ciclo da PCR 

Desnaturação  94°C 1 min 

Anelamento 50-60°C 30 - 45 s 

Extensão 72°C 1 min/kb 

Extensão final 72°C 3x tempo de 

extensão 

 4°C ∞ 

 

Ciclo - 30 vezes 
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3.20 Adição de dATP ao Produto de PCR 

 

Os produtos de PCR feitos com enzima a Phusion® DNA polimerase, possuem 

extremidade abrupta, pois esta enzima não adiciona dATP ao final da reação. 

Portanto para os amplicons serem ligada aos vetores que possuem T nas suas 

extremidades (ex. pGEM®T) é necessário fazer uma reação de polimerização para 

adicionar dATP nas extremidades dos amplicons. 

 

A Tabela 6 descreve os reagentes utilizados, bem como sua concentração 

final.  

 

Tabela 6: Reagentes utilizados na reação para adição de dATP, e suas concentrações  

Reagentes Concentração final 

dATP (10 mM ) 0,2 mM  

Tampão 10X  1X  

MgCl2 (50 mM) 2 mM 

Taq DNA polimerase (2 U/µl) 0,5 U/µL 

Produto de PCR   

A reação foi incubada por 20 min a 72°C 

 

3.21 Purificação do Produto de PCR e de Fragmento de DNA 

de Gel de Agarose 

 

Os produtos de PCR foram purificados, para eliminação dos primers, 

utilizando o kit: Wizard® SV Gel and PCR Clean up System da PROMEGA ou GFX 

da GE ou Purelink™ PCR Purification Kit (INVITROGEN) ou QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN). Para eluição dos fragmentos de DNA do gel de agarose 

foram usados os kits: Wizard® SV Gel and PCR Clean up System da PROMEGA ou 

GFX da GE ou Gel Extration kit (QIAGEN). Sempre seguindo-se as recomendações 

do fabricante. 
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3.22  Defosforilação do Vetor Linear 

 

Os vetores que foram linearizados com apenas uma enzima de restrição, 

foram defosforilados para evitar sua religação. A enzima utilizada foi a fosfatase 

alcalina de camarão (SAP) da Fermentas e a Antarctic Phosphatase (New England 

Biolabs), conforme orientação do fabricante. 

 

3.23 Ligação dos Fragmentos de DNA 

 

As concentrações de DNA (vetor:inserto) utilizadas no sistema de ligação 

variaram dentro da proporção de 1:3 a 1:6. Tipicamente, o sistema de ligação foi de 

10 µL. A temperatura de incubação e concentração da enzima variou de acordo com 

a marca da enzima utilizada, seguindo-se as recomendações do fabricante.  

 

3.24 Transformação de Células de E. coli  

 

3.24.1 Choque térmico com cloreto de rubídio 

 

Para a transformação de E. coli por choque térmico foi adotado o protocolo 

proposto por (Hanahan, 1983) com adaptações. As células da linhagem de E. coli a 

serem transformadas foram inoculadas em 5 mL de meio SOB e incubadas a 37°C, 

sob agitação (200-250 rpm), durante a noite (~16 horas). No dia seguinte, 2 mL do 

pré-inóculo foi adicionado a 50 mL de meio SOB. A cultura de células foi incubada a 

37°C sob agitação (250 rpm), até atingir a OD600 de 0,3. A cultura foi transferida para 

tubos de centrifugação seguindo-se incubação no gelo por 15 min. As células foram 

coletadas por centrifugação (3.000 g / 5 min / 4°C), e o sedimento foi ressuspendido 

em 16 mL de tampão de transformação I (12 g/L RbCl; 9,9 g/L MnCl2
.4H2O; 1,5 g/L 

CaCl2
.2H2O; 150 mL glicerol 100%; 30 mL 1 M acetato de potássio [pH 7,5]). O pH 

da solução foi ajustado para 5,8 com 0,2 M ácido acético seguindo-se esterilização 

por filtração. Após 15 min de incubação no gelo as células foram submetidas a uma 

nova centrifugação. As células foram então ressuspendidas em 4 mL de tampão de 

transformação II (1,2 g/L RbCl; 11 g/L CaCl2
.2H2O; 150 mL glicerol 100%; e 20 mL de 



Viviane Castelo Branco Reis  Material e Métodos 

40 

1M MOPS [pH 6,8]) esterilizado por filtração. Alíquotas de 100 µL de células por tubo 

foram estocadas a -80°C. 

 

Uma alíquota de células competentes foi utilizada para cada sistema de 

ligação. As células foram retiradas do freezer -80°C e deixadas descongelar no gelo. 

Ao descongelar, foram adicionados 50% do sistema de ligação. As células com o 

DNA foram incubadas no gelo por 30 min. Após esse período, as células foram 

submetidas a um choque térmico de 37°C por 5 min ou 42°C por 90 s e, em seguida, 

adicionaram-se 500 a 1000 µL de meio L seguindo incubação a 37°C por 1 hora. 

Foram semeados volumes de 50 a 200 µL de cultura de células em placas de Petri 

com meio LB-ágar contendo antibiótico apropriado e 40 µL de 2% X-gal e 7 µL de 1 

M IPTG quando necessário. 

 

3.25 Purificação de DNA Plasmidial 

 

3.25.1 Mini-preparação de plasmídios por lise alcalina (com 

modificações) 

 

 O protocolo de extração de plasmídios de E. coli foi baseado na técnica de 

lise alcalina descrita por Birboim & Dolly (1979) com algumas modificações. Colônias 

individuais de E. coli foram inoculadas em meio L (4-5 mL) com antibiótico 

apropriado. As células foram crescidas a 37°C, sob agitação de 200-250 rpm, 

durante 18 horas. A cultura foi centrifugada (10.000 g / 2 min). O sedimento foi 

ressuspendido em 200 µL de TE (10 mM Tris-HCl [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA), depois 

foram adicionados 360 µL de solução II (0,2 M NaOH e 1% SDS), invertendo o tubo 

delicadamente várias vezes e incubando a temperatura ambiente por 5 min. 

Posteriormente, foram adicionados 300 µL de solução III pH 4,8-5,0 (3 M acetato de 

sódio e 2 M ácido acético), invertendo gentilmente o tubo várias vezes e incubando 

no gelo por 5 min. O material foi centrifugado (10.000 g / 5 min) e o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo no qual foram adicionados 750 µL de isopropanol 

seguindo-se centrifugação a 10.000 g / 5 min. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento ressuspendido em 200 µL de TE. Foram adicionados 110 µL acetato de 

amônia 7,5 M e misturou-se o sistema vigorosamente utilizando-se o vortex. A 
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solução foi centrifugada (10.000 g / 10 min) e o sobrenadante transferido para um 

novo tubo. O DNA foi precipitado pela adição de 750 µL de 100% etanol gelado 

seguindo-se centrifugação a 10.000 g / 5 min. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com 70% etanol, sendo novamente centrifugado (10.000 g / 2 

min). O sobrenadante foi descartado e, após seco, o precipitado foi ressuspendido 

em 50 µL de TE ou H2O milliQ e 0,5 µL de RNAse A 10 mg/mL. 

 

Quando era necessário sequenciar o material, a purificação plasmidial foi 

realizada utilizando-se o QIAprep Spin Miniprep Kit da QIAGEN seguindo-se as 

recomendações do fabricante. 

 

3.25.2 Midi-preparação de plasmídios  

 

Para realizar uma preparação em larga escala, foi utilizado o kit QIAGEN-

tip500 (QIAGEN), seguindo-se as instruções do fabricante. 

 

3.26 Esporulação de Leveduras 

 

As leveduras de interesse foram inoculadas em meio sólido de pré-SPO. Após 

cultivo a 30°C por 48 h, as culturas foram transferidas para meio sólido SPO. Após 

dez dias de incubação, algumas colônias foram dissolvidas em PBS 1X e analisadas 

no microscópio óptico (Zeiss Axiophot) com uma objetiva de 100X 1,3. As imagens 

foram feitas com sistema de contraste de interferência diferencial (DIC – Diferential 

Interference Contrast ) e coletadas com câmera AxioCam MRC e o software 

AxioVision release 4.7.  

 

3.27 Dissecação de Tétrades 

 

O protocolo usado na dissecação de tétrades foi baseado em Sherman (1996). 

Após a esporulação, uma pequena quantidade de células foi dissolvida em 50 µL de 

H2O destilada estéril. Após a adição de 50 mg/mL liticase às células, o sistema foi 

incubado a 30°C por 10 min. Foram adicionados 100 µL de H2O destilada estéril ao 

sistema e este foi incubado no gelo para interromper a ação da enzima. Após o 
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tratamento enzimático, as células foram transferidas para uma região demarcada da 

placa de meio YPD com auxílio de uma alça de platina. Para a dissecação das 

tétrades foi usado o microscópio de dissecação MSM400 (Singer). 

 

3.28 Citometria de Fluxo 

 

Para o preparo das células foi usado o protocolo descrito por Jacques et al., 

(2010) com modificações. As leveduras foram crescidas em 5 mL de meio YPD a 

30°C sob agitação de 200 rpm por ~20 horas (até a fase estacionária). A quantidade 

de células foi determinada usando câmara de Neubauer. A cultura foi submetida a 

centrifugação de 5 min a 3.000 g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

celular foi lavado com H2O destilada e submetido a uma nova centrifugação. As 

células foram fixadas em 1 mL de 70% etanol durante a noite a 4°C. Após a 

incubação, as células foram sedimentadas (3.000 g / 5 min) e lavadas com 1 mL de 

50 mM citrato de sódio (pH 7,5). Após uma nova centrifugação, as células foram 

ressuspendidas em 1 mL de 50 mM citrato de sódio (pH 7,5) contendo 0,20 mg/mL 

de RNAse A. Após uma incubação a 55°C por 1 hora, foram adicionados 10 µL de 

proteinase K (20 mg/mL) às células e incubadas por mais 1 hora a 55°C. O material 

foi submetido a ultrassom de 30 W por 20 s e ~ 1 x 107 células foram coradas com  

50 µg/mL iodeto de propídio (5 mg/mL em PBS [13,7 mM NaCl, 0,7 mM Na2HPO4, 

0,002% NaN3]). As células foram mantidas a 4°C e protegida da luz até a leitura no 

citômetro FACSCalibur (BD) equipado com laser de 488 nm. Foram usadas 50.000 

células para a medida de fluorescência. Foi usado o detector de fluorescência FL2. 

As células foram separadas dos debris pelos parâmetros forward scatter (FSC) e 

side scatter (SSC) e os agregados celulares foram excluídos pelos parâmetros FL-W 

versus FL-A. Para a análise dos dados foi usado o programa FlowJO, por meio de 

um histograma de PL-H das linhagens celulares.  

 

3.29 Análise de MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

 

Foi inicialmente feito o inóculo de uma colônia de levedura em 5 mL de meio 

YPD. O crescimento foi feito 30°C/200 rpm  por ~18 horas. Após determinar o 

número de células na cultura, foram feitas diluições seriadas de 108-103 células/mL. 
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Foram aplicadas 5 µL de cada diluição em cada placa contendo diferentes 

concentrações da droga em estudo e numa placa controle sem droga.  

 

3.30 Transformação de Levedura em Fase Estacionária  

 

Foi feito um inóculo das células de S. cerevisiae em 5 mL de meio YPD. As 

células foram crescidas a 30°C, sob agitação de 250 rpm até a saturação, (~24 h). 

Foram coletadas 200 µL de células por centrifugação a 12.000 g por 5 s. As células 

foram ressuspendidas em 100 µL de tampão One Step (0,2 N LiAOc; 40% PEG 

4000 [p/v]; 100 mM DTT). Foram adicionados de 100-2000 ng de vetor às células 

que então foram foram incubadas a 45°C por 1 hora. Após esse período, as células 

foram plaqueadas em meio MD com a droga adequada. No caso de seleção por 

antibiótico, o tampão One Step foi removido por centrifugação, as células foram 

ressuspendidas em 1 mL de YPD e incubadas a 30°C por 2 horas. As células foram 

submetidas a centrifugação para eliminar o excesso de meio, sendo posteriormente 

ressuspendidas em ~300 µL de meio para serem espalhadas em placa de YPD 

contendo o antibiótico adequado (Chen et al., 1992).  

 

3.31 Eletroporação de Levedura 

 

A transformação de leveduras por eletroporação seguiu o protocolo descrito 

por Scorer et al., (1994) para Pichia pastoris. As células da levedura S. cerevisiae 

foram inoculadas em 5 mL de meio YPD para crescer a 30°C sob agitação durante a 

noite. No dia seguinte, 1% do pré-inóculo foi transferido para 500 mL de meio YPD 

para crescer a 30°C sob agitação até atingir a OD600 de 1,3-1,5. Posteriormente, as 

células foram coletadas por centrifugação a 1.500 g / 5 min / 4°C e o sedimento foi 

ressuspendido em 500 mL de água estéril gelada. A suspensão foi novamente 

centrifugada e o sedimento ressuspendido em 250 mL de água estéril gelada 

seguindo-se da coleta por centrifugação. Esta lavagem foi repetida mais uma vez e 

após a segunda centrifugação, as células foram ressuspendidas em 20 mL de 1 M 

sorbitol estéril e gelado. Novamente as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em 250-500 µL de solução de sorbitol gelado para um volume final 

de 1,5 mL de células competentes. Em 80 µL de células foram adicionados 5 a 20 µg 



Viviane Castelo Branco Reis  Material e Métodos 

44 

de DNA linear sendo o sistema imediatamente transferido para uma cubeta de 

eletroporação de 0,2 cm (Bio Rad) gelada. A cubeta com as células foi incubada no 

gelo por 5 min. Foram adicionados 320 µL de 1 M sorbitol gelado à cubeta. As 

células foram submetidas a um pulso elétrico no equipamento da Bio Rad com os 

seguintes parâmetros: 1500 V, 25 µF, 400 Ω. Após eletroporação foram adicionados 

680 µL de 1 M sorbitol gelado estéril e o sistema foi transferido para um tubo tipo 

Eppendorf. Após uma centrifugação de 10 s, o excesso de sobrenadante foi 

descartado, permanecendo o suficiente para se semear 100 µL de suspensão 

células por placa. O meio utilizado na seleção de leveduras transformantes foi MD, 

com os suplementos necessários. As placas foram colocadas a 30°C por 48-72 

horas.  

 

3.32 Transformação de Alta Eficiência de Levedura  

 

Uma colônia da levedura a ser transformada foi inoculada em 5 mL de meio 

YPDA e incubadas a 30°C, sob agitação de 200 rpm, por 12-16 horas. Foram 

adicionados 2,5 x 108 células em 50 mL de meio pré-aquecido 2YPDA para uma 

concentração final de 5 x 106 células/mL. As células foram incubadas a 30°C sob 

agitação (200 rpm) até atingir a concentração de no mínimo 2 x 107 células/mL. 

Enquanto isso, 1 mL do DNA carreador (DNA de esperma de salmão – 2 mg/mL) foi 

desnaturado em água fervente por 5 minutos e colocado no gelo com água 

imediatamente. Após as células atingirem a densidade desejada (~4 h), elas foram 

sedimentadas (3.000 g / 5 min / 20°C) e, em seguida, ressuspendidas em 25 mL de 

água estéril. Esta etapa foi feita duas vezes. Uma nova centrifugação foi feita com as 

células agora ressuspendidas em 1 mL de água estéril sendo, então, transferidas 

para um tubo de microcentrífuga para uma nova coleta (3.000 g / 30 s). As células 

foram ressupendidas em 1 mL de água estéril e dispensadas em alíquotas de 100 

µL. Após outra centrifugação (3.000 g / 30 s) as células foram ressupendidas em 336 

µl do seguinte mix: 
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Componentes Volume (µL) / transformação 

50%PEG 3350 (p/v) 240 µL 

1 M LiAOc  36 µL 

DNA carreadora (2 mg/mL) 50 µL 

Total 336 µL   

a : DNA de esperma de salmão 

 

Foi adicionado DNA num volume total de 34 µL. As células foram 

ressuspendidas vigorosamente e incubadas num banho a 42°C por 40 min. Após o 

choque térmico as células foram sedimentadas (3.000 g / 30 s) e ressupendidas em 

1 mL de água estéril. Foram semeadas em meio MD no volume máximo de 150 µL 

por placa de células transformadas. No caso de seleção por antibiótico, as células 

sedimentadas foram ressuspendidas em 1 mL de meio YPD e incubadas a 30°C por 

2-3 h. Posteriormente, foram semeadas em placa contendo meio YPD com o 

antibiótico adequado. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas (Gietz & 

Schiestl, 2007).  

 

3.33  Excisão da Marca de Seleção 

 

Para remoção da marca de seleção flanqueada pelo loxP foi usado o protocolo 

descrito por Carter & Delneri (2010). Uma colônia da levedura contendo o cassete 

de seleção flanqueado por sítios loxP e o vetor pYRCre foi inoculada em 5 mL de 

meio YPRaf com 200 µg/mL higromicina B. A cultura foi incubada a 30°C, sob 

agitação (~200 rpm), durante a noite. No dia seguinte a quantidade de célula 

necessária para iniciar o inóculo com uma OD600 = 0,3 foi submetida a centrifugação 

(3.000 g / 5 min) e lavadas com H2O destilada estéril. Após uma nova centrifugação 

as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPGal com 200 µg/mL 

higromicina B. A cultura foi incubada a 30°C por 3 horas sob agitação. 

Posteriormente 1 mL da cultura foi plaqueada em meio YPD. As células foram 

incubadas a 30°C por 24 h. Posteriormente as células foram repicadas para uma 

nova placa de YPD para obter se colônias isoladas.  
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3.34  Detecção de Fluorescência 

 
As células foram cultivadas em meio MD a 28 °C por 16 h sob agitação. Em 

seguida, 10 ul de cada cultura foram adicionados numa lâmina. Um microscópio 

confocal (Leica SP5) equipado com laser de 488 nm, e uma objetiva 63x NA 1,4 foi 

usado para avaliar a expressão da GFP. As imagens foram coletadas com o 

programa LAS software AF. 

 

3.35 Adaptação Metabólica  

 

Adaptação Metabólica foi feita essencialmente como descrito por Kuyper et al. 

(2004). Os transformantes foram inoculados em 5 mL de meio MDX (0,5% glicose e 

2% xilose) com G418 (200 µg/mL). Após crescimento durante a noite, sob agitação 

(200 rpm) a 30°C, as células foram transferidas para um Erlemeyer de 500 mL, 

fechado com bucha, contendo 100 mL de meio MX (2% xilose) com G418 para uma 

OD600 inicial de 0,2. Esta cultura foi crescida até atingir a OD600 de ~1,5. Ao atingir 

esta densidade óptica as células foram transferidas para um novo meio MX com 

uma OD600 inicial de 0,2. O crescimento foi feito sob agitação de 200 rpm (shaker) a 

30°C. Durante o processo foi calculada a taxa de crescimento aparente pela formula: 

µ = ln(X/X0) / t2-t1, onde X é a última OD600 medida, X0 é a medida da OD600 anterior, 

t2 é o tempo da última OD600 medida e t1 é o tempo da medida de OD600 anterior.  

 

3.36 Cultivo Anaeróbico 

 

A fermentação das leveduras recombinantes foi feita de acordo com o método 

descrito por Parachin (2010). Foi feito um inóculo em 100 mL de meio 2MX contendo 

3% de xilose e tamponado com 50 mM de tampão fosfato de potássio pH 6,0 em 

frasco Erlemeyer de 1000 mL vedado com bucha. As células foram crescidas a 30°C 

em sob agitação (200 rpm) até atingir a fase exponencial tardia. A cultura foi 

sedimentada e lavada 2 vezes com H2O destilada estéril. O cultivo anaeróbico foi 

feito em garrafas de 50 mL contendo 45 mL de meio MX (5% xilose), vedadas com 

rolhas de silicone. Foram inoculados 5 g/L células (peso seco) à cultura. Este foi 

recoberto com uma camada de óleo mineral estéril evitando a entrada de O2 na 
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cultura. O CO2 produzido foi liberado por meio de agulha colocada através da rolha. 

Para coletar a amostra foi introduzida uma cânula de borracha no meio conectado 

ao ambiente por uma seringa. O cultivo foi feito a 30°C sob agitação de ~150 rpm 

por 100 h.  

 

3.37 Análise dos Produtos de Fermentação por HPLC 

 

O substrato (xilose) e os produtos (etanol, xilitol e glicerol) do cultivo 

anaeróbico foram analisados por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) 

com a coluna Shim-pack SPR-Pb 250 x 7,8 mm (Shimadzu). A amostra do cultivo foi 

sedimentada (5000 g / 3 min.). O sobrenadante foi filtrado em membrana tipo 

durapore com poro de 0,22 µm e diâmetro de 13 mm. Posteriormente a amostra foi 

aplicada ao equipamento de HPLC (Shimadzu). A coluna foi eluida a 80°C com água 

como fase móvel a um fluxo de 0,6 mL/min. A detecção foi feita pelo índice de 

refração RID10 (Shimadzu). 

 

3.38 Extrato Proteico 

 

Foi feito um pré-inóculo da levedura em 5 mL de meio YPD (glicose 2%) com 

G418 a 30°C, sob agitação de 200 rpm, durante a noite. No dia seguinte foi feito um 

inóculo em 50 mL de meio YPD com G418. O crescimento foi realizado a 30°C, sob 

agitação (200 rpm), até atingir a OD600 = 0,9. A cultura foi submetida a centrifugação 

(3.000 g / 5 min / 4°C). O sedimento foi ressuspendido em 100 mM trietanolamina 

(pH 7,0) e transferido para um tubo de 2 mL. Após uma nova centrifugação (10.000  

g / 5 min / 4°C) o sedimento com foi ressuspendido em 1,5 mL de uma solução 

contendo 100 mM trietanolamina (pH 7,0), 1 mM EDTA e 1 mM PMSF. Foram 

adicionadas 20 µL de esferas de vidro (diâmetro 0,45 x 0,5 mm). O sistema foi 

submetido a uma agitação vigorosa utilizando o vortex por 45 s durante 10 min 

resfriando-se a amostra por 2 min entre os intervalos dos pulsos. Posteriormente o 

material foi sedimentado (10.000 g / 20 min / 4°C). O sobrenadante foi removido e 

estocado a -20°C (Bergdahl, 2006).  
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3.39 Curva Padrão de NADH 

 

Foi preparada uma solução estoque de 5 mM NADH. A partir desse estoque 

foi feita diluições para as seguintes concentrações de NADH: 0,06 mM; 0,08 mM; 

0,10 mM; 0,12 mM e 0,14 mM. O volume final de cada sistema foi de 1 mL. Foi feita 

a leitura dessas reações num espectrofotômetro utilizando um comprimento de onda 

de 340 nm. Com os valores obtidos dessa leitura foi construído um gráfico de 

regressão linear.  

 

3.40 Ensaio de Atividade para Xilose Isomerase (XI) 

 

O ensaio de atividade de XI foi feito com modificações sugeridas por Kersteis-

Hilderson et al. (1987). Como a XI não depende de cofator para a sua atividade, esta 

é medida indiretamente por meio de duas reações acopladas. Na primeira reação a 

XI cataliza a reação de conversão da xilose a xilulose. Na segunda a xilulose é 

convertida a xilitol pela enzima sorbitol desidrogenase (SDH) com oxidação do 

NADH. A reação de oxidorredução do NADH é medida espectrofotometricamente a 

340 nm ao longo do tempo.  

 

Xilose  →  xilulose  →  xilitol + NAD+ 

 

 

1ª reação: xilose → xilulose 

Reagente Trietanolamina 

200 mM  

(pH 7,0) 

Xilose 2,5 M MnCl2 0,5 M Extrato proteico 

Volume 118 µL 28,5 µL 10 µL 100 µL 

 

As reações foram incubadas a 30°C em diferentes tempos: 20 min, 1 h, 2 h e 

3 h. Após cada um desses tempos as reações foram interrompidas pela adição de 

60 µL de TCA 50%. Após uma centrifugação a 11.000 g por 5 min a reação foi 

neutralizada com 78 µL de 2 M Na2CO3. Foi feito um controle da reação colocando-

se o tampão de parada (50% TCA) antes de adicionar o extrato proteico. 

XI SDH 

NADH 
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Uma unidade de XI é definida como a quantidade de enzima capaz de 

produzir 1 µmol de xilulose por minuto a 30°C 

 

2ª reação: xilulose → xilitol 

Reagente Trietanolamina 

200 mM (pH 7,0) 

H2O Amostra da 

1ª reação 

NADH 5 mM SDH 

0,035 U 

Volume 500 µL 370 µL 100 µL 20 µL 10 µL 

 

Procedeu-se as leituras no espectrofotômetro, após 10 min da adição da 

SDH. As reações da segunda etapa foram feitas em triplicata (Traff et al., 2001).  

 

3.41 Quantificação de Proteína 

 

A quantificação da proteína foi feita utilizando-se o reagente comercial de 

dosagem de proteína Protein Assay (Bio Rad), baseado no método colorimétrico de 

Bradford (Bradford, 1976). 
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4. ESTRATÉGIA 

As estratégias usadas para alcançar o objetivo proposto estão 

representadas no fluxograma abaixo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados e discussão deste trabalho estão divididos em capítulos para 

facilitar a compreensão. No Capítulo 1 estão descritos os resultados obtidos com a 

caracterização genética da linhagem JP1 bem como da construção da linhagem 

auxotrófica ura3. O Capítulo 2 mostra a obtenção da linhagem industrial de S. 

cerevisiae JP1 capaz de metabolizar xilose. São descritos as construções dos 

cassetes de expressão contendo os genes envolvidos no metabolismo de xilose, a 

adaptação da linhagem recombinante em meio com xilose como única fonte de 

carbono e dados da fermentação anaeróbica. No Capítulo 3 são relatados dados 

preliminares de análise de expressão dos genes envolvidos no metabolismo de 

xilose de P. stipitis - principalmente com relação aos transportadores - em diferentes 

concentrações de fonte de carbono.  
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5.1. CAPÍTULO 1: LEVEDURAS INDUSTRIAIS 
 

 

Como dito anteriormente, S. cerevisiae é o microrganismo mais usado nos 

processos fermentativos industriais pela sua excelente capacidade fermentativa e 

por ser bem tolerante aos estresses do bioprocesso. (Brosnan et al., 2000). O 

processo fermentativo industrial no Brasil ocorre em condições não-estéreis, a 

contaminação com bactérias e outras leveduras é inevitável (Amorim et al., 2011). 

Todavia, a competição favorece a evolução adaptativa de um organismo. Como S. 

cerevisiae é um microrganismo que vem sendo usado pelo homem há milênios para 

diferentes fins surgiram diversas linhagens com características genéticas mais 

favoráveis ao ambiente onde foram domesticadas (Borneman et al., 2011). Há, 

portanto, uma grande diversidade populacional de leveduras onde aquelas que 

estão fisiologicamente mais adaptadas ao ambiente industrial e à competição com 

outros microrganismos tendem a dominar (da Silva-Filho et al., 2005; Amorim et al., 

2011). Por esse motivo, leveduras provenientes de indústrias alcooleiras estão 

recebendo uma maior atenção devido à possibilidade de utilização de linhagens 

mais adaptadas e altamente produtivas.  

 

Além do uso de linhagens adaptadas naturalmente nas dornas de 

fermentação, é necessário empregar esforços para realizar modificações racionais 

em leveduras industriais para se melhorar ainda mais o rendimento de etanol. Para 

isso, é preciso ter conhecimento das características genéticas e fisiológicas da 

linhagem a ser manipulada, uma vez que a maioria das informações que se tem é 

resultante do extenso estudo das linhagens laboratoriais, que perderam suas 

características originais devido a anos de manipulação e cultivo em condições não-

estressantes (Wheals et al., 1999). Estudos de genômica comparativa revelam 

novas ORF e regiões adicionais em diferentes grupos de leveduras industriais que 

não são encontradas na linhagem referência S288c (Fay e Benavides, 2005; 

Borneman et al., 2011). Este conhecimento é importante no contexto de um 

programa de aprimoramento de linhagens industriais.  

 

A linhagem JP1 de S. cerevisiae foi isolada na destilaria Agroindustrial Japungu 

(Santa Rita – PB). Trata-se de uma linhagem dominante dos processos fermentativos 
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das indústrias desta Região apresentando alta estabilidade e resistência ao estresse 

dos processos fermentativos como temperatura, pH e etanol. Apresenta uma taxa de 

conversão de açúcar de 93%, os outros 7% são destinados ao metabolismo celular 

(da Silva-Filho et al., 2005; Amorim et al., 2011). Entretanto, apresentou baixa taxa de 

crescimento (µ = 0,16 h-1) em meio de melaço quando comparada à linhagem 

industrial PE2 usada na Região Sudeste (µ = 0,23 h-1), igualando-se a esta quando 

crescida em caldo de cana diluído (µ = 0,3 h-1). Não apresenta alta produtividade, 

nem alto rendimento, provavelmente devido à alta produção de glicerol. Sendo este 

responsável pela proteção da célula contra estresse osmótico (Almeida et al., 2011). 

Quanto à sua manipulação genética, JP1 apresentou eficiência de transformação 

maior que outras leveduras industriais, tanto para vetores epissomais quanto para 

cassetes integrativos (da Silva-Filho et al., 2005). 

 

Para se realizar manipulações genéticas em leveduras é importante o 

conhecimento de algumas características genéticas básicas como a ploidia e o tipo de 

ciclo de vida (homotalismo/heterotalismo). A ploidia influência várias características da 

célula como tamanho, tempo de geração, tolerâncias ambientais e características 

sexuais (Gerstein et al., 2006). São encontradas linhagens de S. cerevisiae haploides, 

diploides, aneuploides e poliploides, sendo que as primeiras são mais fáceis para se 

criar mutantes “null” por recombinação homóloga.  

 

A reprodução de S. cerevisiae pode ocorrer tanto de forma assexuada como 

sexuada. No primeiro caso, a proliferação ocorre por brotamento, ou seja, a célula 

filha brota da célula mãe e essa divisão celular se dá por mitose (Figura 7). Na forma 

sexuada, ocorre a fusão de células haploides com tipos de acasalamento diferentes 

gerando uma célula diploide (Figura 7). Em S. cerevisiae são descritos dois loci 

diferentes associados ao acasalamento: MATa e MATα. Nas células haploides há 

apenas um tipo de acasalamento, a (MATa) ou α (MATα). Células diploides 

heterozigotas para o locus MAT, quando submetidas a estresse nutricional (baixa 

concentração de fonte de nitrogênio e baixa concentração de fonte de carbono), 

sofrem meiose e geram 4 esporos haploides, sendo 2 a e 2 α (Figura 7) (Herskowitz, 

1988).  
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Outro aspecto importante a ser estudado é o ciclo de vida desta levedura, que 

podem apresentar dois tipos: homotálica (autoférteis) e heterotálica (autoestéreis). 

Essa classificação é apenas para linhagens haploides. Nas linhagens homotálicas, 

após duas gerações, ocorre uma interconversão do locus MAT na célula mãe levando 

a uma mudança do tipo de acasalamento o que pode levar ao acasalamento das 

células mãe com a célula filha gerando uma célula diploide (Figura 7). Nas linhagens 

heteroltálicas esta interconversão não ocorre, mantendo estável o tipo de 

acasalamento da linhagem e também a sua ploidia. Neste último caso, para que haja 

a formação de uma célula diploide é necessário o cruzamento com outra linhagem 

com o tipo de acasalamento oposto (Figura 7) (Herskowitz, 1988). 



Viviane Castelo Branco Reis  Resultados e Discussão 

55 

Figura 7: Ciclo de vida e reprodução de S. cerevisiae. �N – baixa fonte de nitrogênio, �C - baixa 
fonte de carbono. n célula haploide, 2n – célula diploide, a – linhagem com tipo de acasalamento a, 
α - linhagem com tipo de acasalamento α e a/α - linhagem com os dois tipos de acasalamento.  

 

O tipo de acasalamento se dá pela presença de um locus MATa(α) ativo que se 

encontra entre dois loci silenciosos HMLα e HMRa. O gene responsável pela 

interconversão do tipo de acasalamento da levedura, HO, codifica para uma 

endonuclease que cliva nas proximidades do locus ativo (MATa ou MATα) permitindo 

a recombinação com um dos loci silenciados (HMLα ou HMRa) mudando, assim, o 

tipo de acasalamento ativo da levedura (Strathern et al., 1982; Herskowitz, 1992) 

(Figura 8). Podem-se obter linhagens haploides estáveis (heterotálica) por meio da 

inativação do locus HO.  
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Figura 8: Representação da interconversão do locus ativo MAT. O circulo 

representa o centrômero, o ∨∨∨∨ representa o sítio de clivagem da endonuclease 
HO e as setas a interconversão.  

 

Outro aspecto importante para a modificação genética de um microrganismo é 

a forma como as linhagens modificadas são selecionadas. Para isso, são usadas 

marcas de seleção, que podem ser auxotróficas ou dominantes. Para serem 

eficientes, as marcas de seleção devem evitar o surgimento de mutantes revertentes 

(Pronk, 2002). As marcas dominantes são, geralmente, relacionadas à resistência a 

drogas como antibiótico ou análogos sintéticos de substratos de certas vias 

metabólicas. As desvantagens destes últimos são a toxicidade e o alto custo, 

principalmente quando se considera uso industrial (larga escala). No que se refere 

aos antibióticos, seu custo, a possibilidade de transferência horizontal de genes de 

resistência, e o fato de afetar as funções celulares são fatores que inibem seu uso em 

grandes processos fermentativos (Pronk, 2002). Contudo, estas questões podem ser 

contornadas removendo-se a marca de seleção por meio de recombinação 

intramolecular uma vez estabelecido o fenótipo desejado. Um dos sistemas eficientes 

mais usados para este fim é o sistema Cre-loxP. Neste caso, as regiões a serem 

eliminadas são flanqueadas por pequenas sequências repetidas e na mesma direção 

(sítios loxP) que são reconhecidas pela recombinase CreA cuja expressão é 

controlada por um agente indutor externo, geralmente a galactose. A sequência loxP 

tem 34 pb sendo formada por duas sequências repetidas e invertidas de 13 pb 

separadas por uma sequência central de 8 pb (Sauer, 1987).  

