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RESUMO

Para a produgao economicamente viavel de etanol de segunda geracao a
partir de bagago de cana sao necessarios varios avancos tecnologicos 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 acucares que
compdéem o bagaco de cana, destaca-se a xilose, uma pentose que pertence a
fragdo hemicelulésica. Todavia, S. cerevisiae s6 utiliza hexoses na fermentagéo, nao
sendo capaz de metabolizar pentoses. O objetivo principal deste trabalho foi
desenvolver uma levedura capaz de fermentar xilose. Inicialmente, foi feito um
estudo das caracteristicas genéticas da linhagem industrial de S. cerevisiae JP1 —
microrganismo hospedeiro selecionado como alvo das modificacbes desejadas
(Capitulo 1). Pode-se verificar que a linhagem JP1 é diploide e heterotalica. Mostrou-
se também sensivel as principais drogas usadas em processo de selecdo de
recombinantes assim com uma boa eficiéncia de transformagao. Além disso, foi
construida uma linhagem auxotréfica para uracila com a dupla delecao do gene
URAS. Posteriormente, a linhagem JP1 foi modificada geneticamente para se tornar
capaz de fermentar xilose a etanol (Capitulo 2). Foram construidos cassetes de
expressdo para duas enzimas da via metabdlica de xilose - xilose isomerase e
xiluloquinase — clonados em vetor epissomal. A linhagem recombinante obtida foi
submetida a adaptacdo metabdlica por 48 dias em meio contendo apenas xilose
como fonte de carbono, levando a um aumento na taxa de crescimento de 0,008 h™
para 0,13 h™'. Estudos preliminares de fermentagcdo em meio sintético mostrou um
acumulo de xilitol (Yxs = 0,29 g g') e baixa produgéo de etanol (Ygs = 0,27 g g7).
Para incrementar a producao de etanol, um cassete de delecdo para o gene GRES3
(aldose redutase) foi desenvolvido. Além disso, consideramos a introducdo 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 andlise transcricional da
levedura Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis) CBS 5774 adaptada ao hidrolisado

de bagaco de cana a fim de compreender a regulacdo em diferentes concentragdes
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de xilose e glicose, além de selecionar um possivel transportador de xilose para ser
expresso em S. cerevisiae (Capitulo 3). Dados preliminares indicam que o gene com
maior expressao em xilose foi XYL3 e, dentre os transportadores putativos de xilose,
XUTT1.

Esse trabalho representou uma das primeiras iniciativas no Pais no emprego
de abordagens de engenharia metabdlica 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 producao de alcool lignocelulésico utilizando microrganismos modificados
geneticamente € plenamente viavel. Embora a linhagem obtida nesse estudo nao
tenha apresentado rendimentos de etanol desejaveis a partir de xilose, foi
demonstrada a eficacia das ferramentas moleculares desenvolvidas que poderao ser
empregada em futuros estudos. Além disso, comprovamos que as caracteristicas
genéticas da linhagem industrial JP1 a tornam uma interessante plataforma para
futuras modificacdes 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 URAS3 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' to 0.13 h™'. Preliminary studies of fermentation in synthetic medium
revealed a buildup of xylitol (Yxs = 0,29 g g”') and low ethanol production (Yg/s = 0,27
g g') 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 SiMBOLOS

°C = graus centigrados

5-FOA = &cido 5-fluoroorético

Amp = ampicilina

Amp" = ampicilina resistente

ADP = adenosina difosfato

AMP = adenosina monofosfato

ATP = adenosina trifosfato

B-gal = beta-galactosidase

BSA = albumina sérica bovina

CCR = carbon catabolite repression (repressao catabolica por carbono)
cDNA = DNA complementar

Da = Dalton

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

DIC = Differential Interference Contrast (Contraste de interferéncia diferencial)
DMSO = dimetil sulfoxido

DNA = acido desoxirribonucleico

dATP = deoxiadenosina trifosfato

dNTP = deoxirribonucleotideos trifosfatados

DTT = ditiotreitol

EDTA = 4cido etilenodiaminotetracético

EMP = Embden-Meyerhof-Parnas

EtBr = Brometo de etidio

EUA = Estados Unidos da América

FSC = forward scatter

g = forca da gravidade

g = grama

GEE = gases de efeito estufa

GFP = Green fluorescente protein (proteina verde fluorescente)

GJ = gigajoule (1GJ = 10° J)

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

h = hora

ha = hectare

hph = higromicina B fosfotransferase

HPLC = High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta
Performance)

IPTG = isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

J = joule

Kan = kanamicina

kb = quilobases = 1000 pares de bases

kDa = quilo Dalton = 1000 Dalton

A BstEIll = marcador de DNA de fago A digerido com a enzima de restricdo BstEll

A E/H = marcador de DNA de fago A digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e

Hindlll
LiIAOc = Acetato de litio
M = molar

mg = miligrama

MIC = Minimum Inhibitoriy Concetration (concentragao inibitéria minima)

min = minuto

MJ = megajoule

mL = mililitro

mM = milimolar

MOPS = 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (acido 3-N-morfolino propano
sulfénico)

mRNA = acido ribonucléico mensageiro

MSC = multiplo sitio de clonagem

F = faraday

UM = micromolar

NCBI = National Center for Biotechnology Information

ng = nanograma

NAD*/ NADH = Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

ng = nanograma

ODgoo = densidade 6ptica a 600 nm
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OFP = orto-Fluor-DL-Fenilalanina

ORF = open reading frame (fase aberta de leitura)

PAGE = polyacrilamide gel electrophoresis (eletroforese em gel de poliacrilamida)
pb = pares de base

PB = Paraiba

PCR = polimerase chain reaction (reagao de polimerizagcao em cadeia)
PEG = polietilenoglicol

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

PFP = para-Fluor-DL-Fenilalanina

PGK = 3-fosfoglicerato quinase

pH = potencial hidrogenidnico

PPP = pentose phosphate pathway (via das pentose fosfato)

PSA = persulfato de ambnia

gRT-PCR = PCR em tempo real (transcricdo reversa e reacao de polimerizacao em
cadeia em tempo real)

g.s.p. = quantidade suficiente para

RNA = acido ribonucléico

RNAse = ribonuclease

rpm = rotagdes por minuto

RT = transcriptase reversa

s = segundos

SAP = shrimp alkaline phosphatase (fosfatase alcalina de camarao)
SDS = sodium dodecyl sulfate (Dodecil Sulfato de S6dio)

SGD = Saccharomyces Genome Database

snRBNA = small nuclear RNA

SSC = side scatter

t = tonelada

T = timina

TAL1 = transaldolase 1

TEF = translation elongation factor (fator de elongacéao transcricional)
TKT = transcetolase

TM = Temperatura de anelamento

Tris = tris(hidroximetil)Jaminometano
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tRNA = &cido ribonucleico transportador

UNICA = Uniao da Industria de Cana-de-agucar

UV =ultravioleta

V = voltagem

YNB = yeast nitrogen base (base nitrogenada de levedura)
X-gal = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo

XDH = xilitol desidrogenase

Xl = xilose isomerase

XK = xiluloquinase

XR = xilose redutase

W = watt (unidade de poténcia)
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1 INTRODUCAO

1.1 Energia

A energia é considerada a forca motriz da economia das nacdes e 0s
combustiveis fésseis respondem por cerca de 80% do consumo mundial de energia,
sendo que o petréleo tem uma participacado 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, sdo produzidos por ano 37 x 10" J de
energia, que corresponde a 170 milhées de barris de éleo por dia. (Chow et al.,
2003; Weisz, 2004; Somerville, 2007).

O petréleo é uma fonte nado-renovavel de energia. Segundo relatérios de
estatisticas sobre Energia Mundial da British Petroleum, as atuais reservas durardo
cerca de 45 anos — se a razao reserva/consumo ndo se alterar — o que levara a
um desequilibrio entre oferta e consumo. De fato, a escassez das reservas de
petréleo e a instabilidade politica da regido do Golfo Pérsico afetam a economia
global desde os anos 70 (Somerville, 2007; Vertes et al., 2008).

Outra importante questao esta relacionada com o aquecimento global gerado
pela emissao de gases resultantes da queima dos combustiveis fésseis. Nos paises
em desenvolvimento os setores que mais consomem energia sao: residencial,
industrial e transporte. O perfil muda nos paises desenvolvidos onde o setor que
mais consome energia € o setor de transporte, seguido do industrial e residencial
(Figura 1). O consumo per capita de barril de petréleo nos paises desenvolvidos é
aproximadamente 6,5 vezes maior. Além disso, estima-se que entre 2006 — 2030
80% do aumento dos combustiveis liquidos serdo atribuidos 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: Contribuicdo dos gases do efeito estufa de diferentes setores da economia
do Brasil para o aquecimento global em 2000. Tabela adaptada de Goldemberg (2007).
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Na tentativa de reduzir o efeito estufa, varios paises assinaram em 1997 o
Protocolo de Quioto no qual os paises industrializados se comprometeram a reduzir
a emissao de gases que promovem o efeito estufa no periodo de 2008 a 2012 para
atingir a meta de reducédo global equivalente a 5,2% em relacdo aos valores do ano

de 1990. Além disso, foi criado um mecanismo de flexibilizagdo para os paises em

2
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desenvolvimentos ajudarem a atingir essa meta de reducao global. Esse mecanismo
prevé que a reducao da emissdo de gases do efeito estufa obtida nos paises em
desenvolvimento seja convertida em créditos de carbono para serem descontadas
das metas dos paises industrializados na forma de comércio (Cerdeira, 2007;
Pereira Jr. et al., 2008). Dentre as acbes adotadas para atender as exigéncias deste
protocolo esta a utilizacdo de fontes renovaveis de energia e a preservacao de
florestas. Segundo a Agéncia Internacional de Energia, apenas 10% da energia

usada € proveniente dos biocombustiveis (Somerville, 2007).

Devido a todos estes fatores o0 mundo vem buscando fontes alternativas de
energia que sejam sustentaveis. Um produto sustentavel é aquele que atende aos
seguintes requisitos: “deve ser ambientalmente adequado, socialmente justo e
economicamente viavel” (Jank & Nappo, 2009). Em vista disto, a biotecnologia tem
sido largamente considerada para o desenvolvimento dos biocombustiveis, tais
como: hidrogénio, biodiesel, biogas, metanol, butanol e etanol (Wackett, 2008b).
Dentre os combustiveis alternativos, o etanol € o mais promissor em curto prazo,

pois além de ser sustentavel possui uma tecnologia bem desenvolvida.

1.2 Etanol

Apb6s a crise do petréleo na década de 70, varios paises se lancaram em
projetos de busca por uma fonte alternativa de energia que fosse sustentavel. Dentre
as possibilidades consideradas, estava o bioetanol que, além de ser uma fonte
energética renovavel, pode reduzir em até 80% as emissdes de CO. quando
comparado a gasolina (Guandalini & Silva, 2006). Os EUA e a China desenvolveram
0 processo para a producao do etanol a partir do milho, a Europa a partir da
beterraba e trigo, e a Asia e Africa a partir de mandioca (Zaldivar et al., 2001; Stein,
2007). No Brasil surge, em 1975, um programa de incentivo a producao de bioetanol
a partir de cana de aglcar, o PROALCOOL. O alcool passou, entdo, a ser utilizado

como combustivel no Pais, tanto na sua forma hidratada como misturado a gasolina.

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

da sacarose bem desenvolvida, o que lhe confere o status de um dos lideres na
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producao deste biocombustivel (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 Negociacdes Internacionais), afirma que
a producao de etanol derivado do milho nos EUA nao sera economicamente viavel
(Salomao & Poloni, 2007), além de competir com a alimentacdo 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 (Nucleo Interdisciplinar de Planejamento
Energético da Universidade de Campinas), nos ultimos anos, o Brasil passou a
exportar 15% do etanol produzido (Jank & Nappo, 2009) e controla mais de 75% do
mercado de exportacao mundial (Mabee, 2007). A Agéncia Norte-Americana de
Protecdo Ambiental (EPA) anunciou que o etanol de cana de agucar reduz em 61%
a emissdo de GEE em relagdo a gasolina. Isso classifica o etanol brasileiro como
biocombustivel avancado. Aliado a isso, a deficiéncia da produgcado americana, levou
este pais a importar etanol nos ultimos anos (US Congress, 2005; Taylor et al.,
2009; Peralta-Yahya & Keasling, 2010). Os fatos acima abrem boas perspectivas
para exportacdo de etanol brasileiro para o mercado americano estimado em 15 a
40 bilhdes de litros até 2022. (Castro, 2010). Outro fator a considerar é que, devido
ao Protocolo de Quioto, varios paises, entre eles o Japao, ja consideram adicionar
alcool a gasolina como uma forma de diminuir a emissao de gases poluentes (Jank
& Nappo, 2009). Estudos mostram que 39 paises criaram leis para desenvolver
tecnologia de producéo dos biocombustiveis. Dentre estes, 27 tornaram obrigatéria a
mistura de etanol a gasolina (Salomao & Poloni, 2007). Todavia, a atual producéo
brasileira ndo sera suficiente para atender a esta futura demanda. Em 2007, foram
produzidos 18 bilhdes de litros de etanol (Goldemberg, 2008). Sendo o consumo
mundial de etanol de 54 bilhées de litros (Franca, 2008). Segundo as projecdes do
National Energy Information Center (NEIC), no ano de 2025, a demanda por
gasolina sera de 1,7 trilhdao de litros; se houver uma substituicao de 10% por etanol,
serd necessaria uma produgao de 204 bilhdes de litros. A atual producao brasileira
representa aproximadamente 9% desta demanda. Haveria a necessidade de
aumentar a area de cultivo de cana de agucar, avancando em areas de preservacao,

ou substituindo outros cultivos. Ambas as alternativas sao prejudiciais, pois 0
4
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carbono liberado no desmatamento somado ao carbono liberado no crescimento da
cana de agucar, refino e a queima do combustivel, levaria um maior tempo para
comecar a diminuicao do efeito estufa e até mesmo aumentando a emissao de GEE.
A mudanca de cultivo levaria a uma diminuicdo da oferta de alimento, acarretando
aumento do pregco e diminuindo o acesso a alimentos como grédos e carne pela
populacao mais carente (Fargione et al., 2008; Searchinger et al., 2008). Portanto,
sob este ponto de vista, o etanol de 12 geracdo ndo é considerado sustentavel
(Moore, 2008).

Em virtude dos fatos acima relatados, hd uma crescente corrida no mundo
para o0 desenvolvimento de tecnologias de baixo custo para a producao de
bicombustiveis de 22 geracdo, aqueles que nao afetam a producao de alimentos. O
comité industrial do parlamento europeu propbés que, até 2020, 10% dos
combustiveis fossem de fontes renovaveis, sendo que, pelo menos 4% sejam de 22
geragao. Atualmente, essa fonte representa 3% dos combustiveis consumidos na
Europa (The European Parliament and the Council of the European Union, 20083;
Williams, 2008). Os EUA, por meio do ato politico de energia de 2005, propuseram o
uso de 7,5 bilhdes de galbes de etanol até 2012 e, em 2007, uma nova meta foi
proposta de 36 bilhdes de galdes de etanol até 2025, sendo 16 bilhdes de etanol

celulésico.

O Brasil encontra-se numa posicao privilegiada para a producao de etanol de
22 geragdo, pois tem uma extensa area de cultivo, principalmente de cana de agucar,
utilizada na industria do alcool. Segundo dados do Ministério da Agricultura, o Pais
produziu na safra de 2009 cerca de 600 milhdes de toneladas de cana de agucar
gerando mais de 200 milhdées de toneladas de residuos agricolas (bagaco e palha)
que sao geralmente queimados para cogeracao de energia elétrica. Uma tonelada
de bagaco com 50% de umidade contém 2,85 x 10° J de energia (sem levar em
consideracao a palha) (Reynol, 2010). S6 o bagaco corresponde a 55% da energia
acumulada numa plantacdo de cana de acucar. Estes residuos (bagaco, folhas e
palha) que representam 2/3 da biomassa, podem ser utilizados para a produgéo de
etanol pela chamada “rota bioquimica” apés tratamento adequado. Para se ter uma
ideia do potencial, se a energia representada por estes rejeitos agricolas fosse

plenamente aproveitada, o Pais dobraria a produgao de etanol sem aumentar a area
5
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plantada. Na queima do bagaco de cana, 35% da energia armazenada na planta
podem ser convertidas em eletricidade - se fosse convertido em biocombustivel, o
aproveitamento seria de 50% (Pereira Jr., et al., 2008; Somerville, 2007; Soccol et
al., 2010). O uso da biomassa contribuiria também para a producao de etanol no
periodo de entressafra da cana de agucar que nao pode ser estocada. Além disso, o
material lignocelulésico coletado e com certo preparo apresenta um custo de 1€/GJ.
Nos paises industrializados o custo médio da biomassa nas mesmas condigdes esta
entre 2-3 €/GJ (Macedo, 2007). Esse fator € importante, pois 70% do custo de
producdo do etanol correspondem a matéria-prima (Soccol et al, 2010). Com o
desenvolvimento genético da cana de aclUcar aliado ao desenvolvimento de
tecnologia para a producao de etanol a partir da biomassa a producéao brasileira que
é de 7 x 10° L/ha passaria para 13 x 10° L/ha (Jank & Nappo, 2009). O Brasil possui
uma vantagem para desenvolver esta tecnologia, pois as unidades para essa
produgao podem ser montadas préximas as usinas sucroalcooleiras, aproveitando a
infraestrutura, a logistica e o baixo custo da distribuicdo da matéria-prima.

Outro aspecto a ser relatado é quanto a distribuicdo da producao no planeta.
A energia oriunda dos combustiveis fosseis, que abastece mais de 200 paises esta
concentrada em 20 paises de uma regiao conturbada politicamente. Com relacdo a
energia renovavel, mais de 100 paises tem potencial como fornecedores, gerando
milhdes de empregos e gerando renda em um grande numero de paises em

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

1.3 Biomassa

O potencial bioenergético da biomassa vegetal do planeta é alto, pois da
incidéncia de radiagdo solar de 1,78 x 10'" J sobre a Terra, 0,1% sdo usados nos
processos de fotossintese. Essa energia seria suficiente para produzir 1,14 x 10" t
de biomassa vegetal que corresponde a 1,97 x 10?' J de energia (314 trilhdes de
barris de petroleo) (Bioetanol, 2008). Sabe-se que a produgdo mundial estimada de
residuos agricolas é de 3,8 x 10° t (Lal, 2008). Entretanto, apenas uma parte (40-
50%) dos rejeitos agricolas pode ser utilizada para a producdo de energia, pois a

outra parte tem que retornar ao solo para seu enriquecimento, evitar erosao, reter
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agua 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 bilhdes de barris de petrdleo por ano, sendo o
consumo mundial atual de 30 bilhées de barris (Huber & Dale, 2009). Os residuos
agricolas tém uma distribuicdo geografica global mais uniforme, possuem um menor
custo, geram menos liberacdo de gases que promovem o efeito estufa - responsavel
pelo aquecimento global - geram mais emprego e revitalizam a area 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 10° t
de biomassa seca pode ser produzida sem afetar a biomassa destinada a
alimentacdo humana, animal e exportacdo. E essa quantidade de biomassa pode
fornecer 3,8 x 10'"' L de combustivel/ano (Huber & Dale, 2009).