 

Marcas auxotróficas, embora mais aceitas do ponto de vista de biossegurança, 

têm o uso limitado, pois as leveduras industriais são geralmente diploides ou 

poliploides. As marcas auxotróficas são bastante usadas em pesquisas laboratoriais, 
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mas no campo de produção industrial linhagens auxotróficas podem afetar 

negativamente a produção. Isso se deve a alguns fatores: sobrecarga proteica (em 

vetores epissomais, exceto quando se usa promotor defectivo); interferência na 

biossíntese de compostos essenciais devido à suplementação nutricional (Pronk, 

2002). Além disso, a mutação auxotrófica afeta o crescimento celular quando 

comparada à sua progenitora (Baganz et al., 1997).  

 

Leveduras industriais possuem uma genética complexa. Para melhorar e 

introduzir novas características em linhagens industriais é necessário a integração do 

conhecimento nas áreas de Genética, Fisiologia e Engenharia Química procurando 

não afetar as características que a tornam aptas ao ambiente estressante das dornas 

industriais (Amorim et al., 2011). Sendo assim, neste trabalho procuramos 

conhecimento básico sobre a genética de S. cerevisiae JP1 a fim de que esta 

linhagem possa se tornar uma plataforma para futuros melhoramentos genéticos 

relacionados com a produção de etanol ou outros bioprodutos. Dentre as 

características estudadas, buscamos conhecer sua ploidia, homotalismo, 

sensibilidade ou não a drogas e a eficiência de transformação com diferentes marcas 

de seleção. Finalmente, construímos uma linhagem auxotrófica ura3 que servirá como 

ferramenta genética para futuros trabalhos de investigação. 

 

5.1.1. Determinação de Ploidia 
 

Para investigar a ploidia da linhagem JP1 foram feitos os seguintes 

experimentos: indução de esporulação, análise do tipo de acasalamento e 

determinação do conteúdo de DNA por citometria de fluxo. 

 

Teste de esporulação 

As leveduras JP1, CEN.PK2, PE2 (diploide) e RE1006 (haploide) foram 

semeadas em meio pobre em nutrientes para induzir a esporulação, fenômeno que 

ocorre em células diploides, poliploides e aneuploides. A análise em microscópio 

óptico confirmou que JP1 não é haploide, pois foi possível a visualização de 

ascósporos contendo a tétrade (4 esporos) (Figura 9). O mesmo ocorreu com as 

linhagens controle PE2 e CEN.PK2 e, como esperado, não foi possível identificar 

ascósporos na linhagem controle haploide RE1006 (Figura 9).  
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Figura 9. Fotomicrografia de células de S. cerevisiae. As células foram crescidas em meio SPO e 
visualizadas com uma objetiva de 100X 1.3 usando DIC (Differential Interference Contrast). RE1006: 
controle haploide, JP1: linhagem industrial, CEN.PK2: controle diploide e PE2: linhagem industrial 
diploide. As setas indicam os ascósporos.  

 

Determinação do tipo de acasalamento  

Para a determinação do tipo de acasalamento foram utilizadas as leveduras 

JP1 e linhagens controle RE1006, CEN.PK2, PE2 e S288c. Para tanto, foi feita uma 

PCR de colônia para o loci MAT com primers específicos (MAT-Fa, MAT-Fα e MAT-

R) para cada locus (MATa e MATα) conforme descrito por Huxley (1990). Observou-

se amplificação de 2 fragmentos referentes aos loci MATa (544 pb) e MATα (404 pb) 

nas linhagens JP1, CEN.PK2, PE2, e a amplificação de apenas MATa na linhagem 

RE1006, e MATα, nas linhagens S288c (Figura 10). Células haploides apresentam 

apenas um locus para um tipo de acasalamento e células diploides ambos os loci. 

Isso confirma que JP1 não é haploide.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 10: Determinação do tipo de acasalamento por PCR de colônia do locus MAT. 
Eletroforese em gel de agarose 1,5%. 2 log: marcador 2 log DNA ladder (Biolabs); JP1: levedura 
industrial, RE: RE1006 (haploide); PK2: CEN.PK2 (diploide); PE2: levedura industrial diploide; S288c: 
haploide; 2 log DNA ladder: padrão do marcador de massa molecular. 

 

Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo é uma técnica que permite obter informações das 

características físicas e químicas de uma célula por meio da análise, de uma só vez, 

2 log DNA 
ladder 

500 pb MATa 
MATα 
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do tamanho da célula, da sua complexidade e da emissão de fluorescência quando 

se usa um corante. Portanto, essa técnica permite determinar com mais precisão a 

ploidia da célula por meio da comparação do conteúdo DNA total de cada célula 

corado com um corante fluorescente. A quantidade de fluorescência emitida pela 

célula tem relação direta com o conteúdo de ácidos nucleicos.  

 

Foi feito citometria de fluxo das linhagens JP1 e dos controles RE1006, 

CEN.PK2 e PE2. As células foram coradas com iodeto de propídio. Pela análise do 

histograma (Figura 11) pode-se observar que o pico de fluorescência de JP1 

coincide com o da linhagem industrial PE2 situando-se entre os picos 

correspondentes da linhagem haploide (RE1006) e da linhagem diploide (CEN.PK2). 

Foram observados picos únicos, pois as células cresceram até a fase estacionária. 

Isso descarta a possibilidade de se ter analisado células em diferentes fases do ciclo 

celular G1/G2 (Olaiya & Sogin, 1979).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Análise do conteúdo de DNA de diferentes linhagens de S. cerevisiae. 
Histograma de fluorescência das linhagens JP1, PE2, CEN.PK2 e RE1006 coradas com 
iodeto de propídio. O eixo horizontal indica o conteúdo de DNA pela intensidade de 
fluorescência e o eixo vertical o número de células medidas. 

 

Os dados da análise de ploidia demostram que a linhagem JP1 é diploide, 

pois foi detectada a presença de tétrade, dos dois loci MAT, além de apresentar um 

conteúdo de DNA próximo do conteúdo genômico de uma linhagem industrial 
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reconhecidamente diploide (PE2). O fato do conteúdo de DNA das linhagens JP1 e 

PE2 ser menor que o controle diplóide (CEN.PK2) pode ser atribuído ao 

polimorfismo cromossomal entre linhagens industriais e laboratoriais que se reflete 

na variação do número e/ou tamanho dos cromossomos. O polimorfismo 

cromossomal deve ser comum em linhagens industriais devido às condições 

estressantes a que são submetidas. De fato, experimentos de separação de 

cromossomos por PFGE mostram que a linhagem JP1 possui 15 bandas 

cromossomais, tendo sido observado a ausência da banda de 2500 kb encontrada 

em linhagens laboratoriais (Lucena et al., 2007). Quanto à linhagem PE2, foi 

observada uma variação no tamanho dos cromossomos em relação à linhagem 

laboratorial-referência S288c (Argueso et al., 2009). S. cerevisiae é evolutivamente 

diploide, estudos mostram que linhagens haploides e tetraploides tendem a ser 

diploide tanto em meio não estressante quanto em meio estressante após 1800 

gerações (Gerstein et al., 2006). 

 

5.1.2. Determinação do ciclo de vida 

 

Para verificar se a linhagem JP1 é homotálica ou heterotálica foi feita a 

dissecação das tétrades e análise da ploidia de cada esporo. Após 3 dias de cultivo 

em meio de esporulação, foi feita uma análise quantitativa em microscópio óptico 

dos ascósporos. Foi verificada a presença de ascósporos com 4, 3 e 2 esporos 

assim como ausência de esporos (Tabela 7). 

 

Tabela 7: Análise quantitativa dos esporos. Contagem em câmara 
de Neubauer do número de esporos em cada ascósporo.  

Tipo Valor absoluto Valor relativo (%) 

4 esporos 79 11,4 

3 esporos 150 21,6 

2 esporos 134 19,3 

Ausência de esporo 329 47,5 

Total 692  

 

Após tratamento enzimático, 40 tétrades foram dissecadas. A viabilidade das 

tétrades está mostrada na Tabela 8.  
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Tabela 8: Análise quantitativa da viabilidade dos esporos 
Esporos viáveis  Valor absoluto Valor relativo (%) 

4 esporos 22 64,7 

3 esporos 5 14,7 

2 esporos 6 17,7,0 

1 esporo 0 0,0 

Ausência de esporo 1 2,9 

Total 34 100 

 

Em seguida, foram escolhidos 6 grupo de esporos oriundos da mesma tétrade 

para determinação do locus MAT presente em cada esporo. A análise foi feita por 

PCR de colônia pela amplificação de regiões específicas de cada locus MAT. Pode-

se observar a amplificação de 2 fragmentos referentes aos loci MATa e MATα na 

linhagem JP1 nativa, e um perfil variado quanto aos esporos. Na Figura 12 é 

possível visualizar um exemplo de cada perfil encontrado. A maioria dos esporos 

apresentou ambos os fragmentos indicando uma diploidização da linhagem (Figura 

12a, 12b poços 3 a 5 e figura 12c poços 3 e 6). Apenas 3 esporos apresentaram um 

fragmento amplificado.(Figura 12b poços 6 e figura 12c poços 4 e 5). 

 

Figura 12: Análise do ciclo de vida da JP1. Eletroforese da PCR de colônia para loci MAT dos 4 
esporos derivados de 3 asci (a-d). M: marcador 2-log DNA ladder (biolabs); JP1: linhagem original 
JP1; c-: controle negativo da reação (sem DNA). 

 

Os resultados obtidos são compatíveis com dados da literatura. Linhagens 

industriais de S. cerevisiae de diferentes setores (indústria do vinho, cerveja e pão) 

foram analisadas apresentando uma ploidia bem variável, assim como o índice de 

esporulação (0-95%), e a viabilidade dos esporos (0-98%). A viabilidade dos esporos 

derivados da JP1 de 64,7% pode ser explicada por mutações letais recessivas da 

linhagem, rearranjo/segregação cromossômica irregular, ou parâmetros ambientais 

(Bilinski & Casey, 1989). A amplificação de ambos loci MAT nos esporos derivados 
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da linhagem JP1 é uma evidência de que esta é homotálica. Já que houve mudança 

do tipo de acasalamento e a formação de diploides. O fato de alguns esporos não 

terem apresentados a interconversão do tipo de acasalamento, pode ser explicado 

pela presença de mutações recessivas de genes envolvidos na via de 

interconversão do tipo de acasalamento em um dos loci. Por exemplo, heterotalismo 

em S. cerevisiae isolada da natureza foi associada com mutações no gene HO que 

codifica para a endonuclease que desencadeia a recombinação no locus do gene 

MAT (Katz Ezov et al., 2010). Na verdade, uma abordagem comumente usada para 

gerar linhagens heterotálicas é simplesmente eliminar o gene HO (Tamai et al., 

2001).  

 

5.1.3. Estudo das Marcas Dominantes em Linhagem Industrial 
 

Para se utilizar as marcas dominantes, é necessário determinar se a levedura 

em questão é sensível às drogas escolhidas para permitir uma seleção genética 

eficaz e avaliar a eficiência de transformação que a mesma proporciona. 

 

Concentração Mínima Inibitória para S. cerevisiae 

As drogas G418, zeocina, higromicina, PFP e canavanina foram testadas na 

linhagem industrial JP1 para verificar sua sensibilidade às mesmas. Este teste 

permitiu selecionar drogas que foram utilizados neste trabalho.  

 

� PFP  

A marca de resistência à droga PFP (suplementada com tirosina) é uma 

marca de seleção dominante e vem sendo usada com sucesso em leveduras 

oriundas da indústria do vinho. A resistência é conferida por um gene endógeno 

(ARO4) que possui apenas uma mutação pontual Q166K (alelo ARO4-OFP) 

causada por uma transversão na base 496 (CAA→AAA) (Fukada et al., 1992). O 

gene ARO4 codifica para a enzima 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato 

sintase (DAHP sintase). Essa enzima catalisa a primeira reação de biossíntese dos 

aminoácidos aromáticos, onde a eritrose-4-fosfato se condensa a fosfoenolpiruvato 

resultando na 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP). A isoenzima 

codificada pelo gene ARO4 é inibida pela tirosina (Meuris, 1974). As reações 

subsequentes levam à formação do corismato, que gera antranilato e prefenato. O 
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antranilato é o precursor do triptofano, e o prefenato de fenilalanina e tirosina. O 

alelo ARO4-OFP torna a enzima DAHP sintase insensível à inibição por tirosina e 

apresenta resistência às drogas OFP e PFP + tirosina, mas é sensível a PFP 

(Fukuda et al., 1991). O PFP é um análogo da fenilalanina, portanto, regula a 

inibição das enzimas DAHP sintase e prefenato desidratase impedindo a biossíntese 

de fenilalanina. Ao se adicionar tirosina, há inibição da ação da enzima prefenato 

desidrogenase, desviando a via para biossíntese de fenilalanina, ocorrendo o 

mesmo para a síntese de triptofano (Fukuda et al., 1990) (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13: Esquema condensado da via de biossíntese dos aminoácidos aromáticos 

 

Para se determinar a concentração mínima inibitória (MIC) da droga PFP foram 

utilizadas as seguintes concentrações: 5 mg/mL, 4 mg/mL, 3 mg/ml, 2 mg/mL, 1 

mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,40 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL e 

0,05 mg/mL. Foram aplicadas diluições da cultura de células nas placas de MD com 

diferentes concentrações de PFP contendo 0,09% tirosina, e sem PFP (controle). O 

crescimento das células foi acompanhado por até 96 horas.  

 

Podemos observar o resultado na Tabela 9, onde a área sombreada indica 

crescimento celular. Esse resultado difere do encontrado por Cebollero & Gonzalez 
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(2004), o que é justificado por se tratar de uma linhagem diferente. Para a linhagem 

JP1 foi definida a concentração de uso de PFP de 300 µg/mL. 

 

Tabela 9: MIC para PFP. As colunas indicam diferentes concentrações da droga PFP, as linhas 

indicam as diluições das células e o sombreamento indica crescimento celular. 

     Concentração  

                   (mg/mL) 

Nº de células 

5 4 3 2 1 0,75 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05 

108 
            

107             

106             

105             

104             

103             

 

� Canavanina 

A resistência à droga canavanina se dá quando o gene CAN1, não essencial, 

perde sua função. O gene CAN1 codifica para a arginina permease que permite a 

entrada de arginina na célula. A droga canavanina é um análogo letal da arginina, 

portanto, leveduras cujo gene CAN1 foi deletado crescem na presença da droga, 

desde que não tenha arginina no meio, pois ambas possuem a mesma afinidade pela 

permease ocorrendo competição entre a arginina e canavanina (Amberg et al., 2005). 

 

A canavanina foi testada em meio MD nas concentrações de 30 µg/mL, 60 

µg/mL e 90 µg/mL, além do controle sem a droga. A linhagem IH1788 foi utilizada 

como controle positivo de crescimento por ser can1. A linhagem JP1 cresceu apenas 

na placa controle tendo havido crescimento da linhagem IH1788 em todas as 

diluições e concentrações testadas (Figura 14). Diante desse resultado, foi decidido 

utilizar a concentração de 60 µg/mL canavanina, conforme recomendado na literatura 

(Cunha et al., 2006).  
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Figura 14: MIC para canavanina. A) Linhagem JP1. B) Linhagem 
IH1788. C) Esquema das diluições 

 

� Higromicina B 

A higromicina B é um antibiótico aminoglicosideo isolado da bactéria 

Streptomyces hygroscopicus. A droga age na síntese proteica, no sítio de ligação do 

tRNA, impedindo a translocação tanto em procariotos quanto em eucariotos 

(González et al., 1978). O gene de resistência hph, que codifica para higromicina B 

fosfotransferase (Hph) foi identificado em E. coli. A enzima Hph inativa o antibiótico 

por fosforilação (Gritz & Davies, 1983)  

 

Para o teste com o antibiótico higromicina B em placas de YPD, foram 

utilizadas as seguintes concentrações: 100 µg/mL, 200 µg/mL e 300 µg/mL. Após 96 

horas de cultivo, pode-se observar crescimento da diluição de 108 apenas na placa 

com 100 µg/mL da droga (Figura 15). Foi decidido, pois, utilizar a concentração de 

200 µg/mL de higromicina B, diferentemente do recomendado na literatura, 300 µg/mL 

(Hansen et al., 2003). 
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Figura 15: MIC da linhagem JP1 para higromicina B. 

 

� Zeocina  

A zeocina, antibiótico da família fleomicina/bleomicina foi isolada de 

Streptomyces verticillus. Trata-se de um glicopeptídeo quelante de cobre. Atua 

ligando-se e quebrando o DNA e causando morte celular. A proteína que confere 

resistência a zeocina é codificada pelo gene ble - presente no Tn5 de 

Streptoalloteichus hindustanus - e se liga à droga impedindo a clivagem do DNA 

(Gatignol et al., 1987). 

 

As concentrações utilizadas para o teste com zeocina em placa de YPD foram: 

50 µg/mL, 70 µg/mL, 100 µg/mL e o controle sem a droga. Após 96 h, foi observado 

crescimento na placa controle e com a diluição de 108 nas concentrações de 50 

µg/mL e 70 µg/mL (Figura 16). Foi decido, portanto, utilizar a concentração de 100 

µg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16: MIC da linhagem JP1 para zeocina. 
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� G418 (Geneticina) 

G418 é um antibiótico aminoglicosídeo produzido pela bactéria 

Micromonospora rhodorangea e que afeta a síntese proteica inibindo a etapa de 

elongação (Bar-Nun et al., 1983). O gene que confere resistência a G418 em 

leveduras é o mesmo que confere resistência a kanamicina em bactérias (kan) 

(Jimenez & Davies, 1980). Este gene foi isolado do transposon Tn903 de E. coli que 

codifica para a aminoglicosídeo 3 fosfotransferase - APH 3’II (Beck et al., 1982).  

 

Para o antibiótico G418 foram utilizadas as seguintes concentrações em placa 

de YPD: 50 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL e 300 µg/mL. Foram utilizadas as 

linhagens JP1, MFL e RE1006 nos ensaios de inibição. Após 96 horas, pode-se 

observar o crescimento celular na placa controle e apenas na diluição 108 na 

concentração de 50 µg/mL para JP1 (Figura 17A). Na linhagem MFL, além do 

crescimento na placa controle, observou-se crescimento celular na diluição 108 nas 

concentrações de 50 e 100 µg/mL (Figura 17B). Para RE1006, foi observado 

crescimento celular em todas as diluições no controle e nas concentrações de 50 e 

100 µg/mL. Na concentração de 200 µg/mL foi observada uma colônia na diluição de 

108 (Figura 17C). Portanto, foi decidido utilizar a concentração de 100 µg/mL para a 

linhagem JP1, e 200 µg/mL para a linhagem MFL e RE1006.  
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Figura 17: MIC para G418. A) linhagem JP1. B) linhagem MFL. C) linhagem RE1006 

 

A sensibilidade maior da linhagem JP1 em relação à linhagem laboratorial 

haploide e em relação ao descrito na literatura se deve ao fato da mesma ser diploide 

onde uma mutação de resistência recessiva tem que ocorrer nos dois alelos (Zeyl, 

2004; Gerstein & Otto, 2009). Linhagens tetraploide de S. cerevisiae são mais 

sensíveis a certas drogas que as parentais diploides (Storchová et al., 2006). 

 

Construção do vetor epissomal com a marca de resistência a zeocina 

A fim de testar a capacidade de seleção das diferentes marcas de resistência 

dominante, foram usados vetores epissomais contendo cassete de resistência das 
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drogas testadas. Como não possuíamos um vetor com a marca de resistência 

zeocina, este foi construído conforme descrito a seguir. 

 

O vetor epissomal com resistência a zeocina construído foi baseado no 

cassete do vetor pPICZα, cujos promotores para levedura e bactéria são TEF1 e 

EM7, respectivamente, e o terminador de transcrição é o do gene CYC1. O vetor 

pYC240 foi digerido com a enzima de restrição AscI para remoção do cassete de 

resistência a higromicina (~1600pb). Em seguida, o vetor pYC240 (AscI) foi 

purificado por eluição do gel de agarose.  

 

A obtenção do fragmento do cassete de zeocina e clonagem no vetor de 

expressão foram realizadas pelo aluno de mestrado Osmar Oliveira Neto, sob minha 

orientação. O cassete de resistência a zeocina (1,1 kb) foi amplificado por PCR 

usando o vetor pPICZα como molde. A reação foi feita com a enzima Phusion® DNA 

polimerase e os primers ZeoBlasF2 / ZeoBlasR2. O fragmento da PCR foi purificado 

e clonado no vetor pBlueScript II SK (+/-) previamente digerido com EcoRV, 

resultando no vetor pBlueZeo. Posteriormente, o vetor pBlueZeo foi digerido com a 

enzima de restrição AscI e o fragmento referente ao cassete de zeocina foi 

purificado e subclonado no vetor YC240 previamente digerido com AscI e, 

defosforilado. A confirmação da clonagem foi feita digerindo-se os transformantes 

com AscI, onde pode-se observar a liberação de um fragmento de 1,1 kb 

correspondente ao cassete de zeocina (Figura 18A). O vetor resultante foi 

denominado pYC280 (Figura 18B).  
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Figura 18: Vetor pYC280. A) Perfil de restrição com a enzima de restrição AscI. Eletroforese em 
gel de agarose 0,8%. M: marcador λ BstEII; poço 1: plasmídio intacto; poço 2: plasmídio digerido; λ 
BstEII padrão do marcador de massa molecular B) Mapa físico do vetor pYC280.  
 

Detecção do plasmídio nativo 2 micron (2µ) 

A levedura S. cerevisiae possui um plasmídio endógeno denominado 2µ 

(genótipo cir+) presente em 60 a 100 cópias por célula. Apresenta-se como uma 

estrutura de alteres (Figura 19), dividida em região direita e esquerda, unidos por 

uma região central de sequências invertidas repetidas (IR). A região da esquerda 

possui os loci FLP e REP2, o primeiro codifica para a proteína recombinase. A 

região da direita possui os loci REP1, RAF, STB e ORI. Na região central há sítios 

de recombinação FRT que são reconhecidos pela recombinase FLP. Os loci REP1, 

REP2, RAF, STB estão envolvidos no processo de divisão e STB e ORI no processo 

de replicação, sendo ORI a origem de replicação e o STB responsável pela 

estabilidade (para revisão ver Bijvoet et al., 1991; Falcon et al., 2005; Xiao & Rank, 

1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Modelo esquemático do plasmídio 2µ de S. cerevisiae. 
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Os vetores epissomais se mantêm nas células por dois motivos. Primeiro, 

possuem um fragmento de replicação do plasmídio nativo 2µ de S. cerevisiae. 

Segundo, pela presença do plasmídio nativo devido aos produtos dos elementos 

trans necessários a replicação do vetor epissomal. Para verificar a presença do 

plasmído nativo 2µ na linhagem JP1 foi feita uma PCR de colônia com os primers 

FLPIN5 / FLPIN3 que se anelam na região FLP o que resulta na amplificação de um 

fragmento de ~600 pb (Figura 20). Isso demostra que a linhagem JP1 é cir+, 

portanto, é capaz de receber e manter vetores epissomais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Detecção do plasmídio nativo 2µ. Eletroforese em gel de agarose 1,5% 
da PCR de colônia referente a região FLP. M: marcador 100 pb ladder (Amersham 
Pharmacia); JP1: amplicon a partir da linhagem JP1. 

 

Transformação da linhagem JP1 com vetores contendo marca de 

seleção dominante. 

A levedura S. cerevisiae JP1 foi transformada com os seguintes vetores 

contendo marca de resistência dominante: pYC230 (resistência a G418), pYC240 

(resistência a higromicina B), pYC280 (resistência a zeocina), e pEA2 (resistência a 

PFP e tirosina), pelo protocolo de transformação em fase estacionária (Chen et al., 

1992). Foram utilizados meio complexo para as marcas de resistência a antibiótico e 

meio mínimo para a seleção com PFP + tirosina. Como controle, células sem vetor 

foram submetidas ao mesmo processo de transformação e semeadas na mesma 

concentração de células e meio que os utilizados para os referidos vetores.  

 

Na transformação foram utilizadas ~2 µg de DNA sendo semeadas 1,5 x 107 

células/placa. Na Tabela 10, pode-se observar o número de transformantes obtidos 

para cada vetor. Para os vetores contendo marca de resistência a antibiótico não foi 

observada colônia nas placas controle, exceto para zeocina. O vetor pEA2 teve a 

800 pb 
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melhor taxa de transformação, entretanto, foram observados transformantes na 

placa controle, o que indica uma taxa de resistência natural de 1,6 x 10-5.  

 

Tabela 10: Transformação de JP1 com plasmídios epissomais. 

A eficiência de transformação com os vetores epissomais foi inferior ao 

relatado por da Silva-Filho et al. (2005). Esse fato pode ser devido à 2 fatores: a 

técnica de transformação empregada neste estudo que é menos eficiente que a 

usada por aqueles autores, bem como o tipo de vetor usado neste trabalho 

(epissomal) em relação ao trabalho anterior (centromérico). Trabalhos relatam que a 

eficiência de transformação de vetor epissomal é menor que vetor centromérico 

(Baruffini et al., 2009). O vetor pEA2 (marca ARO4-OFP) apresentou a melhor 

eficiência de transformação, mesmo se levarmos em consideração os falsos 

positivos. Estudos mostram que ao aumentar a concentração de PFP até 1 mg/mL 

há uma redução dos falsos positivos para 0 (Shimura et al., 1993). Entretanto, 

Cebollero e Gonzalez (2004) relataram a presença de falsos positivos em nível de 

10% dos transformantes usando o vetor pEA2 e concentração da droga superior a 1 

mg/mL. Dentre os vetores com marca de resistência a antibiótico, o que apresentou 

a melhor eficiência de transformação foi o vetor pYC240 (resistência a higromicina). 

A pior foi com o vetor com a marca de resistência a zeocina.  

 

Para confirmar a presença do vetor nas colônias de levedura transformada, foi 

feita uma PCR de colônia de 5 clones escolhidos aleatoriamente. Como controle 

positivo da reação, foi utilizado o próprio vetor como molde; o controle negativo foi a 

reação sem DNA (Figura 21). Foram utilizados primers específicos para a região do 

cassete da marca dominante do vetor: (i) higromicina B (hph1/hph3), fragmento de 1 

kb; (ii) G418 (G418F/G418R), fragmento de ~1,6 kb e (iii) zeocina (ZeoBlasF2/ 

ZeoBlasR2), fragmento de 1,1 kb.  
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Figura 21: Confirmação dos transformantes resistentes a diferentes antibióticos. Eletroforese 
em gel de agarose 0,8% das PCR de colônias de transformantes resistentes a higromicina B (hphR), 
G418 (G418R), zeocina (zeoR). M: marcador, c+: controle positivo da PCR e c-: controle negativo da 
PCR. 

 

Pode-se observar amplificação do controle positivo e dos clones 

selecionados, exceto para dois clones obtidos da transformação com o vetor 

pYC230 (G418). Portanto, houve transformação da linhagem industrial JP1 com os 

vetores contendo marca de resistência a antibiótico. 

 

5.1.4. Obtenção de uma linhagem JP1 auxotrófica para uracila 

 

Para facilitar os estudos e análises preliminares com a linhagem JP1 em 

escala laboratorial, foi gerada a linhagem auxotrófica JPU (ura3/ura3), pela deleção 

dupla do gene URA3, que codifica para a enzima orotidina 5-fosfato decarboxilase. 

Esse processo ocorreu por recombinação homóloga. Para tanto, foram construídos 

dois cassetes de deleção flanqueados por sequências loxP. Um com a marca de 

seleção para zeocina, e outro para G418. Nas extremidades dos cassetes de 

deleção foram adicionadas sequências homólogas às regiões adjacentes ao gene 

URA3. O mínimo necessário para que ocorra a recombinação em S. cerevisiae são 

40 pb (Güldener et al., 1996). Usamos uma região de tamanho maior (~400 pb) para 

garantir o processo de integração. A Figura 22 mostra a estratégia de construção do 

cassete de deleção.  
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Figura 22: Esquema para construção do cassete de deleção do locus URA3. 
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Os fragmentos referentes às regiões upstream (URAUP - ~400 pb) e 

downstream (URADW - ~350 pb) do gene URA3 foram obtidos por meio de PCR 

usando DNA isolado da linhagem S. cerevisiae S288c como molde. A reação foi feita 

com a enzima Phusion® DNA polimerase e os pares de primers URA3UP-

F/URA3UP-R e URA3DW-F/URA3DW-R, respectivamente (Figura 23A). Após 

purificação dos produtos de PCR, os fragmentos URAUP e URADW foram ligados 

na mesma proporção (1:1). Posteriormente, o sistema foi submetido a aquecimento 

de 65°C por 10 min para inativação da DNA ligase. Foi feita uma reação de PCR 

para amplificar apenas as moléculas ligadas URAUP/URADW usando o sistema de 

ligação acima como molde. A enzima Phusion® DNA polimerase e os primers 

URA3UP-F e URA3DW-R foram usados na reação. Foi obtido um fragmento (“URA”) 

de ~ 750 pb (Figura 23B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Amplificação das regiões URA3. Análise em gel de agarose 2%. A) Regiões URAUP e 
URADW. Poço 1: marcador 100 pb ladder (Pharmacia); poço 2 e 3: Produto de amplificação da 
região URAUP e poço 4 e 5: Produto de amplificação da região URADW. B) Ligação URAUP e 
URADW. Poço 1: marcador 100 pb ladder (Pharmacia); poço 2: Produto de amplificação da do 
URAUP e URADW ligados. 

 

O fragmento “URA” foi ligado ao vetor pPCV-B. Este sistema foi usado para 

transformar E. coli (XL10 Gold). A clonagem foi confirmada por análise de restrição e 

PCR. O vetor final foi denominado pVURA. Para a análise de restrição foram usadas 

as enzimas PvuII, HindIII e BamHI, EcoRI. Não houve digestão com EcoRI. Para 

confirmar a presença dos dois fragmentos, URAUP e URADW foi feita uma PCR 

usando o plasmídio pVURA como molde e os pares de primers URA3UP-

F/URA3UP-R e URA3DW-F/URA3DW-R. Pode-se observar na Figura 24 que ambos 

800 pb 

A 

800 pb 

 

B 
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os fragmentos amplificaram e não há nenhum produto amplificado no controle 

negativo (reação sem molde). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Análise do pVURA por PCR. Eletroforese em gel de agarose 2%. Poço 1: marcador 100 
pb DNA ladder (PROMEGA); poço 2: produto de amplificação do fragmento URAUP; poço 3: produto 
de amplificação do fragmento URADW; poço 4: controle negativo para reação URAUP; poço 5: 
controle negativo para reação URADW. 

 

Os clones 1 e 2 foram sequenciados. Pela análise do sequenciamento, 

observou-se que a sequência das regiões URAUP e URADW estavam corretas, 

entretanto, o sítio de EcoRI havia sido perdido devido a uma deleção de 3 bases no 

clone 1 (Suplemento 1), e 6 bases no clone 2. 

 

As marcas de seleção para zeocina (~1,2 kb) e G418 (1,7 kb) foram obtidas 

por meio de PCR usando os vetores pPICZαA e pPICKα, respectivamente, como 

molde da reação. A amplificação foi feita com a Phusion® DNA polimerase e os 

primers 5PP-LOX e ZeoBlasR3 que se anelam na região do promotor e terminador 

dos cassetes de resistência, que é o mesmo para ambos, e adicionam um sítio para 

BamHI nas extremidades dos amplicons (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

500 pb 
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Figura 25: Amplificação dos cassetes de seleção. Análise em gel de agarose 1%. Poço 1: 
marcador λ E/H DNA ladder; poço 2 e 3: Produto de amplificação do cassete de resistência para 
zeocina e poço 4 e 5: Produto de amplificação do cassete de resistência para G418. λ E/H: padrão 
do marcador de massa molecular. 

 

Após adição de adenina nas extremidades dos produtos de PCR “zeolox” e 

“kanlox”, estes foram clonados no vetor pGEM®T easy, resultando nos plasmídios 

pGZL e pGKL, respectivamente. A seleção dos clones com inserto foi feita com a 

enzima BamHI, que libera o fragmento zeolox (~1,2 kb) e kanlox (~1,7 kb). A 

clonagem foi confirmada também com as enzimas NcoI, BglII / SalI.  

 

Os clones escolhidos (pGZL4 e pGKL1), foram digeridos com BamHI para 

obtenção dos cassetes de seleção para zeocina e G418. Após purificação, os 

mesmos foram ligados ao vetor pVURA3 previamente digerido com BamHI e 

defosforilado. Após transformação de E. coli, foram selecionados 6 a 8 clones para 

análise de restrição com BamHI, HindIII, XmaI, StuI e NcoI. Todos os clones 

apresentaram digestão, confirmando a clonagem. Os plasmídios escolhidos foram 

denominados pURAZL5 e pURAKL4. Estes vetores foram digeridos com PvuII para 

liberar o cassete de integração URA::Zeolox (URA::ZL) - (1,9 kb) e URA::Kanlox 

(URA::KL) - (2,4 kb) (Figura 26). Após confirmação da digestão os sistemas foram 

submetidos a precipitação para eliminação de sais e enzima. 

 

 

 

 

 

 

λ E/H 

1,5 kb 
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Figura 26: Obtenção dos cassetes de integração URAZL e URZKL. Análise em gel de agarose 
0,8% da digestão dos vetores pURAZL5 e pURAKL4 com PvuII. Poço 1: marcador λ BstEII DNA 
ladder; poço 2: pURAZL5 digerido; poço 3: pURAZL5 intacto; poço 4: pURAKL4 digerido; poço 5: 
pURAKL4 intacto. λ BstEII: padrão do marcador de massa molecular. 