Os residuos agricolas sao constituidos basicamente de material
lignocelulésico, o conjunto de biopolimeros mais abundante do planeta (Lee et al.,
2008). A lignocelulose é formada por celulose (35-50%), hemicelulose (25-30%) e
lignina (15-30%). Alguns residuos possuem também pectina (2-20%) (Ragauskas et
al., 2006, para revisao ver van Maris et al, 2006). A celulose é um
homopolisacarideo constituido basicamente de monémeros de glicose (hexose),
unidos por ligagao B-1-4, formando uma estrutura linear e plana de alta massa
molecular, cristalina, forte e resistente a hidrolise. A hemicelulose é um
heteropolisacarideo de estrutura ramificada, randémica, amorfa, pouco forte,
acessivel a hidrolise, e de baixa massa molecular. E formada por polimeros de
xilose (pentose) unidos por ligagées B-1,4 com ramificagbes de L-arabinose, D-
manose, D-galactose, D-glucose, D-acido glucurénico, D-acido galacturénico, a-D-4-
O-acido metilglucurdnico (Aristidou & Penttila, 2000; Zaldivar et al., 2001; Pereira Jr.
et al., 2008; Wackett, 2008a). As pentoses mais importantes deste polimero sdo a
xilose, 0 segundo acucar mais abundante da biomassa (31% do peso seco total), e a
arabinose (Aristidou & Penttila, 2000; Jeffries & Jin, 2004; Ragauskas et al., 2006;
Somerville, 2007). As pectinas, encontradas em cascas de frutas citricas, sao
heteropolimeros complexos, cuja principal unidade é a cadeia de &cido
galacturénico, formado por ligacées a-1,4, com ramificacdes de ramnogalacturonana
e xilogalacturonana (para revisdo ver van Maris et al., 2006). A proporcao exata de

cada acucar contido no material lignocelulésico depende da sua origem, ou seja, do
7
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tipo de biomassa (Hayn et al., 1993). Esse material pode ser dividido em seis grupos
principais: residuos agricolas, madeira dura, madeira mole, residuos de papel,
biomassa herbacea e lixo sélido municipal (Cardona et al., 2010).

No Brasil, 0 segundo maior produtor de cana de agucar do mundo, o bagaco
da cana de agucar € um dos principais residuos agricolas gerados (CERPCH, 2011).
As proporgoes dos polimeros constituintes sdo de aproximadamente 40-45% de
celulose, 30-35% de hemicelulose e 20-30% de lignina sendo a composi¢cdo dos
principais agucares 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 acucar, o bagaco de cana de acucar apresenta baixa quantidade de cinzas
(1,9-2,3%), o que lhe traz vantagens em relagdo a outros residuos agroindustriais
(Cardona et al., 2010; Sun et al., 2004). Na lignina, ndo ha acucares; esta é formada
por compostos fendlicos de dificil degradacao, chegando a reter 50% mais carbono
que a celulose. E responsavel pela rigidez das plantas, constituindo o material de
ligacdo 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
produgdo de adesivo, concreto maleavel, graxa, asfalto resistente e antioxidante,
fiboras de carbono, emulsificantes, dispersantes, sequestrante, surfactante, cola,
aromatizante e como fragrancias (Cardona & Sanchez, 2007; Pereira Jr. et al.,
2008). A producado de coprodutos aumenta o valor agregado da cana de agucar,

contribuindo para a viabilidade do etanol lignocelulésico.

Outra vantagem do bagaco é o seu custo baixo, pois o replantio da cana
ocorre apés aproximadamente 7 colheitas, se adapta a solos de baixa produtividade
e ao clima de varias regides do Brasil (Buckeridge et al., 2010 apud Amorim et al.,
2011, Amorim et al.,, 2011). Se 50% do bagaco fossem usados na producao de
etanol o rendimento de etanol gerado reduziria o uso da terra em 33-38%. (Hahn-
Hagerdal et al, 2006; Galbe et al, 2007; Alvira et al., 2010). Além do bagaco de
cana de acgucar, outra boa fonte de residuos lignocelulésico seria a industria de
madeira. O Brasil produz eucalipto com alto valor calorifero; o valor do fator de
conversao energética deste material pode chegar a 16, enquanto o etanol de caldo
de cana é de 8, e o etanol de milho € de 1-1,5 (Fenning et al., 2008).
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O etanol de celulose pode gerar 75% menos CO. que o petréleo, nao
compete com alimento, usa menos terra. O uso de residuos pode reduzir o custo do
processo, quando comparado ao uso de um cultivar proprio, pois este ultimo 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 producao
de etanol de 22 geracao é essencial o aproveitamento das pentoses existentes na
biomassa (Weber et al., 2010). O desenvolvimento do processo de aproveitamento
dos agucares contidos na biomassa pode gerar 52% de energia contida neste

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

1.4 Processo de producao do etanol lignoceluldsico

Para a producao de etanol de 22 geracao, o material lignocelulésico precisa
passar por 5 etapas: pré-tratamento, sacarificacdo da celulose, fermentacao,
separacao e tratamento do efluente. O pré-tratamento permite a desestruturacao da
lignocelulose. Nesse processo ocorre a liberacao da lignina, a hidrélise parcial ou
total da hemicelulose e a transformacéo da celulose cristalina em celulose amorfa,
facilitando a etapa posterior. O pré-tratamento pode ser um processo fisico
(trituracéo), fisico-quimico (explosao a vapor), quimico (hidrélise acida, ozondlise ou
deslignificacdo oxidativa) ou bioldégico (uso de microrganismo ou enzima). A
sacarificacdo € a hidrélise do material celulésico liberando as hexoses. Esse
processo pode ser quimico (hidrélise acida) ou enzimatico (acdo das celulases).
Tanto a pentose liberada no pré-tratamento quanto a hexose liberada na
sacarificacdo sao fermentadas a etanol por microrganismos. Depois de fermentado,
o material € destilado para obtengdo do etanol e os efluentes sao tratados (Figura 2)
(Cardona & Sanchez, 2007; Sun & Cheng, 2002).




Viviane Castelo Branco Reis Introducao

CBP

Producao

Biomassa

Celulases

SSF CF
Hidrolise |

enzimatica

Fermentacao

| Hexose
Celulose Destilacao
——Etanol
Etanol
© Fermentacao
&
5
%
i I
Q¥ Pentose
Tratamento
Efluentes
Lignina Energia I

Figura 2: Esquema do processo de conversiao 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 obtencdo de alcool
lignocelulésico € o SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), onde primeiro
ocorre a sacarificacado do material celulésico e, depois, a fermentacdo. Apds o pré-
tratamento, é gerada uma fragdo sélida, rica em celulose, e a fragao liquida,
composta por pentoses e inibidores resultantes do pré-tratamento (Figura 2). A
fragdo liquida passa por uma detoxificagdo, pois 0os microrganismos sao inibidos
pelos compostos resultantes do pré-tratamento. Como hoje ainda ndo existe um
microrganismo capaz de fermentar de forma eficiente tanto hexose quanto pentose,
faz-se a fermentacdo das pentoses separadamente. A fracdo soélida passa pelo
processo de sacarificacdo pela hidrolise enzimatica da celulose, gerando
mondmeros de glicose, podendo ser entdao fermentada (Olsson & Hahn-Héagerdal,
1996).

10
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Para reduzir custos, o ideal seria otimizar o processo por meio de reagdes
integradas (Figura 2). Existem algumas formas de processo integrado. No SSF
(Simultaneous Saccharification and Fermentation) a hidrélise da celulose e a
fermentagdo ocorrem no mesmo reator e praticamente ao mesmo tempo. Esse
processo reduziria o capital investido em 20% (Wingren et al., 2003). O SSF néo é
largamente utilizado, pois as condicoes de temperatura e pH para a atividade 6tima
das celulases sao diferentes das condicbes de cultivo do microrganismo mais
utilizado nesse processo, a levedura Saccharomyces cerevisiae. Outro processo é o
CF (Co-Fermentation), ou seja, a fermentacao simultdnea 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 rapido do que aqueles que
assimilam xilose. Outra opgdo € utilizar um Unico microrganismo que fermente os
dois acucares de forma eficiente. O processo bastante eficiente € o SSCF
(Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation), a unido dos dois processos
anteriores. Contudo, o processo ideal é o CBP (Consolidated Bioprocessing) no qual
um Unico microrganismo produz as celulases e fermenta todos os acgucares

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

1.5 Principais microrganismos utilizados na producao de

etanol.

As caracteristicas ideais para a fermentacado de residuos lignocelulésicos é
que ela seja rapida e com um alto rendimento (mais que 90% do valor tedrico) e
produtividade (mais que 1 g L' h™) de etanol. O microrganismo fermentador deve ser
tolerante a etanol, a altas concentracbes de acucar, ao baixo pH, a altas
temperaturas e aos produtos resultantes do pré-tratamento, como furfural e
hidroximetilfurfural. Deve, ainda, ser resistente a contaminagdo por outros
microrganismos; degradar os componentes lignoceluldésicos e utilizar todos os
acucares disponiveis (hexoses e pentoses), de preferéncia simultaneamente; gerar o
menor nivel de subprodutos e ser geneticamente estavel (Fischer et al., 2008;
Walker, 1999; Weber et al., 2010; Dien et al., 2003).