 

Para remoção das marcas de resistência a antibiótico, foi usado o sistema 

Cre-loxP. Para tanto, foi construído um vetor replicativo contendo a marca de 

resistência a higromicina B. Este vetor foi construído pelo aluno de mestrado Osmar 

Oliveira, sob minha orientação. A escolha de um vetor replicativo se deve a sua 

instabilidade mitótica (da Silva & Bailey, 1991), facilitando a cura da linhagem, ou 

seja, a eliminação do vetor contendo a CreA recombinase após crescimento em 

meio sem pressão seletiva. A origem de replicação ARS1 e o cassete da Cre 

recombinase foram clonados no vetor base pYC040. A origem de replicação ARS1, 

de 256 pb, foi obtida do vetor pJPA113 por meio de digestão com as enzimas de 

restrição HindIII e SacI. Após purificação, o fragmento de 0,25 kb foi ligado ao vetor 

pYC040 previamente digerido com as mesmas enzimas de restrição. A clonagem foi 

confirmada pelo perfil de restrição com as enzimas PstI e HindIII / SacI. O vetor 

resultante foi denominado pYC440.  

 

O cassete de Cre recombinase (2,1 kb), onde a Cre recombinase está sob 

controle do promotor induzível GAL1 foi obtido do vetor pSH47 digerido com as 

enzimas KpnI e SacI. O fragmento de 2,1 kb foi purificado para posterior ligação ao 

vetor pYC440 previamente digerido com as mesmas enzimas de restrição. A 

clonagem foi confirmada por análise de restrição com as enzimas KpnI / SacI, HindIII 

e SacI / HindIII / KpnI. Esta última confirmou a presença dos dois insertos clonados: 

λ BstEII 

1,9 kb 
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ARS1 (0,25 kb) e Cre recombinase (1,6 kb e 0,5 kb) (Figura 27). O vetor final foi 

denominado pYRCre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Vetor pYRCre. A) Perfil de restrição do vetor pYRCre com SacI / HindIII / KpnI. 
Eletroforese em gel de agarose 1%. Poço 1: marcador 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); poço 2: 
pYRCre intacto, poço 3: pYRCre digerido. 1Kb Plus DNA Ladder: padrão do marcador de 
massa molecular. B) mapa físico do vetor pYRCre.  

 

Os cassetes URA::ZL e URA::KL foram usados para transformar a levedura 

JP1 pelo método de acetato de lítio, de alta eficiência. A seleção foi feita em meio 

YPD com 100 µg/mL dos antibióticos zeocina e G418. Foram obtidas mais de 150 

colônias para cada sistema sendo que 104 colônias de cada sistema foram 

transferidas para meio YPD contendo 200 µg/mL dos respectivos antibióticos. 

Posteriormente, foi feito uma transferência das colônias para meio MD + Ura e MD – 

Ura. Pode-se observar que apenas o clone 2.24, do sistema URA::ZL, não havia 

crescido em meio sem uracila. Os 104 transformantes de cada sistema foram 

também transferidos para meio MD + 5-FOA. Posteriormente, estes clones foram 

transferidos para meio MD + Ura e MD – Ura. Observou-se que 24 colônias não 

cresceram em meio sem uracila, indicando a dupla deleção. 

 

Foi feita PCR de colônia de 8 clones de cada sistema antes do tratamento 

com 5-FOA, e com os mesmos clones depois do tratamento. Foram usados os pares 

de primer URAUP-F/URADW-R (2) e URA-F1/URA-R1 (1). Para o sistema URA::ZL 

verificou-se que o clone 2.24 foi o único que teve dupla deleção antes do tratamento 

com 5-FOA, mantendo o genótipo após o tratamento. Quanto aos outros clones, 

estes apresentaram um perfil variado. A partir desta análise preliminar foram 

escolhidos 4 clones do sistema URA::ZL (24A, 24D, 25D e 26D) e 2 do sistema 

1,6 kb 

A B 
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URA::KL (14D e 16D). A letra A significa “antes do tratamento com 5-FOA” e D 

significa “depois do tratamento com 5-FOA”. Os clones foram transferidos para meio 

YPD contendo 200 µg/mL de zeocina e G418 respectivamente, para isolamento de 

colônia. Foi feita uma nova PCR de colônia confirmando a dupla integração e 

transferência para meio MD + Ura, MD – Ura e MD + 5-FOA (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28: Análise fenotípica dos transformantes. A: Meio MD + Ura; B: Meio MD – Ura; 
C: esquema da posição dos clones e D: Meio MD + 5FOA.  

 

A análise fenotípica confirma esta dupla integração, pois houve crescimento 

apenas da linhagem JP1 nativa em meio mínimo sem uracila (Figura 29B) e 

crescimento dos mutantes auxotróficos em meio mínimo contendo 5-FOA (Figura 

29D). Foram escolhidos os clones 24A e 14D para prosseguir. Os clones 24A 

(JP1∆Z) e 14D (JP1∆K)  foram transformados com o vetor pYRCre pelo método da 

fase estacionária. Após a transformação foram escolhidos 2 clones de cada sistema 

para a indução da Cre recombinase em meio com galactose para remoção dos 

cassetes de seleção de zeocina e G418 respectivamente. Após a indução foram 

transferidos 52 clones derivados da linhagem JP1∆Z e 52 clones derivados da 

linhagem JP1∆K para meio YPD e YPD com 200 µg/mL dos respectivos antibióticos 

zeocina e G418. Observou-se a ausência de crescimento de 4 clones de cada 

sistema. Para confirmar a excisão do cassete de resistência foi feita uma PCR de 

colônia dos transformantes que não cresceram em meio com antibiótico. A remoção 

foi confirmada em todos os transformantes selecionados. Os transformantes também 

foram transferidos para meio YPD + higromicina B (200 µg/mL) para confirmar a 

eliminação do vetor replicativo pYRCre. Todos os transformantes derivados do clone 

A 

B 

C 

D 
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JP1∆K perderam o vetor pYRCre. No sistema derivado do clone JP1∆Z, dos 52 

clones apenas 48 perderam o vetor. Isso confirma a instabilidade mitótica do vetor 

replicativo. Foram escolhidos os clones 8 e 32 que perderam o cassete de 

resistência e o vetor pYRCre. Estes foram denominados de linhagem JPUK e JPU, 

respectivamente. Para confirmar o perfil genotípico (Figura 29A) foi feita uma PCR 

com os primers URA-F1/URA-R1 (Figura 29B). Para o perfil fenotípico as células 

foram transferidas para meio MD + Ura, MD – Ura, MD + 5-FOA e YPD 

suplementado com 200µg/mL do respectivo antibiótico (Figura 29C). 

Figura 29: Deleção do gene URA3. A Representação esquemática do tamanho dos produtos de 
PCR das diferentes linhagens – JP1: linhagem nativa; JP1∆ZL: linhagem interrompida com o cassete 
de resistência a zeocina; JP1∆KL: linhagem interrompida com o cassete de resistência a G418 e 
JPU/JPUK: linhagem resultante após excissão da marca de resistência. As setas indicam a posição 
de anelamento dos primers URAF1 e URAR1 B Análise da PCR. Eletroforese em gel de agarose 1% 
dos produtos de PCR de colônia feitas com os primers URAF1 e URAR1. c-: PCR controle; M: 2 log 
DNA ladder (New England Biolabs). C Análise fenotípica. Crescimento das células em diferentes 
meios de cultura para verificar o fenótipo Ura

-
 ou resistência a drogas das linhagens obtidas nas 

diferentes etapas do processo de deleção.  

 

Para testar a transformabilidade das novas linhagens, foram usados os 

vetores pYC210 e pGFP-C-FUS; ambos possuem a marca auxotrófica URA3, mas o 

segundo possui o gene repórter da proteína fluorescente verde (GFP – Green 
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fluorescente protein). As linhagens JPUK e JPU foram transformadas pelo método 

da fase estacionária. Como controle, foi transformado um sistema de cada linhagem 

contendo H2O no lugar de DNA. A seleção foi feita em meio MD - Ura. A 

transformação foi bem sucedida, e o controle não apresentou nenhuma colônia. 

 

Para confirmar a eficiência do processo de transformação uma colônia da 

linhagem JPU transformada com o vetor pGFP-C-FUS foi analisada em microscopia 

confocal quanto a emissão de fluorescência (Figura 30). Pode-se observar ausência 

de fluorescência nas células controle – JPU não transformada – e fluorescência nas 

células transformadas indicando a expressão de GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Detecção de fluorescência. Visualização da expressão do gene repórter gfp por 
meio da microscopia confocal. JPU não transformada visualizada em campo claro (A) sob 
fluorescência (B); JPU transformada com pGFP-C-FUS visualizada em campo claro (C) sob 
fluorescência (D). 

 

Em resumo, a linhagem industrial auxotrófica para uracila foi obtida com 

sucesso. Isso permitirá seu uso para pesquisas usando cassetes de integração ou 

vetores epissomais que possuam a marca URA3 que permite contrasseleção em 

meio contendo 5-FOA. Há uma grande disponibilidade de vetores com a marca 

auxotrófica e vetores com a marca URA3 são mais estáveis tanto em meio seletivo 

como em meio não seletivo (Ugolini et al., 2002). Além disso, a eficiência de 
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transformação com marcas auxotróficas é maior que com marcas dominantes 

(Shimura et al., 1993).  

 

Foi possível transformar a linhagem JP1 com cassete de integração e, apesar 

de raro, houve uma dupla integração (0,5% dos transformantes analisados) após a 

transformação. O agente mutagênico 5-FOA aumentou a taxa de dupla integração. 

Na presença deste agente a integração no segundo alelo garante a sobrevivência da 

célula. A droga 5-FOA é muito usada para se obter mutantes auxotróficos ura3 em 

linhagens industriais. O 5-FOA quando metabolizado pela enzima Ura3p é 

convertida em um composto tóxico, 5-fluorouracil, que leva a célula a morte (Boeke 

et al., 1984). Quando o gene URA3 é deletado ou sofre uma mutação, não há a 

síntese da enzima Ura3p ou esta é sintetizada numa forma inativa. Assim, o 5-FOA 

não é metabolizado não tendo nenhuma ação sobre a viabilidade celular. As 

mutações decorrentes da ação do 5-FOA podem ser revertidas pelo sistema de 

reparo da célula. Portanto a deleção gênica proporciona uma linhagem auxotrófica 

mais estável.  

 

Os resultados deste capítulo foram aceitos para publicação no Journal of 

Industrial Microbiology & Biotechnology sob o título: “Characterization and 

Construction of an Auxotrophic Strain of Saccharomyces cerevisiae JP1, a Brazilian 

Industrial Yeast Strain for Bioethanol Production” (Suplemento 2).  

 



Viviane Castelo Branco Reis  Resultados e Discussão 

84 

5.2 CAPÍTULO 2: LEVEDURA RECOMBINANTE CAPAZ DE 

FERMENTAR XILOSE 

 

Para o etanol ser economicamente viável como fonte alternativa de energia, é 

importante que seja produzido em grande quantidade e a baixo custo. Cálculos 

indicam que o etanol deve ser produzido no mínimo em concentrações de 100 g L-1 

com uma produtividade mínima de 2 g L-1 h-1 e um rendimento de 95% do valor 

teórico (Sheridan, 2009). Para que o etanol lignocelulósico consiga atingir esta meta 

é necessário que a levedura usada nos processos fermentativos aproveite todos os 

açúcares presentes nas frações celulósicas, rica em hexoses, e hemicelulósica, rica 

em pentoses. A levedura S. cerevisiae é uma excelente fermentadora de hexoses, 

entretanto, é incapaz de fermentar pentoses, pois não possui via metabólica para tal.  

 

Vários estudos foram realizados com a finalidade de criar linhagens de S. 

cerevisiae modificadas geneticamente para expressar genes codificadores de 

enzimas do metabolismo de xilose, como XR e XDH de P. stipitis, e XI bacteriana 

(Lönn et al., 2003; Jeffries & Jin, 2004; para revisão, ver Hahn-Hägerdal et al., 

2007).A primeira linhagem recombinante para metabolizar xilose foi construída em 

1993, usando a via XR/XDH (Kötter & Ciriacy, 1993). Entretanto, linhagens de S. 

cerevisiae expressando XR e XDH apresentaram fraco crescimento e baixo nível de 

fermentação em xilose devido a alguns fatores: desbalanceamento redox, baixo 

fluxo na PPP e ineficiência de transporte de xilose para o interior da célula (Hector et 

al., 2008). O desbalanceamento redox ocorre porque XR tem maior afinidade por 

NADPH enquanto XDH por NAD+ o que leva ao acúmulo de xilitol e glicerol na célula 

(Jin & Jeffries, 2003; Kuyper et al., 2004). O acúmulo de glicerol ocorre como forma 

de compensar o déficit de NAD+ pela via de produção de glicerol, onde o NADH é 

reciclado (Jeffries, 2006). Para solucionar a questão de desbalanceamento redox, 

foram relatadas algumas estratégias: a expressão heteróloga de uma 

transidrogenase para converter NADH em NADPH - com queda no rendimento da 

produção de etanol (Nissen et al., 2001), e a alteração na especificidade pelo cofator 

da XR que leva a uma redução do rendimento de xilitol e um aumento no rendimento 

de etanol (Jeppsson et al., 2006; Bengtsson et al., 2009; Krahulec et al, 2010). 

Watanabe et al. (2007) mostraram que o rendimento de etanol pode chegar a 0,43 g 
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g-1, alterando-se a especificidade da XR pelo cofator. A ineficiência da PPP, com o 

desbalanceamento das atividades das enzimas transaldolase (TAL) e transcetolase 

(TKL), resultam no acúmulo de intermediários, como sedoheptulose-7-fosfato e 

gliceraldeído-3-fosfato. Esse acúmulo afeta a via glicolítica e, com isso, o rendimento 

da produção de etanol, pois o gliceraldeído-3-fosfato gerado na PPP é um 

intermediário da via glicolítica (Boles et al., 1993). O baixo transporte de xilose para 

o interior da célula se deve ao fato de S. cerevisiae apresentar transportadores com 

baixa afinidade para este açúcar, além disso, a glicose é preferencialmente 

internalizada (Lee et al., 2002; Weierstall et al., 1999). Entretanto, estudos mostram 

que a expressão da XR mutante tem um impacto maior sobre o rendimento de 

etanol do que a expressão do transportador Gxf1 (Olofsson et al., 2011). 

 

Para aumentar o fluxo metabólico de xilose, e com isso melhorar a eficiência 

de fermentação da xilose, o gene que codifica para XK em S. cerevisiae, XKS1, foi 

superexpresso, uma vez que a atividade desta enzima é um fator limitante do 

metabolismo de xilulose nesta levedura (Jeffries & Jin, 2004). A expressão desta 

enzima leva a um aumento na produção de etanol em fermentação anaeróbica (Ho 

et al., 1998) e em cofermentação de glicose e xilose (Wahlbom et al., 2003). 

Independentemente da aeração, apenas a superexpressão da XK aumenta o influxo 

de xilose e o rendimento de etanol em S. cerevisiae recombinante contendo XR e 

XDH (Toivari et al., 2001). Entretanto, quando os genes XYL1, XYL2 e XKS1 são 

superexpressos em vetor epissomal, a linhagem recombinante apresenta um baixo 

consumo de xilose de no máximo 50%, apesar de ter um bom rendimento na 

produção de etanol em cofermentação e da enzima XK apresentar um aumento da 

atividade de 300 vezes (Johansson et al., 2001). Jin et al. (2003) demonstram que a 

superexpressão de XK afeta tanto o crescimento da levedura em xilose como a 

produção de etanol, mas o aumento da expressão em níveis adequados aumenta a 

produtividade do etanol. Matsushika & Sawayama (2011) demonstram que quando o 

gene é integrado, a expressão de XK sob controle de 2 promotores com diferentes 

forças (PGK1 e ADH1) afeta o crescimento e a produção de etanol: o promotor mais 

forte - PGK -afeta negativamente o crescimento, mas aumenta a produtividade de 

etanol. Linhagem recombinante de S. cerevisiae contendo os genes psXYL1 e 

psXYL2 transformada com uma biblioteca gênica de P. stipitis mostra que 

recombinates que cresciam em xilose continham em seus vetores os genes XYL3, 
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que codifica para XK, e o gene TAL1, enzima envolvida na via PPP não-oxidativa 

(Jin et al., 2005). Estudos de proteômica em linhagem recombinante para XR/XDH e 

XK mutagenizada revelou um aumento proteico das enzimas Tkl1, Ald6, Eno2 

(Karhumaa et al., 2009). Quando se utiliza métodos de evolução randômica também 

se observa um aumento da expressão de XK (Jim & Jeffries 2003; para revisão ver 

Hahn-Hägerdal et al., 2007).  

 

As primeiras tentativas de expressar XI bacteriana em S. cerevisiae tiveram 

pouco sucesso (Hahn-Hägerdal et al., 2001; Lönn et al., 2003; Walfridsson et al., 

1996). Recentemente, observou-se que a expressão de XI do fungo Piromyces sp. 

em S. cerevisiae levou ao melhor rendimento na produção de etanol a partir de 

xilose até hoje verificado nesta levedura (Kuyper et al., 2005a). A grande vantagem 

do uso de XI é que não há desbalanceamento redox, como ocorre na via XR/XDH. 

Além disto, o fato de ter sido usado um gene para XI de origem eucariótica pode ter 

contribuído para este sucesso (Kuyper et al., 2003; Kuyper et al., 2004). 

Melhoramentos genéticos posteriores nesta linhagem de laboratório, incluindo 

evolução adaptativa, elevaram ainda mais o rendimento de etanol para 0,43 g g-1, 

mas a levedura ainda apresentava crescimento específico (µ) baixo quando crescida 

em xilose (Kuyper et al., 2005b). Acredita-se que esta característica se deva ao fato 

de S. cerevisiae não possuir um eficiente sistema para o transporte de xilose para 

dentro da célula (Kuyper et al., 2005b).Outras expressões bem sucedidas de XI 

foram obtidas com o gene homólogo oriundo do fungo Orpinomyces (Madhavan et 

al., 2009) e o gene otimizado da bactéria Clostridium phytofermentans. A vantagem 

deste último é que a enzima recombinante é menos inibida pelo xilitol (Brat et al., 

2009).  

 

S. cerevisiae possui uma aldose redutase inespecífica, codificada pelo gene 

GRE3, que é capaz de reduzir xilose a xilitol, um inibidor da XI (Kuhn et al., 1995; 

Yamanaka, 1969). A deleção de GRE3 reduziu a formação de xilitol em linhagem 

recombinante de S. cerevisiae expressando XI e XK e aumentou o rendimento de 

etanol em cofermentação de glicose e xilose (Traff et al., 2001; Tanino et al., 2010). 

Outras modificações foram realizadas para melhorar o rendimento de etanol, como a 

superexpressão de enzimas da PPP oxidativa, deleção de enzimas da PPP não-
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oxidativa (para revisão ver Hahn-Hägerdal et al., 2007 e Matsushika et al., 2009) e 

superexpressão da GAPDH (Bera et al., 2011)  

 

Estudos semelhantes vêm sendo realizados na tentativa de se aproveitar 

também a arabinose em processos fermentativos a partir de resíduos 

lignocelulósicos utilizando-se S. cerevisiae recombinante. Entretanto, foram 

observados problemas de desbalanceamento redox quando se utilizou a via fúngica 

de L-arabinose (Richard et al., 2002) e crescimento lento em meio com arabinose, 

quando se utilizou a via metabólica de bactéria (Becker & Boles, 2003). Wiedemann 

& Boles (2008) otimizaram para S. cerevisiaeos códons dos genes que codificam 

para as enzimas da via metabólica de L-arabinose de bactéria e observaram uma 

melhora na produtividade e rendimento de etanol em relação às sequências nativas. 

 

Os resultados apresentados acima mostram que as estratégias de expressão 

heteróloga e deleção gênica são às vezes por demais simplistas para se obter 

fenótipo desejado. O fenótipo não é o resultado da expressão de um gene e sim da 

interação de vários eventos celulares: da interação de vários genes, da regulação da 

expressão dos genes, da cinética das reações metabólicas (Bailey, 1999). Além 

disso, envolve também a interação com o meio ambiente.  

 

Uma forma de se alterar o fenótipo de um microrganismo para uma 

característica de interesse biotecnológico é por meio da adaptação metabólica. A 

adaptação metabólica é uma evolução in vitro do microrganismo de forma 

direcionada, ou seja, na condição de interesse (presença de determinado substrato, 

ou tolerância a um inibidor ou a algum estresse). O microrganismo é cultivado, os 

clones sobreviventes são submetidos à mesma condição, até se obter um mutante 

com as características desejadas. Dessa forma há seleção do microrganismo capaz 

de sobreviver sob a condição de interesse, resultando num microrganismo com as 

características desejadas.  

 

Apenas a expressão de XI não é capaz de promover uma rápida fermentação 

de xilose. Cultivo prolongado em condições de aerobiose, com limitação de oxigênio 

e anaerobiose, são necessários para obter uma levedura capaz de produzir etanol a 

partir de xilose com um bom rendimento (0,42 g g-1) apesar do lento crescimento em 
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anaerobiose (µ = 0,03 h-1) (Kuyper et al., 2004). Somente quando foram 

superexpressas as enzimas da PPP, XI, XK, e se deletou o gene GRE3, adaptando 

a linhagem obtida em meio com glicose e xilose em anaerobiose, é que foi 

observado um aumento significativo da taxa de crescimento (µ = 0,12 h-1) (Kuyper et 

al., 2005a; Kuyper et al., 2005b). 

 

No presente trabalho procuramos obter uma linhagem industrial de S. 

cerevisiae capaz de usar a xilose como substrato para fermentação alcoólica. 

Optamos pela introduçãoda via metabólica de xilose que não necessita de cofator 

em S cerevisiae. Para isso, o gene da xilose isomerase de Piromyces sp e o gene 

endógeno XKS1 foram expressos em S. cerevisiae. Para introduzir estes genes, foi 

escolhida a linhagem industrial JP1como hospedeira. A linhagem recombinante foi 

submetida à adaptação metabólica em xilose.  

 

5.2.1 Expressão de XI 
 

Para obtermos expressão heteróloga estável na linhagem industrial JP1, foi 

construído originalmente um cassete de integração dirigido para o locus CAN1 

contendo o gene XI de Pyromices sp com códons otimizados para S. cerevisiae. A 

vantagem desta estratégia é que não seria necessária uma marca de seleção uma 

vez que a ruptura gênica do locus CAN1 resulta em células resistentes a 

canavanina. Entretanto, devido à dificuldade para integração nos dois alelos do gene 

CAN1, optou-se pela expressão de XI em vetor epissomal. 

 

Síntese do cassete de xilose isomerase  

Para a expressão de XI, foi construído sinteticamente o cassete de expressão 

de 3380 pb denominado CAN-PGK-XI (Figura 31). Este cassete contém o gene da 

XI sob controle de um promotor forte e constitutivo, o promotor PGK1, e flanqueado 

por sequências do gene CAN1, para direcionar a integração por recombinação 

homóloga neste locus.  
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Figura 31: Esquema do cassete de integração CAN-PGK-XI. 
 

A sequência sintética do gene da XI foi desenhada baseando-se na sequência 

proteica da enzima de Piromyces sp cepa E2 obtida do banco de dados NCBI (nº de 

acesso CAB76571). O desenho da sequência gênica foi feito com base nos códons 

preferenciais dos genes mais expressos de S. cerevisiae, levando-se em 

consideração a proporção de CG ideal para este organismo. Foram adicionados 

sítios de restrição estratégicos e eliminados os indesejáveis. O alinhamento da 

sequência de DNA com sequências do banco de dados no GenBank mostrou uma 

identidade de 87% com a sequência de XI de Piromyces sp E2. Para a região 

promotora e terminadora do cassete de expressão foram utilizados 1480 pb da 

região upstream ao gene PGK1 e 276 pb donwstream deste mesmo gene. Nas 

extremidades do cassete foram adicionadas 100 pb da sequência do gene CAN1. As 

sequências foram obtidas no banco de dados do SGD. Depois de desenhada a 

sequência do cassete, adicionando-se sítios de restrição necessários para 

estratégias futuras, esta foi enviada para a empresa EpochBiolabs (EUA) para 

análise quanto à formação de estruturas secundárias e posterior síntese química. A 

empresa clonou o cassete sintético no sítio para SmaI do vetor pBlueScript® II SK 

(Stratagene). O vetor resultante foi denominado pBSK-CAN-PGK-XI ou, mais 

simplificadamente, pBCPX. 

 

Preparo dos cassetes de integração 

O vetor pBSK-CAN-PGK-XI foi digerido com BamHI para a remoção do gene 

XI sendo depois religado. Com isso, foi obtido o vetor pBSK-CAN-PGK (pBCP) que 

foi usado como controle negativo. 

 

Os vetores pBCPX e pBCP foram digeridos com EcoRV / BglI. A primeira 

enzima, para liberar os cassetes CAN-PGK-XI, de 3,3 kb, e CAN-PGK, de 3,1 kb;a 

segunda, para fragmentar o vetor e facilitar a purificação dos fragmentos.  
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A levedura JP1 foi transformada pelo método de eletroporação com o cassete 

CAN-PGK, (3,1 kb), e pela técnica de acetato de lítio com o cassete CAN-PGK-XI, 

(3,3 kb). Na transformação com o controle negativo (CAN-PGK) foram analisados 13 

clones por PCR de colônia utilizando o par de primers CANF/CANR que anelam no 

locus CAN1 na região de integração (Figura 32A). A análise em gel de agarose 0,8% 

mostrou que destes, apenas um clone apresentou integração do cassete, pois 

apresentou uma banda de 2 kb (vide seta na Figura 32B) indicando que o 

locusCAN1 foi interrompido. Os outros apresentaram um fragmento de 1,2 kb 

correspondente ao lócus CAN1 nativo, conforme mostrado no esquema da Figura 

32A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Análise da integração do cassete CAN-PGK no locus CAN1. A) Esquema de 
integração do cassete CAN-PGK. As setas indicam a posição de anelamento dos primers 
CANF/CANR (nº 1)e tamanho dos amplicons esperados em caso de integração ou não. B) PCR de 
colônia dos transformantes com o cassete de integração.Eletroforese em gel de agarose 0,8% M: 
marcador λ BstEII; ct+: plasmidio pBCP (controle positivo);JP1: JP1 nativa (controle);27-40: 
diferentes transformantes, ct-: reação sem DNA (controle negativo). A seta cinza indica a banda 
referente à dupla integração. 

 

Na transformação com CAN-PGK-XI foram analisadas 5 transformantes por 

PCR de colônia com o par de primers CANF/CANR que se anelam no lócus CAN1. 

Destes, 3 foram positivos, pois na análise em gel pode-se visualizar uma banda de 

3,3 kb referente ao locus CAN1 interrompido. Entretanto, pode-se observar também 

 1      2      3      4      5      6      7       8      910    11    12     13    14    15    16     17 

A 

λ BstEII 

2,3 kb 
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uma banda de 1,2 kb referente ao locus CAN1 nativo (Figura 33B) conforme 

mostrado na Figura 33A. Isso indica que houve integração em apenas um dos 

alelos. 

 

Para confirmar que o cassete contendo XI fora efetivamente integrado, foram 

feitas mais duas PCR de colônia com os primers XIF/XIR que amplificam o gene 

referente à XI de ~1,3 kb, e com os primers Y1PGK/PGKtt, que se anelam na região 

adjacente ao gene PGK1. Neste caso, haveria uma amplificação de um fragmento 

de ~1,2 kb (PGK1 nativo), e de ~1,4kb, no caso de haver interrupção (Figura 33A). 

Pode-se observar na Figura 33C que, dos 3 transformantes, 2 resultaram na 

amplificação de um fragmento referente à XI, ausente no controle feito com a 

linhagem JP1 nativa. O último transformante não resultou em amplificação, 

provavelmente devido ao pouco material na reação. Na Figura 33D, observa-se que 

a PCR dos 3 transformantes resultou na amplificação de uma banda ligeiramente 

superior ao controle. Isso confirma que houve integração no genoma da levedura 

JP1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Viviane Castelo Branco Reis  Resultados e Discussão 

92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Análise da integração do cassete CAN-PGK-XI no locus CAN1. A) Esquema de 
integração do cassete CAN-PGK-XI. As setas numeradas indicam a posição de anelamento dos 
primers CANF/CANR (nº 1), Y1PGK/PGKtt (nº 2) e XIF/XIR (nº 3) além do tamanho dos amplicons 
esperados em caso de integração ou não B) PCR de colônia dos transformantes com o par de 
primers CANF/CANR (1). Análise em gel de agarose 0,8%. M: Marcador de 1kb ladder (Gibco);poço 
1: clone 1;poço 2: clone 2;poço 3: clone 3;poço 4: clone 4;Poço 5: clone 5; Poço 6: controle 
negativo (reação sem DNA). C) PCR de colônia dos transformantes com o par de primers 
XIF/XIR (3). Análise em gel de agarose 0,8%. Poço 1: Marcador de 1kb ladder (Gibco);poço 2: clone 
3;poço 3: clone 4;poço 4: clone 5;poço 5: JP1 nativa; D) PCR de colônia dos transformantes com 
o par de primersY1PGK/PGKtt (2).Análise em gel de agarose 0,8%. Poço 1: Marcador de 1kb 
ladder (Gibco);poço 2: clone 3;poço 3: clone 4. Poço 4: clone 5. Poço 5: JP1 nativa. 1 kb DNA 
ladder: padrão de massa molecular. 

 

Os resultados mostrados acima não foram reproduzíveis. A repetição da PCR 

para CAN1 mostrou apenas a banda de 1,2 kb referente ao locus CAN1 nativo. 

Provavelmente, houve reversão do alelo interrompido para sua forma nativa. 
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Concluímos que a marca de seleção CANR não se mostrou adequada para os 

propósitos deste trabalho e buscamos, assim, uma estratégia alternativa; a 

expressão de XI em vetor epissomal.  

 

Clonagem da xilose isomerase em vetor epissomal 

Os vetores epissomais possuem um alto número de cópias dentro da célula e, 

portanto são ideias quando se deseja superexpressar genes em S. cerevisiae. 

Visando testar a atividade da enzima XI heteróloga em S. cerevisiaebem como seu 

comportamento em condições de superexpressão sob controle de um promotor forte 

e constitutivo, o cassete PGK-XI foi subclonado no vetor epissomal pYC230, 

conforme esquema da Figura 34.  
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Figura 34: Esquema para subclonagem do cassete PGK-XI. 
 

O vetor pBCPX foi digerido com as enzimas de restrição PmeI e BglI. A 

primeira enzima, para liberar o cassete PGK-XI de 3,1 kb, e a segunda, para facilitar 

a purificação.  

 

Após a eluição e purificação do fragmento do gel de agarose, o mesmo foi 

subclonado no vetor pYC230 previamente digerido com PmeI. Foram analisados 4 

transformantes com as enzimas BamHI, KpnI e PmeI para verificar a presença do 
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inserto, assim como sua orientação. O vetor resultante foi denominado pYXI (Figura 

35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35: Perfil de restrição do pYXI. A) Eletroforese em gel de agarose 1%. Poço1: pYXI 
intacto; poço 2: pYXI digerido com BamHI; poço 3: pYXI digerido com KpnI; poço 4: pYXI digerido 
com PmeI;. poço 5: marcador 1kbplus DNA ladder (INVITROGEN). B) Perfil de restrição 
esperado.1kb plus DNA ladder: padrão de massa molecular 

 

Análise da atividade da xilose isomerase 

As linhagens de S. cerevisiae JP1, RE1006 e S288c foram transformadas 

com os vetores pYXI pelo método de transformação em fase estacionária (Chen et 

al., 1992) e clones transformantes foram selecionados em meio YPD contendo 100 

µg/mL G418. Foi feito uma PCR de colônia de 12 transformantes para verificar a 

presença do vetor utilizando o par de primers G418F/G418R para amplificar a marca 

de seleção G418. Dos 12 transformantes, 7 geraram amplicons.  

 

Um clone de cada linhagem transformada com pYXI, e um clone do controle 

negativo da JP1 previamente transformado (pYC230), foram selecionados para a 

obtenção do extrato proteico. As linhagens foram denominadas VCB001 (controle 

JP1+ pYC230) e VCB101 (JP1 + pYXI), VCB301 (RE1006 + pYXI) e VCB401 (S288c 

+ pYXI). A determinação da atividade da XI do extrato proteico foi avaliada pela 

cinética enzimática de redução do NADH (Figura 36). Os resultados obtidos foram 

utilizados na equação de regressão linear obtida pela curva padrão de NADH. 

Verificou-se que no controle negativo (vetor sem XI) e no controle da reação (reação 

interrompida antes da adição do extrato proteico) a concentração de NADH 

permaneceu a mesma (0,1mM) e nos 2 clones recombinantes a redução foi de 10 
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vezes (0,01mM) em todos os tempos de reação. Pode-se concluir que houve 

detecção de atividade de XI nos extratos de células transformadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Cinética enzimática do NADH. VCB001: controle negativo, linhagem com vetor 
vazio; VCB101: linhagem JP1 com pYXI e VCB401: linhagem S288c com o vetor pYXI. 
 

5.2.2 Cassete de expressão XK 
 

A superexpressão apenas de XI leva a um acúmulo de xilulose, portanto, é 

necessário aumentar a atividade de XK para a conversão daquele metabólito em 

xilulose-5-fosfato. Estudos mostram que a superexpressão deste gene inibe o 

crescimento da levedura em xilose (Jin et al., 2003; Johansson et al., 2001). 

Portanto, a XK de S. cerevisiae foi expressa sob controle do promotor PGI no 

mesmo vetor em que foi clonado o gene da XI. 

 

Subclonagem da xilose isomerase em vetor epissomal 

Para poder colocar os cassetes de expressão da XI e da XK no mesmo vetor 

foi necessário fazer uma nova subclonagem do cassete PGK-XI no vetor epissomal 

pYC230, conforme esquema da Figura 37. 
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Figura 37: Esquema para subclonagem do cassete PGK-XI 
 

O vetor pBCPX foi digerido com as enzimas de restrição SalI/EcoRI/BglI. As 

duas primeiras enzimas, para liberar o cassete PGK-XI de 3,1 kb, e a terceira, para 

facilitar a purificação. O vetor pYXI foi digerido com SalI / EcoRI, liberando um 

fragmento de 3,1kb referente a XI e o vetor YC230 de 6,3kb. Ambos tiveram 

digestão total. 

 

Os fragmentos PGK-XI (3,1 kb) e o vetor YC230 (SalI/EcoRI) de 6,3 kb foram 

eluídos e purificados do gel de agarose. O fragmento PGK-XI foi, então, clonado no 

vetor YC230 (SalI/EcoRI). Após transformação de E. coli XL10 Gold, 5 clones foram 
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selecionados e analisados com as enzimas BamHI, KpnI, SalI. Destes, 4 

apresentaram o perfil esperado. Posteriormente, foram feitas digestões com EcoRI, 

SalI/EcoRI. Conforme esperado, houve liberação de um fragmento de ~3,1 kb na 

dupla digestão SalI/EcoRI, e um fragmento linear de ~8kb na digestão com EcoRI 

(Figura38). O vetor obtido foi denominado pYXIβ. O inserto presente neste vetor foi 

sequenciado, indicando que o fragmento clonado se refere à XI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Análise de restrição pYXIβ. Análise em gel de agarose 1%. I: pYXIβ intacto; ERI: pYXIβ 
digerido com EcoRI; Sal/ERI: pYXIβ digeridos com SalI / EcoRI; M: marcador 1kb DNA ladder(LGC). 
1kb DNA ladder: padrão de massa molecular 

 

 

Clonagem da xiluloquinase no vetor epissomal pYXIβ 

Para a construção do cassete de xiluloquinase foi adotada a estratégia 

esquematizada na Figura 39. O cassete da xiluloquinase é composto do promotor do 

gene PGI (glicose-6-fosfato isomerase), do terminador e gene XKS1 (xiluloquinase), 

ambos de S. cerevisiae.  
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Figura39: Esquema para construção do cassete PGI-XK. 
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O promotor do gene PGI (pPGI) foi obtido pela técnica de PCR usando a 

enzima Phusion® DNA polimerase e os primers PGIF e PGIR. O fragmento XKS foi 

obtido por PCR usando a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity e os 

primers XKSF e XKSR. Em ambos os casos, como molde foi usado o DNA genômico 

de S. cerevisiae S288c. Pode-se observar na Figura 40 que houve amplificação de 

um fragmento de ~0,4 kb referente ao promotor PGI, e de um fragmento de ~2 kb 

referente ao gene XKS1 e seu terminador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Amplificação dos fragmentos PGI (A) e XKS (B). Análise em gel de agarose 1%. pPGI: 
Produto da amplificação do promotor PGI. 1kb LGC: Marcador 1kb ladder (LGC). XKS1: Produto da 
amplificação do fragmento XKS. 1 kb DNA ladder: padrão do marcador 1kb DNA ladder (LGC). 

 

Os fragmentos foram eluídos do gel de agarose. Posteriormente, o fragmento 

pPGI foi clonado no vetor de clonagem pBlueScript II SK (+/-) e o fragmento XKS 

no vetor pGEMT.  

 

Foram analisados por restrição com a enzima PvuII 5 transformantes do 

sistema pBlueScript II SK (+/-) + PGI. Todos os clones analisados apresentaram 

inserto. Para verificar a orientação dos insertos, os clones foram digeridos com a 

enzima SacII. Todos os clones mostraram o mesmo perfil, indicando que o inserto 

esta no mesmo sentido do gene lacZα (Figura 39). Um clone foi selecionado e o 

vetor resultante foi denominado pBPGI.5. 

 

Após análise de restrição com a enzima SacI de 5 transformantes do sistema 

pGEMT + XKS, observou-se que dos 4 clones com inserto, 2 estavam com o 

inserto na orientação contrária à do lacZα e 2 estavam com o inserto na mesma 

orientação do gene lacZα. Posteriormente, foi selecionado um clone de cada 
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ladder A 
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B 

3 kb 



Viviane Castelo Branco Reis  Resultados e Discussão 

101 

orientação para análise de restrição com as enzimas BamHI/XhoI, confirmando a 

clonagem. O clone escolhido foi denominado pGXKS. 

 

Os vetores resultantes pBPGI e pGXKS foram sequenciados, confirmando a 

sequência dos fragmentos clonados.  

 

Os vetores pBPGI e pGXKS foram digeridos com a enzima de restrição XhoI. 

O primeiro, para liberar o fragmento correspondente ao pPGI, o segundo para, 

linearizar o vetor. Tanto o vetor como o fragmento pPGI foram eluídos do gel. 

Posteriormento, o vetor pGXKS(XhoI) foi defosforilado para melhor eficiência de 

ligação do inserto pPGI. Após transformação de E. coli com este sistema de ligação, 

foram selecionados 10 transformantes para análise por PCR de colônia usando os 

primers PGIF e PGIR. Houve amplificação do fragmento referente ao pPGI em todos 

os clones analisados. 

 

Análise com as enzimas de restrição EcoRI, HindIII, SacII e XhoI foi realizada 

para confirmar a clonagem em 12 clones. Destes, 5 apresentaram o inserto clonado 

na orientação desejada, 4 na outra orientação,e 3 apresentaram um perfil não 

condizente com o esperado. Foi escolhido o clone 7 sendo o vetor resultante 

denominado pGXK-PGI. 

 

O cassete PGI-XK oriundo do vetor pGXK-PGI foi subclonado no vetor de 

expressão pYXIβ conforme esquematizado na Figura41. 
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Figura 41: Esquema da subclonagem do cassete de expressão PGI-XK no vetor pYXIβ. 
 

O vetor pYXIβ foi digerido com a enzima SacII. Após confirmação da completa 

digestão foi adicionada a enzima EcoRI. Posteriormente, o sistema foi incubado a 

65°C por 30 minutos para inativação das enzimas de restrição. O vetor pGXKPGI foi 

digerido com as enzimas SacII e EcoRI, liberando o fragmento de ~2,4 kb referente 

ao cassete PGI-XK. O fragmento foi purificado e ligado ao vetor pYXIβ (SacII/EcoRI). 
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Após transformação de E. coli DH5α, foi feita uma análise de restrição de 4 

transformantes com KpnI e HindIII. Dois clones apresentaram o perfil esperado, 

indicando a presença do inserto PGI-XK. Os 2 clones foram digeridos com NotI e 

SacII/EcoRI confirmando a clonagem (Figura 42). Ambos possuem os cassetes de 

expressão para XI e XK, pois na digestão com NotI foram observados fragmentos de 

~ 2,7kb; 2,8kb (sobrepostos) e 6,1kb, e na dupla digestão com EcoRI/SacII foi 

observado a liberação do fragmento de 2,4kb (Figura 42). O clone escolhido foi 

denominado pYXIXK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Perfil de restrição do vetor pYXIXK. Análise em gel de agarose 1%. 1kb plus: marcador 
1 kb plus DNA ladder (Invitrogen); NotI: pYXIXK digerido com NotI e E/S: pYXIXK digerido com EcoRI 
/SacII; I: pYXIXK intacto. 1 kb plus: padrão de massa molecular 1 kb plus DNA ladder. 

 

5.2.3 Obtenção da Levedura Recombinante para XI e XK 
 

As linhagens de S. cerevisiae JP1, MFL e RE1006 foram transformadas com 

os vetores pYXIXK e pYC230 pelo protocolo de fase estacionária. Os transformantes 

foram selecionados em placa de YPD contendo 200µg/mL G418 para linhagens 

industriais e 300µg/mL para linhagem RE1006. Os transformantes foram transferidos 

para placas contendo os meios YPD com G418, MX e MDX (0,5% glicose e 2% 

xilose). 

 

Após 9 dias de crescimento em meio MX, pode-se observar que o 

transformante para JP1 assinalado na Figura 43 mostrou um melhor crescimento. Os 

transformantes com vetor controle e os transformantes da linhagem laboratorial 

RE1006 não apresentaram crescimento.  
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Figura 43: Crescimento dos transformantes em meio MX. pXIXK: transformantes 
como vetor pXIXK e pYC230: transformantes como vetor controle (pYC230). Elipse 
indica clone com melhor crescimento. 
 

Para verificar a presença do plasmídio nos transformantes, foi feita uma PCR 

de colônia multiplex com os pares de primers G418F/G418R, para amplificar o gene 

de resistência a G418 (~1,6 kb), e XIF/XIR, para amplificar o gene da XI (~1,3 kb). 

Foram escolhidos 5 transformantes aleatórios para XIXK e 2 transformantes 

controles (YC230) (Figura 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 44: Análise dos transformantes de JP1 para XI e XK. Eletroforese em gel de agarose 1% 
da PCR de colônia multiplex. JP1: produto da PCR da linhagem não transformada. 2, 16, 18, 22 e 24: 
produto da PCR dos transformantes para pYXIXK, 45 e 46: produto da PCR dos transformantes para 
pYC230 1kb plus: marcador O’ Gene Ruler 1 kb plus (Fermentas) e YXIXK: produto da PCR do vetor 
pYXIXK. Gene Ruler: padrão do marcador o’ Gene Ruler 1 kb plus  

 

Pode-se observar na Figura 44 que não houve amplificação na linhagem não-

transformada. Houve amplificação dos fragmentos referente ao gene de resistência 

a G418 e da XI nos clones para pYXIXK, bem como no controle positivo (vetor 

pYXIXK) e amplificação apenas do fragmento referente ao gene de resistência a 

G418 nos transformantes com o vetor pYC230.  
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5.2.4 Adaptação Metabólica 
 

Foi escolhido um clone de cada linhagem transformada com o vetor pYXIXK 

para os ensaios de adaptação metabólica em xilose. Os clones escolhidos foram 

denominados VCB111 (JP1 + pYXIXK); VCB211 (MFL+ pYXIXK) e VCB311 

(RE1006 + pYXIXK). Durante o processo, amostras da cultura foram visualizadas no 

microscópio. Pode-se observar apenas células com características de S. cerevisiae 

indicando a ausência de contaminação. No último ponto de coleta, as células 

apresentaram um aspecto morfológico bacilar, embora com um tamanho compatível 

com o de levedura. Estas células foram crescidas em meio com glicose e analisadas 

no microscópio. As células voltaram a apresentar o aspecto morfológico típico de 

levedura. Portanto, concluiu-se que a levedura alterou seu aspecto morfológico por 

estresse ao meio com xilose. Há relatos na literatura de alteração morfológica por 

estresse (Morris et al., 1983). 

 

O processo de adaptação metabólica para a linhagem VCB111 durou 48 dias, 

tendo sido mais rápido do que o relatado no trabalho de Kuyper et al.(2004), que 

durou 79 dias (Tabela 11). Provavelmente, a adaptação foi mais rápida pela 

presença do gene XK superexpresso. A taxa de crescimento da levedura em xilose, 

que era inicialmente de 0,008 h-1, atingiu 0,13h-1ao final do processo. A linhagem 

resultante ao final da adaptação metabólica foi denominada VCB112. Para a 

linhagem VCB211, a taxa de crescimento inicial foi de 0,006 h-1atingindo 0,13 h1após 

38 dias. A linhagem VCB311 começou com uma taxa de crescimento de 0,007 h-1e, 

após 55 dias, atingiu 0,11 h-1. Pode-se observar que as linhagens industriais tiveram 

aumento de sua taxa de crescimento em menos tempo que a linhagem de 

laboratório.  
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Tabela 11: Evolução da linhagem recombinante VCB111 
 OD600 inicial OD600 final Tempo (h) 
VCB1111 0,19 1,48 151,0 
VCB1112 0,40 1,40 118,0 
VCB1113 0,18 1,80 90,0 
VCB1114 0,18 1,48 73,0 
VCB1115 0,18 1,56 52,0 
VCB1116 0,20 1,48 38,0 
VCB1117 0,21 1,56 34,0 
VCB1118 0,20 2,02 44,0 
VCB1119 0,21 1,96 44,0 
VCB111.10 0,21 1,52 32,5 
VCB111.11 0,21 2,20 40,5 
VCB111.12 0,19 2,72 53,0 
VCB111.13 0,22 2,20 41,5 
VCB111.14 0,20 1,80 28,0 
VCB111.15 0,19 1,52 42,0 
VCB111.16 0,38 2,10 25,5 
VCB111.17 0,23 3,48 45,0 
VCB111.18 0,23 2,12 22,5 
VCB111.19 0,21 2,16 23,0 
VCB111.20 0,22 2,24 23,0 
VCB111.21 0,23 2,26 53,5 
VCB111.22 0,24 1,72 17,5 
VCB111.23 0,18 2,40 28,5 
VCB111.24 0,22 1,40 14,0 

 

5.2.5 Análise do metabolismo de xilose 
 

Foi realizada uma comparação de crescimento das linhagens VCB001 (JP1 

+ YC230), VCB101(JP1 + YXI), VCB111 (JP1 + pYXIXK), VCB112 (JP1 + pYXIXK 

após adaptação) e JP1 não-transformada em meio MX e MD sólido. Foi aplicada a 

mesma concentração de células para as quatro linhagens com diluições de 1,5 x 107 

até 1,5 x 103. Pode se observar na Figura 45A que a linhagem que apresentou maior 

crescimento em placa foi a VCB112 (linhagem adaptada), seguida da VCB111, 

VCB101 e JP1 e depois da VCB001. Esta última deve ter crescido menos devido à 

presença do vetor YC230. Como relatado anteriormente, a marca dominante influi no 

crescimento celular pelo fato de afetar as funções celulares (Pronk, 2002). Observa-

se também uma alteração no aspecto da linhagem VCB112, que apresenta colônias 

com tom amarelado. Isso pode ser devido ao acúmulo de algum metabólito que 

apresenta esta cor. A adaptação ocorre em todo o sistema celular, o que pode levar 

a alguma alteração fenotípica da célula. Granek & Magwene (2010) mostraram que 

ocorre alteração morfológica em diferentes linhagens de S. cerevisiae de acordo 

com o ambiente nutricional em que a colônia cresce, havendo mudança entre as 
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diferentes condições nutricionais e entre as linhagens. No meio com glicose, observa 

se um crescimento mais lento da linhagem VCB112 com um aspecto morfológico 

semelhante às outras linhagens (Figura45B). Esse crescimento mais lento é relatado 

para a linhagem RWB217 em relação à sua linhagem parental (Kuyper et al., 2005a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 45: Crescimento de S. cerevisiae. A)meio MX B) meio MD.VCB001: JP1 + 
YC230;VCB101: JP1 + YXI;VCB111: JP1 + pYXIXK;VCB112: JP1 + pYXIXK após 
adaptação e JP1: linhagem não transformada 

 

Uma comparação de crescimento em meio líquido foi realizada para verificar a 

funcionalidade da enzima XK. Uma colônia de cada linhagem (VCB112, VCB111, 

VCB101 e VCB001) foi inoculada em meio YPD. A cultura foi crescida a 30°C / 200 

rpm / ~20 horas. Após esse período, a quantidade de células necessárias para iniciar 

o inóculo com OD600 = 0,2 em 100 mL de meio MX foi sedimentada e lavada com 

água destilada estéril. Foram retiradas alíquotas das culturas até a linhagem VCB112 

atingir a fase estacionária. Como pode ser observado na Figura 46A, houve um 

aumento da taxa de crescimento da linhagem VCB111, que possui as enzimas XI e 

XK, em relação ao controle VCB001 (vetor sem inserto) e VCB101 (apenas XI), 

demonstrando a atuação da XK no metabolismo de xilose. A linhagem VCB112 

(adaptada) teve um aumento significativo na taxa de crescimento (µ = 0,117 h-1) em 

relação a VCB111 (µ = 0,03 h-1) indicando que, provavelmente, houve uma adaptação 

de outras vias metabólicas favorecendo o metabolismo de xilose (Figura 46B). Pelo 

tempo analisado, a taxa de crescimento da linhagem VCB101 não teve um aumento 

significativo em relação ao controle VCB001. Futuramente, será necessário realizar 

este ensaio em triplicata, com análise estatística para validar os dados, além de 

coletar dados com um tempo maior de cultivo. A linhagem VCB111 teve o 

A B 
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acompanhamento do crescimento até ~300 h para o cálculo da taxa de crescimento 

(Figura 48B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46: Curva de crescimento de S cerevisiae recombinante em xilose 2%. A) Comparação da 
taxa de crescimento entre as 4 linhagens. VCB001 – JP1 + pYC230; VCB101 – JP1 + pYXI; 
VCB111 – JP1 + pXIXK e VCB112 – JP1 + pXIXK após adaptação metabólica. B) Comparação da 
taxa de crescimento das linhagens VCB111 e VCB112. No eixo X está representado o tempo em 
horas e no eixo Y a taxa de crescimento (Ln da OD600). n=1. 
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A linhagem VCB111 apresentou um µ=0,03 h-1, superior à linhagem RWB202 

(µ=0,005 h-1) (Kuyper et al., 2003). A diferença é que em VCB111 há a 

superexpressão das enzimas XI e XK e,em RWB202, apenas de XI. 

 

A linhagem VCB112 apresentou uma taxa de crescimento inferior ao relatado 

anteriormente (seção 5.2.4 deste capítulo), pois a adaptação foi feita até a OD600 de 

1,5, conforme descrito por Kuyper et al. (2004).  

 

5.2.6 Fermentação 
 

Para analisar a capacidade fermentativa da levedura adaptada, foram 

inoculadas 0,75 x 107 células das linhagens VCB001 (JP1 + YC230), VCB101 (JP1 + 

YXI), VCB111 (JP1 + pYXIXK) e VCB112 (JP1 + pYXIXK após adaptação) em meio 

MX em tubos de Duhram. Pode-se observar na Figura 47A que, após 72 horas, já 

havia a formação de CO2 no tubo da linhagem VCB112 e que aumentou após 120 

horas de incubação (Figura 47B). Nas outras linhagens, não pode ser detectada a 

formação de CO2 indicando que não eram capazes de fermentar xilose de forma 

eficiente como VCB112. Isso mostra que o processo de adaptação metabólica 

tornou a levedura JP1 modificada geneticamente capaz de metabolizar e fermentar 

xilose.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47: Teste de fermentação. Análise por tubo de Duhram. A) Após 72horas B) Após 120 
horas. VCB001: JP1 + YC230, VCB101: JP1 + YXI, VCB111: JP1 + pYXIXK e VCB112: JP1 + 
pYXIXK após adaptação. A seta branca indicao local de acúmulo de CO2. 

 

Foi feita uma fermentação em pequena escala da linhagem VCB112 com a 

colaboração da Dra. Nádia Skorupa Parachin. A linhagem VCB112 foi semeada em 

meio 2MX (5% xilose) a partir do estoque congelado a -80°C. A primeira colônia a 

crescer foi transferida para uma nova placa de meio 2MX a fim de obter massa 
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celular para o inóculo. A fermentação foi feita em 50 mL de meio 2MX (5% xilose) 

por 96 horas iniciando o inóculo com 5 gL-1 de células. Amostras da fermentação 

foram recolhidas ao longo da fermentação para análise dos produtos formados e 

consumo do substrato por HPLC (Figura 48).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48: Fermentação da linhagem VCB112. Gráfico representando o consumo do 
substrato (xilose) e formação dos produtos (etanol) e subprodutos (xilitol e glicerol) ao longo 
do tempo.  
 

Os valores do consumo de xilose, a formação dos produtos e subprodutos 

estão descritos na Tabela 12. O consumo final de xilose foi de 48,6%, com uma 

baixa produção de etanol (YE/S = 0,3 g g-1) e alta produção do subproduto xilitol 

(YX/S = 0,31 g g-1) (Tabela 12). O valor teórico para o máximo de rendimento de 

etanol é de 0,51 g g-1, portanto, a produção de etanol foi de 58,82% do valor 

teórico. 

 

Tabela 12: Fermentação da linhagem VCB112. Análise quantitativa do consumo de xilose e 
formação do produto (etanol) e subprodutos (xilitol e glicerol). Rendimento (g g-1: g do produto ou 
subproduto/g de xilose). 
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A linhagem VCB112 em fermentação anaeróbica gerou, além do etanol, os 

subprodutos glicerol e xilitol. A formação de glicerol foi semelhante aos principais 

dados da literatura (Tabela 13). É esperado que S. cerevisiae gere glicerol como 

subproduto durante o crescimento em condições anaeróbicas (Olsson & Nielsen, 

2000). Quanto ao xilitol, a formação foi alta. Isso pode ter levado a uma queda no 

rendimento de etanol, visto que a xilose isomerase de Piromyces sp é inibida por 

este metabólito (Brat et al., 2009), além de afetar o influxo de xilose para célula, 

devido à interrupção do metabolismo de xilose. A presença da aldose redutase da 

própria levedura, codificada pelo gene GRE3, que converte xilose a xilitol, também 

pode ter contribuído para este acúmulo (Kuhn et al.,1995; Yamanaka, 1969) embora 

outras linhagens sem a deleção do GRE3 tenham apresentado um acúmulo menor 

de xilitol (Tabela 13). Isso pode ser explicado pelo tipo de linhagem usada. Além 

disso, após a adaptação metabólica a expressão da GRE3 pode ter sido alterada. 

Todas as linhagens mostradas na Tabela 13 são linhagens laboratoriais, haploides, 

enquanto a usada neste estudo foi uma linhagem industrial diploide. Brat et al. 

(2009) expressaram a XI de Clostridium phytofermentans otimizada na linhagem 

industrial Barra Grande obtendo um rendimento de etanol 0,43 g g-1 e um menor 

acúmulo de xilitol (0,18 g g-1). A XI de C. phytofermentans é 3 vezes menos sensível 

à inibição pelo xilitol que à enzima homóloga de Piromyces sp. Isso permite que o 

fluxo metabólico não seja interrompido. Outro ponto importante foi a condição de 

fermentação usada, 3% xilose e 170 horas de fermentação. Além disso, não há 

relatos sobre as características genéticas da linhagem Barra Grande que possam 

ser usadas para comparação com JP1.  

 

Tabela 13: Comparação do consumo de xilose e formação de produtos de fermentação 
de diferentes linhagens recombinantes de S cerevisiae da literatura 

 

Quanto à baixa produção de etanol, alguns pontos devem ser considerados: o 

acúmulo de xilitol dito anteriormente afeta o fluxo metabólico; a concentração de 
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xilose usada pode ter afetado o influxo de xilose, visto que não há transportadores 

específicos para este açúcar em S. cerevisiae. A expressão da xiluloquinase em 

vetor epissomal (alto número de cópias) pode ter afetado negativamente a produção 

de etanol, conforme relatado por Jin et al. (2003). 

 

Quanto ao consumo de xilose, a linhagem VCB112 (48,6%) comparada à 

linhagem INVSC1/PRS406XKS/pWOXYLA (20,8%) foi superior, fato relevante 

quando se leva em consideração que o tempo de fermentação foi de 96 h para a 

primeira e 140 h para a segunda. Mesmo após a introdução do gene SUT1 nesta 

última linhagem, o consumo de xilose (31,1%) foi inferior à VCB112 (Madhavan et 

al., 2009). 

 

Portanto, a linhagem VCB112 mostrou-se promissora para a fermentação de 

xilose quando comparada a outras linhagens descritas na literatura. Uma abordagem 

para melhorar o rendimento de etanol na linhagem VCB112 é a eliminação da 

atividade endógena de aldose redutase (GRE3), o que resultaria em um menor 

acúmulo de xilitol, visto que não há uma xilitol desidrogenase funcional em S. 

cerevisiae para converter o xilitol a xilulose. 

 

5.2.7 Deleção do GRE3 

 

Construção do cassete de deleção 

Foi iniciada a construção do cassete de deleção do gene GRE3 com a 

simultânea integração do gene XKS1 neste locus. Para tal, foi montada a seguinte 

estratégia (Figura 49). 
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Figura 49: Esquema para construção do cassete de deleção do gene GRE3. 
 

A região upstream do gene GRE3 (GRE5’ - 230pb) foi amplificada usando a 

enzima Platinum® TaqDNA Polymerase High Fidelity e os primers GREF1/GRER1. 

A região downstream (GRE3’ - 220pb) foi amplificada usando a enzimaPhusion® 

DNA polimerase e os primers GREF2/GRER2. Como molde, foi usado o DNA 

genômico de S. cerevisiae S288c. Houve amplificação de ambas as regiões (Figura 

50A). Os produtos da PCR foram eluídos do gel. Posteriormente, foi feita uma 

digestão dos produtos de PCR com a enzima BamHI. Após inativação da enzima de 

restrição a 85°C/30min os fragmentos foram ligados. O sistema de ligação foi 

inativado a 65°C/10min e usado como molde numa nova reação de PCR com os 
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primers GREF1/GRER2 e a enzima Phusion® DNA polimerase. Pode-se observar 

na Figura 50B que houve amplificação de um fragmento de ~450pb correspondente 

aos 2 fragmentos de GRE3 ligados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: PCR GRE3. A) Amplificação da região upstream e downstream ao GRE3. Eletroforese 
em gel de agarose 1%. Poço 1: amplificação do fragmento GRE5’, poço 2: 100pb ladder (LGC). 
poço 1’: amplificação do fragmento GRE3’, poço 2’: 1kb DNA ladder (INVITROGEN). B) 
Amplificação dos fragmentos GRE3 ligados. Eletroforese em gel de agarose 2%. Poço 1: 100pb 
ladder (LGC), poço 2: amplificação do sistema de ligação. 
 

O fragmento referente ao GRE3 ligado foi eluído do gel de agarose e clonado 

no vetor pBlueScript II SK (+/-) previamente digerido com EcoRV. Foi feita uma 

análise de restrição de 6 transformantes com as enzimas XbaI e BamHI para 

determinar a presença do inserto assim como sua orientação. Foi identificado um 

clone com inserto no sentido horário, e 3 clones com inserto no sentido anti-horário. 

Foi escolhido o clone 1, sendo então denominado pBGRE.1. Como há presença de 

sítios de restrição para as enzimas BamHI e SacII no vetor, foi necessário removê-

los para não dificultar futuras clonagens. Portanto, o vetor pBGRE.1 foi digerido com 

SacI, eliminando ~70pb de sequências do MSC (múltiplos sítios de clonagem) 

seguindo-se religação do vetor linearizado. Foram selecionados 5 clones que foram 

analisados com as enzimas BamHI e SacII. Todos apresentaram um único 

fragmento linear indicando que houve perda dos sítios indesejáveis. O vetor foi 

denominado pBGRE.3. Foi feita também uma PCR dos vetores pBGRE.1 e 

pBGRE.3 com os primers M13 Univ e M13 Univ Rev para confirmar a perda dos 

~70pb (Figura 51). 
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Figura 51: Confirmação da deleção de uma região do MSC do vetor pBGRE3. Analise em gel de 
agarose 1% da PCR com os primers M13 Univ e M13 Univ Rev. 100pb: 100pb ladder (LGC), pBGRE 
3: vetor molde - pBGRE 3 e pBGRE 1: vetor molde - pBGRE 1 
 

Pode-se observar que houve redução do tamanho do fragmento amplificado, 

sendo mais um indício da perda dos sítios. O vetor foi sequenciado confirmando a 

sequência correta das regiões flanqueadoras do gene GRE3.  

 

O vetor está pronto para receber a marca de seleção, para posterior deleção 

do loci GRE3.  
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5.3 CAPÍTULO 3: ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE GENES 

ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DE XILOSE EM Pichia stipitis 

 

5.3.1 Pichia stipitis 

 

A levedura P. stipitis é um importante microrganismo no contexto da produção 

de álcool de segunda geração. Além de ser uma fonte de genes para expressão 

heteróloga em S. cerevisiae, é também uma opção para a fermentação de resíduos 

lignocelulósicos. É importante, pois, conhecer a regulação da expressão dos genes 

relacionados ao metabolismo de xilose neste organismo para que haja transferência 

de informações para outros sistemas biológicos. 

 

P. stipitis, encontrada originalmente no sistema gastrointestinal de besouro, é 

uma levedura haploide, homotálica, possuindo um genoma de ~15,4 Mb com 8 

cromossomos. Seu genoma foi sequenciado, e foram identificados 5841 genes 

preditos, a maioria sem íntrons. Não segue o código genético universal, pois o códon 

CUG codifica para leucina ao invés de serina. Apresenta uma morfologia elipsoide, 

quando se encontra na fase vegetativa de crescimento e sua divisão ocorre por 

brotamento. Seus esporos são em forma de chapéu e forma pseudo-hifas sob 

condições limitantes de fonte de carbono (Jeffries et al., 2007; Passoth et al., 1992).  

 

Dentre as leveduras, é considerada uma das melhores fermentadoras de 

xilose (Kurzman, 1990; Melake et al., 1996). Seu rendimento de etanol em cultivo de 

batelada alimentada é de 0,35-0,44 g g-1 xilose. A fermentação do hidrolisado pode 

chegar a 80% do valor teórico (Hahn-Hägerdal & Pamment, 2004; Nigam, 2001), 

pois é capaz de utilizar uma grande variedade de substratos, tais como, glicose, 

xilose, galactose, manose, celobiose, polímeros de manose e de xilana, além de 

metabolizar lignina de baixa massa molar e arabinose, (Nigam, 2002; Jeffries et al., 

2007; Jeffries & Van Vleet, 2009).  

 

Diferentemente de S. cerevisiae, P. stipitis não fermenta em condições 

aeróbicas, mesmo em altas concentrações de açúcares. O que regula a mudança de 

respiração para fermentação é a disponibilidade de O2. Uma mudança para 20% de 
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oxigênio dissolvido leva à formação de etanol (Klinner et al., 2005). Na presença de 

O2 há formação de biomassa e a baixa disponibilidade de O2 leva à produção de 

etanol (du Preez, 1994). O crescimento celular e fermentação não ocorrem de forma 

simultânea como em S. cerevisiae. Portanto, o O2 é um importante agente 

regulatório da fisiologia deste microrganismo, pois está envolvido no crescimento 

celular (respiração), na fermentação, no balanceamento redox e no transporte 

celular (Skoog & Hahn-Hägerdahl, 1990). Para a indústria, esse fato se torna uma 

desvantagem quanto ao uso desta levedura em fermentação de resíduos 

lignocelulósicos, pois o controle rígido de O2 torna o processo oneroso em escalas 

superiores.  

 

Visando melhorar o desempenho de P. stipitis ao processo fermentativo de 

material lignocelulósico, a linhagem CBS 5774 foi submetida a um processo 

adaptativo em hidrolisado hemicelulósico rico em xilose pela equipe do Prof. Nei 

Pereira, da UFRJ. Entender as modificações genéticas ocorridas neste processo 

gera conhecimento para ser aplicado à engenharia metabólica de outros 

microrganismos como S. cerevisiae. Os genes codificadores de transporte de xilose 

são de particular interesse, pois poderiam ser transferidos para a levedura 

fermentadora de xilose obtida neste trabalho a fim de aumentar a produção de 

etanol. 

 

5.3.2 Transporte de xilose 

 

Uma importante característica a ser observada num processo fermentativo 

envolvendo xilose é o transporte deste açúcar para o interior da célula que ocorre 

por meio de proteínas de membrana, os transportadores. Em S. cerevisiae, foram 

identificados 20 genes envolvidos com o transporte de açúcar (HXT1-17 e GAL2) e 

os sensores de hexoses codificados por SNF3 e RGT2 (Boles & Hollenberg, 1997). 

Os transportadores codificados pelos genes HXT8-18 possuem um nível de 

expressão muito baixo, já HXT1-7 e GAL2, que também possuem afinidade por 

glicose, apresentam expressão alta em determinadas condições de concentração de 

glicose. HXT1-7 e GAL2 foram caracterizados como transportadores de difusão 

facilitada, sendo HXT1 e HXT3 de baixa afinidade, HXT2 e HXT4 de afinidade 

moderada, e HXT6, HXT7 e GAL2 de alta afinidade (Maier et al., 2002). Entretanto, 
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todos têm um alto KM para xilose (~190 mM), ou seja, uma baixa afinidade por este 

açúcar (Hector et al., 2008). A afinidade por xilose chega a ser até 200 vezes menor 

que por glicose (Kötter & Ciriacy, 1993).  

 

Em S. cerevisiae, o transporte de xilose e arabinose na presença de glicose é 

mais rápido em condições anaeróbicas (Jeffries, 1983). Estudos mostram que os 

transportadores de alta e moderada afinidade Hxt4, Hxt5, Hxt7 e Gal2 são os mais 

importantes no transporte de xilose (Hamacher et al., 2002). Quando uma linhagem 

de S. cerevisiae recombinante para fermentação de xilose foi cultivada em xilose sob 

condições aeróbicas ou limitantes de oxigênio, foi observada uma indução da 

expressão dos transportadores de alta afinidade, os de baixa afinidade tiveram um 

aumento de 2-5%. Isso sugere que se utilize em S. cerevisiae transportadores de 

alta afinidade para o transporte de xilose (Jeffries & Jin, 2004). Outros 

transportadores já foram expressos em S. cerevisiae: Xlt1 de Trichoderma reesei 

promoveu o crescimento em xilose (Saloheimo et al., 2007), At5g59250 e At5g17010 

de Arabidopsis thaliana melhorou o influxo de xilose (Hector et al., 2008), Sut1 de P. 

stipitis (Katahira et al., 2008) e Gxf1 de Candida intermedia (Runquist et al., 2009), 

melhoraram o influxo de xilose e o rendimento de etanol. Além disso, verificou-se a 

importância da interação do transportador heterólogo com as proteínas de 

membrana (transportadores e sensores) da própria S. cerevisiae (para revisão ver 

Young et al., 2010) 

 

Em P. stipitis, o transporte de xilose e glicose ocorre pelo sistema de “próton 

simporte”, envolvendo tanto transportadores de alta quanto de baixa afinidade por 

xilose. O sistema “próton simporte” pode representar uma desvantagem para a 

eficiente e completa fermentação de xilose devida à restrição energética. Estudos 

demonstraram que, em condições de anaerobiose e limitação de O2, a assimilação 

da xilose é menor, mas isso provavelmente ocorre não por uma regulação dos 

transportadores por O2, mas por comprometimento nas primeiras etapas da via 

metabólica de xilose que requer O2 para a produção dos cofatores (Hahn-Hägerdal 

et al., 1994; Weber et al., 2010). Outro ponto importante, é que os transportadores 

de baixa afinidade são responsáveis pelo influxo de glicose e xilose, entretanto, há 

uma inibição não-competitiva da glicose por estes transportadores, impedindo a 

entrada de xilose (Kilian & van Uden, 1988). 
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Foram caracterizados três genes que codificam transportadores de açúcar em 

P. stipitis: SUT1, SUT2 e SUT3. O primeiro é induzido por glicose, 

independentemente da oxigenação. Os outros dois são expressos em condições 

aeróbicas, independentemente da fonte de carbono. Entretanto, todos têm uma 

afinidade maior por glicose do que por xilose (Weierstall et al., 1999). Após a 

conclusão do sequenciamento do genoma de P. stipitis, foram identificadas, por 

meio de análises computacionais, mais de 15 ORFs com homologia significativa com 

genes transportadores de açúcar. Dentre as 15 ORFs analisadas, 7 são similares a 

genes que codificam transportadores putativos de xilose em outras leveduras e 

receberam, pois, a denominação “XUT” (Xylose Uptake Transporter) (Jeffries et al., 

2007) (Figura 52). 