11
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1.5.1 Bactérias

Ha bactérias que sao capazes de metabolizar pentoses. Entretanto, esses
microrganismos normalmente apresentam um baixo rendimento de etanol, baixa
tolerdncia a concentracdes de etanol, acucar e pH, além de gerar varios
subprodutos, reduzindo o rendimento da producao de etanol (para revisao ver Hahn-
Hagerdal et al., 2007). Bactérias homoacetogénica estdo sendo consideradas para
uso, pois fermentam tanto hexoses como pentoses gerando &acido acético.
Posteriormente este passaria por um processo de esterificacdo e hidrogenacao
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
producédo de etanol s&o a Escherichia colie 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. E um organismo de crescimento
rapido tanto em condicdes aerdbicas quanto anaerdbicas. Contudo seu cultivo ndo
permite variagbes de pH além do neutro, nem concentragdes de sal e nem
temperatura. Apresenta um baixo rendimento, pois em condi¢cbes fermentativas gera
varios subprodutos como: acido latico, acido acético, &cido férmico e acido
succinico; nao cofermenta os agucares, pois apresenta 0 mecanismo de repressao
catabdlica por carbono (CCR — Carbon Catabolite Repression) (Dellomonaco et al.,
2010) e apresenta uma baixa tolerancia a etanol, produto da fermentacao (Weber et
al., 2010). Outra desvantagem é a massa celular gerada, pois ela ndo pode ser

usada na alimentagdo animal, visto ndo ser bem aceita pela populagao.

Zymomonas mobilis

Z. mobilis € uma bactéria gram-negativa anaerdbica, tolera altos niveis de
etanol (> 120 g L"), possuindo crescimento e processo fermentativo rapidos. Utiliza
a via Entner-Doudoroff (ED) na producao de etanol a partir de glicose, onde um mol
de glicose € convertido a 2 moles de etanol (Figura 3). Essa reagdo gera 1 mol de
ATP, com isso ha uma reducédo da sua biomassa, direcionando o carbono para a
produgao de etanol. Seu rendimento pode chegar a 97% do valor tedérico. Quando os

niveis de ATP sao baixos, o fluxo glicolitico é alto, resultando numa produtividade de
12
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3 a 5 vezes maior que S. cerevisiae. Todavia, esse organismo nao a substitui por
varias razdes. Z. mobilis metaboliza apenas 3 acucares: glicose, frutose e sacarose,
devido a sua deficiéncia em enzimas da via glicolitica e da PPP (via das pentose
fosfato). Além disso, é deficiente em enzimas para sintese de vitaminas,
necessitando de suplementacdo durante a fermentacdo. Apenas a glicose oferece
um alto rendimento na producao de etanol. A fermentacdo continua tende a ser
oscilatéria, o que pode provocar uma queda no rendimento de etanol. Z. mobilis
recombinante para metabolismo de pentoses nao faz cofermentacdo. H& uma
preferéncia pelo uso da glicose e posteriormente outros acucares. Contudo, o
principal motivo de Z. mobilis nao ser utilizada para a producao de etanol € o fato da
biomassa celular ndo ser aceita para utilizagdo em racao animal, apesar de possuir
status GRAS. Alem disso, ela é sensivel a &cido acético, encontrado no hidrolisado
lignoceluldsico (Bai et al., 2008; Jeffries, 2005; Aristidou & Penttild, 2000; Weber et
al., 2010).

D-glicose
ATP
‘C ADP
f -D-glicose-6F
/-NADP
‘\»NADPH*

O,-Glucono-1,5-lactona 6F

6-fosfo-D-gluconato

2-dehidro-3-deoxi-D-gluconato-é4F
|

¥ |/
Gliceraldeido-3F Piruvato

~ NAD"

2 ATP /K NADH g NADH

Piruvato NAD’
NADH
‘g NAD’

Etanol+CO, Etanol+CO,

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 ndo metaboliza pentoses. Ha leveduras que sao naturalmente
fermentadores de xilose: Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis), Pichia segobiensis,
Candida tenius, Candida shehatae e Pacchysolen tannophilus (Hahn-Hagerdal et al.,
2007; Toivola et al, 1984). Alguns microrganismos fermentam a xilose sob
condicoes aerdbicas, outros sob condicdes limitantes de oxigénio, mas a taxa de
producéo de etanol é baixa quando comparado a fermentagao alcodlica a partir da
glicose (Pereira Jr. et al, 2008). Outras apenas assimilam a xilose, mas nao a
fermentam anaerobicamente, como Candida utilitis (Tomoyeda & Horitsu, 1966;

Bruinenberg, et al., 1984).

Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae € uma excelente fermentadora de etanol, chegando a
uma concentragao final de 10-12% em 48-72 horas, além de ser tolerante ao seu
produto de fermentacdo (mais de 15% de etanol). Tolera bem pH baixo (pH 3-7). E
um microrganismo que vem sendo empregado na industria fermentativa ha séculos,
mostrando ser robusto e bem adaptado aos equipamentos industriais. Predomina
sobre possiveis contaminantes em reatores abertos. Sua fisiologia € bem conhecida
e as ferramentas genéticas para sua manipulacao estao bem estabelecidas. Possui
status GRAS e principalmente, é aceito pela populagdo, podendo o subproduto da
fermentagdo (células) ser utilizado na alimentagdo animal. A taxa de conversédo de
glicose chega a ser de até 95% do valor teérico maximo (0,51 g g" de substrato);
pois em torno de 6% da glicose disponivel sdo destinadas ao seu crescimento e
manutencao das fungdes vegetativas (Basso et al., 2008). Além disso, possui um
metabolismo em cultivo de batelada respiro-fermentativo (Jeffries, 2006). Nos
processos de fermentagao alcodlica utilizados no Brasil a maior parte das leveduras
usadas (> 90%) é reciclada, o que permite comegar um novo processo com alta

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

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

incapacidade de metabolizar pentoses, apesar de possuir genes que codifiguem
14
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para xilose redutase - XR (YHR104w/GRES3); xilitol desidrogenase - XDH (YLR070c)
e xiluloquinase - XK (XKS7) em seu genoma, sua expressao € muito baixa. Mas é
capaz de metabolizar xilulose (Hahn-Hagerdal et al.,, 1994; Matsushika et al., 2009).
Esta levedura também ndo é capaz de cofermentar dois agucares, pois na presencga
de glicose o metabolismo dos outros agucares é reprimida pela acdao de fatores

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

A via metabdlica que S. cerevisiae utiliza para a producdo de etanol a partir
da glicose, sacarose, frutose, maltose e manose € a glicélise 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 CO,, com um rendimento
de 0,51 g de etanol e 0,49 g de CO,. O ATP gerado é utilizado pela levedura em
atividades de biossintese, permitindo que a levedura fermente ao mesmo tempo em
que cresce. Sem o crescimento a producao de etanol cessa, pois o acumulo de ATP
inibe a fosfofrutoquinase (PFK), uma das principais enzimas reguladoras da glicélise
(Bai et al., 2008).

A fermentagado da glicose em etanol ocorre em 3 fases: fase de ativagao, que
corresponde a conversdo da glicose a frutose 1,6-bifosfato com consumo de 2
moléculas de ATP; fase de geracdao de ATP, onde a frutose 1,6-bifosfato é
convertida a piruvato gerando 4 moléculas de ATP; fase de regeneragdo do NAD",
que é a etapa de fermentacéao, corresponde a conversao do piruvato a etanol e CO,
(Figura 4). Sob a baixa concentragdo de oxigénio, sem essa Uultima etapa, as
reacdes metabdlicas cessariam, pois na etapa anterior ocorre a reducao de 2
moléculas de NAD" (Bai et al., 2008; Pereira Jr. et al., 2008), necessarias na via

glicolitica.

No processo de respiracao celular que ocorre em aerobiose/glicose limitante,
o ATP é produzido pelo microrganismo tanto a nivel de substrato quanto por meio da
fosforilagdo oxidativa (van den Brink et al, 2008). J& a fermentacdo ocorre em
resposta a duas condigdes: anaerobiose (baixa concentracdo de Op) e altas
concentragdes de glicose (acima de 0,15 g L), mesmo na presenca de O: (efeito
Crabtree) sendo a concentracdo de glicose o fator primario no controle da

fermentacao (Verduyn et al., 1984; Otterstedt et al., 2004). Na presenca de glicose o
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crescimento celular é rapido e a glicose entra no processo fermentativo associado a
uma repressao dos genes envolvidos na respiracdao celular (Bravim & Fernandes
2009). Em anaerobiose, a atividade da via glicolitica aumenta em até 8 vezes. Com
a baixa concentragcdo de O, o organismo nao gera ATP no ciclo do acido citrico,
diminuindo também as atividades de biossintese. Para compensar a baixa de ATP,

necessario a manutengao celular, a atividade da via glicolitica aumenta (van den
Brink et al., 2008).
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Figura 4: Regulacdo da via glicolitica EMP e da via fermentativa. A via glicolitica
compreende a fase de ativagao e fase de geragdo de ATP, a via fermentativa compreende a fase de
regeneracdo de NAD". As setas pontilhadas indicam a entrada de outros agucares na via glicolitica.
HXK — hexoquinase; PGl — 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 — alcool desidrogenase; F2,6biP — frutose 2,6 bifosfato; 2PGA — 2 fosfoglicerato;
PEP —fosfoenolpiruvato; F1,6biP - frutose 1,6 bifosfato. Descri¢do da regulagao no texto.
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A regulagdo da glicolise (Figura 4) ocorre principalmente nos pontos de
reacao irreversivel, sendo os principais reguladores o substrato (glicose) e o ATP. A
alta concentracdo de glicose inibe a hexoquinase 1 e a glucoquinase 1 e ativa a
hexoquinase 2, responsaveis pela fosforilagdo da glicose, enquanto o ATP reprime
sua atividade. A terceira reacdo da via catalisada pela PFK é inibida pelo ATP e
induzida pelo AMP e pela frutose 2,6 bifosfato. A concentragao destes esta em alta
no processo fermentativo. A Ultima reacdo irreversivel, que converte
fosfoenolpiruvato a piruvato, catalisada pela piruvato quinase € induzida pela
glicose, ADP, frutose 1,6 bifosfato e pelo proprio substrato, fosfoenolpiruvato. A
inibigdo ocorre pelo ATP e acido citrico. Outras enzimas que atuam na via tem uma
expressao constitutiva com relagdo a fonte de carbono, mas sua expressao aumenta
na presenca de glicose, tais como: gliceraldeido 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 regulacdo pelo seu cofator (para revisao ver
Kruckeberg & Dickinson, 2004; van den Brink et al., 2008).

Na fase fermentativa o piruvato é convertido a acetaldeido com liberacao de
CO.. Esta reacao irreversivel é catalisada pela piruvato descarboxilase (PDC),
sendo ativada pelo préprio substrato quanto pela glicose. A conversao do
acetaldeido a etanol ocorre pela acao da alcool desidrogenase, com formagao de
NAD*. Apesar de existrem mais de 20 isoenzimas, apenas duas sao bem
conhecidas: alcool desidrogenase 1 (Adh1), regulada pelo seu cofator (NADH/NAD™)
e Adh2, reprimida por glicose (Figura 4) (para revisdo ver Kruckeberg & Dickinson,
2004; van den Brink et al., 2008).

Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis)

A levedura P. stipitis, agora denominada Scheffersomyces stipitis, €
considerada uma das melhores leveduras fermentadoras de xilose - sua
produtividade especifica de etanol pode chegar a 0,51 g g h™', com um rendimento
de 0,50 g g". Entretanto, quando comparada & fermentacdo de glicose pela S.
cerevisiae, sua produtividade € 5 vezes menor. Aléem disso, esta levedura apresenta
taxas de crescimento mais lentas, € menos tolerante ao etanol, além de exigir

controle rigido da aeracao, ndo crescer em xilose em condicdo anaerdbica e nao
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produz etanol quando ha O, em excesso. Ao contrario de S. cerevisiae, em P stipitis
a respiracdo nao € reprimida pelos agucares nem pela auséncia de aeracao (efeito
Crabtree negativo) (Delgenes et al.,, 1986; Skoog & Hahn-Hangerdal, 1990; para
revisdo ver Hahn-Hagerdal et al, 1994; Klinner, 2005). Em cultivo de batelada,
apresenta um metabolismo respiratério (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 ha a formagao de xilitol
concomitante a producao de etanol. A producao de xilitol aumenta com a diminuicao
da disponibilidade de O,. Este é necessario na fermentagao 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, nao
se observa um acumulo de xilitol significativo quando esta é cultivada em condi¢des
limitantes de O,, 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 predilecdo pelo NADPH, o que alivia o
desbalanceamento redox, permitindo uma fermentacdo anaerdbica com
insignificante produgao de xilitol. O outro fator para a baixa produgao de xilitol se
deve a via respiratéria alternativa que S. stipitis possui: a via sensivel SHAM (Salicyl
Hydroxamic Acid) uma cadeia transportadora de elétrons nao-citocromo, que alivia
também o desbalanceamento redox (Jeppsson et al., 1995). Estudos demonstraram
que o Oz nao tem efeito na atividade da XR e tem pouco efeito na XDH (para revisao
ver Hahn-Hagerdal et al., 1994).

A grande desvantagem de se utilizar a P. stipitis em fermentacdo de
lignocelulose é que este microrganismo requer uma condicdo limitante de O, para
fermentar xilose, ndo crescendo em condicao anaerdbica. Em escala industrial é
dificil controlar precisamente o nivel de O, (para revisdo ver Hahn-Hagerdal et al.,
1994).
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1.6 Metabolismo da xilose

A fermentacdo microbiana a partir da xilose ocorre pela associacdo de duas
vias: PPP e EMP (Pereira Jr. et al., 2008). Diferentes vias sdo empregadas pelos
procariotos e eucariotos no estagio inicial de assimilacao de xilose. Em procariotos,
ocorre uma isomerizacao da xilose em xilulose pela acao da xilose isomerase (Xl) e,
em eucariotos, € uma reacao de oxirredugcao que gera um produto intermediario, o
xilitol. Neste caso, a primeira etapa da reacdo 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 anaerébicos
Piromyces sp e Orpinomyces utilizam Xl para o metabolismo de xilose (Harhangi et
al., 2003; Madhavan et al., 2008).

Xilose Xilose

XILOSE NADPH

REDUTASE

(XR) NADP XILOSE
ISOMERASE

Xilitol )

XILITOL NAD*
DESIDROGENASE
(XDH) NADH

Xilulose Xilulose
ATP ATP
XILULOQUINASE XILULOQUINASE
(XK) CADP (xK) CADP
Xilulose- 5P Xilulose- 5P
(Via PPP) (Via PPP)

Figura 5: Vias metabolicas 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 auxilio da xiluloquinase (XK), gerando a xilulose 5-fosfato. Posteriormente,
ocorre a formacao do gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato, que sao entéao
convertidos a piruvato na via glicolitica. A PPP tem por funcao formar NADPH para
reacdes de biossintese e ribose 5-fosfato para sintese de nucleotideos. A via

consiste de duas fases: uma fase oxidativa, que converte hexoses fosfato em

19



Viviane Castelo Branco Reis Introducao

pentoses fosfato, e a fase ndo-oxidativa, que converte pentose fosfato em hexose
fosfato (Figura 6). Posteriormente, o piruvato pode seguir dois caminhos: respiracao
ou fermentacdo. A concentragcdo de ATP e O, determinarao qual rota sera seguida
(Hahn-Hagerdal et al., 1994; Pereira Jr. et al., 2008).

. VIA DA XILOSE
GLICOLISE — '
Glicose Glicono — A4 6 Fosfogliconato XYL1 Xilose
1,5 lactona \> NADPH NADPH
HXK1 e 2
GND1| co, s
Xilitol
Y ZWF1 Y
. : NADH
Glicose 6F VIA PEg;%i@ﬂ':IOASFATO Ribulose 5F
1 RPE1“ RK";{YL:;}CHUIOSC
7]
PG XKS ATP
Y . v .
Frutose 6F < Xilulose 5F + Ribose 5F

| > /
l TKL1
TKL1
L/ +
F

DHAP <— Gliceraldeido 3 Gliceraldeido 3F + Seduheptulose 7F

NADH NADH
ATP <— TAL1
\

Glicerol Fosfoenolpiruvato Eritrose 4F + Frutose 6F
VIA PENTOSE FOSFATO
. ATP NAO OXIDATIVA

Y

Piruvato

NAD(P)H

RESPIRAGAO
Acetato

Figura 6: Rota metabdlica da xilose. Em azul estdo os principais substratos e produtos. Em cinza a
via ndo nativa de S. cerevisiae. As enzimas representadas em preto sao nativas de S. cerevisiae, as
enzimas representadas em vermelho sdo heter6logas. As enzimas representadas em caixa alta sao
de leveduras e as representadas em caixa baixa sao de bactéria. XYL17: xilose redutase, XYL2: xilitol
desidrogenase, xylA: xilose isomerase, XYL3: «xiluloquinase, XKS7: xiluloquinase, TKLT:
transcetolase, TAL7: transaldolase, RPET: 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, PGl1: fosfoglicerato isomerase, PDC1: piruvato descarboxilase, ADHT: &lcool
desidrogenase e ALD6: aldeido desidrogenase.
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1.7 Producao de Alcool Lignocelulésico

Para uma produgcdo economicamente viavel do etanol, em escala industrial
torna-se necessario, um alto rendimento da sua producdo e isso é obtido pelo
desenvolvimento técnico cientifico em varias etapas do processo de producao.
Primeiro, na coleta, transporte e estoque dos residuos, depois, nos métodos de
processamento da biomassa, por meio da producao de enzimas hidroliticas mais
eficientes e integracdo dos processos. Por ultimo, nos microrganismos utilizados na
fermentacéao, pelo desenvolvimento de linhagens robustas que sejam tolerantes aos
inibidores presentes no hidrolisado e capazes de fermentar todos os acgucares
presentes com uma alta produtividade e concentracdo de etanol. Isso permite a
conversdao completa tanto da fracdo sacaridea da biomassa como da fracao
lignocelulésica, além de uma eficiente fermentacdo de todos os acucares presentes
(Hahn-Hagerdal et al., 2006, Hahn-Hagerdal & Pamment, 2004, Stephanopoulos,
2008; Wiedemann & Boles, 2008).