 

Figura 52: Árvore filogenética. Análise filogenética dos 7 transportadores XUT de P. stipitis 

(Ps) e de outros putativos transportadores de xilose das leveduras Debaryomyces hansenii 

(Dh) e Candida intermedia (Ci) 

 

No interior da célula, o nível de expressão de cada gene é diferente, e varia 

de acordo com as necessidades metabólicas. Portanto, a expressão varia conforme 

a condição em que a célula se encontra. Os substratos, sua concentração, e as 

condições ambientais em que a célula se encontra são sinais para ativar ou reprimir 

a expressão dos genes. Existem diferentes técnicas que permitem analisar o nível 

de expressão gênica em um organismo. Dentre elas podemos citar: Microarranjo de 

DNA, Northern blot, PCR semi-quantitativo, e o Real Time qRT-PCR (Real Time 

quantitative Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction). 

 

O Real Time qRT-PCR é baseada na técnica de PCR e permite quantificar, 

em tempo real, o produto formado a cada ciclo de amplificação. Determina os níveis 
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de RNA mensageiro ou de RNAs não-codantes com maior precisão e acurácia. 

Essencialmente, essa técnica é realizada em três etapas: (i) Obtenção da fita de 

cDNA por meio de transcrição reversa do RNA. (ii) Amplificação do cDNA por PCR. 

(iii) Detecção e quantificação em tempo real do produto formado (Nolan, 2006). 

 

Neste trabalho, foi avaliada a expressão diferencial de alguns genes da via 

metabólica de xilose na linhagem adaptada de P. stipitis CBS5774 em diferentes 

fontes de carbono sob aeração. Este estudo teve o intuito de lançar luzes sobre as 

alterações de padrões de expressão gênica que ocorrem na levedura em diferentes 

condições de cultivo. Em particular, buscamos focar na expressão dos genes dos 

transportadores de xilose (putativos e experimentalmente confirmados). Este estudo 

teve como meta principal escolher um transportador alternativo para ser expresso na 

linhagem recombinante de S. cerevisiae, VCB112, desenvolvida neste trabalho, para 

melhorar o crescimento e, consequentemente, a produção de etanol em meio 

contendo xilose. Apesar da sua maior afinidade por glicose, o transportador HXT7 de 

S. cerevisiae é o mais eficiente no transporte de xilose (Sedlak & Ho, 2004). 

Portanto, este foi o primeiro transportador de escolha para ser expresso na levedura 

recombinante VCB112.  

 

5.3.3 Análise da expressão diferencial de P. stipitis 

 

Desenho dos primers 

As sequências dos genes a serem analisados foram obtidas no GeneBank. 

Os números de acesso encontram-se na seção 3.8 de “Material e Métodos”. Foram 

selecionados para análise os principais genes do metabolismo de xilose (XYL1, 

XYL2, XYL3, TAL1 e TKT1), os genes correspondentes aos transportadores de 

hexoses, e transportadores putativos para xilose (SUT1, SUT2, XUT1, XUT2, XUT3, 

XUT4, XUT5, XUT6 e XUT7). Como controle endógeno da reação, selecionamos um 

gene constitutivo (ACT1- codifica para actina) que deve ter padrões de expressão 

similares em todas as condições a serem analisadas.  

 

Inicialmente, foi feito o alinhamento das sequências dos transportadores para 

verificar a similaridade entre as mesmas (vide Suplementos 3 e 4). O par de primers 

foi desenhado para se anelar em regiões de baixa similaridade, obedecendo-se as 
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regras para qRT-PCR. Posteriormente, essas sequências foram analisadas no 

programa Primer Express (Applied Biosystem) para identificar a possível formação 

de estruturas secundárias, TM e porcentagem de C+G. Para análise de amplificações 

inespecíficas entre as sequências de transportadores foi usado o programa Amplify 

3.1. Os genes SUT3 e SUT4 não foram incluídos por terem a sequência com 99% e 

97% de identidade com SUT2 (vide Suplemento 3).  

 

Para o desenho dos primers referentes ao gene codificador de actina (ACT1) 

e os genes do metabolismo de xilose, foi usada a ferramenta Primer3Plus 

(Untergasser et al., 2007) obedecendo-se as regras para qRT-PCR e, 

posteriormente, as sequências dos primers foram analisados no programa Primer 

Express quanto à formação de estruturas secundárias.  

 

Teste dos primers  

Após desenho e síntese dos primers para qRT-PCR, estes foram 

primeiramente testados com DNA genômico de P. stipitis CBS 5774 adaptada em 

uma PCR usando-se Taq DNA polimerase (LGC). Os fragmentos esperados variam 

de tamanho de 70-150 pb aproximadamente (vide Tabela 3 – seção “Material e 

Métodos”). Pode-se observar que, dos genes da via metabólica de xilose, houve 

falha na amplificação dos genes XDH e TKL (Figura 53A). Foi feita a síntese de 

novos primers para XDH, que desta vez propiciou amplificação (Figura 53B). Para os 

transportadores, apenas não houve amplificação para XUT2 (Figura 53C); foram 

feitos mais 2 pares de primers para este gene, mais ainda assim não obtivemos 

amplificação. Sendo assim, foram excluídos da análise os genes TKL e XUT2. 
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Figura 53: Teste dos primers para qRT-PCR de genes de P. stipitis. Análise eletroforética em gel 
de agarose 2%. A) Genes da via metabólica de xilose. 100 pb: 100pb ladder (LGC); XR: amplicon 
para xilose redutase; XDH: amplicon para xilitol desidrogenase; XKS: amplicon para xiluloquinase; 
TAL: amplicon para transaldolase e TKL: amplicon para transcetolase. B) Genes da via metabólica 
de xilose. M1: 100pb ladder (LGC); XDH-2: amplicon para xilitol desidrogenase. C) Transportadores 
e controle endógeno. ACT1: amplicon para actina (controle endógeno); SUT2: amplicon para SUT2; 
XUT1: amplicon para XUT1; XUT2: amplicon para XUT2; M2: marcador 100 pb DNA ladder 
(Promega); XUT3: amplicon para XUT3; XUT4: amplicon para XUT4; XUT5: amplicon para XUT5; 
XUT6: amplicon para XUT6; XUT7: amplicon para XUT7. C) Transportadores. 100 pb ladder: 
marcador 100 pb DNA ladder (Promega); X2: amplicon para XUT2; S1: amplicon para SUT1; CT-: 
controle negativo da reação. 100 pb (LGC): padrão do marcador de massa molecular. 

 

Análise de expressão diferencial  

A levedura P. stipitis adaptada foi cultivada em meio complexo YP, tendo 

como fonte de carbono glicose (8%, 2% e 0,1%), xilose (4%, 2%, 0,1%) e ambos, na 

proporção de 8% glicose e 4% xilose. O crescimento foi feito a 28°C em aerobiose e 

em condição limitante de O2, até atingir a OD600 de 0,8-1,0 conforme descrito em 

“Material e Métodos”. Após crescimento, o RNA total foi extraído com sucesso não 

sendo observada degradação do mesmo (Figura 54).  
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Figura 54: RNA total de P. stipitis em diferentes condições de cultivo. Eletroforese em gel de 
agarose 0,8%. A) linhagem CBS5774 adaptada crescida em condição limitante de O2. B) 
linhagem adaptada crescida em condição aeróbica. Poço 1: glicose 8%; poço 2: xilose 4%; poço 
3: glicose 2%; poço 4: xilose 2%; poço5: glicose 0,1%; poço 6: xilose 0,1%; poço 7: glicose 8% + 
xilose 4%.  

 

O RNA foi quantificado por espectrometria. Posteriormente, foi sintetizada a 

fita de cDNA usando-se o kit SUPERSCRIPT®III First Strand cDNA Synthesis 

(InvitrogenTM). Em seguida, foi feita uma reação de qRT-PCR para escolher a melhor 

diluição de cDNA. As reações de qRT-PCR foram feitas usando a 1:20 do cDNA da 

linhagem adaptada. As reações de qRT-PCR foram feitas usando o kit Fast SYBR® 

Green Master Mix (Applied Biosystems). As análises foram feitas pelo método 

comparativo CT (∆∆CT), onde o controle endógeno foi o gene ACT1 e o experimento 

referência foi baseado no sistema crescido em 2% glicose. O CT indica o ciclo no 

qual a fluorescência começa a ser detectada. 

 

� Genes envolvidos no metabolismo de xilose 

Foi feita uma comparação dos padrões de expressão dos genes envolvidos 

no metabolismo de xilose em diferentes concentrações de xilose e numa mistura de 

4% xilose com 8% glicose, crescidas em aerobiose da linhagem de P. stipitis 

CBS5774 adaptada. Conforme esperado, os genes envolvidos no metabolismo de 

xilose são mais expressos em xilose (Figura 55). Pode-se observar que, em alta 

concentração de glicose, mesmo na presença de xilose, o nível de expressão dos 

genes analisados é menor que em 2% glicose. 

 

B A 
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Figura 55: Análise da expressão relativa dos gene da via metabólica de xilose de P. stipitis 
CBS5774 adaptada sob aeração em diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A barra preta é 
o experimento referência. O desvio padrão é referente à reação (reação em triplicata). n=1. 
 

Os genes XYL1, XYL2 e XYL3, que codificam para XR, XDH e XK, 

respectivamente, apresentam um aumento de expressão em 2% e 4% xilose. 

Quanto a TAL1, foi o que apresentou menor diferença de níveis de expressão 

quando a levedura foi crescida em meio com xilose. Como a reação para o gene 

TAL1 na condição de 4% xilose não ficou satisfatória, este foi retirado da análise. 

Análise de transcritos de P. stipitis CBS6054 em 4 diferentes condições 

(glicose/aeróbica, glicose/anaeróbica, xilose/aeróbica e xilose/anaeróbica) mostram 

que os genes XYL1, XYL2 XYL3 são expressos em baixos níveis em glicose, e os 

genes, TKT1 e TAL1 são menos expressos em glicose que em xilose, 

independentemente da oxigenação (Jeffries & Van Vleet, 2009). Outro estudo 

mostra que a expressão dos genes XYL1, XYL2 e XYL3 em meio complexo 

contendo 0,6% xilose em diferentes tempos tem um aumento de expressão apenas 

do gene XYL1, aumentando também quando o meio é suplementado com diferentes 

concentrações de xilose (Han et al., 2010).  

 

Estudos de transcritos por RNA-seq de P. stipitis em meio complexo com 5% 

xilose, e em meio com 5% glicose, revelam que há um aumento considerável da 
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expressão dos genes envolvidos no metabolismo de xilose, sendo o maior aumento 

para XYL3, seguido de XYL1 e XYL2. Os genes TKT1 e TAL1 aumentaram pouco 

(Yuan et al., 2011).  

 

� Genes envolvidos no transporte de xilose 

Quanto aos genes envolvidos no transporte de xilose foi observado que houve 

uma diminuição da expressão do SUT1 nas outras fontes de carbono em relação a 

2% glicose. A reação com 4% xilose não funcionou (Figura 56A). Para o gene SUT2, 

houve diminuição para concentrações menores de açúcares e um aumento de 0,5x 

da sua expressão em 2% xilose. Quando em concentrações maiores de açúcares 

houve falha na reação (Figura 56B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56: Análise da expressão relativa da linhagem CBS5774 adaptada sob aeração em 
diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A) Expressão relativa do gene SUT1. B) Expressão 
relativa do gene SUT2. A barra escura é o experimento referência. O desvio padrão é referente à 
reação (reação em triplicata). n=1. 

 

Pelos dados da Figura 56, pode-se observar que o gene SUT1 teve uma 

diminuição da expressão independente da fonte de carbono e da concentração 

utilizada, sendo maior para concentrações menores de xilose e na mistura de 

açúcares. Para o gene SUT2, foi observada uma diminuição de expressão em baixa 

concentração da fonte de carbono, independente da fonte usada. Dados da literatura 

mostram que o gene SUT1 é expresso em glicose independentemente da 

concentração e da oxigenação. O gene SUT2 é expresso em aerobiose, 

independente da fonte de carbono e concentração. Não há comparação do nível de 

expressão (Weierstall et al., 1999). Yuan et al. (2011) relatam uma repressão do 

gene SUT2 em meio com 5% xilose. Houve falha na reação com 4% xilose, portanto, 

não houve como comparar os resultados.  

A B 
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O gene XUT1 foi o que teve maior aumento de expressão, ~180 vezes em 

baixa concentração de xilose que em 2% glicose. Houve um aumento menor em 2% 

xilose (Figura 57) Quanto às concentrações maiores de açúcar houve falha na 

reação.  

 

Figura 57: Análise da expressão relativa do gene XUT1 por qRT-PCR da linhagem CBS5774 
adaptada sob aeração em diferentes fontes de carbono. A barra escura é o experimento 
referência. O desvio padrão é referente a reação (reação em triplicata). Na Figura menor foi retirada a 
condição X0,1%O2 para visualizar as outras condições. n=1. 

 

Não houve análise para o gene XUT2. Foram sintetizados 3 pares de primers 

diferentes e não houve reação de qRT-PCR para nenhum deles, portanto, ele foi 

eliminado da análise. 

 

Os genes XUT3, XUT4 e XUT5 tiveram sua expressão diminuída em todas as 

condições testadas, exceto na condição 2% xilose para o XUT5 em relação ao meio 

com 2% glicose (Figura 58A, B e C). Para o gene XUT6, houve aumento de 

expressão em todas as condições relativas a 2% glicose (Figura 58D). O gene XUT7 

teve aumento de expressão apenas para 8% glicose, e redução nas outras 

condições testadas (Figura 58E).  
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Figura 58: Análise da expressão relativa dos gene XUTs da linhagem CBS5774 adaptada sob 
aeração em diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A) Expressão relativa do gene XUT3. B) 
Expressão relativa do gene XUT4. C) Expressão relativa do gene XUT5. D) Expressão relativa 
do gene XUT6. E) Expressão relativa do gene XUT7. A barra escura é o experimento referência. O 
desvio padrão é referente à reação (reação em triplicata). n=1 

 

Dados de RNA-seq revelam um aumento de expressão para o gene XUT1. 

Para os outros XUTs não houve diferença significativa de expressão entre os meios 

com glicose e 5% xilose. No caso do XUT2, assim como neste trabalho, não foi 

detectada expressão em nenhuma condição (Yuan et al., 2011).  

 

Pelas diferentes concentrações de açúcar usadas neste trabalho e a variação 

de expressão em cada uma destas concentrações, pode-se suspeitar do grau de 

afinidade dos transportadores analisados, apesar da falha de algumas reações. 

Como XUT1 teve um maior aumento em baixa concentração de xilose, 
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provavelmente se trate de um transportador de alta afinidade. Entretanto, para 

validar esta informação, são necessários testes de velocidade de reação e 

determinação do Km.  

 

5.3.4 Obtenção dos Transportadores 

 

Acredita-se que um dos gargalos de um melhor rendimento de etanol por uma 

levedura recombinante seja o influxo de xilose para o interior da célula (Kuyper et al., 

2005b). Em virtude dos resultados de fermentação da linhagem VCB112, 

procuramos expressar um transportador nesta linhagem. Os transportadores 

escolhidos foram HXT7 de S. cerevisiae e XUT1 de P. stipitis. 

 

Gene HXT7 de S. cerevisiae 

O gene HXT7 foi amplificado por PCR juntamente com seu promotor (~2,1 kb) 

usando os primers HXT7p5 e 3HXT7, a enzima Phusion DNA Polymerase 

(Finnymes) e o DNA genômico da linhagem S288c de S. cerevisiae como molde. 

Após a eluição do amplicom em gel de agarose, o fragmento foi digerido com as 

enzimas SacI e BamHI seguindo-se inativação a 85°C/30min. Posteriormente, este 

fragmento foi ligado ao vetor Y1PGK previamente digerido com SacI e BamHI. Este 

sistema foi usado para transformar E. coli XL10 Gold. A análise de 3 transformantes 

foi feita por perfil de restrição com as enzimas KpnI, HindIII, EcoRI e SacI/BamHI. 

Dois clones apresentaram o perfil esperado. O vetor resultante foi denominado 

Y1HXT7 (Figura 59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Viviane Castelo Branco Reis  Resultados e Discussão  

129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59: Perfil de restrição do vetor Y1HXT7. A) e B) Eletroforese em gel de agarose1%. 1 kb 
LGC: marcador 1 kb DNA ladder (LGC), EcoRI, HindIII, KpnI: Y1HXT7 digerido com as respectivas 
enzimas, I: Y1HXT7 intacto, D: Y1HXT7 digerido com Sac I/BamH I. 1 kb DNA ladder: padrão do 
marcador de massa molecular C) Perfil dos fragmentos esperados. 
 

O vetor Y1HXT7 possui uma marca auxotrófica LEU2 e não uma marca 

dominante. Portanto seria necessário transferir o cassete HXT7-HP (promotor e 

gene HXT7 e terminador PGK1) para o vetor YC240 de marca dominante 

(resistência a higromicina). Foram tentadas várias estratégias para tal subclonagem, 

todas sem sucesso. 

 

Como alternativa ao cassete anterior, foi construído um cassete de expressão 

do HXT7 com seu próprio promotor e terminador. Foi feita uma PCR com Phusion 

DNA Polymerase (Finnymes), os primers HXT7p5/HXT-TT para amplificação de todo 

o cassete de expressão do gene HXT7. Após purificação, o fragmento de 2,4 kb foi 

ligado ao vetor pBlueScript II SK. Este sistema foi usado para transformar E. coli 

XL10 Gold. Os transformantes foram analisados por perfil de restrição com a enzima 

PvuII. Apenas um clone teve o perfil esperado. O vetor foi denominado pBHXT.9.  

 

Não foi obtido sucesso na subclonagem deste cassete para o vetor YC240. É 

possível que o gene esteja sendo expresso em E. coli e, mesmo em baixas 

concentrações, pode ser tóxico para este organismo.  

 

1 kb DNA 
ladder 

C 

A 

3 kb 
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Gene XUT1 de P. stipitis 

Diante do alto nível de expressão do gene XUT1 demostrado nas análises de 

qRT-PCR trabalho, optou-se pelo sua expressão sob controle do promotor do gene 

HXT7 e o terminador PGK1, ambos de S. cerevisiae. Para tanto, foi construído um 

vetor contendo este promotor e terminador.  

 

� Construção do vetor Y1pHXT7 

Foi amplificado por PCR um fragmento de ~400 pb correspondente ao 

promotor do gene HXT7 de S. cerevisiae. Foi usado Platinum Taq DNA Polymerase 

High Fidelity (Invitrogen), o par de primer HXT7p5/HXT7p3 e DNA genômico da 

linhagem S288c de S. cerevisiae. Após a purificação do fragmento, o mesmo foi 

digerido com as enzimas SacI e BamHI seguindo-se inativação a 85 °C/30 min. O 

vetor Y1PGK1 foi digerido com as mesmas enzimas de restrição para liberar o 

promotor PGK1 (~1,5 kb). O fragmento referente ao vetor (~6,9 kb) foi purificado para 

posteriormente ser ligado ao fragmento pHXT7 digerido. Este sistema foi usado para 

transformar E. coli (XL10 Gold). Os transformantes foram analisados por perfil de 

restrição (Figura 60). Foi observado que, dos 4 clones analisados com EcoRI, 3 

liberaram inserto. A digestão com BstBI e a dupla digestão SacI/BamHI confirmaram a 

clonagem. O vetor resultante foi denominado Y1pHXT7 (Figura 60D), a sequência foi 

confirmada por sequenciamento automático de DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60: Perfil de restrição do vetor Y1pHXT7. Análise em gel de agarose 1%. M: marcador 1 kb 
DNA ladder (LCG) A) Perfil de restrição com a enzima EcoRI. I: vetor intacto; D: vetor digerido com 
EcoR I. B) Perfil de restrição com as enzimas BstBI e SacI/BamHI. I: vetor intacto; BstBI: vetor 
digerido com BstBI e ScI/BHI: vetor digerido com BamHI / SacI. C) Perfil de restrição esperado. D) 
mapa físico do vetor Y1pHXT7. 1 kb DNA ladder: padrão de massa molecular. 
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Gene XUT1 

Para amplificação do gene XUT1 foram usados os primers XUT1-F/XUT1-R, o 

DNA genômico de P. stipitis CBS 5774 e a enzima Phusion DNA Polymerase 

(Finnymes). Houve amplificação do fragmento esperado (Figura 61). O fragmento foi 

purificado, para posterior clonagem.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61: Amplificação do gene XUT1 de P. stipitis. Eletroforese em gel de agarose 1%.  λλλλE/H: 
marcador λ EcoRI / HindIII. PCR1: amplificação do fragmento XUT1. λ E/H: padrão do marcador de 
massa molecular. 
 

Estudo com 26 diferentes transportadores (23 heterólogos e 3 nativos de S. 

cerevisiae) expressos em S. cerevisiae linhagem null para Hxt mostra que a 

expressão de 7 transportadores permitiu o crescimento da levedura em xilose como 

única fonte de carbono. Destacam-se os genes GAL2 e HXT7 de S. cerevisiae e 

GXF1 de C. intermedia que propiciaram as melhores taxas de crescimento. Dentre 

os genes XUT de P. stipitis, apenas XUT1 e XUT3 permitiram que a célula 

crescesse em 2% xilose. Durante a cofermentação, todos apresentaram preferência 

por glicose, sendo que o que apresentou menor preferência por glicose em relação 

a xilose foi XUT1 (Young et al., 2011). Como dito anteriormente, para avaliar um 

transportador que aumente o influxo de xilose para célula e melhore o rendimento 

de etanol, é importante analisar a interação destes transportadores com as 

proteínas de membrana, principalmente os sensores. Portanto, após a construção 

dos vetores epissomais contendo os transportadores Hxt7 e Xut1, estes vetores 

serão usados para transformar a linhagem recombinante VCB112 para analisar se a 

presença do transportador melhora o rendimento de etanol.   

λ E/H 
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6. CONCLUSÃO  

 

 

O conhecimento de aspectos básicos da genética da linhagem JP1 é muito 

importante para nortear estratégias de modificação genética nesse microrganismo. 

Antes do início desse projeto, esse conhecimento era muito limitado, o que é 

surpreendente considerando a importância desta linhagem para a economia 

canavieira da Região Nordeste. Este trabalho mostrou que a linhagem industrial de 

S. cerevisiae JP1 é diploide e homotálica. Nem todos os esporos apresentarão a 

interconversão do locus MAT, isso indica que a linhagem pode apresentar alguma 

mutação recessiva na via de do processo de interconversão. 

 

Ainda, dentro do contexto de caracterização genética desta linhagem, foi 

avaliada a sensibilidade de JP1 a diferentes drogas usadas para seleção de 

transformantes, uma informação importante em pesquisas envolvendo organismos 

geneticamente modificados. Pudemos constatar que a linhagem é sensível às 

drogas testadas, não apresentando nenhuma mutação que pudesse lhe conferir 

resistência natural. Além disso, apresentou uma boa eficiência de transformação 

quando foi usado um protocolo simples e rápido. Foi observado que as melhores 

marcas de seleção são aquelas que conferem resistência a antibióticos, onde a taxa 

de falsos positivos é insignificante ou praticamente nula. A marca de resistência a 

higromicina B apresentou a melhor eficiência de transformação. 

 

Foi construída com sucesso uma linhagem de JP1 auxotrófica para uracila 

(ura3), um feito raro quando se trata de leveduras industriais. O uso de marcas de 

resistência a antibiótico não é recomendado em trabalhos biotecnológicos devido à 

possibilidade de transferência horizontal de genes para a microbiota ambiental. Além 

disso, o uso de mutantes auxotróficos revela-se mais barato, pois os antibióticos são 

geralmente caros. Portanto, neste trabalho tivemos a preocupação em eliminar a 

marca de seleção usada para criar os mutantes ura3 pelo uso do eficiente sistema 

Cre-loxP. Apesar de raro foi observado um evento de recombinação entre os dois 

alelos selvagens URA3 no momento da transformação. Outros clones tiveram a 

recombinação no segundo alelo devido ao uso da droga 5-FOA, que por ser tóxica a 
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célula forçou a sobrevivência apenas daquelas com a dupla integração. O sucesso 

na criação desse mutante foi confirmado pela transformação do mesmo com dois 

vetores contendo a marca auxotrófica URA3. Um dos vetores usado possui como 

gene repórter a proteína GFP. Houve transformação e seleção com ambos os 

vetores, além da visualização da fluorescência do gene repórter GFP, comprovando 

a presença do vetor na célula.  

 

Para a obtenção de uma linhagem capaz de metabolizar xilose, optamos por 

expressar os genes envolvidos na via metabólica de xilose que não requerem 

cofatores. Para obtermos uma melhor expressão, o gene codificador de XI de 

Piromyces sp foi otimizado baseado no codon usage de S. cerevisiae. Diante da 

dificuldade de integração do cassete de expressão da XI no loci CAN1, optamos 

pela expressão em vetor epissomal com marca de seleção de resistência a 

antibiótico. Ensaios de atividade mostraram que a enzima possui atividade. Foi 

construído com sucesso o cassete da segunda enzima importante no metabolismo 

de xilose, XKS1.  

 

A linhagem industrial de S. cerevisiae JP1 foi transformada com sucesso com 

o vetor epissomal contendo os dois cassetes de expressão: XI e XK. A linhagem foi 

submetida a adaptação metabólica em meio contendo xilose como única fonte de 

carbono tendo sido observado um aumento da taxa de crescimento de 0,008 h-1 para 

0,13 h-1. Mais importante, a linhagem adaptada foi capaz de fermentar xilose a 

etanol. Apresentou um YE/S de 0,3 g g-1, ou seja, 58,82% do valor teórico. Ficou 

evidente neste trabalho que a adaptação metabólica é uma etapa essencial para que 

uma levedura modificada geneticamente possa metabolizar xilose. Após o processo 

de adaptação metabólica, um subproduto indesejado se destacou, o xilitol (YX/S = 

0,31 g g-1). Para reduzir a concentração de xilitol propomos a deleção do gene GRE3 

nativo que codifica para aldose redutase, enzima responsável pela conversão de 

xilose em xilitol, um inibidor da XI. Uma vez que não se trata de um gene essencial, 

a deleção deste gene pode ser realizada na célula diploide. 

 

Além desta modificação, propusemos a expressão de um transportador que 

tenha afinidade por xilose a fim de melhorar o influxo deste açúcar na levedura 

recombinante. Nesse sentido, voltamos nossa atenção para a levedura P. stipitis 
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que reconhecidamente fermenta xilose sendo uma boa fonte de genes para 

expressão heteróloga em S. cerevisiae. Para tanto, fizemos uma análise de 

expressão de alguns genes do metabolismo de xilose nesse organismo com foco 

nos genes codificadores de transportadores de xilose anotados em seu genoma. 

Utilizamos como modelo uma linhagem de P. stipitis adaptada ao hidrolisado 

lignocelulósico contendo xilose, gentilmente cedida pelo Prof. Nei Pereira, da UFRJ. 

Nossa hipótese de trabalho é que esta linhagem, por ser adaptada a um meio rico 

em pentoses, pudesse revelar um interessante perfil transcricional dos genes 

envolvidos no metabolismo de xilose. 

 

Dados da análise transcricional mostraram que o gene que teve maior 

alteração na expressão em meio com xilose foi XYL3, que codifica para XK, e o 

menor, TAL1. Isso comprova a importância da enzima XK no metabolismo de xilose. 

Dentre os transportadores, o que teve o maior aumento em baixas concentrações de 

xilose foi XUT1.  

 

Em suma, este trabalho pioneiro no País mostrou que as técnicas de genética 

molecular podem ser aplicadas em uma levedura industrial brasileira que poderá 

servir como plataforma para futuras modificações. Além disso, ficou demonstrado 

que o desenvolvimento de um bioprocesso envolvendo linhagens industriais de S. 

cerevisiae modificadas geneticamente para a produção de etanol lignocelulósico é 

factível. 

 



 



Viviane Castelo Branco Reis  Perspectivas 

135 

7. PERSPECTIVAS 

 

 

Nosso laboratório está engajado em um projeto para eliminar outros genes da 

linhagem JP1 a fim de evitar a possibilidade de esta cepa transferir genes 

heterólogos para microrganismos naturais. Consideramos deletar os genes STE5 e 

IME1 que tornariam a linhagem incompetente para a meiose e o acasalamento, 

respectivamente. Com o conhecimento agora adquirido sobre a genética de JP1 e 

as ferramentas desenvolvidas neste trabalho, a concretização desses objetivos é 

agora plenamente factível. Além disso, propomos sequenciar o genoma de clones 

derivados de esporos dissecados a fim de compreendermos a extensão da 

heterozigose em JP1. Este estudo contribuirá para um maior conhecimento da 

complexidade genômica de leveduras industriais. 

 

Verificamos que os cassetes de XI e XK são funcionais. O próximo passo será 

integrá-los no genoma a fim de torná-los geneticamente estáveis e reduzir a 

possibilidade de transferência horizontal. Além da adaptação metabólica em meio 

contendo xilose como fonte de carbono em aerobiose e também realizar um 

segundo ciclo de adaptação metabólica em meio contendo ambos os açúcares 

(xilose e glicose) em anaerobiose. 

 

Com o intuito de diminuir a concentração de xilitol produzido o gene GRE3 

nativo que codifica para aldose redutase, enzima responsável pela conversão de 

xilose em xilitol, um inibidor da XI, será deletado. 

 

Quanto ao transporte de xilose para o interior da célula será feito uma 

comparação entre o nativo de S. cerevisiae HXT7 e um putativo para xilose de P. 

stipitis XUT1. Além disso, será repetido o estudo de expressão por Real Time PCR 

para as reações que falharam. Todas as reações serão feita em triplicata para uma 

análise estatística mais apurada. Será analisado também o perfil transcricional de P. 

stipitis crescida em condição de anaerobiose. Comparando sempre a linhagem 

nativa e a adaptada para se avaliar quais as modificações que o microrganismo 

sofreu no processo de adaptação do ao hidrolisado. 
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9. SUPLEMENTO 

 

 

Suplemento 1: Sequenciamento pVURA clone1 

Query  1    CAGCTGCTAAGAGATAGTGATGATATTTCATAAATAATGTAATTCTATATATGTTAATTA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  186  CAGCTGCTAAGAGATAGTGATGATATTTCATAAATAATGTAATTCTATATATGTTAATTA  245 

 

Query  61   CCTTTTTTGCGAGGCATATTTATGGTGAAGGATAAGTTTTGACCATCAAAGAAGGTTAAT  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  246  CCTTTTTTGCGAGGCATATTTATGGTGAAGGATAAGTTTTGACCATCAAAGAAGGTTAAT  305 

 

Query  121  GTGGCTGTGGTTTCAGGGTCCATAAAGCTTTTCAATTCATCttttttttttttgttcttt  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  306  GTGGCTGTGGTTTCAGGGTCCATAAAGCTTTTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTGTTCTTT  365 

 

Query  181  tttttgattccggtttctttgaaatttttttGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  366  TTTTTGATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGA  425 

 

Query  241  ACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAAC  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  426  ACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAAC  485 

 

Query  301  ATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAG  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  486  ATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAG  545 

 

Query  361  ATAAATCGGATCCATGAATTCACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAA  420 

            |||||||||||||   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  546  ATAAATCGGATCC---AATTCACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAA  602 

 

Query  421  ATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCGGGAATCTCGGTCGTAATGATTTC  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  603  ATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCGGGAATCTCGGTCGTAATGATTTC  662 

 

Query  481  TATAATGACGaaaaaaaaaaaaTTGGAAAGAAAAAGCTTCATGGCCTTTATAAAAAGGAA  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  663  TATAATGACGAAAAAAAAAAAATTGGAAAGAAAAAGCTTCATGGCCTTTATAAAAAGGAA  722 

 

Query  541  CTATCCAATACCTCGCCAGAACCAAGTAACAGTATTTTACGGGGCACAAATCAAGAACAA  600 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  723  CTATCCAATACCTCGCCAGAACCAAGTAACAGTATTTTACGGGGCACAAATCAAGAACAA  782 

 

Query  601  TAAGACAGGACTGTAAAGATGGACGCATTGAACTCCAAAGAACAACAAGAGTTCCAAAAA  660 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  783  TAAGACAGGACTGTAAAGATGGACGCATTGAACTCCAAAGAACAACAAGAGTTCCAAAAA  842 

 

Query  661  GTAGTGGAACAAAAGCAAATGAAGGATTTCATGCGTTTGTACTCTAATCTGGTAGAAAGA  720 

            |||||||||||||||||||||||||||*|||||||||||||||*||||||||||||*||| 

Sbjct  843  GTAGTGGAACAAAAGCAAATGAAGGATGTCATGCGTTTGTACTGTAATCTGGTAGAGAGA  902 

 

Query  721  TGCAGCTG  728 

            |||||||| 

Sbjct  903  TGCAGCTG  910 

 

 A sequência obtida do sequenciamento (Sbjct) foi alinhada com a 
sequência predita (Query). Em realce as bases deletadas. Os asteriscos 
indicam mutações não conclusivas por estarem em região de baixa qualidade 
do sequenciamento  
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Suplemento 2: Artigo submetido e aceito 

 

O artigo Characterization and Construction of an Auxotrophic Strain of 

Saccharomyces cerevisiae JP1, a Brazilian Industrial Yeast Strain for Bioethanol 

Production (DOI: 10.1007/s10295-012-1170-5) foi aceito para publicação na 

revista Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology.  
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Abstract: Used for millennia to produce beverages and food, Saccharomyces cerevisiae also
became a workhorse in the production of biofuels, most notably bioethanol. Yeast
strains have acquired distinct characteristics which are the result of evolutionary
adaptation to the stresses of industrial ethanol production. JP1 is a dominant industrial
S. cerevisiae strain isolated from a sugarcane mill which is becoming increasingly
popular for bioethanol production in Brazil. In this work we carried out the genetic
characterization of this strain and developed a set of tools to permit its genetic
manipulation. Using flow cytometry, mating type and sporulation analysis we verified
that JP1 is diploid and homothallic. Vectors with dominant selective markers for G418,
hygromycin B, zeocin and ρ-fluoro-DL-phenylalanine were used to successfully
transform JP1 cells. Also, an auxotrophic ura3 mutant strain of JP1 was created by
gene disruption using integration cassettes with dominant markers flanked by loxP
sites. Marker excision was accomplished by the Cre/loxP system. The resulting
auxotrophic strain was successfully transformed with an episomal vector that allowed
the expression of the green fluorescent protein.