Atualmente, de acordo com |EA (International Energy Agency), o custo de
producado do etanol celulésico é de US$ 1,10/L de petréleo equivalente (US$ 4,00 o
galao), o etanol de milho e cana de agucar custa US$ 0,62-0,75/L equivalente e o
petroleo US$ 0,54/L. A estimativa é de que até 2050 o custo do etanol de 22 geragao
chegue a US$ 0,75/L equivalente, sendo necessario, portanto investimento e
pesquisa (Fairley, 2011). A tecnologia para o aproveitamento de celulose ja vem
sendo desenvolvida em varios paises com plantas-piloto em varias partes do mundo.
Estima-se que o custo de producdo do etanol a partir de residuos celuloliticos varie
entre US$ 0,28-1,0/L etanol, para escala de laboratério (Hahn-Hagerdal et al., 2006).
No Brasil, o Centro de Pesquisa da Petrobras (Cenpes) possui no campus da UFRJ
uma usina-piloto para producdo de etanol lignocelulésico. Esta planta-piloto usara
como substrato acucares (hexoses e pentoses) oriundos da hidrélise quimico-
enzimatica do bagaco de cana que integra sacarificacao e fermentagcdo em um Unico
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
fermentacdo de hidrolisado lignocelulésico. Contudo, para se ter uma boa
produtividade é necessario um controle rigido da oxigenacao, o que limita a producao

em larga escala.
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Uma alternativa para a producao de alcool lignocelulésico é a utilizagdo da
levedura S. cerevisiae, entretanto, esta ndo é capaz de metabolizar pentoses. O
cenario ideal é aquele que redune, em um Unico microrganismo, as duas
caracteristicas essenciais para um eficiente processo de fermentacdo dos residuos
agricolas: 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 incorporagao de tais caracteristicas em um Unico microrganismo. Varias
estratégias de engenharia metabdlica foram empregadas em linhagens de S.
cerevisiae de laboratério, mas poucos foram os desenvolvimentos para linhagens
industriais (Hahn-Hagerdal et al., 2007). Como as linhagens industriais sdo mais
robustas e apropriadas a producdo industrial de etanol, é necessario empregar
esforgos para realizar a modificagdo genética nas mesmas obedecendo, contudo,
regras de biosseguranga a fim de reduzir a possibilidade de transferéncia de genes

de resisténcia a antibiéticos para os microrganismos presentes no meio ambiente.

O presente trabalho estd inserido dentro de um programa apoiado pela
Petrobras para o desenvolvimento de tecnologia nacional para a produgéo alcool
lignocelulésico. Mais especificamente, buscamos desenvolver uma linhagem
industrial de S. cerevisiae capaz de fermentar xilose — optamos pela linhagem JP1,
largamente utilizada nas usinas de alcool do Nordeste. Para tanto, inicialmente
buscamos desvendar algumas caracteristicas genéticas desta linhagem a fim de
apoiar a escolha da estratégia a ser adotada na melhoria desta linhagem visando a
fermentagdo da xilose. Além disso, para aumentar a flexibilidade do uso desta
linhagem como plataforma para futuras modificagées, buscamos desenvolver um
mutante auxotréfico para uracila (Capitulo 1). Usando ferramentas de Biologia
Molecular, foram introduzidos na linhagem JP1 genes do metabolismo de xilose e,
apds adaptacdo metabdlica, a linhagem resultante foi capaz de metabolizar este
acucar (Capitulo 2). Finalmente, com a finalidade de prospectar novos genes que
poderao ser introduzidos na linhagem resultante para incrementar a fermentacao de
xilose, iniciamos uma analise de expressdo génica em P. stipitis com énfase em

genes codificadores de transportadores de xilose (Capitulo 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 Especifico

|. Caracterizacdo genética da levedura industrial JP1

v Determinagao da ploidia e estado de homotalismo.
v' Determinagéo de sensibilidade a drogas.

v Avaliagao da “transformabilidade” da linhagem.

v' Construgao de uma linhagem auxotréfica ura3.

Il. Obtencgéo da linhagem de S. cerevisiae fermentadora de xilose
v' Construcao de vetor com cassetes de expressao para Xl e XK.

v" Obtencao de linhagem recombinante contendo uma via metabdlica de xilose.
v' Adaptacdo metabdlica da linhagem recombinante para metabolizar e

fermentar xilose a etanol.

[ll. Analise de expressao génica em P. stipitis:

v Analisar expressao de genes da via metabdlica de xilose.

v Analisar expressao de genes de transportadores de xilose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracoes Gerais

Todas as solucdes utilizadas em experimentos com RNA foram preparadas
em condicdes livres de RNAse (RNAse free). O material plastico foi tratado com
Nuclease Decontamination Solution (IDT) ou com solucdo composta de 0,1 M NaOH
e 1T 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 necessario, solucdes e meios de cultura foram submetidos a um
processo de esterilizacdo por calor umido a 120°C por 15 min. Algumas solugbes
sensiveis ao calor foram esterilizadas por filtracdo usando-se membranas tipo
Millipore com poro de 0,22 um. As solugdes foram preparadas usualmente com agua

tipo milliQ, salvo algumas excec¢des relatadas ao longo deste capitulo.

As principais técnicas de Biologia Molecular empregadas neste trabalho foram

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

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

foram utilizadas neste trabalho com seus respectivos genétipos.
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3.2.1 E. coli
Linhagem Genétipo Referéncia
EPI300™ F merA A (mrr - hsd RMS - mcrBC) EPICENTRE®

DH5a

XL10 Gold

3.2.2 P. stip

080d/acZAM15 AlacX74 recAl1 endA1
araD139 A(ara, leu)7697 gald gaK A\
rpsL nupG trfA tonA dhfr.

EndA1, recA1, hsdR17, supE44,
gyrA96, thi-1, relA1, AlacU169 (¢
80lacZAM15)

endA1 ginV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1
lac Hte A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-
mm173 tet® F[proAB laclFZAM15
Tn10(Tet™ Amy Cm™)

itis

Biotechnologies

(Sambrook &
Russell, 2001)

Stratagene

Linhagem

Caracteristicas

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 Caracteristicas Referéncia/Origem

JP1 Linhagem industrial isolada na da Silva Filho et al., 2005
destilaria agroindustrial
Japungu - PB

MFL leu2 Derivada da linhagem Fundacao Tropical de
dustrial FTPT472 Pesquisas Tecnologicas André

Tosello (Campinas SP)

PE-2 Linhagem industrial Basso et al., 2008

S288c MATo SUC2 mal gal2 mel flo1 ~ Mortimer & Johnston, 1986
flo8-1 hap1 ho bio1 bio6

RE1006 MATa can1-100 his3-11,15 R. Strich
leu2-3,112 trp1-1 ura3-52

CEN PK2 MATa/a. ura3-52/ura3-52 leu2- van Dijken et al., 2000
3,112/leu2-3,112 trp1-289/trp1-
289  his3A1/his3A1  MAL2-
8C/MAL2-8C SUC2/SUC2)

IH1788 MATa/o. trp1 leu2 ura3 his4 Ira Herskowitz

cani

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 caseina e 1,0% NaCl; (ii) Meio
low salt: 0,5% extrato de levedura; 1,0% peptona de caseina e 0,5% NaCl. (iii)) SOB:
2% triptona; 0,5% extrato de levedura; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM. (iv) SOC: € o meio
SOB contendo 10 mM MgClz, 10 mM MgSO,4 e 20 mM glicose (Sambrook & Russell,
2001). Para meio solido foi acrescentado 1,5% agar bacteriologico.

Para o cultivo de leveduras foram utilizados meio complexo e meio minimo. 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%; € 8%), xilose (0,1%; 2% e 4%) - YPX, galactose
2% - YPGal e rafinose 2% - YPRaf. O meio minimo é composto por: 0,17% Yeast
Nitrogen Base without amino acids (Difco); 0,5% sulfato de amobnio e fonte de
carbono. A fonte de carbono usada foi 2% glicose (MD), 2% xilose e 5% xilose (MX)
e suplementagdo com aminodcidos e nucleotideos quando necessario. As
concentracdes 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
tampéao fosfato pH 6.0. MD-Ura significa meio minimo sem uracila MD+Ura (meio
minimo suplementado com 10 mL/L de uracila 0,2%) e MD+5-FOA (acido 5-
fluoroorético) € o meio minimo 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 potassio, 0,1% extrato de levedura e
0,05% glicose) (Sherman et al., 1996). Para o meio sélido, foram adicionados 1,2-
2% agar bacteriolégico. As fontes de carbono foram preparadas em solucéo

separada para evitar a sua caramelizacado apds 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 Solucoes

As solugdes de um unico soluto foram dissolvidas geralmente em agua milliQ
na concentracdo desejada, exceto quando sollveis em outro solvente. As drogas
usadas para selecdo de recombinantes foram preparadas nas seguintes
concentracoes e filtradas: PFP (p-flior-DL-fenilalanina) — 10 mg/mL, canavanina — 30
mg/mL, G418 50 mg/mL, kanamicina 50 mg/mL. A ampicilina na concentracao de 50
mg/mL foi dissolvida em agua com adicdo de NaOH. As solugcdes de zeocina e

higromicina foram obtidas da Invitrogen na concentracao de 100 mg/mL e 50 mg/mL,
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respectivamente. A droga 5-FOA foi preparada na concentracdo de 50 mg/mL,
dissolvida em DMSO. A solugcao de iodeto de propidio foi preparada em PBS 1X na
concentracdo de 1 mg/mL. A solucao 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 A digerido com a enzima de
restricdo BstEll e com EcoRI / Hindlll, 100 pb /adder (PROMEGA) 100 pb /adder

(Pharmacia) e 100 pb /adder (LGC). Padrao dos marcadores em anexo.

3.7 Enzimas de Restricao

Foram utilizadas diferentes enzimas de restricao juntamente com os tampdes

apropriados fornecidos pelos fabricantes seguindo-se suas recomendacgoes.

3.8 Oligonucleotideos (primers)

Os oligonucleotideos usados estéao listados na Tabela 2 com suas respectivas
sequéncias, temperatura de dissociacdo - TM (quando necessario), sitios de
restricdo (sublinhados na sequéncia). Os codons de iniciacdo e terminacdo da
traducao estdo em negrito, bem como a sequéncia loxP. Os oligonucleotideos foram
desenhados a partir de sequéncias depositadas no banco de dados NCBI e SGD
(Saccharomyces Genome Database), além de sequéncias 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-HCI 4 mM (pH 8,0) para solucao estoque. A solugao de trabalho foi diluida em

H-O milliQ para uma concentracao de uso de 5 uM ou 10 uM.
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Tabela 2: Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados.

N2  Primers Sequéncia (5'—3") ™ Sitio

1 ZeoBlasF2 aggcgcgcccacacaccatagctticaaa 62°C Ascl

2 ZeoBlasR2 aggcgcgccagcttgcaaattaaagcecttc 58°C Ascl

3 G418F tcggtttccctecttcttgaa 62°C

4 G418R ggatgagagctttgttgtaggtg 68°C

5 hph1 agatctatgcctgaactcaccgcgac 64°C Balll

6 hph3 agatctctattcctttgecctcggacg 66°C Balll

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 60°C  Sacll e EcoRl
ggattatagg

14 PGIR tctcgagttttaggcetggatcttgatict 60°C Xhol

15 XKSF tctcgagttaatgttgtgticagtaattcagaga 70°C Xhol

16 XKSR tggatccgcggtctetctegttgetggtegetcaceett 92°C - BamHI e Sacll

17  FLPIN5S ccaattcctettcctagcetac 62° C

18 FLPIN3 ggattagtctcatccticaatg 62° C

19  HXT7p5 agagctcttctcgtaggaacaatttcgg 64°C Sacl

20 HXT7p3 cggatccttittgattaaaattaaaaaaactttttg 64°C BamHlI

21 3HXT7 cggatccttatttggtgctgaacattctctigta 66°C BamHlI

22 tPGKR tcctaggtaacgaacgcagaattttcgag 62° C Avrll

23  HXT-TT agtcgacgtgaataacagtgcggtcg 58°C Sall

24  XUT1-F tggatccaaaatgcacggtggtggtgacggta 70°C BamHlI

25 XUT1-R tgcagccqcttatttttcaacgtggtagacatc 64°C Notl

26 5PP-Lox aggatccataacttcgtataatgtatgctatacga 64°C BamHlI
agttatcccacacaccatagcttcaaaa

27 ZeoBlasR3 cggatccataacttcgtatagcatacattatacga 68°C  BamHlI e Bqglll
agttatagatctagcttgcaaattaaagccticgag

28 GREF1 acgagctcgttaacatatttcattatcggaactctag 60°C Sacl e Hpal

29 GRERT ttggatccatccgcggeccaategtcttgaaggattg 62° C - BamHI e Sacll
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30 GREF2 ttggatccgectgtggtgtcatccacg 62° C BamHl
31 GRER2 gtaagtaccagttaacgttgaaatggaagctgctatta 60°C Kpnl e Hpal
32 MAT-Fa actccacticaagtaagagtttg 64°C
33 MAT-Fa gcacggaatatgggactacttcg 70°C
34 MAT-R agtcacatcaagatcgtttatgg 64°C
35 URA3UP-F ccagctgctaagagatagtgatgatatttc Pvull
36 URA3UP-R tggatccgatttatcticgtttcctgcaggtt BamHlI
37 URA3DW-F tgaattcactgtattataagtaaatgcatgtatac EcoRl
38 URA3DW-R ccagctgcatctttctaccagattagagtaca Pvull
39 URAS3-F1 caacggttcatcatctcatgga 64°C
40 URAS-R1 cgctgccctacacgttcget 66°C
41  M13 UNIV gttttcccagtcacgac 52°C
42 M13 UNIV caggaaacagctatgac 50°C

REV

Para desenhar os primers para Real Time PCR (Tabela 3), as sequéncias dos
7 transportadores putativos de xilose (XUT), do transportador de agucar SUT2 foram
alinhadas utilizando a ferramenta Clustal W. Os primers foram desenhados em
regides de baixa identidade entre as sequéncias (Suplemento 4). A andlise das
sequéncias 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 transcricdo, baseado num gene constitutivo, 0 gene da actina
(ACTT). Os primers para os genes da via metabdlica 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 repeticGbes consecutivas da
mesma base (mais de 4), principalmente de G e os 5 nucleotideos da extremidade 3’
ndao 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

numero de acesso do gene no GeneBank dos respectivos cDNA.
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Tabela 3: Caracteristicas dos oligonucleotideos para qRT-PCR.

Gene N2de acesso primers Sequéncia (5" —3) ™ tamanho
PsACF cggtgacgaagcccaatcta 59,7°C

ACT1 XM001386915 144 pb
PsACR ttgtagaaggtgtggtgccagat 59,4°C
X1F atgaacgaagacagagaagacgaat 58,5°C

XUT1 XM001385546 Jaacgadgacagagaagacy 83 pb
X1R ttccatttgaacaagagtatcttccttac 58,8°C
X2F1 caagtaagctacgctgttacattcact 58,4°C

XUT2 XM001387205 120 pb
X2R1 gtgtttaggaagtcctggttgtt 59,8°C
X3F cagaggtcgtttatgaagaca 59,3°C

XUT3 XM001387101 goragaggieotiaigadd 100 pb
X3R agtagtaagaatatcccagtatccagta 58,4°C
X4F actcctgttgaagtgggtactatgatt 58,6°C

XUT4 XM001386678 9Haagiagn J 116 pb
X4R aatgaaagacccgtatctaatggttc 58°C
X5F atcgctcatttcgttatcaggtatg 59,4°C

XUT5 XM001385925 94 pb
X5R acttccgctcttgctatgaccat 59,7°C
X6F tgaccttgccatccticga 58,7°C

XUT6 XM001386552 115 pb
X6R gctaaagaagaagacatacaaccgatt 60°C
X7F agcgttgctctatgattcacatct 58,1°C

XUT7 XM001387030 110 pb
X7R ttcgttcgetcttaggtgtag 58°C
S2F cagagtcggtttgattgtticca 60°C

SUT2 XM001384258 Jagieagiioatio 124 pb
S2R gacgtagacaaccatagctgaaatga  58,8°C
S1F ttggtgacgtctacggtagaagagt 58,9°C

SUT1 U77382 9970acd ggiagaagag 126 pb
S1R cagtaatggcacgaccaatcataact 58,8°C
X2F2 aatggaatgatattaatgatgctgttattt  58,7°C

XUT2 XM001387205 120 pb
X2R2 ttcttgccttatcgggcettgaa 59,1°C
X2F3 caaatctggaaatcaggcaaaca 58,7°C

XUT2 XM001387205 108 pb
X2R3 gttaataagattaccaataataccctgttc  59,1°C
PsXR-F cgtcggtttcggcetgtt 59,8°C

XYL1 NC009045 FEQIHICIICITHI 69 pb
PsXR-R gtcttgatagcacggtagatctgttc 59,4°C
PsXDH-F2 atgtcctcgtccaggtcaaga 58,2°C

XYL2 AF127801 99 pb
PsXDH-R2 ccattggcttggtcaaaacgaa 58,2°C
PsXKS-F  cctcgcetgetctcaaaacct 58,3°C

XYL3 AF127802 97 pb
PsXKS-R acccttgctgatttcgtcgtt 59,5°C
PsTAL-F  accttgatctcgecattcgt 58,2°C

TAL1 AY854959 84 pb
PsTAL-R  gggtcticgtcaccttcgt 58,5°C
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3.9 Vetores

Foram utilizados os seguintes vetores de clonagem: pGEM®T Easy
(Promega), pBluescript® Il SK (+/-) da Stratagene™ e pPCV-B (desenvolvido no
Laboratério de Biotecnologia de Leveduras — UnB). Os vetores de expressao 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 obtencdo de
alguns fragmentos foram usados os seguintes vetores: pPICZaA (Invitrogen) e
pPICKa (Batista, 2012), pSH47 (Guldener et al., 1996) e pJPA113 (Falcon & Aris,

2003). Os mapas dos vetores de expressao 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 automatico foi de 100 a 200 ng de DNA, utilizando-se 1 ul de
solugéo de primers 10 uM. A andlise da qualidade do sequenciamento foi realizada
pelos programas Phrad e Phred e a andlise das sequéncias foi feita pela
comparagao com a sequéncia depositada em banco de dados ou com sequéncias
preditas com o auxilio da ferramenta BLASTn e bl2seq (Altschul et al., 1990). Para

obter a sobreposicdo das sequéncias (contig), foi utilizada a ferramenta CAPS.

3.11 Ferramentas de Bioinformatica e Sites

Nome Utilidade Endereco

SGD Informagdes sobre genoma e  genome-
analise funcional de S. www.stanford.edu/

cerevisiae Saccharomyces/
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NCBI

BLAST

Clustaw

EBI)
software Amplify 3.0

(EMBL-

Primers3Plus
(Untergasser et al.,
2007)

NebCutter
(Biolabs®)

Molecular Toolkits

The sequence
manipulation suite
Tm calculator

(Finnzymes)

Pesquisa bibliografica e banco
de dados de sequencias
Alinhamento de sequéncias
em banco de dados
Alinhamento multiplo

Simulador de PCR

Desenho de primers

Analise de restricao

Manipulacao de sequencias

Manipulacao de sequencias

Determinagdao da Tm dos

primers

http://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.g
ov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tool
s/clustalw/index.html
http://engels.genetics.wis
c.edu/amplify/
http://www.bioinformatics
.nl/cgi-
bin/primers3plus/primers
3plus.cqi
tools.neb.com/NEBcutter
/index.php3
http://www.vivo.colostate
.edu/molkit/

bioinformatics.org/sms

https://www.finnzymes.fi/

tm_determination.html

3.12 Analise de RNA e DNA por Eletroforese

Rotineiramente, o gel de agarose na concentragcdo desejada foi feito em
tampao TAE 1X (TAE 50X: 2 M Tris Base; 1 M acido acético glacial, 50 mM EDTA).