Response to Reviewers: Reviewers' comments:

Comments of the Senior Editor:

"This is a fairly straightforward description of an industrial strain of Saccharomyces
cerevisiae used for fuel ethanol production in Brazil.  It is not clear that the manuscript
elaborates the reasons that this particular strain is favored over others (e.g. P2) or
what advantages it might have.  The manuscript does, however, describe a genetic
transformation system for the strain.  All of the elements of the transformation system
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are widely used in the S. cerevisiae community, but it is useful to have a ura3 selection
available. The authors should note in the discussion that the ura3 mutation has been
reported to confer ethanol sensitivity."

Answer: We added some information about the advantages of JP1 over PE-2 (see
lines 54-58). Also, the ura3 strain developed in this work (JPU) would only be used to
produce ethanol after complementation with wild type URA3 because it is also known
that auxotrophic mutants tend to grows less well than prototrophs (we referenced that
info in the manuscript).

"In addition to the edits offered by the reviewers please attend to the following:

1. L. 47L starch

2. L. 89 fluoroorotic"

Answer: All two corrections were made in the text.

-----------------

"Reviewer #1: This manuscript discusses the characterisation of an industrial strain of
S. cerevisiae. While there are no technical flaws in the analysis, the paper may benefit
from a redirecton of the discussion.

In its current form, the manuscript seems to focus on a comparison between strain JP1
and what the authors call "laboratory strains". The authors indicate that the strains
normally used in laboratory conditions present several disadvantages compared to
those used in real processes. Wouldn't it be more relevant to make comparisons with
other strains of industrial interest, then?

Experimentally, it should be interesting to see how this strain differs from other strains
in terms of its physiology and growth features (growth rates, ethanol yields, etc.). A few
simple experiments could be performed to address this."

Answer: It was not the goal of our work to compare JP1 with other strains because this
has already been done elsewhere (see reference 13).

"Another issue to address is the repeated reference to the origin of the strain: Is it
REALLY necessary to say that it is a Brazilian strain, used in NE Brazil? Scientific
information should be of universal use. The geographic origin of a strain is irrelevant for
this type of study, unless it is directed to ecological aspects, effect of human
intervention on the environment, or any other such issue."

Answer: we think it is important to emphasize that JP1 was isolated in the NE Brazil as
a dominant strain because local production conditions are quite different from those
found in other parts of Brazil, especially São Paulo. In the NE, average temperatures
are higher and this may partially explain the robustness of JP1 when compared to PE-
2. In fact, we got word that JP1 is drawing more attention from alcohol producers who
have found it a better starter strain than PE-2. We have added some sentences in the
manuscript regarding this issue (lines 54-58).

"In the conclusions, it is again necessary to emphasize the importance of this study for
the bioethanol industry in Brazil? I expect that the findings will contribute to the the
general body of scientific knowledge and are not limited to local interests.The
conclusions should be expanded to discuss the comparison with other industrial
strains, as indicated above."

Answer: we have modified the conclusion and some parts of the discussion in order to
emphasize that the tools developed in our work will ultimately help to understand
general physiological features of industrial strains. However, we can not deny that JP1
should be considered as a prime platform for future genetic modifications for increased
bioethanol production.

"Some minor issues:
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P2, line 54: Dominate, not dominated
P3. Are the strains publicly available? Is strain JP1 protected by a patent?
P10, line 269: Rephrase
P10, line 288: "plated",not "platted"

Answer. All issues were addressed in the text. In the “Material” section we added
information about the availability of JP1 (see lines 84-86). Also, we have rephrased the
sentence originally found in line 269 (see lines 271-274)
------------

Reviewer #2: The authors present a manuscript concerning the construction of an
auxotrophic of Saccharomyces cerevisiae. Although the molecular techniques are not
new and have already been employed to create mutant in diploid strains, such studies
are rather rare and deserve to be published. However, English should be corrected.
Key words do not cover adequately the subject, cre-lox system should be added.

Answer: we considered all the suggestions from this reviewer.
-------------

Reviewer #3: The manuscript  describes the genetic characterization and construction
of an auxotrophic strain of Saccharomyces cerevisiae JP1, a Brazilian industrial yeast
strain for bioethanol production. The introduction, material and methods, results and
discussion sections are clearly  written and logically organized. The description of a set
tools developed to genetically manipulate S.cerevisiae  is relevant from both the
academic and industrial  points of view. The main considerations raised after  reading
the revised  manuscript  are  as follow:

Specific comments:

1.Page 9 - lines 262-263   Important PCR data that confirm the success of the
transformation were obtained but not shown. Why? It would be interesting to include
these data in the work

Answer: we have added a second supplementary figure (Figure S2) with this result.

2.Page 11- lines 307-313 Discussion about the detection of GFP fluorescence (Figure
5) is very short. Please expand the analysis of the findings.

Answer: we considered this suggestion (see lines 314-319).
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ABSTRACT 31 

 32 

Used for millennia to produce beverages and food, Saccharomyces cerevisiae also became a workhorse in the 33 

production of biofuels, most notably bioethanol. Yeast strains have acquired distinct characteristics which are the 34 

result of evolutionary adaptation to the stresses of industrial ethanol production. JP1 is a dominant industrial S. 35 

cerevisiae strain isolated from a sugarcane mill which is becoming increasingly popular for bioethanol 36 

production in Brazil. In this work we carried out the genetic characterization of this strain and developed a set of 37 

tools to permit its genetic manipulation. Using flow cytometry, mating type and sporulation analysis we verified 38 

that JP1 is diploid and homothallic. Vectors with dominant selective markers for G418, hygromycin B, zeocin 39 

and ρ-fluoro-DL-phenylalanine were used to successfully transform JP1 cells. Also, an auxotrophic ura3 mutant 40 

strain of JP1 was created by gene disruption using integration cassettes with dominant markers flanked by loxP 41 

sites. Marker excision was accomplished by the Cre/loxP system. The resulting auxotrophic strain was 42 

successfully transformed with an episomal vector that allowed the expression of the green fluorescent protein. 43 

 44 

INTRODUCTION 45 

Ethanol is an important alternative for fossil fuels, being the USA and Brazil the two major global 46 

producers. Industrial production of ethanol involves biological fermentation of corn starch (USA) or sugar cane 47 

sucrose (Brazil). Also, there is great interest in the use of lignocellulosic biomass as renewable source of raw 48 

material for ethanol production although, in this case, many technological challenges are still encountered [30]. 49 

The yeast Saccharomyces cerevisiae is the microorganism of choice for industrial bioethanol production 50 

due to its superior fermentative capacity and tolerance to the stresses involved in large-scale bioprocesses [8]. 51 

Because the industrial fermentative process takes place under non-sterile conditions, contamination with 52 

endogenous yeasts is almost inevitable [3] and only strains that are more physiologically adapted tend to 53 

dominate [13,3]. S. cerevisiae JP1, a dominant industrial strain isolated from a sugarcane mill in Northeast Brazil 54 

has shown to be more adapted to the local environmental conditions where temperatures are normally higher 55 

than in other parts of the country where strain PE-2 is more commonly used [13,3]. This physiological 56 

robustness is reflected by its tolerance to acidic pH, high temperatures and high ethanol concentration when 57 

compared to other Brazilian industrial strains [13]. Although it shows an excellent sugar to ethanol conversion 58 

rate (93%) [13], productivity and yields are lower than those observed in other industrial strains which has been 59 

explained by its robust glycerol production that protects the cell against osmotic stress [2]. 60 
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When seeking to improve ethanol production using industrial yeast strains it is often necessary to 61 

perform controlled genetic modifications and for that purpose it is necessary to gain insights into the genetics 62 

and physiology of the strains involved. Most information obtained from laboratory strains cannot be simply 63 

applied to industrial yeasts because the latter have lost many original features due to extensive cultivation and 64 

manipulation under non-stressful conditions [7,17,39]. In addition, laboratory strains can be more easily 65 

manipulated because they are usually isogenic, haploid of either a or  mating type, are prompt to sporulate 66 

when diploid, and show several auxotrophic mutations [1]. On the other hand, industrial yeast strains have 67 

complex genetics, are either diploid or polyploid, show low competence for sporulation and are prototrophic [1].  68 

Because industrial yeast strains are extremely important in large-scale processes (food, beverages and 69 

ethanol industries), it is of utmost interest to develop molecular tools to allow their genetic manipulation [1]. In 70 

this paper we describe the genetic characterization of JP1 and the development of a set of molecular tools created 71 

to genetically manipulate this important industrial yeast strain.  72 

 73 

MATERIALS AND METHODS 74 

 75 

Strains and cultivation  76 

 77 

Escherichia coli XL10-Gold (Tetr Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 78 

gyrA96 relA1 lac Hte [F' proAB lacIqZΔM15 Tn10(Tetr) Amy Camr] ) was used as host for routine recombinant 79 

DNA manipulations. E. coli was grown in modified Luria-Bertani medium (0.5% yeast extract; 1% peptone; 1% 80 

NaCl) or low salt medium (0.5% yeast extract; 1% peptone; 0.5% NaCl) at 37 °C. The media were 81 

supplemented, when necessary, with appropriate antibiotics: 100 µg/mL ampicillin, 50 µg/mL kanamycin or 25 82 

µg/mL zeocin. For solid medium 1.5% agar was added. The S. cerevisiae strains used in this study are listed in 83 

Table 1. S. cerevisiae JP1 was deposited at the Department of Mycology Culture Collection (Universidade 84 

Federal de Pernambuco - Brazil) from where it can be released for research. JPU, which was constructed in this 85 

work, is also available upon request for the same purpose. Yeast was grown at 28-30 °C in different media. YP 86 

complex medium (1% yeast extract, 2% peptone) was prepared with different carbon sources: 2% glucose 87 

(YPD); 2% raffinose (YPRaf); 2% galactose (YPGal). MD minimal medium (0.17% Yeast Nitrogen Base 88 

without amino acids (Difco, USA), 0.5% ammonium sulfate, 2% glucose) was supplemented with amino acids 89 

and nucleotides as necessary. The final concentrations of supplements were: 20 mg/L tryptophan, 20 mg/L 90 
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histidine, 30 mg/L leucine, 20 mg/L uracil and 900 mg/L tyrosine. For solid medium 2% agar was added. For 91 

selection of uracil auxotrophic mutants 1 mg/mL 5-FOA (5-fluoroorotic acid, Sigma, USA) plus 50 µg/mL uracil 92 

was added to solid MD [9]. Media used for sporulation were: pre-sporulation medium (0.8% yeast extract, 0.3% 93 

peptone, 10% glucose, 2% agar) and SPO (1% potassium acetate, 0.1% yeast extract, 0.05% glucose, 2% agar).  94 

 95 

Sporulation and tetrad dissection 96 

 97 

For sporulation, yeast was grown on pre-sporulation medium for 48 hours then a patch of cells was 98 

transferred to SPO and grown for 3-10 days [35]. After that, cells were dissolved in phosphate buffered saline 99 

(PBS: 13.7 mM NaCl; 0.7 mM Na2HPO4) for microscopic analysis. Differential interference contrast (DIC) 100 

images were captured with a Zeiss Axiophot microscope equipped with a 100x NA 1.3 objective, an AxioCam 101 

MRC camera and AxioVision software release 4.7. Images were edited with Adobe Photoshop 7.0. Tetrad 102 

dissection was performed according to a previously described method [9] using the MSM400 dissection 103 

microscope (Singer, England).  104 

 105 

Flow cytometry  106 

 107 

Yeast cell DNA quantification was adapted from a previously reported method [27]. Cells were grown 108 

in YPD medium until stationary phase. Cells were fixed in 70% ethanol at 4 °C for 16 hours, washed with 1 mL 109 

of 50 mM sodium citrate (pH 7.5) and treated with 200 µg RNAse A for 1 hour at 55 °C. After that, cells were 110 

treated with 200 mg of proteinase K for 1 more hour and submitted to a 20 s ultrasound burst (60 W). Cells (1 x 111 

107) were stained with 50 µg/mL propidium iodide (PI, Sigma, USA) and kept on ice until analyzed on a 112 

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience) equipped with a 488 nm argon ion laser. About 50,000 events 113 

were captured and individual cells were separated from debris and cell clumps by forward scatter (FSC) versus 114 

side scatter (SSC) and FL-W versus FL-A plots. Data was acquired with CellQuest and analyzed with FlowJo 115 

software. S. cerevisiae haploid strain RE1006, diploid strain CEN.PK2 and industrial diploid strain PE-2 were 116 

used as standards. 117 

 118 

Mating type determination  119 

 120 
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Mating type was determined by a PCR approach [26]. Briefly, a small portion of a colony was 121 

dissolved in 5 µL sterilized dH2O and then the following PCR mix was added: 0.13U Taq polymerase, 1X 122 

reaction buffer, 2 mM MgCl2, 200 µM each dNTP, 0.2 µM each primer (MATFa, MATF and MATR). PCR 123 

conditions were: 30 cycle of 94 °C/45 s; 50 °C/45 s; 72 °C/40 s and final extension of 72 °C/5 min. 124 

 125 

Yeast transformation with plasmid containing drug-resistance markers 126 

 127 

For the determination of the minimal inhibitory concentration (MIC), yeast cells were grown in 5 mL 128 

YPD and 3 µL of each dilution containing 108 to 103 cells/mL were spotted onto YPD plates supplemented with 129 

different concentrations of the following drugs: 50-300 μg/mL G418 (USB, USA), 50-100 μg/mL zeocin 130 

(Invitrogen, USA), 100-300 μg/mL hygromycin B (Invitrogen) 0,05-5 mg/mL and ρ-fluoro-DL-phenylalanine 131 

(PFP, Sigma, USA). Yeast transformation with different plasmids containing dominant markers was performed 132 

by an one-step method [12] with 2 µg plasmid DNA. Cells (1.5 x 107) were plated on appropriated selective 133 

solid media. When using PFP, the MD plates were supplemented with tyrosine. Plates were incubated for 24-96 134 

hours. 135 

 136 

DNA manipulation 137 

 138 

Plasmids used in this work are summarized in Table 1. All DNA manipulation was essentially 139 

performed as previously described [33]. Phusion® DNA polymerase (Finnzymes, Finland) was used for PCR 140 

according to manufacturer’s instructions. Primers used in this study are listed in Table 2. Wizard® SV Gel and 141 

PCR Clean up System (Promega, USA) were used to elute DNA from agarose gels and for amplicon 142 

purification.  143 

 144 

Plasmid construction 145 

 146 

Construction of episomal plasmid with zeocin resistance marker 147 

The episomal plasmid pYC240 [24] was digested with AscI in order to remove the hygromycin B 148 

resistance cassette (hphMX) which was replaced with a 1189 bp fragment containing the zeocin resistance 149 

cassette derived from pPICZαA (Invitrogen, USA) by PCR using ZeoBlas-F2 and ZeoBlas-R2 primers. The 150 
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amplicon was cloned into pBlueScript  II SK (+/-) and then subcloned into pYC240 after AscI digestion. The 151 

resulting plasmid was named pYC280 (Figure S1a). 152 

 153 

Construction of Cre recombinase replicative plasmid 154 

The 252 bp autonomous replication sequence (ARS1) fragment derived from pJPA113 [16] was isolated 155 

by digestion with HindIII and SacI. The ARS1 fragment was cloned into pYC040 [24] digested with the same 156 

restriction enzymes resulting in plasmid pYC440. The 2183 bp fragment containing the CreA recombinase 157 

expression cassette from pSH47 plasmid [21] was purified after digestion with SacI and KpnI and cloned into 158 

pYC440 digested with the same enzymes. The resulting plasmid was named pYRCre (Figure S1b). 159 

 160 

Construction of URA3 disruption cassettes  161 

URA3 disruption cassettes were constructed as shown in Figure 1. Two regions, UP (~400 bp) and DW 162 

(~350 bp) which flank the URA3 gene were amplified from S288c genomic DNA using the pair of primers 163 

URAUP-F/URAUP-R and URADW-F/URADW-R, respectively. Purified amplicons were ligated and a second 164 

round of PCR was performed with URAUP-F and URADW-R primers. The 750 bp amplicon was purified and 165 

cloned into pPCV-B (a pBlueScript  II SK-derived plasmid constructed in our lab with alternative cloning 166 

sites). The resulting plasmid, pVURA, has a BamHI site between the UP and DW regions in order to subclone 167 

the cassettes for zeocin and G418 resistance flanked by loxP sequences, zeoR-loxP and kanR-loxP, respectively. 168 

The zeoR-loxP cassette (1261 bp) was amplified using pPICZA as template and 5PPLOX and ZeoBlasR3 169 

primers. In order to construct the kanR-loxP cassette, first, the kan coding sequence was amplified from pPIC9K 170 

(Invitrogen) with kan-F1 and kan-R1 primers. The amplicon was digested with NcoI and StuI and subcloned into 171 

pPICZA digested with the same enzymes. The resulting plasmid, pPICK, was used as template for the 172 

amplification of the kanR-loxP cassette (1702 bp) with 5PPLOX and ZeoBlasR3 primers. Both disruption 173 

cassettes were cloned into pGEMTeasy (Promega) and then digested with BamHI for subcloning into BamHI-174 

linearized pVURA. The resulting plasmids were named pURAZL and pURAKL, for zeocin and G418 resistance, 175 

respectively. The URA3 disruption cassettes, URAZL and URAKL, were purified after digestion with PvuII 176 

prior to yeast transformation.  177 

 178 

Construction of ura3 strain 179 

 180 
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For disruption of URA3 alleles yeast was transformed by lithium acetate method [20]. Cells transformed 181 

with each disruption cassette were selected on YPD+100 µg/mL zeocin (URAZL) or G418 (URAKL). After 182 

growth, colonies were transferred to plates containing twice the concentration of each antibiotic and then replica 183 

plated to MD+Ura, MD-Ura and MD+5-FOA to identify ura3 mutants. Correct integration was confirmed by 184 

colony PCR with URAF1 and URAR1 primers. Marker excision was performed as described previously [10]. 185 

Briefly, after transformation with pYRCre, an individual colony was grown in 5 mL YPRaf+200 µg/mL 186 

hygromycin B. This pre-culture was collected, washed with sterile dH2O and inoculated in 10 mL 187 

YPGal+hygromycin B to an OD600 = 0.3. The culture was incubated for 3 hours and after that 1 mL cells were 188 

plated on YPD. After 1 day, a patch of cells were transferred to a fresh YPD plate to obtain isolated colonies. 189 

Colonies in which the drug resistance marker was excised were screened on YPD+200 µg/mL G418 or zeocin. 190 

Marker excision was confirmed by colony PCR with URAF1 and URAR1 primers. Plasmid curing was verified 191 

by the absence of growth on YPD+200 µg/mL hygromycin B. 192 

 193 

Fluorescence analysis 194 

 195 

Cells transformed with pGFP-C-FUS and negative control were cultivated in MD for 16 h. Then, 10 µL 196 

of each culture were added onto a slide. A Leica SP5 laser scanning confocal microscope equipped with 488 nm 197 

laser and a 63x NA 1.4 objective was used to evaluate the expression of GFP (green fluorescent protein). Images 198 

were collected with LAS AF software and edited with Photoshop 7.0. 199 

 200 

RESULTS AND DISCUSSION 201 

 202 

Determination of ploidy 203 

The yeast cycle involves both haploid and diploid stages of development. When a haploid yeast strain is 204 

submitted to a nutritional stress condition (glucose and nitrogen limitation) it arrests at the stationary phase, but 205 

diploid and polyploid cells can undergo meiosis and sporulate [15]. In order to gain insight into the ploidy of JP1 206 

we first investigated its ability to form spores when grown in SPO medium. As expected, we did not detect 207 

spores derived from RE1006, a haploid strain, but CEN.PK2, PE-2 (both diploid) and JP1 showed many asci 208 

containing 4 spores (Figure 2a). The ability to sporulate suggests that JP1 is at least diploid. In order to confirm 209 
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this we carried out flow cytometry analysis which allows a more accurate determination of cell ploidy. As seen 210 

on Figure 2b, the peak corresponding to the DNA content of JP1 matches that of PE-2 and is positioned between 211 

those from RE1006 and CEN.PK2. This result is consistent with JP1 being diploid although its total DNA 212 

content is somewhat different from laboratory strains but similar to another industrial strain, PE-2, which is 213 

known to be diploid with extensive chromosome rearrangements [4]. Previous work using pulsed field gel 214 

electrophoresis showed that JP1 has 15 chromosomal bands unlike laboratory strains which commonly show 16 215 

bands [31]. The variation of the number and/or size of chromosomes found between laboratory and industrial 216 

strains may reflect an evolutionary adaptation to the stressful conditions at which the former are submitted [31]. 217 

In fact, it has been show that haploid and tetraploid strains of S. cerevisiae eventually evolve to a more stable 218 

diploid form after 1.800 generations when cultivated in different conditions [19]. 219 

 220 

Determination of life cycle 221 

S. cerevisiae displays two life cycles: homothallic (self-fertile) and heterothallic (self-sterile) [22,24]. 222 

Essentially, homothallic cells can undergo an interconvertion at the MAT locus which leads to mating type 223 

switch while heterothallic cells do not. Most laboratory strains are heterothallic because stable mating types are 224 

required to promote controlled crosses. However, industrial yeast strains are generally homothallic frequently 225 

switching mating types [22]. Because this switch occurs in haploid cells, we dissected 34 tetrads derived from 226 

JP1. The majority of the dissected asci contained 4 spores with a viability of 64.7% (Table 3). This value is 227 

smaller than that obtained with PE-2 (93.3%) [4] and could be the result of recessive lethal mutations, uneven 228 

chromosome rearrangement/segregation or environmental parameters [5]. Cells derived from dissected asci were 229 

submitted to colony PCR with primers specific for each mating type showed amplification of regions of MATa 230 

(544 bp) and MATα (404 bp). The results shown on Figure 3a show a pattern consistent with homothallism as 231 

judged by the presence of two PCR products which reflects the formation of diploids after mating type 232 

switching. This indicates that JP1 is homothallic. The fact that some segregants did not undergo mating type 233 

switching (Figure 3b, lane 6; Figure 3c, lanes 4 and 5) could be explained as the result of recessive mutations in 234 

different genes of the mating type switching pathway. For example, heterothallism in S. cerevisiae isolated from 235 

nature was associated with mutations in the HO gene which codes for the endonuclease that triggers gene 236 

recombination at the MAT locus [28]. In fact, a commonly used approach to generate heterothallic strains is to 237 

simply delete the HO gene [36].  238 

 239 
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Transformation with vectors containing dominant markers 240 

In order to develop molecular tools for JP1, first, we assessed the sensibility of this strain to several 241 

drugs commonly used for genetic manipulation of industrial yeast strains [1]. The MIC observed for various 242 

drugs were: 100 μg/ml for G418, 100 μg/ml for zeocin, 200 μg/ml for hygromycin B and 300 μg/ml for PFP. 243 

These drug concentrations were used thereafter for transformations assays. Strain JP1 had previously been 244 

transformed with a yeast centromeric plasmid (YCp) [13]. These vectors rely solely on chromosome-encoded 245 

proteins for proper maintenance because they carry an autonomous replicating sequence (ARS) which functions 246 

as replication origin. Another class of yeast vectors called YEp (yeast episomal plasmid) are present at high copy 247 

number due to the presence of an endogenous plasmid, the 2µ circle, whose products are required in trans for 248 

plasmid maintained [32]. We investigated the presence of the 2µ circle by PCR using FLPIN5 and FLPIN3 249 

primers specific for the 2µ-encoded FLP gene. A fragment of expected size of ~600 bp was amplified (data not 250 

shown) thus demonstrating that JP1 has the cir+ genotype (presence of 2µ) and therefore is prompt for 251 

transformation with YEp vectors. We then transformed JP1 with different episomal vectors containing dominant 252 

markers (Table 4). Transformation efficiency for all drug-resistance vectors was around 102/µg DNA which is 253 

lower than that previously reported [13] but can be explained by the fact that in this particular experiment we 254 

used a fast and simple transformation protocol. Nonetheless, it has been shown that JP1 shows transformation 255 

efficiency greater than other industrial strains [13]. In our work, the highest transformation efficiency was 256 

observed with vector pEA2, however, it also exhibited the highest number of false-positives (see negative 257 

control column in Table 4). Plasmid pEA2 carries the ARO4-OFP allele which confers resistance to the 258 

dominant markers ο-fluoro-DL-phenylalanine (OFP) and ρ-fluoro-DL-phenylalanine (PFP) [18]. This marker 259 

has been successfully used with wine yeast strains but with a rate of 10% false positives [11]. We propose that 260 

JP1 should be transformed with vectors containing other dominant markers such as G418, zeocin or hygromycin 261 

B resistance because in these cases we never observed false positives (Table 4). To confirm the presence of the 262 

vectors in transformed cells, colony PCR was performed with primes (G418F/G418R, ZeoBlastF2/ZeoBlastR2, 263 

hph1/hph3) designed to amplify specific regions of the dominant markers. In all cases, PCR products of the 264 

expected sizes were obtained (Figure S2) thus confirming the success of the transformation. 265 

 266 

Construction of an auxotrophic ura3 strain 267 

Although drug resistance markers are a valuable tool for genetic manipulation of industrial yeasts, they 268 

are often not tolerated in transgenic yeasts used in large industrial processes, such as bioethanol production. This 269 
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is mainly due to the possibility of horizontal transference of antibiotic resistance genes to microorganisms 270 

present in the biodiversity. Alternatively, auxotrophic markers are more accepted because they are derived from 271 

yeasts themselves and provide higher transformation efficiencies and less false-positive colonies when compared 272 

to drug resistance markers [23]. In this work we sought the construction of an auxotrophic strain deficient in 273 

uracil metabolism. For that purpose, we designed a strategy to create a null URA3 mutant by gene disruption. It 274 

has been shown that among several auxotrophic markers tested, URA3 revealed as the best for plasmid 275 

maintenance in both selective and non-selective conditions [37]. Also, ura3 cells can be easily screened on plates 276 

containing the drug 5-FOA, a counter selectable marker which is toxic for Ura3+ cells [6]. However, recessive 277 

mutations are more difficult to obtain in diploid strains (which is the case for JP1) because the genetic events that 278 

lead to gene disruption need to occur in both alleles [25]. In order to disrupt each URA3 allele separately, we 279 

constructed two deletion cassettes based on zeocin (URA-ZL cassette) or G418 (URA-KL cassette) resistance 280 

markers flanked by loxP sites which are recognized by CreA, a site-specific recombinase. The Cre/lox system is 281 

used to promote recombination of sequences present between loxP sites and is commonly employed to remove 282 

drug resistance markers in industrial yeasts [34]. The URAZL and URAKL cassettes were cloned between PCR-283 

derived DNA fragments from upstream and downstream regions of the URA3 gene in order to promote gene 284 

disruption of this locus by homologous recombination [38].  285 

JP1 cells were separately transformed with each disruption cassettes and 104 colonies from each 286 

transformation system were analyzed. First, colonies were replica platted to YPD supplemented with twice the 287 

concentration of zeocin or G418 normally used. Colonies were then platted on MD+Ura and MD-Ura. Only one 288 

colony from the URAZL system did not grown on MD-Ura, this clone was named JP1Z. The isolation of this 289 

rare clone (0.5% of analyzed transformants) may have been driven by the second round of selection in which the 290 

transformed cells were submitted to higher concentrations of zeocin. Cells transformed with URAKL cassette 291 

were replica plated onto MD+5-FOA and after growth two colonies were tested on selective media for the Ura- 292 

phenotype. The selected Ura- clone was name JP1K. The resulting Ura- strains, JP1Z and JP1K, were 293 

submitted to colony PCR with URAF1 and URAR1 primers to confirm URA3 disruption. These primers were 294 

designed to anneal ~100 bp upstream and downstream from the URA3 regions yielding amplicons of different 295 

sizes (Figure 4a). Strains JP1Z and JP1K produced amplicons of 2.2 kb and 2.6 kb, respectively (Figure 4b, 296 

lanes 3 and 8), while JP1 yielded an amplicon of expected 1.7 kb (Figure 4b, lanes 2 and 7). These results 297 

showed that the Ura- phenotype observed in JP1Z and JP1K was the result of a double knockout of URA3. 298 
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In order to remove the drug resistance markers from the URA3-disrupted strains we used the Cre/lox 299 

system. For that, we constructed a replicative expression vector, pYRCre, containing the CreA recombinase gene 300 

under control of the inducible GAL1 promoter. The reason for choosing a replicative vector was because it is 301 

mitoticaly unstable [14] allowing to cure cells after growth in non-selective medium. After the gene pop-out 302 

procedure and plasmid curing we performed colony PCR with URAF1 and URAR1 primers to confirm the loss 303 

of the drug resistance marker. The native URA3 locus yields a 1.7 kb amplicon whereas in the disrupted strains 304 

this fragment is reduced to ~1.0 kb (Figure 4b, lanes 4 and 9). Furthermore, we checked the phenotypes of the 305 

resulting strains JPU and JPUK on plates either supplement with G418 or zeocin. As expected both strains were 306 

resistant to 5-FOA and lacked the ability to grown on minimal medium lacking uracil (Figure 4c). Together, 307 

these results demonstrated that ura3 auxotrophic strains of JP1 were successfully obtained. Because the gene-308 

knockout strategy in this work involved complete removal of the URA3 coding sequence the rate of phenotypic 309 

reversion should be neglectable [29] which makes the resulting strain ideal for genetic manipulation.  310 

Since JPU and JPUK are isogenic, only the latter was tested for transformability with plasmid pGFP-C-311 

FUS, a vector bearing the URA3 auxotrophic marker and the gfp reporter gene. JPU was successfully 312 

transformed and, as expected, no transformants were obtained with the negative control without transforming 313 

DNA. In order to further confirm the success of JP1 transformation, a selected colony was chosen to check for 314 

the expression of plasmid-encoded GFP by confocal scanning fluorescence microscopy. As shown in Figure 5, 315 

fluorescence was only detected in transformed cells thus showing that the MET25 promoter which drives GFP 316 

expression in  pGFP-C-FUS was properly recognized by the transcriptional machinery of JPU. Together, these 317 

results show that JPU not only shows a stable Ura- phenotype   a result of the complete deletion of URA3 318 

coding sequences  but it is also transformable with plasmids bearing the URA3 marker.  319 

 320 

CONCLUSION 321 

Because of its physiological robustness JP1 should be considered as an attractive model to study the 322 

molecular basis of yeast adaptation to industrial processes. For that purpose, its genetic characterization and the 323 

molecular tools developed in this work will certainly provide the means to understand genetic fitness of 324 

industrial yeast strains thus paving the way for future genetic modifications which may include the production of 325 

second generation ethanol. 326 

 327 

 328 
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 448 
 449 
 450 

FIGURE LEGENDS 451 

Figure 1 Construction scheme for the URA3-disruption cassette. Briefly, upstream (UP) and downstream (DW) 452 

regions of URA3 gene were amplified by PCR. The short arrows represent primer annealing position. The 453 

resulted fragments were ligated prior to a 2nd round of PCR. After purification this fragment was cloned, 454 

resulting in plasmid pVURA3. The resistance marker cassette obtained from pGKL and PGZL by BamHI 455 

digestion were cloned into BamHI-digested pVURA3 resulting in plasmids pURAZL and pURAKL. The 456 

disruption cassettes URAZL and URAKL were obtained by digestion with PvuII  457 

 458 

Figure 2 Ploidy determination (a) Photomicrographs of yeasts ascosporous indicated by arrows. Cells were 459 

grown on SPO medium then visualized with a 100X 1.3 objective using DIC. RE1006 (haploid), CEN.PK2 460 

(diploid), PE-2 (diploid), JP1. (b) DNA content comparison of JP1 with standard (RE1006, CEN.PK2 and PE-2). 461 



15 

 

Fluorescence histogram of followed S. cerevisiae strains stained with PI. White peak, JP1; gray peak, reference 462 

strains 463 

 464 

Figure 3 Life cycle analysis. Electrophoresis of PCR products for the MAT locus analyzed from 4 different 465 

segregants (spores) derived from 3 representative asci (a-c). JP1, parental strain control; M, 2 log DNA ladder 466 

(New England Biolabs); c-, negative control without template DNA 467 

 468 

Figure 4 Disruption of URA3. (a) Schematic representation of amplicon sizes in different strains: JP1, wild-type; 469 

JP1∆ZL, strain disrupted with zeocin resistance cassette; JP1∆KL, strain disrupted with G418 resistance cassette, 470 

and JPU/JPUK, strain resulted from excision of drug resistance cassettes. The arrows indicate the annealing 471 

position of URAF1 and URAR1 primers (b) PCR analysis. Colony PCR was performed with URAF1 and 472 

URAR1 primers and amplicons analyzed on 1% agarose gel. c-, PCR control; M, 2 log DNA ladder (New 473 

England Biolabs). (c) Phenotypic analysis. Cells were grown on different media to verify Ura- phenotype or drug 474 

resistance in different steps of the deletion process 475 

 476 

Figure 5 Detection of GFP fluorescence. Reporter gene expression was visualized by confocal laser scanning 477 

microscopy. Untransformed JPU viewed under light (a) or fluorescent microscopy (b); JPU cells transformed 478 

with pGFP-C-FUS viewed under light (c) or fluorescent microscopy (d) 479 

 480 
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Table 1 Yeast strains and plasmids used in this work 

Strain Relevant genotype  Source or reference 

JP1 Industrial strain [14] 

PE-2 Industrial strain [5] 

RE1006 MATa can1-100his3-11,15leu2-3,112trp1-1ura3-52 R. Strich 

CEN.PK2 MATa/ ura3-52/ura3-52 leu2-3,112/leu2-3,112 trp1-

289/trp1-289 his3-∆1/his3-∆1) 

[43] 

 

YEL106 MATa ade2 his3 trp1 ura3 can1 sst1::LEU2 [32] 

S288c MAT SUC2 mal gal2 mel flo1 flo8-1 hap1 ho bio1 bio6 [34] 

JP1Z MATa/ ura3::zeo
R
-loxP This work 

JP1K MATa/ ura3::kan
R
-loxP This work 

JPU MATa/ ura3∆ This work 

JPUK MATa/ ura3∆ This work 

   

Plasmid Relevant Phenotypes  

pEA2 ARO4-OFP, URA3 and 2µ [12] 

pYC230 kan/G418
R
 and 2µ [36] 

pYC240 hgm
R 

and 2µ [24] 

pYC280 zeo
R
 and 2µ This work 

pYC040 hgm
R
 [24] 

pYC440 ARS1 and hgm
R
 This work 

pSH47 CreA recombinase  [22] 

pJPA113 ARS1 replication origin  [17] 

pGFP-C-FUS gfp reporter gene [35] 

pVURA URA3 upstream and downstream regions This work 

pURAKL URA3-disruption cassette kan
R
-loxP This work 

pURAZL URA3-disruption cassette zeo
R
-loxP This work 

pRCre CreA recombinase and hgm
R
 This work 

kan
R
 – kanamycin resistance; G418

R
 – G418 resistance; zeo

R
 – zeocin resistance; hgm

R
 – hygromycin B 

resistance.  
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Table 2 Primers used in this work 

Primer Sequence 5’→ 3’ RS* Reference 

MAT-Fa actccacttcaagtaagagtttg  [27] 

MAT-Fα gcacggaatatgggactacttcg  [27] 

MAT-R agtcacatcaagatcgtttatgg  [27] 

FLPIN5 ccaattcctcttcctagctac   

FLPIN3 ggattagtctcatccttcaatg   

G418F tcggtttccctccttcttgaa   

G418R ggatgagagctttgttgtaggtg   

hph1 agatctatgcctgaactcaccgcgac BglII  

hph3 agatctctattcctttgccctcggacg BglII  

ZeoBlasF2 aggcgcgcccacacaccatagcttcaaa AscI  

ZeoBlasR2 aggcgcgccagcttgcaaattaaagccttc AscI  

Kan-F1 gccatgggccatattcaacgggaaacgtcttgctctaggccgcgattaaattcca NcoI  

Kan-R1 gaggcctgggacccgtgggccgccgtcggacgtgttagaaaaactcatcgagca StuI  

URA3UP-F ccagctgctaagagatagtgatgatatttc PvuII  

URA3UP-R tggatccgatttatcttcgtttcctgcaggtt BamHI  

URA3DW-F tgaattcactgtattataagtaaatgcatgtatac EcoRI  

URA3DW-R ccagctgcatctttctaccagattagagtaca PvuII  

URA3-F1 caacggttcatcatctcatgga   

URA3-R1 cgctgccctacacgttcgct   

5PP-Lox aggatccataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatcccacacaccatagc

ttcaaaa 

BamHI  

ZeoBlasR3 cggatccataacttcgtatagcatacattatacgaagttatagatctagcttgcaa

attaaagccttcgag 

BamHI   

* RS: restriction site. Only relevant restriction sites are indicated by the underline. Sequences in bold 

indicate loxP sites. 
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Table 3 Spore viability. 

Viable spores 

per asci 

Absolute value Relative value (%) 

4 22 64.7 

3 5 14.7 

2 6 17.7 

1 0 0.0 

0 1 2.9 

Total 34 100 
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Table 4 Transformation of JP1 with different plasmids. 

Plasmid Resistance Number of colonies 
Number of colonies 

(negative control) 

Transformation 

efficiency* 

pYC240 hygromycin B 566 0 6.06 x 10
2
 

pYC230 G418 1460 0 2.67 x 10
3
 

pYC280 zeocin 357 1 3.57 x 10
2
 

pEA2 PFP 1228 243 6.4 x 10
3
 

*Transformation efficiency is measured as the number of colonies/µg DNA 

 

Table 4
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Suplemento 3: Alinhamento dos cDNA referente aos 

genes SUT de P. stipitis 

 

Foi feito um alinhamento múltiplo de sequências usando a ferramenta 

CLUSTALW2 com os parâmetros padrões do programa. Foi gerado o arquivo 

[clustalw2-I20110615-120925-0407-28718382-pg.aln]. Abaixo estão listados o 

tamanho das sequências, o score do alinhamento, bem como o alinhamento 

propriamente dito. As bases em comum estão realçadas. 

  

Sequência 1: SUT1           1662 bp 

Sequência 2: SUT2           1653 bp 

Sequência 3: SUT3           1653 bp 

Sequência 4: SUT4           1761 bp 

Sequências (1:2) alinhadas. Score: 77 

Sequências (1:3) alinhadas. Score: 77 

Sequências (1:4) alinhadas. Score: 78 

Sequências (2:3) alinhadas. Score: 99 

Sequências (2:4) alinhadas. Score: 97 

Sequências (3:4) alinhadas. Score: 97 

 

SUT2            ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59 

SUT3            ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59 

SUT4            ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59 

SUT1            ATGTCTTCTCAAGATATTCCTTCAGGTGTTCAAACACCTTCAAATG---CTTCCTTTTTA 57 

            ***** ** ****** * ** ** **** ****** **     ***   ***** *  * 

 

SUT2            --------CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109 

SUT3            --------CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109 

SUT4            --------CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109 

SUT1            GAAAAGGATGAAGATAAGATTGAA-GAAGTA---CCCCAAA--ACCATGATGCAACCTTG 111 

                     ********  ****   ****    ** ****   ***   **  *  * * 

 

SUT2            CTTCCATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168 

SUT3            CTTCCATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168 

SUT4            CTTCTATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168 

SUT1            GTAGCCTTGGAGTCCAAGGGTATTTCTGAATATCTTTTGATTTGTTTCTTCTGTTTGTTA 171 

            *    **  ** * *  *****    *  ***** *** *************  **** 

 

SUT2            GTTGCCTTTGGTGGATTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACAATTTCCGGTTTCCTTAAT 228 

SUT3            GTTGCCTTTGGTGGCTTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACAATTTCCGGTTTCCTTAAT 228 

SUT4            GTTGCCTTCGGTGGCTTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACTATTTCCGGTTTCCTTAAT 228 

SUT1            GTTGCTTTTGGTGGTTTTGTCTTTGGTTTCGACACTGGTACCATTTCTGGATTTGTTAAC 231 

           ***** ** ***** ** ** ** ******** ** ***** ***** ** **  **** 

 

SUT2            ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA---AATATTTGTCT 285 

SUT3            ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA---AATATTTGTCT 285 

SUT4            ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA---AATATTTGTCT 285 

SUT1            ATGTCTGACTTCTTGGAAAGGTTTGGTCAAACCAGAGCTGACGGCACTCACTACTTGTCC 291 

           ******** *** *    ** *********    *  **** ** *   * ** ***** 

 

SUT2            GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345 

SUT3            GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345 

SUT4            GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345 

SUT1            AATGTCAGAGTTGGTTTGCTTGTGTCTATCTTCAATATTGGCTGTGCTATTGGTGGTATT 351 

             ** ******* ****** **** ** ** ** ** ***** ***** ************ 
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SUT2            TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT 405 

SUT3            TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT 405 

SUT4            TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT 405 

SUT1            TTCTTGTCCAAGATTGGTGACGTCTACGGTAGAAGAGTCGGTATTATGGCTTCCATGGTT 411 

            *** * ** ***** ** ** ** ************ * ***** **  *  * ****** 

 

SUT2            GTCTACGTCGTCGGTATTATCATCCAGATCTCGTCCCAAGACAAGTGGTACCAACTTACA 465 

SUT3            GTATACGTCGTCGGTATTATCATCCAGATCTCGTCCCAAGACAAGTGGTACCAACTTACA 465 

SUT4            GTCTATGTCGTCGGTATAATCATCCAGATCTCGTCCCAAGATAAGTGGTATCAACTTACA 465 

SUT1            ATCTACGTTGTTGGTATCATCGTCCAAATTGCTTCTCAACACGCTTGGTACCAAGTTATG 471 

           * ** ** ** ***** *** **** **  * ** *** *    ***** *** *** 

 

SUT2            ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTCAGTGTTGTCTCCAATGTTC 525 

SUT3            ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTCAGTGTTGTCTCCAATGTTC 525 

SUT4            ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTCGGTTTTGTCTCCAATGTTC 525 

SUT1            ATTGGTCGTGCCATTACTGGTTTGGCTGTTGGTACCGTTTCTGTATTGTCTCCATTGTTC 531 

            ***** ****   **** ** ** *********** ***** ** ********* ***** 

 

SUT2            ATTAGTGAAAGTGCTCCAAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGT 585 

SUT3            ATTAGTGAAAGTGCTCCAAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGT 585 

SUT4            ATTAGTGAAAGTGCTCCCAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGC 585 

SUT1            ATTGGTGAAAGTTCTCCAAAGCACTTAAGAGGTACCTTGGTTTACTGTTTCCAATTGTGC 591 

           *** ******** **** ***** ** ******** ***** ******* ****** ** 

 

SUT2            ATCACCTTAGGTATTTTCATTGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT 645 

SUT3            ATCACCTTAGGTATTTTCATTGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT 645 

SUT4            ATCACCTTAGGTATTTTCATTGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT 645 

SUT1            ATTACTTTGGGTATCTTCATTGGTTACTGTGTCACCTACGGTACTAAAAGATTATCCGAC 651 

           ** ** ** ***** ******************** ** ** ** ***   ***   ** 

 

SUT2            TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGTTTATGTTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTC 705 

SUT3            TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGCTTATGCTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTC 705 

SUT4            TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGTTTATGTTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTT 705 

SUT1            TCTAGACAGTGGAGAGTGCCATTAGGCTTGTGCTTCCTCTGGGCTATTTTCTTGGTTGTT 711 

           ** ***** ******** ** ** ** ** ** ***** ************** ***** 

 

SUT2            GGTATGTTGGCTATGCCTGAATCCCCAAGATTCTTAATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA 765 

SUT3            GGTATGTTGGCTATGCCAGAATCCCCAAGATTCTTAATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA 765 

SUT4            GGTATGTTGGCTATGCCAGAATCCCCAAGATTCTTGATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA 765 

SUT1            GGTATGTTGGCCATGCCAGAATCTCCAAGATACTTGGTTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAT 771 

           *********** ***** ***** ******* ***  ********************** 

 

SUT2            GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTATCTCCAGAAGATCCAGGTGTCTACACT 825 

SUT3            GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTATCTCCGGAAGATCCAGGTGTCTACACT 825 

SUT4            GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTGTCTCCAGAAGATCCAGGTGTCTACACT 825 

SUT1            GCCAAGAAGTCTGTCGCTAGATCCAACAAATTATCCCCAGAAGACCCAAGTGTCTACACT 831 

            ***********  * ** *********** ** ** ** ***** *** *********** 

 

SUT2            GAAGTTCAATTGATTCAGGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTCATGG 885 

SUT3            GAACTTCAATTGATTCAGGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTCGTGG 885 

SUT4            GAAGTTCAATTGATTCAAGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTCGTGG 885 

SUT1            GAAATCCAATTGATTCAAGCTGGTATTGACAGAGAGGCTATTGCTGGATCCGCTTCCTGG 891 

            *** * *********** ***************** ***  *** ** ** ***** *** 

 

SUT2            ATGGAATTGATCACTGGTAAGCCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTA 945 

SUT3            ATGGAATTGATCACTGGTAAGCCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTG 945 

SUT4            ATGGAATTGATTACCGGTAAACCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTA 945 

SUT1            ACTGAATTGATTACCGGTAAGCCTGCCATTTTCAGAAGAGTTGTTATGGGTATCATCATG 951 

           *  ******** ** ***** ** ** *************** * ***** ** *** * 

 

SUT2            CAGTCTTTGCAACAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTATTACGGAACTACAATCTTC 1005 

SUT3            CAGTCTTTGCAACAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTATTACGGAACTACAATCTTC 1005 

SUT4            CAGTCTTTGCAGCAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTACTACGGAACTACAATCTTC 1005 

SUT1            CAATCCTTACAACAATTGACTGGTGTCAACTACTTTTTCTACTACGGAACTACCATTTTC 1011 

           ** ** ** ** ***** ************** ** ***** *********** ** *** 

 

SUT2            CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT 1065 

SUT3            CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT 1065 

SUT4            CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT 1065 

SUT1            CAAGCTGTCGGATTGAAGGACTCTTTCCAAACCTCTATTATCTTGGGTGTTGTCAACTTT 1071 

           ******** ** *** * ** ** ***** ** ** ** ***** ***   ********* 

 

SUT2            CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA 1125 

SUT3            CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA 1125 

SUT4            CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA 1125 

SUT1            GCTGCTACCTTCATTGGTATCTGGGCCATTGAAAGATTTGGTAGAAGATCTTGTTTGTTA 1131 

             * **** **  ******* ******************** ******   ********* 
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SUT2            GTCGGTTCTGCTGGTATGTTCGTTTGTTTCATCATTTACTCCGTTATTGGTACAACTCAT 1185 

SUT3            GTCGGTTCTGCTGGTATGTTCGTTTGTTTCATCATTTACTCCGTTATTGGTACAACTCAT 1185 

SUT4            GTCGGTTCTGCTGGTATGTTCGTTTGTTTCATCATTTACTCTGTCATTGGTACAACTCAT 1185 

SUT1            GTTGGTTCTGCTGGTATGTTTGTTTGTTTCATCATTTACTCTACCATTGGAAGTTTCCAC 1191 

          ** ***************** ********************    ***** *     ** 

 

SUT2            TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244 

SUT3            TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244 

SUT4            TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244 

SUT1            TTGTACAAGGATGGTG-AATACAACAACGACAACACCTATAAACCATCCGGTAACGCTTT 1250 

           **** **  ***** * * **  * ************  * ***  ** ***** *** * 

 

SUT2            GATCTTTATCACTTGTTTGTTCATCTTCTTCTTTGCCTGTACATGGGCTGGAGGTGTTTT 1304 

SUT3            GATCTTTATCACTTGTTTGTTCATCTTCTTCTTTGCCTGTACATGGGCTGGAGGTGTTTT 1304 

SUT4            GATCTTTATCACTTGTTTGTTCATCTTCTTCTTTGCCTGTACTTGGGCTGGAGGTGTTTT 1304 

SUT1            GATCTTCATTACCTGTTTGTTCATTGTTTTCTTTGCCTCCACTTGGGCCGGTGGTGTCTA 1310 

          ****** ** ** ***********  * **********  ** ***** ** ***** * 

 

SUT2            TACCATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCAATGTCTATTGCTAC 1364 

SUT3            TACCATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCAATGTCTATTGCTAC 1364 

SUT4            TACAATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCTATGTCTATTGCCAC 1364 

SUT1            CACCATCATCTCTGAAAGTTACCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCTATGGCCATTGCCAC 1370 

            ** ***** ** ***   ** *********************** *** * ***** ** 

 

SUT2            TGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTTCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTGTTAATGC 1424 

SUT3            TGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTTCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTGTTAATGC 1424 

SUT4            TGCCGCTAACTGGATGTGGGGTTTCTTGATTTCATTCTGCACTCCATTCATTGTTAACGC 1424 

SUT1            TGCTGCTAACTGGGTTTTCGGTTTCTTGATCTCATTTTTCACTCCATTCATTGTTAGTGC 1430 

           *** ********* * *  ** ******** ** ** * *****************  ** 

 

SUT2            CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTACTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484 

SUT3            CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTACTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484 

SUT4            CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTGCTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484 

SUT1            CATTCATTTCAAGTTCGGTTACGTTTTCAGTGGATGTTTATTATTCTCCTTCTTCTACGT 1490 

           ***  * *********** *  ** ** * *** *****  * ** ** ******** ** 

 

SUT2            CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCAAAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544 

SUT3            CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCAAAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544 

SUT4            CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCAAAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544 

SUT1            CTACTTCTTCGTTGTTGAAACCAAGGGTTTGTCCTTGGAAGACGTAGACGAATTGTACGC 1550 

           ********* **    ******** ******** ******** ** ** ** ******** 

 

SUT2            TGAAGGTATTGCACCATGGAAGTCTGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCC-CAACAACAAA 1603 

SUT3            TGAAGGTATTGCACCATGGAAGTCTGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCC-CAACAACAAA 1603 

SUT4            TGAGGGAATTGCACCATGGAAATCCGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCA-CAACAACAAA 1603 

SUT1            TTCCAACGTGGTTCCATGGAAATCCAGCAAGTGGGTTCCACCATCGACTGCTGCCATGGC 1610 

       *       * *  ******** **  *    ******** ** **  *  *  * * 

 

SUT2            TGCAAAACTCCACTTATGGTGCCGAAGCAAAA---GAGCAAGAGCAAGTTTAG------- 1653 

SUT3            TGCAAAACTCCACTTATGGTGCCGAAGCAAAA---GAGCAAGAGCAAGTTTAG------- 1653 

SUT4            TGCAAAACTCTACTTATGGTGCCGAAACAAAA---GAGCAAGAGCAAGTTTAGCTTTATG 1660 

SUT1            TACCGAAG-CTGGTTACGCTGCTGATGAAAAGCCTGTTGACGAACATGTTTAA------- 1662 

   * *  **  *   *** * *** **   ***    *   * ** ** ***** 

 

 SUT2            ------------------------------------------------------------ 

 SUT3            ------------------------------------------------------------ 

 SUT4            GTTAATGCTTTATTCCCAATGATTTTTGAATTTTTAAATATAGACTATAGATTTACAAAA 1720 

 SUT1            ------------------------------------------------------------ 

 

 

 SUT2            ----------------------------------------- 

 SUT3            ----------------------------------------- 

 SUT4            AGGCAATGCCTTTTAAATGAACTTTAATGAACGATTATGAT 1761 

 SUT1            ----------------------------------------- 
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Suplemento 4: Alinhamento dos cDNA referente aos 

genes XUT de P. stipitis 

 

Foi realizado um alinhamento múltiplo dos transportadores putativos de 

xilose (XUT) e 2 SUT de P. stipitis usando CLUSTALW2. Foi gerado o arquivo 

[clustalw2-I20110616-235218-0097-84983882-oy.dnd]. Abaixo estão listados o 

tamanho das sequências, o score do alinhamento, bem como o alinhamento 

propriamente dito. As bases em comum estão realçadas. Região de 

anelamento dos primers em vermelho e negrito primers sobrepostos. 

 

Sequência 1: XUT1           1701 bp 
Sequência 2: XUT2           1404 bp 
Sequência 3: XUT3           1656 bp 
Sequência 4: XUT4           1587 bp 
Sequência 5: XUT5           1488 bp 
Sequência 6: XUT6           1635 bp 
Sequência 7: XUT7           1251 bp 
Sequência 8: SUT1           1662 bp 
Sequência 9: SUT2           1653 bp 
 

Sequências (1:2) alinhadas. Score: 60 
Sequências (1:3) alinhadas. Score: 60 
Sequências (1:4) alinhadas. Score: 54 
Sequências (1:5) alinhadas. Score: 56 
Sequências (1:6) alinhadas. Score: 59 
Sequências (1:7) alinhadas. Score: 62 
Sequências (1:8) alinhadas. Score: 59 
Sequências (1:9) alinhadas. Score: 60 
Sequências (2:3) alinhadas. Score: 60 
Sequências (2:4) alinhadas. Score: 53 
Sequências (2:5) alinhadas. Score: 56 
Sequências (2:6) alinhadas. Score: 61 
Sequências (2:7) alinhadas. Score: 53 
Sequências (2:8) alinhadas. Score: 61 
Sequências (2:9) alinhadas. Score: 57 
Sequências (3:4) alinhadas. Score: 52 
Sequências (3:5) alinhadas. Score: 60 
Sequências (3:6) alinhadas. Score: 54 
Sequências (3:7) alinhadas. Score: 59 
Sequências (3:8) alinhadas. Score: 58 
Sequências (3:9) alinhadas. Score: 56 
Sequências (4:5) alinhadas. Score: 53 
Sequências (4:6) alinhadas. Score: 55 
Sequências (4:7) alinhadas. Score: 62 
Sequências (4:8) alinhadas. Score: 51 
Sequências (4:9) alinhadas. Score: 52 
Sequências (5:6) alinhadas. Score: 57 
Sequências (5:7) alinhadas. Score: 56 
Sequências (5:8) alinhadas. Score: 57 
Sequências (5:9) alinhadas. Score: 57 
Sequências (6:7) alinhadas. Score: 59 
Sequências (6:8) alinhadas. Score: 58 
Sequências (6:9) alinhadas. Score: 56 
Sequências (7:8) alinhadas. Score: 57 
Sequências (7:9) alinhadas. Score: 58 
Sequências (8:9) alinhadas. Score: 77 
Sequências (6:7) alinhadas. Score: 59 
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SUT1            ATGTCTTCTCAAGATATTCCTTCAGGTGTTCAAACACCTTCAA-ATG---CTTCCTTTTT 56 

SUT2            ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCG-ATGGTTCTTCCATCCT 59 

XUT2            ATG--------------------AAGTATT--------TTCAA-AT----------C--- 18 

XUT6            ATGTCC------AGTGTTGAAAAAAGTGCTGAAACTGCTTCCT-ATA-------CGT--- 43 

XUT3            ATG------------AGAGAAGTTGGTATTCT--TGATGTT---GCCC------------ 31 

XUT5            ATG------------ACGGAAAGAAGCATTG----GACCTTTA-ATCC------------ 31 

XUT1            ATG---------------CACGGTGGTGGTGA--CGGTAACGATATCA------------ 31 

XUT4            -----------------------ATGTCTT------------------------------ 7 

XUT7            -------------------------ACTTT------------------------------ 5 

                                             *                               

 

SUT1            AGAAAAGGATGAAGATAAGATTGAA-GAAGTAC---CCCAAA--ACCATGATGCAACCT- 109 

SUT2            ---------CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG-ATT-T- 107 

XUT2            ---------TGGAAATCAG-GCAAACA-A--------GTAA-----------GCTACGC- 47 

XUT6            ---------CGCAGGTCAGCGCAAGCG--GCTC---TGCAAA-GACCAACA-GCTACCT- 86 

XUT3            --------ATGGCAACGTT-GTAACTATAATG-----ATGAAAGATCCAGTAGTATTTT- 76 

XUT5            --------CCAGAAATAA--GCACTTATTCT------ATG---GATCC----GTATTAT- 67 

XUT1            ---------CAGAAATTATTGCAGCCAGACGTC---TCCAGATCGCTGGTAAGTCTGGTG 79 

XUT4            ---------CGTTATTGAC----------------------------------------- 17 

XUT7            ---------TGCAGTTAAC----------------------------------------- 15 

                                                                             

 

SUT1            TGGTAGCCTTGGAGTCCAAGGGTATTTCTGAATATCTTTTGATTTGTTTCTTCTGTTTGT 169 

SUT2            AGCTTCCATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGT 166 

XUT2            TG--------------------------------------------TTACATTCACTTGT 63 

XUT6            TGG---CCTCAGAGGCCACAAA---------------CTTAATT--TTGCTGTCTCTTGT 126 

XUT3            TGG-------------------------------------------TGATT-TTATTTGC 92 

XUT5            TGA-------------------------------------------TGAGTATTGTT--C 82 

XUT1            TGGCTGGTTTAGTCGCAAA----------------CTCAAGATCTTTCTTCATCGCAGTC 123 

XUT4            ----------------------------------------------TAACGAATACTT-C 30 

XUT7            ----------------------------------------------TTGTATGTGTTTGC 29 

                                                              *              

 

SUT1            TA-GTTGCTTTTGGTGGTTTTGTCTTTGGTTTCGACACTGGTACCATTTCTGGATTTGTT 228 

SUT2            TG-GTTGCCTTTGGTGGATTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACAATTTCCGGTTTCCTT 225 

XUT2            GA-ATTGGCATTTATT-----CTTTTTGGTATTGAACAGGGTATTATTGGTAATCTTATT 117 

XUT6            TTTGCTGGTGTTGGTTTCTTACTTTTCGGTTACGATCAAGGTGTCATGGGT----TCATT 182 

XUT3            AT-----CCCTTGGAGGTTTGCTTTTTGGTTATGATCAAGGGGTTATTAGTGGCATTGTC 147 

XUT5            AC-----CC-------AACTA-TCATGGGATACGATTCCATGATGGTTGGTAGTATTCTT 129 

XUT1            TTTGCATCTCTTGGTGGATTGGTCTACGGTTACAATCAAGGTATGTTCGGTCAAATTTCC 183 

XUT4            AA-------------AGACTACTACCACAACCCGACTC-----CTGTTGAAGT---GGGT 69 

XUT7            AG--------TTGGTAGAGTGCTTTCTGGGGTGGG---------TGTAGGAGTTCTATCG 72 

                                      *                       *              

 

SUT1            AACATGTCTGACTTCTTGGAAAGG---TTT---GGTCAAACCAGAGCTGACGGCACTC-A 281 

SUT2            AATATGTCTGATTTCCTTTCCAGA---TTT---GGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA----A 275 

XUT2            AACAACCAGGACTTCCT----AAACACTTTT--GG----A--AACCCCACCGGTA---G- 161 

XUT6            GTTGACCTTGCCATCCTTCGAAAACACTTTCCCGGCCATG--AAGGCTAGCAACAA-CG- 238 

XUT3            ACAATGGAAT-CTTTTGGTGCAAAAT-TCC-----CCAGA---ATTTTTATGGATGCCGA 197 

XUT5            AATCTAGATGC-AT---ATGTAAATTATTT-----CCA-------CTTAACGGCTGCT-A 172 

XUT1            GGTATGTACT-CATTCTCCA-AAGCTATTGGT--GTTGAA--AAGATTCAAGACAATC-- 235 

XUT4            ACTATGATTGCTATC-------------------------------TTAGAGATC----- 93 

XUT7            ACTATGG-TGCCGTC-------------------------------CTATCAAT------ 94 

                             *                                               

 

SUT1            CTACTTGTCCAATGTCAGAGTTGGTTTGCT-TGTGTCTATC-TTCAATATTGGCTGTGCT 339 

SUT2            ATATTTGTCTGATATCAGAGTCGGTTTGAT-TGTTTCCATT-TTTAACATTGGTTGTGCA 333 

XUT2            TTATTT----A-----------GGTATTAT-CGTTTCTATC-TATACCTTAGGGTGTTTT 204 

XUT6            CTACCTTACAA-----------GGCGCCGT-TATTGCACTT-TATGAAATCGGTTGTATG 285 

XUT3            TTACAA----------------GGGTTGGTTTGTGTCTACTTTTTTGCTATGCGCATGGT 241 

XUT5            CCACTG----------------GACTCAATAC-TG-CTGCAGTATGGCT-TGGGCAAGTA 213 

XUT1            CTACTTTGCAA-----------GGTTTGTT-GACTTCTATTCTTGAACTTGGTGCCTG-G 282 

XUT4            ----------------------GGCGCACTTTTTTCCTCCTTCATAGCTGGAAG-----A 126 

XUT7            -----------------------GCGAAATTAGTCCCAGC---GAAGAAAGAGGCA---A 125 

                                             *      *                        

 

SUT1            ATTGGTGGTATTTTCTTG--TCCAAGATTGG--TGACGTCTACGGTAGAAGAGTCGGTAT 395 

SUT2            ATTGGTGGTATTTTCCTT--TCTAAGATAGG--AGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTAT 389 

XUT2            TTTGGTTGTGTTATGAAC--TTCTTCATTGG--TGATCGAATGGGCAGAAGAAGCAAAAT 260 

XUT6            TCTTCTTCTTTAGCAACC--ATTTACCTTGG--TGACAGATTGGGTAGATTGAAGATCAT 341 

XUT3            TTGGCT-CTATTATTAAT-ACTCCA-ATTGT--TGATAGGTTTGGAAGACGTGATTCTAT 296 

XUT5            ATTGCC-ACATTGACAGTTATTCTGTATTTCAATGACAAATTTGGTAGAAGAAGTTCAGT 272 

XUT1            GTTGGTGTCTTGATGAAC--GGTTACATTGC--TGATAGATTGGGTCGTAAGAAGTCAGT 338 

XUT4            GTAGGTGACATCGTTGG----------------------------CAGAAGAAGAACCAT 158 

XUT7            GTTGGTG-TGTGGAGAGT--------------------------TCACGGGAAATATCAC 158 

                          *                                                  
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SUT1            T---ATGGCTTCCATG-GTTATC-TACGTTGTTGGTATCATCGTCCAAATTGCTTCTCAA 450 

SUT2            C---ATTTCAGCTATG-GTTGTC-TACGTCGTCGGTATTATCATCCAGATCTCGTCCCAA 444 

XUT2            T---GCTTCCTCAATG-ACAGTT-ATCACAATTGGTGTTGCTCTTCAATGTAGTTCCTT- 314 

XUT6            ----GTTTATTGGCTGTGTAATT-GTCTGTATTGGTGCTGCTTTGCAAGCTTCTGCTTT- 395 

XUT3            C---ACAATCTCT-TGTGTTATT-TTTGTCATTGGTTCTGCGTTCCAATGTGCTGGCATT 351 

XUT5            TTGTATAAG-TAT-TGCAATCAG-TTTG--GTTGGGGTTGCATTGCAATCAGCAGCCCAA 327 

XUT1            T-----GTTGTCGGTGTTTTCTTCTTCTTCATCGGTGTCATTGTACAAGCTGTTGCTCGT 393 

XUT4            T----AGATACGGGTCTTTCATT-TTTGTAGTAGGCGGTCTTGTACAAGCTACTTCGGTC 213 

XUT7            T----GGTTATG---CTCTCAG----TGTA-TGGGCCGA-TTACTTCTGCTACTTTATTC 205 

                                               * **                          

 

SUT1            CACGCTTGGTACCAAG---TTATGATTGGTCGTGCCATTACTGGTTTGGCTGTTGGT--- 504 

SUT2            GACAAGTGGTACCAAC---TTACAATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGT--- 498 

XUT2            TTCAGTTGAA--CAAT---TGATGATTGGAAGATTTATCACTGGGCTTGGAACTGGTTGG 369 

XUT6            CACTATTGCT--CACT---TGACTGTTGCTAGAATTATCACTGGTTTAGGTACAGGTTTC 450 

XUT3            AATACAAGTA---TGT---TATTTGGTGGGCGTGCTGTTGCTGGTCTTGCAGTCGGTCA- 404 

XUT5            AACATTGAGA---TGT---TTATTATCGGAAGAATAGTTATTGGTTTTGGAAT--ATCT- 378 

XUT1            GGTGGTAACTACGACTACATCTTAGGTGGTAGATTTGTCGTCGGTATTGGTGTGGGT--- 450 

XUT4            AA--TATTGT--CAATCTCTCACTA--GGAAGATTGATTGCCGGTATTGCCATTGGC--- 264 

XUT7            AAGATATAGG--TGAT-----GCAA--GGGAGAA-----GCC-------TCATAGCT--- 241 

                                           *   *                             

 

SUT1            ACCGTTTCTGTATTGTC-TCCATTGTTC---ATTGGTGAA--AGTTCTCCAAAGC--ACT 556 

SUT2            ACTGTTTCAGTGTTGTC-TCCAATGTTC---ATTAGTGAA--AGTGCTCCAAAGC--ATT 550 

XUT2            GAAACTTC--TACTTG--TCCAATGT-----ATCAGGCAG--AACTTTCACCTCCAAAAG 418 

XUT6            ATCACTTC--TACTGT--TCCAGTTT-----ACCAATCGG--AGTGCTCTCCAGCCAAGA 499 

XUT3            ATTAACCA--TGGTAGT-TCCAATGTAC-ATGTCGG------AATTGGCTCCTCCATCGG 454 

XUT5            ATTGGTTT--TG------TCTCATCTACCATTTTGGTAAGTGAACTAGCCCCTCCA--GA 428 

XUT1            ATTCTTTCTATGGTTGT-GCCATTGTACAATGCTGA------AGTT-TCTCCACCAGAAA 502 

XUT4            --TTTTTGACAACCATCATCCCATGCT----ACCAGTCTG--AAATCAGCCCCCCAGACG 316 

XUT7            --TCTTTGCCCAC--TTGTCCTG-GCG----ATT-GCCTC--TATTCA-TCCAGGTGGTG 288 

                                   *                                         

 

SUT1            TAAGAGGTACCTTGGT-TTACTGTTTCCAATTGTGCATTACTTTGGGTATCTTCATTGG- 614 

SUT2            TGAGAGGTACTTTGGT-ATACTGTTACCAATTATGTATCACCTTAGGTATTTTCATTGG- 608 

XUT2            TTAGAGGACGTTTGGT-GTGCTCAGAAGCATTGTTTGTTGGAGTTGGT-TTA--ATCT-- 472 

XUT6            AAAGAGGACAGTTGATCATGATG-GAAGGTTCTCTTATCGCCCTTGGCATTGCCATCTC- 557 

XUT3            TGAGAGGTGGGTTGGTTGTAAT-TCAGCAACTTTCGATTACAATTGGTATCATGATTTCC 513 

XUT5            CAAAAGA-GGATTTATT--------------CTTGGATTG-AGTT--TTACAAGCTTTC- 469 

XUT1            TTCGTGGTTCTTTGGTTGCTTTG-CAACAATTGGCTATTACTTTCGGTATTATGATTTC- 560 

XUT4            ATAGAGGTTTCTATGCC-TGTTTGGAGTTCACCGGAAATATCATTGGATATGCTAGTAG- 374 

XUT7            ATAGCGGCTGTTCTCTT-TGTTGGGGGATTTTT-----TATTGTCGAGT----------- 331 

                     *     *                               *                 

 

SUT1            --TTACTGTG--------------TCACCTACGGTACTAAA-AGAT-------------- 643 

SUT2            --TTACTGTG--------------TCACTTATGGAACCAAA-GATT-------------- 637 

XUT2            --ATGC-ATA--------------TTGGTTT--GATTATGC-TCTT-------------- 498 

XUT6            --ATACTGGA--------------TTGACTTTGGATTTTAC-TTTT-------------- 586 

XUT3            TATTGGTTGGATTATGGCACTCATTTTATTGGAGGTACTAG-ATGTGCTCCTAGTCACCC 572 

XUT5            ---TAGTAGGAA----------GTTTAATTGCAG----CAG-GTGT-----------CAC 500 

XUT1            --TTACTGGA--------------TTACCTACGGTACCAACTACAT-------------- 590 

XUT4            ---TATTTGG-------------GTAGACTACGGGTTTTCATTTTT-------------- 404 

XUT7            ---CACCTCG-------------TT--------GGTTATTAGATGT-------------- 353 

                                        *        *           *               

 

SUT1            -TA----------------------------TCCGACTCT----------AGAC--AG-- 660 

SUT2            -TA----------------------------AATGATTCA----------AGAC--AA-- 654 

XUT2            -T------------CT---------------TTCACTTCT----------GGTCCTAT-- 518 

XUT6            -TGAGAAACGATGGTT---------------TGCACTCCT----------CGGCTTCT-- 618 

XUT3            ATACCAAGGTGAAACTTTTAACCCTAATGTGGATGTTCCTCC-----AGGTGGCTGCTAT 627 

XUT5            ATA------TGGAAC----AAG--------AAATGCTCCT--------GGAGACTGGT-- 532 

XUT1            -TG-------GTGGT----------------ACTGGCTCTGGTCAAAGTAAAGCTTCT-- 624 

XUT4            -----------AGAC----------------AATGATTTC-----------AGCT----- 421 

XUT7            -----------AGAC----------------CAGGAC--C-----------AAC------ 367 

                                                                     *       

 

SUT1            ------------------TG----GAGAGTGCCATTAGGCTTGTGCTTCCTC-TGGGCTA 697 

SUT2            ------------------TG----GAGAGTTCCTTTGGGTTTATGTTTCCTT-TGGGCTA 691 

XUT2            ------------------TGCATGGAGACTTCCTCTTGCCTCTCAGATTGTG-TTCGCC- 558 

XUT6            ------------------TG----GAGAGCACCTATCGCGCTTCAATGTGTC-TTCGCTG 655 

XUT3            GGTCAAAGTGATGCCAGTTG----GAGAATTCCTTTTGGTGTTCAGATTGCT-CCAG-CA 681 

XUT5            ----------------GTTG----GAGAATCCCATCAATTATTCAAGGGGCT-CCAGATA 571 

XUT1            ------------------TG----GTTGGTTCCTATTTGTATCCAATTGGTT-CCAGCT- 660 

XUT4            -------------------G----GAGGAGCCCATTGTATGTTCAGGTTGTTATTGGCT- 457 

XUT7            ------------------------AAGGATTCCAT-GTAT---TAG--CGTT----GCT- 392 

                                               **                       *    

 



Viviane Castelo Branco Reis  Suplemento 

165 

SUT1            TT-TTCTTGGTTGTTGGT--ATGTTGGCCATGCCAG--AATCTCCAAGATACTTGGTTGA 752 

SUT2            TT-TTCTTAGTTGTCGGT--ATGTTGGCTATGCCTG--AATCCCCAAGATTCTTAATTGA 746 

XUT2            -T-TTGTTGTTTTCTGTTTCACTTTCACAATACCCG--AATCCCCTAGATACATGTTTTA 614 

XUT6            TC-TTGTTGATTTCCAC--AGTCTTCTTCTTCCCAG--AATCTCCAAGATGGTTGCTCAA 710 

XUT3            GTGTTGTTGGGTATTGGA--ATGATATTTTTCCCAA--GATCTCCCAGATGGTTACTCTC 737 

XUT5            TTGTTGCTAT-TATTAAC--ATACTCTTTATTTCAG--AATCACCAAGGTGGTTGATTGC 626 

XUT1            TTGCTCTTGGGTGTTGGT--ATCTTCTTCATGCCTG--AGTCTCCAAGATGGTTGATGAA 716 

XUT4            -CCATGTTATTTATTGGT--TCATTCCTTATTGTAG-AAACCCC-TAGATGGCT-CTTG- 510 

XUT7            -CTATG--ATTCA--------CAT-CTAGATGATAACAAACCACGTGAAGAGTT-CTTTA 439 

                    *                         *          * *         *  *    

 

SUT1            AAAGAAGAGAATCGA---AGATGCCA-AGAAGTCTGTCGCTAGATCCAACAAATTATC-- 806 

SUT2            AAAGAAGAGAATCGA---AGAAGCCA-AGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTATC-- 800 

XUT2            CAAAGGAGAGAAAGA---AGAAGCCAAAAGAATTTTATCTTATGTCTT-TGGAAAGCC-- 668 

XUT6            CAAAGGTAGGACCGA---AGAAGCTAGAGAAGTTTTTTCTGCTCTTTA-CGACTTGCC-- 764 

XUT3            TAAAGGTCGCGACGA---AGAAGCT--TGGAGCTCTTT----------GAAATATCTC-- 780 

XUT5            AAAGGAAAGATTCAG---CGAAGCTCGTGAAATTATTTCTATCAT-TAGTGATGTTCC-- 680 

XUT1            CGAAGACAGAGAAGA---CGAATGTTTGTCCGTTCTTTCCAACTT------GCGTTCC-- 765 

XUT4            -GATCACAACCATGATATCGAAGGCATGATTGTCATTTCTGACTTGTATGCAGATGGTGA 569 

XUT7            TGATCAAAAACTCCATCTTGTTAGAAAGA--GAAACTAC--ACCTAAGAGCGAACGA--A 493 

                  *                *                                         

 

SUT1            CCCAGAAGACCCAAGTGTCTACACTGAAATCCAAT-----TG-ATTCAAGCTGGTA---- 856 

SUT2            TCCAGAAGATCCAGGTGTCTACACTGAAGTTCAAT-----TG-ATTCAGGCTGGTA---- 850 

XUT2            AGGAGATCATCCTGACATTCTTAAG-GAATGGAAT-----GATATTAATGATGCTG---- 718 

XUT6            AGCCGACTCTGAAAAGATTTCTATTCAAATTGAA------GAAATTCAAGCTGCTA---- 814 

XUT3            AGAAGAAAGAGT-CATG---AGGATCAAGTCGAAA-----GAGAG-TTTGCTGAAA---- 826 

XUT5            TATTGAAGATGCACATG---AAGA--ATGTGAAAA-----GATA--CATGCCCATA---- 724 

XUT1            TTGAGTAAG-GAAGATACTCTTGTTCAAATGGAATTCCTTGAAATGAAGGCACAAAAGTT 824 

XUT4            TGTGGAAGACGATGATGCTATTGCT-GAGTACAGA-----AACATAAAGGA---AAGT-- 618 

XUT7            CTTGGAA-ACA-------TAT-------GTTCAAG-----AAC-TACATGACCCGAGT-- 530 

                    *                        *  *                *           

 

SUT1            --TTGACAGAGAGGCTATTGC---------------------TGGATCCGCTTCCTGGAC 893 

SUT2            --TTGACAGAGAAGCTGCTGC---------------------AGGTTCTGCTTCATGGAT 887 

XUT2            --TTATTTTGGAAACTTCAG---------------------AAGGAGCTTTCTCGTGGGC 755 

XUT6            --TAGATTTAGAAAGACAAGC------------------CGGAGAAGGTTTCGTACTTAA 854 

XUT3            --TTAAGGCAGAG------GT------------------CGTTTATGAAGACAAGTACAA 860 

XUT5            --TTCAAACTGAGAAGACTGC------------------TTTCCCTGGCAATAAGTGGAA 764 

XUT1            GTTCGAAAGAGAACTTTCTGCAAAGTACTTCCCTCACCTCCAAGACGGTTCTGCCAAGAG 884 

XUT4            -GTCTTGATAGC-----CAGA-------------------GTTGAAGGCGGAGAGAGATC 653 

XUT7            -GCTT--ATAGCTTGTTCAGC-------------------ACTGGCGTACCAAAGGGTAG 568 

                          *        *                                         

 

SUT1            TGAAT--TGATTA--------CC------GGTAAGCCTGCCATT--------TTCAGAAG 929 

SUT2            GGAAT--TGATCA--------CT------GGTAAGCCAGCTATT--------TTCAGAAG 923 

XUT2            AAAAC--TTTTCA-----AGCCC------GATAAGGCAAGAACTGGA-----TACAGAGT 797 

XUT6            GGAAT--TGTTCACTCAGGGCCC----------AGCCAGAAACT--------TGCAGCGT 894 

XUT3            GGAAA--AG---A-----GATTCCC---TGGTAAGACTGGAGTTGC------TTTAACA- 900 

XUT5            ACAAA--TGGTGA-----GCTCCAA---GAGCAATACAAGAAGAGT------TATTAT-- 806 

XUT1            CAACT--TCTTGATT--GGTTTCAACCAATACAAGTCCATGATTACTCACTACCCAACCT 940 

XUT4            GTACCAGTATTTG-------TTC------------ACCA-AATA--------TACCAAGA 685 

XUT7            AGAACGATATCCG-------C-C------------ACAACGATG--------TAGAAATG 600 

                  *                                 *                        

 

SUT1            AG----TTGT--TATGGGTATCATCATGCAATCCT-----TACAACAATTGACTGGTGTC 978 

SUT2            AG----TTAT--CATGGGAATTATCTTACAGTCTT-----TGCAACAATTAACTGGTGTC 972 

XUT2            CT--TCTTGG--CAT--ACATGAGC--ATGTTTG------CGCAACAGTTGAGTGGTGTT 843 

XUT6            GTGGCCTTGT--CAT--GT-TGGTCT--CAAATAA-----TGCAACAAATCACTGGTATT 942 

XUT3            -----CTTAC--TGG--ATACTGGGATATTCTTAC-----TAC--TAAATC-TCACTTCA 943 

XUT5            -----CTTGT--TC---ACAC-AGGCCATAGTTAC-----TG----AAATGGCCGGTTC- 845 

XUT1            TCAAGCGTGT--TGCAGTTGCCTG-TT-TAATTATGACCTTCCAACAATGGACTGGTGTT 996 

XUT4            GACTTTCTGTGGCAT-GCTTTTCGCAAATGTTTGC---------CCAGATGAATGGTATA 735 

XUT7            GACGATTTG---GAC-GATTTGGACTGGC-TTTGC---------ACAGTTCAACGGCATA 646 

                       *                                      *              

 

SUT1            AACTACTTTTTCT---ACTACGGAACTACCATTTTCCAAGC-------TGTCGGATTGAA 1028 

SUT2            AACTATTTCTTCT---ATTACGGAACTACAATCTTCCAAGC-------TGTTGGTTTGCA 1022 

XUT2            AATGTAGTTAATT---ACTATATTA-CATTTGTTTTGATTAACAG---TGTTGGCATCGA 896 

XUT6            AACATTATTACGT---ACTATGCTGGTACTATTTTTGAATCATA----CATTGGTAT--G 993 

XUT3            AGAGAGTTTTTATTGGATCA-GCTGTCATGTTCTTCCAACAATTCATTGGCTGCAATGCA 1002 

XUT5            -------TTCAGTTGGATCGTACTATTTTTCAATTATATTAACTCA--AGCTGGGGT-CA 895 

XUT1            AACTTCATCTTGT---ACTATGCT-CCATTCATCTTCAGTTCTTTA--GGTTTGTCTGGA 1050 

XUT4            AACATGGTATCTT---ACTATGCTCCTATGATCTTCGAATCTGCT---GGCTGGGTTGGT 789 

XUT7            AATATCATTTCGT---ACTATGCCCCCATGGTATTTGAAGAAGCA---GGCT---TCAAC 697 

                       *    *   *                 *  *                       
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SUT1            GG-ACTCTTT---------CCAAA-CCTCTATT-ATCT-----TGGGTGTTGTCA---AC 1068 

SUT2            AG-ATTCCTT---------CCAGA-CTTCCATC-ATCT-----TAGGTACAGTCA---AC 1062 

XUT2            AG-ACAACTTG------GCCCTAATTCTTGGTG-GTGT-----TGC-CGTCATC---TGT 939 

XUT6            AG-TCCATTTAT-----GTCAAGAATCTTGGCT-GCCT-----TGAACGGTACTGAATAT 1041 

XUT3            AT-A--ATTTATTACGCACCTACAATTTTCACACAATTGGGAATGAACTCTACAAC-TAC 1058 

XUT5            AA-G--ATTCG------------AAT---GATA-GACTAAGAGTAAATATTGTGAT-GAG 935 

XUT1            AACACCATTTCTC-----TTTTAGCTTCTGGTG---TT----GTCGGTATCGTCAT---G 1095 

XUT4            AG----AC--------------AAGCTATCTTG---------ATGACTGGTATCA---AC 819 

XUT7            AA----CTCCA-----------AGGCTTTACTT---------ATGACAGGCATCA---AC 730 

                                                           *                 

 

SUT1            TTTGCTGC-------TACCTTC------ATTGGTATCTGGG----CCA------------ 1099 

SUT2            TTTCTTTC-------TACATTT------GTTGGTATTTGGG----CCA------------ 1093 

XUT2            TTCACTGT-------TGGT-TC------ATTAGTTCCTACTTTCTTTG------------ 973 

XUT6            TTCCTTGT-------CTCTCTT------ATTGCTTTCTACA----CCG------------ 1072 

XUT3            TTCCTTGCTTGGTACTGGTCTTTATGGTATTGTTAATTG-TCTTTCCACCCTTCCAGCAG 1117 

XUT5            TTCG-----------TGGTC--------ATTGGTAATTGCTCTTTCCGGATGTCTAA--- 973 

XUT1            TTCCTTGC-------TACCATTC---CAGCTGTTCTTTGGG------------------- 1126 

XUT4            TCCATTATCTA----CATCTTTAGTACCATTCCTCCATGGT-ACTTAG------------ 862 

XUT7            TCTATAGTATA----TTGGTTCAGTACGATTCCTCCGTGGT-TTCTCG------------ 773 

                *                             *  *   *                       

 

SUT1            ---------TTGAAAGATTTGGTAGAAGATCTTGTTTGTTAGTTGGTT---CTGCTGG-T 1146 

SUT2            ---------TTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTAGTCGGTT---CTGCTGG-T 1140 

XUT2            ---------CTGATAGGATGGGAAGAAGATTGCCTTCAGCAGTTGGAG---CTTTTGGCT 1021 

XUT6            ---------TCGAAAGATTAGGTAGAAGATT-CCTTTTGTTCTGGGGT---GCCATCGCC 1119 

XUT3            TGTTCTTGATCGATAGATGTGGAAGAAAGACTTTGTTAATGGCAGGT---GCTATTGGA- 1173 

XUT5            ------TGTTTGACAGAATTGGAAGAAAAA---TGC-AATCGCTCATTTCGTTATCAGGT 1023 

XUT1            ---------TCGACAGACTTGGTAGAAAGCCAGTTTTGATTTCCGGTG---CCATTAT-C 1173 

XUT4            ---------TTGATTCTTGGGGCAGAAAACCTTTGCTTTTATCTGGAT----CTGTGCTC 909 

XUT7            ---------TGGATCATTGGGGTAGAAAGCCAATTTTGATATCCGGGG----GTTTATCT 820 

                           **       ** ****                                  

 

SUT1            ATGTTTGTTTGTTTCATCATTTACTCTACCATTGGAAGTTTCCACTTGTACAAGGATGGT 1206 

SUT2            ATGTTCGTTTGTTTCATCATTTACTCCGTTATTGGTACAACTCATTTGTTCATTGATGGA 1200 

XUT2            GTGG-TGTTTGT-ATGATGCTAATTTCAATCTT---A---TTAAGTT-TTCA-----AGA 1067 

XUT6            ATGG-CTCTTGTCATG--GCTGGTTTAACTGTT---ACCGTTAAACT-TGCC-----GGT 1167 

XUT3            ACTTTTATTTCCTTGGTTATT---GTCGGCGCA---ATCGTTGGCAAGTATGGCGATCGT 1227 

XUT5            ATGATCATATGCTTTATAGTT---TTAGGTGTT---TTGGTTAAAGAATATGGCGAT-GG 1076 

XUT1            ATGGGTATTTGTCACTTTGTT---GTGGCTGCA---ATCTTAGGTCAGTTCGGTGGTAAC 1227 

XUT4            ATGGG----TGTTCCGCTCTTAA--CCATTGCT-----TGTTCGTTATTCT--------- 949 

XUT7            ATGGGAATATGTATTGGTTTGA------TTGC-------GGTGGTAATTCTA-------- 859 

                         *                                      *            

 

SUT1            G-AAT--ACAACAACGACAACACCTATAAACCATCCGGTAACGCTTTGATCT---TCATT 1260 

SUT2            GTAGT--A-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTATGATCT---TTATC 1254 

XUT2            C------AATCCAAAGTTGAAGAAGAGCAGTGGA--GCTGGTGCTGTGGCTT---TC-TT 1115 

XUT6            G------AAGGCAACACCCATGC-------TGGT--GTCGGTGCTGCTGTTC---TT-TT 1208 

XUT3            TTATCTGAATTCAA-GACAGCAGGGAGAACTGCA--ATTGCTTTCAT--------TT-TC 1275 

XUT5            TCAT---AG--CAA-GA--GC-GGAAGTTACGCA--GCTGTCGCCATGATGT---TT-TT 1121 

XUT1            TT------TGTCAACCACTCCGGTGCTGGTTGGGTTGCTGTTGTCTTCGTTTGGATTTTC 1281 

XUT4            -----------TAA--ACAACACATACACACCCGGGGTTGTGGTTG--GCAG----TG-T 989 

XUT7            ----------CTAG--ACAAGTCGTTCACACC---GTCTATGGTTGCGGTAT----TGGT 900 

                            *                                                

 

SUT1            ACCTGTTTGTTCATTGTTTTCTTTGCC-TCCACTTGGGCCGGTGGTGTCT--A--CACCA 1315 

SUT2            ACTTGTTTGTTCATCTTCTTCTTTGCC-TGTACATGGGCTGGAGGTGTTT--T--TACCA 1309 

XUT2            TTTCGTTT-TCCAACTTGT-CTTCGGC-TCCACT--GGT-AATTGTATTCCAT--GGCTG 1167 

XUT6            GTTTGCAT-TC-AACTCATTCTTCGGCGTCTCCT--GGTTAGGTGGATCC--T--GGTTG 1260 

XUT3            ATTTATGATGTGAATTT-CTCGTACAGTTGGGCT----CCAATTGGATGG-------GTT 1323 

XUT5            ATTCACAG---GATTTTACTCATTCACTTTCACT----CCA-TTGAACTC-------TTT 1166 

XUT1            GCT-ATCGGTTTCGGTTACTCTTGGGG-TCCATG-----TGCTTGGGTCC---------- 1324 

XUT4            AATCGTAT--TCAATGCTGCTTTTGGA-TACAGT--------TGGGGTCCAAT----TCC 1034 

XUT7            GATAATCT--ACAATGCATCTTTTGGC-TACAGT--------TGGGGTCCTATCGGATTC 949 

                                      *     *               *                

 

SUT1            TCATCTCTGA---AAGTTACC--C--ATTGAGAAT--CAGATCCAAG-GCTATG-GCCAT 1364 

SUT2            TCATTTCCGA---ATCATATC--C--ATTGAGAAT--CAGATCCAAG-GCAATG-TCTAT 1358 

XUT2            ATGATTTCAG---AGCTTATCCCC--CTTCA---TG-CACGTGCTAA-AGGAT-CTTCAT 1216 

XUT6            TTACCACCTG---AA-TTGTTGTC--TTTGAAATTG-AGAGCTCCTG-GTGCTGCTTTGT 1312 

XUT3            TTACCCTCAG---AGATTTTCCCA--ATCGGCATC---AGATCCAAT-GCCAT-CTCCAT 1373 

XUT5            GTACCCTCCA---GAATTGTTCCC--CTACGTGTTGAGAAGTACAGGAGTTACACTCTTT 1221 

XUT1            TTGTTGCCGA---AG--TCTTCCC--ATTGGGTTT---GCGTGCTAAGGGTGT-TTCTAT 1373 

XUT4            TTGGCTCATGAGCGAAGTGTTCCCTAACT--CAGTT--AGATCAAAAGGTGCT--GCCAT 1088 

XUT7            TTGA-TCCCGCCGGAGGTGATGCC--ATTGGCAGTT--AGATCGAAAGGTGTT--TCTAT 1002 

                                 *                                         * 
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SUT1            TG-CCACTGCTGCTAACTGGGTTTTCGGTTTCTTGATCTCATTTTTCACTCCATTCATTG 1423 

SUT2            TG-CTACTGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTTCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTG 1417 

XUT2            TAGCTACATCAAGTAACTGGCTTTGGAATTTCTTTGTTGTTGAGATCACTCCAACTATCA 1276 

XUT6            CGACCGCTTC---TAACTGGGCTTTTAACTTCATGGTTGTCATGATCACTCC---TGTCG 1366 

XUT3            AA-CTACCTCATCTACTTGGATGAATAATTTTATTATTGGCTTGGTCACTCCACATAT-G 1431 

XUT5            AA-TATTTTCAACGGCT--GCTGGGGACTTTT--CGCAAGTTT---CATTTTACCCATTG 1273 

XUT1            CG-GTGCCTCTTCTAACTGGTTGAACAACTTCGCTGTCGCCATGTCTACCCCAGATTTTG 1432 

XUT4            GT-CTACTGCAACCAACTGGCTCTTTAACTTTATTGTTGGAGAGATGACACC---TATTT 1144 

XUT7            TT-CTACGGCTACAAACTGGTTTGCCAATTTTGTTGTGGGTCAGATGACGCC---AATTC 1058 

                         *         *         **                *         *   

 

SUT1            ---TTAGTGCCATTCATTTCAAGTTCGGTTACGTTTT-----CAGTGGATGTTTATTATT 1475 

SUT2            ---TTAATGCCATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTT-----TACTGGTTGTTTACTCTT 1469 

XUT2            --TTGAAAAGT-TGAAGTGGAAAGCATATTTGATCTT-----TATGTGCTG-CAACTTCT 1327 

XUT6            GTTTCCAAAGTATTGGTTCCTACACCTACCTTATCTT-----TGC-TGCCATCAATTTGT 1420 

XUT3            TTAGAAAC--AATGAAGTGGGGCACTTACATTTTTTTTGCAGCGTTTGCTA-TTATTGCG 1488 

XUT5            CAATGAATGGAATTGGCTGGAAATTTTACATCATT-----AATGCTTGCTA-TGACGTCA 1327 

XUT1            TTGCTAAGG---CTAAGTTCGGTGCTTACATTTTCTT----AGGTTTGATGTGTATTT-T 1484 

XUT4            TGTTGGATACAATTACCTGGAGAACTTACTTGATCCC--GGCAACTTCGTGTGTATTATC 1202 

XUT7            TACAGCAGAGATTGGGCTGGGGAACTTATCTATTCCC--GGCTGGTAG-T-TGTATCATC 1114 

                                 *               *                    *      

 

SUT1            CTCCTTCTTCTACG-TCTACTTCTTCGTTGTTGAAACCAAGGGTTTGTCCTTGGAAGACG 1534 

SUT2            TTCGTTCTTCTATG-TCTACTTCTTTGTCAGCGAAACCAAAGGTTTGTCGTTGGAAGAAG 1528 

XUT2            CCTTCGTACCAATGTTTTACTTTTTCTTTCCCGAGACAAAGA------------------ 1369 

XUT6            TGATGGCTCCGGTCATCTACTTCTTGTATCCCGAAACCAAGGGTAGATCGTTGGAAGAAA 1480 

XUT3            T-TCTTTTTCACTTGGCTTATCATCCCGGA----AACCAAGGGAGTTCCATTGGAAGAAA 1543 

XUT5            TATTCCTTCCAATAATAATGTTCTGTTGGATTGAGACAAAGGGAATTAATTTGGATACAA 1387 

XUT1            CGGTGCCGCATACG-TTCAATTCTTCTGTCCAGAAACTAAGGGTCGTACCTTGGAAGAAA 1543 

XUT4            GTTTTTTGCTGTTGG--ATTTTTATTT--CCAGAGACCAAGGGTTTAGCATTGGAGGATA 1258 

XUT7            --TCGGTGATAGTGGTGATTTTCTTCTATCCAGAGACAAAGGGTGCAGAGCTAGAGGATA 1172 

                                    *              ** **                     

 

SUT1            TAGACGA-ATTGTACGCTTCCA--------------ACGTGGTT--------CCATGG-- 1569 

SUT2            TTGATGA-GTTGTACGCTGAAG--------------GTATTGCA--------CCATGG-- 1563 

XUT2            --------ACCTT--AC--------------------TTTAGAAG-------CCATTG-- 1390 

XUT6            TGGATATCATTTTCAACCAATGTCCT----------GTTTGGGAG-------CCATGG-- 1521 

XUT3            TGGATGCCGTGTTTGGCG------------------ATACTGCA--------GCATTG-- 1575 

XUT5            TTAGTGAAGTATTGCACG------------------GAAGAGGA--------CC--TG-- 1417 

XUT1            TTGATGAACTTTTCGGTGACACCTCTGGTACTTCCAAGATGGAAAAGGAAATCCATGAGC 1603 

XUT4            TGGGCTCCGTATTCGATGATAATTCGTCAAT----ATTTTCATATC---ACTCAACTCCT 1311 

XUT7            TGGACTCTGTGTTCGA-GA----------------GCTTTTA----------CAACTAC- 1204 

                            *                                                

 

SUT1            ---------------------AAATCCAGCAAG-----TGGGTTCCACCATCGACTGCTG 1603 

SUT2            ---------------------AAGTCTGGTGCA-----TGGGTTCCTCCTTCTGCC-CAA 1596 

XUT2            ---------------------ACGATT----------------------------TGTTC 1401 

XUT6            ---------------------AAGGTTGTCCAAATTGCCAGAGACCTCCCTATTATGCAC 1560 

XUT3            ---------------------CAGGAAAAGAAT-----------------------TTGG 1591 

XUT5            ---------------------AAGATGAAGAAA-----------------------GCAT 1433 

XUT1            AA-------------------AAGCTTAAGGAAG----TTGGTTTGCTTCAATTGCTCGG 1640 

XUT4            TCCACTGGGTATGGTGCGACCGAGTCTAACAGTAATGCCAGGAGAGCAAGTGTCATCTCT 1371 

XUT7            ---------------------AAGTCT-----------------------------CCGT 1214 

                                                                             

 

SUT1            CCATGG--CTACCGA---AG-CTGGTTACGCTG-------------CTGAT--------- 1635 

SUT2            CAACAA--ATGCAAA---ACTCCACTTATGGTG-------------CCGAA--------- 1629 

XUT2            TCA--------------------------------------------------------- 1404 

XUT6            TCAGAA--GTTCTTG---ACCACGAAAAGGATG-------------TCATTATT------ 1596 

XUT3            TTACCATTACGTCAG---TTTCTGAATCTGACG-------------CCAAGGAT------ 1629 

XUT5            TGAAGA--AAGTCAC---AGCCT-AATCAGAC----------------AAGGTT------ 1465 

XUT1            TGAAGAAAATGCT-------TCTGAATCCGAAA-------------ACAGCAAG------ 1674 

XUT4            TCAGAAAACTACCAGGATAGTTTGCATCAGACAGCGGCTTCATTGGCTAGAAATCCTTCA 1431 

XUT7            TCAAGA---TTTCACGAAAG--------AGACA-------------CCAGAA-------- 1242 

                  *                                                          

 

SUT1            ---------GAAAAGCCTGTTGACGAACATGTTTAA------------------------ 1662 

SUT2            ---------GCAAAA---GAGCAAGAGCAAGTTTAG------------------------ 1653 

XUT2            ------------------------------------------------------------ 

XUT6            ---------GAAAAATCTAGAATAGAGCATGTCGAAAACATCAGCTAA------------ 1635 

XUT3            ---------CGCAACTCGATTGAAATGTCAGAATAA------------------------ 1656 

XUT5            ---------T----TGTTGTTAATACAAAGAAGTAA------------------------ 1488 

XUT1            ---------GCTGATGTCTACCACGTTGAAAAATAA------------------------ 1701 

XUT4            AGCATGAGGCCTGATTACGATGGCATAATCACAGGAGCTGCTACCCTTTCGCCAGTACCA 1491 

XUT7            -----------------TGATGGC-----CA----------------------------- 1251 
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SUT1            ------------------------------------------------------------ 

SUT2            ------------------------------------------------------------ 

XUT2            ------------------------------------------------------------ 

XUT6            ------------------------------------------------------------ 

XUT3            ------------------------------------------------------------ 

XUT5            ------------------------------------------------------------ 

XUT1            ------------------------------------------------------------ 

XUT4            CCATTAAAACCAATAAACATTTCCAGCAATATTCCGCAGGAAATTGAACCACCAACCTTT 1551 

XUT7            ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

SUT1            ------------------------------------ 

SUT2            ------------------------------------ 

XUT2            ------------------------------------ 

XUT6            ------------------------------------ 

XUT3            ------------------------------------ 

XUT5            ------------------------------------ 

XUT1            ------------------------------------ 

XUT4            GATGAAATCTTTAAGTACAAGTTGAATGAGATGGAA 1587 

XUT7            ----------------------------------- 
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10. ANEXO 

 

 

Anexo A: Padrão dos marcadores de massa molecular usados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 kb Plus DNA Ladder 

(INVITROGEN) 

1 kb DNA Ladder 

(LGC) 

Lambda EcoRI - 

HindIII 

Lambda BstEII 

1 kb DNA Ladder 

(Gibco/INVITROGEN) 
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100 pb DNA 

Ladder (LGC) 

100 pb DNA Ladder 

(PROMEGA) 

100 pb DNA Ladder 

(Pharmacia) 

O’ Gene Ruler 1 

kb Plus 

(FERMENTAS) 

2-Log DNA ladder 

(Biolabs) 

I kb  DNA ladder 

(PROMEGA) 
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Anexo B: Vetores de clonagem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor de clonagem pBluescript IISK (Stratagene). Este vetor possuei origem de 
replicação (ColE1ori), marca de selação para ampicilina (AmpR), gene repórter lacZ e sítios de 
múltipla clonagem, MSC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Viviane Castelo Branco Reis  Anexo 

172 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor de clonagem pGEM
®
T easy (PROMEGA) O vetor possui a origem de 

replicação do pBR322(ori), marca de seleção para ampicilina (AmpR), gene repórter lacZ. e sítio de 
múltipla clonagem, MSC. 
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Anexo C: Vetores série pYC de S. cerevisiae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico dos vetores epissomais pYC230 (A) de 6,2 kb e pYC210 (B) de 6,3 kb (Olesen et 

al., 2000). Os vetores possuem além das sequências para amplificação em bactéria, a origem de 
replicação do 2 micron (2u), sítios múltiplos de clonagem, a marca de resistência para G418 (G418R) 
(A) e marca auxotrófica para URA3 (B). 

 

A 
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Mapa físico do vetor epissomal pYC240 de 6,3 kb (Hansen et al., 2003). O vetor possui além 
das sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação do 2 micron (2u), a marca de 
seleção para higromicina (hphMX) e sítios múltiplos de clonagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor pYC040 de 4 kb (Hansen et al., 2003). O vetor possui além das 
sequências para amplificação em bactéria, a marca de seleção para higromicina (hphMX) e sítios 
múltiplos de clonagem. 
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Anexo D: Vetores epissomais para S. cerevisiae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor epissomais pEA2 (Cebollero & Gonzalez, 2004). O vetor possui além das 
sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação do elemento 2 micron (2u), a 
marca auxotrófica URA3 e a marca de seleção ARO4-OFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor de expressão epissomal YEp351-PGK de 7,5 kb (de Moraes et al., 
1995). O vetor possui além das sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação do 
elemento 2 micron (2u), a marca auxotrófica LEU2, o promotor e terminador do gene PGK1 (pPGK e 
tPGK) e sítio de clonagem (BglII). 
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Anexo E: Vetores centromérico de S. cerevisiae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mapa físico do vetor de expressão pGFP-C-FUS de 6,2 kb (Niedenthal, 1996). O vetor possui 

além das sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação cromossômico ARSH4, o 
centrômero CEN6, a marca auxotrófica URA3, o promotor MET25, o terminador CYC1, o gene 
repórter GFP e sítio de clonagem (XbaI, SpeI, BamHI, SmaI, EcoRI, HindIII e ClaI). Apenas dois 
sítios, BamHI e HindIII estão representados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor de expressão pSH47 de 6,9 kb (Güldener et al., 1996). O vetor possui 
além das sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação cromossômico ARSH4, o 
centrômero CEN6, a marca auxotrófica URA3, o promotor GAL1, o terminador CYC1, o gene CreA 
(CRE NLS) e sítios de restrição 
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Anexo F: Vetor replicativo de S. cerevisiae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor replicativo pJPA113 de 4,5 kb (Falcon & Aris, 2003). O vetor possui além 
das sequências para amplificação em bactéria, a origem de replicação cromossômico ARS1, a marca 
auxotrófica URA3 e sítios de restrição. 
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ANEXO G: Vetor de P. pastoris 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa físico do vetor pPICZαA de 3,5 kb (INVITROGEN) O vetor possui o gene de resistência 
a zeocina sob controle dos promotores pTEF1 (levedura) e EM7 (bactéria) e o terminador da 
transcrição do gene CYC1. No vetor pPICKα houve a substituição do gene de resistênica para 
kanamicina / G418 (Batista, 2012). 

 

 

 

 

 

 