Apo6s adicionar TAE 1X a agarose, esta foi aquecida até a sua solubilizacdo

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

As amostras de DNA e RNA foram preparadas adicionando-se tampao 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 concentracao final de 1X e

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

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

acidos nucléicos foi feita sobre a luz ultravioleta de um transluminador.
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3.13 Extracao de DNA Total de Levedura

O DNA de levedura foi extraido segundo o protocolo descrito por Burke et al.
(2000) com modificagdes. A levedura foi crescida em 40 mL de meio YPD, em frasco
Erlemeyer de 250 mL, sob agitacdo a 30°C até atingir a saturacao. Em seguida, as
células foram coletadas por centrifugacao (3.000 g/ 5 min) a temperatura ambiente
e ressuspendidas em 3 mL de tampao SE (0,9 M sorbitol e 100 mM EDTA).
Posteriormente, foram adicionados 100 puL de Novozyme (100 mg/mL) ou liticase (20
mg/mL) a suspensdao de células e o sistema foi incubado a 37°C por 1 hora. Apos o
periodo de incubacao, a suspensao foi centrifugada (3.000 g/ 5 min) e o sedimento
foi ressuspendido em 3 mL de TEy (10 mM Tampéao Tris-HCI [pH 7,5] e 20 mM
EDTA). Foram adicionados 500 uL de 10% SDS as células que foram, entdo,
incubadas a 65°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de 5 M acetato de
potassio (pH 8,9) misturando-se gentilmente. Apés uma incubacao 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 extracdo das proteinas e debris
celulares com 1 volume de clorofane (1v de fenol equilibrado e 1v de cloroférmio)
invertendo-se o tubo gentilmente varias vezes. A solugao 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 solugao 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%. Apos seco, o precipitado foi ressuspendido em 200-500 uL
de TE (10 mM Tampao Tris-HCI [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA) e foram adicionados 100
ug/mL de RNAse A. O DNA foi estocado a 4°C.

3.14 Condicao de Cultivo da Levedura P. stipitis para qRT-
PCR

A levedura foi crescida em meio complexo (YP + fonte de carbono) em
condicao de aerobiose e condi¢des limitantes de oxigénio 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-inéculo da levedura P. stipitis em 5 mL de meio complexo
utilizando as diferentes concentracées de fonte de carbono, a 28°C sob condigbes
de aerobiose (agitacao de 200 rpm), por ~16 horas. Em seguida, foi feito cultivo em
duas condigcoes: aerdbica e em condicao limitante de O, Na condicao de aerobiose
foi feito um inéculo para ODg inicial de 0,2 em 100 mL de meio complexo com
diferentes concentracdes de fonte de carbono em frasco de 300 mL, fechado com
bucha, a 28°C e sob agitagcdo de 200 rpm até atingir a ODgyo= 1 £ 0,1 (~5 horas).
Para a condicao limitante de O, foi feito um inéculo inicial com ODggo = 0,1 em 50
mL de meio complexo com diferentes concentragcdes de fonte de carbono num
frasco tipo Erlemmeyer de 50 mL fechado com rolha de silicone, a 28°C, sob

agitacao lenta (50 rpm), até a cultura atingir ODggo= 0,9 + 0,1 (~48 horas).

3.15 Extracao de RNA Total de P. stipitis

O RNA total da S. stipitis foi extraido das células cultivadas nas condicdes
citadas acima, até o crescimento atingir ODggo= 09-1 £ 0,1. O RNA total foi obtido
utilizando-se o kit comercial SV Total RNA Isolation System (PROMEGA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A integridade do material foi verificada em
eletroforese de gel de agarose e sua concentragcdo foi determinada por
espectrometria a 260 nm usando os equipamentos GeneQuant (GE) e NanoDrop
(Thermo).

3.16 Obtencao de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando o kit
SUPERSCRIPTPIIl First Strand ¢cDNA Synthesis (Invitrogen™), seguindo-se as
recomendacodes do fabricante. A quantidade de RNA utilizada na reacao foi de ~500

ng. O primers usado na reacao foi o oligo (dT)zo.

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

A andlise de expressao foi feita pela técnica de Real Time RT-PCR utilizando
o equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) disponivel
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em nosso laboratdrio. O kit de deteccao utilizado foi 0 Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems). A reagédo e o ciclo foram os recomendados pelo fabricante.
Para uma reacao de 10 pL, foram adicionados 5 uL de SYBR Green 2X, 0,8 uL do
par de primers na concentracao de 50 pM, 2 pL do cDNA, e completando-se o
volume com H>O milliQ. O programa para a reacao 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 dissociacao feita logo apds a reacao conforme o programa:
95°C/15 s, 60°C/1 min, 95°C/15 s e 60°C/15 s. A anadlise dos dados foi feita pelo
método comparativo Ct (AACy) (Livak & Schmittgen, 2001). As reacdes foram feitas

em triplicata.

3.18 PCR

As condi¢bes que foram utilizadas para a realizagdo das PCR neste trabalho

estao representadas na Tabela 4 e o ciclo da PCR seréa descrito a seguir.

Tabela 4. Reagentes utilizados na PCR, seus fabricantes e a concentragao final na reagao.

Reagentes Concentracao final Marca

dNTP (2,0 mM) 10X 200 mM (1X) Gibco®
Tampao 10X 1X Cenbiot/LGC
MgClz (50 mM) 2,0 mM Cenbiot/ LGC
Taq DNA polimerase (2 U/ul ou 5 U/uL) 0,04 U Cenbiot/ LGC
Primers 5’ (5 pM) 0,2 uM

Primers 3’ (5 pM) 0,2 uM

DNA Molde <10 ng

Ciclo da PCR

Desnaturacdo  94°C 45s -1 min  <«—
Anelamento 50-60°C 30-45s Ciclo - 30 vezes
Extenséo 72°C 1 min/kb —

Extenséo final 72°C 3x tempo de

extensao
4°C 00
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Para as polimerases de alta fidelidade, Phusion® DNA polimerase
(Finnzymes) e Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) as

condi¢des adotadas foram aquelas recomendadas pelo fabricante.

3.19 PCR de Colonia

As PCR com colénias recombinantes foram feitas da seguinte forma: Uma
quantidade minima de colénia foi coletada com a ponta de um palito e dissolvida em
5 pL de H>O. Em seguida foi feito um mix da reagdo de PCR com os reagentes em
comum e, posteriormente, distribuidos nos tubos com as col6nias dissolvidas. A

condicao da reacgao esta descrita na Tabela 5 e o ciclo logo a seguir.

Tabela 5. Reagentes utilizados na PCR de col6nia, volume e concentragao final na reagao.

Reagentes Quantidade Concentracao final
dNTP (2,0 mM) 10X 1,5 uL 200 uM
Tampéao 10X 1,5 uL 1X
MgClz (50 mM) 0,6 uL 2mM
Tag DNA polimerase (5 U/uL) 0,04 uL 0,013 U
Primers 5’ (5 uM) 0,6 pL 2 uM
Primers 3’ (5 uM) 0,6 pL 2 uM
Colbnia + H.O 5uL
H.O milliQ 5,1 uL
Total 15 L
Ciclo da PCR
Desnaturacdo  94°C 1 min -«
Anelamento 50-60°C 30-45s Ciclo - 30 vezes
Extenséo 72°C 1 min/kb —
Extenséo final 72°C 3x tempo de
extensao
4°C 00
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3.20 Adicao de dATP ao Produto de PCR

Os produtos de PCR feitos com enzima a Phusion® DNA polimerase, possuem
extremidade abrupta, pois esta enzima ndo adiciona dATP ao final da reacéao.
Portanto para os amplicons serem ligada aos vetores que possuem T nas suas
extremidades (ex. pGEM®T) é necessario fazer uma reacdo de polimerizagdo para

adicionar dATP nas extremidades dos amplicons.

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

final.

Tabela 6: Reagentes utilizados na reagao para adicao de dATP, e suas concentragdes

Reagentes Concentracao final
dATP (10 mM) 0,2 mM

Tampao 10X 1X

MgCl, (50 mM) 2 mM

Taq DNA polimerase (2 U/ul) 0,5 U/uL

Produto de PCR

A reagéo foi incubada por 20 min a 72°C

3.21 Purificacao do Produto de PCR e de Fragmento de DNA
de Gel de Agarose

Os produtos de PCR foram purificados, para eliminacdo 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 eluicdo 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 recomendacdes

do fabricante.
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3.22 Defosforilacao do Vetor Linear

Os vetores que foram linearizados com apenas uma enzima de restricao,
foram defosforilados para evitar sua religacdo. A enzima utilizada foi a fosfatase
alcalina de camarao (SAP) da Fermentas e a Antarctic Phosphatase (New England

Biolabs), conforme orientacao do fabricante.

3.23 Ligacao dos Fragmentos de DNA

As concentragcdes de DNA (vetor:inserto) utilizadas no sistema de ligacéao
variaram dentro da proporcao de 1:3 a 1:6. Tipicamente, o sistema de ligagéo foi de
10 uL. A temperatura de incubagao e concentracdo da enzima variou de acordo com

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

3.24 Transformacao de Células de E. coli

3.24.1 Choque térmico com cloreto de rubidio

Para a transformacgao de E. coli por choque térmico foi adotado o protocolo
proposto por (Hanahan, 1983) com adaptacdes. As células da linhagem de E. coli a
serem transformadas foram inoculadas em 5 mL de meio SOB e incubadas a 37°C,
sob agitacdo (200-250 rpm), durante a noite (~16 horas). No dia seguinte, 2 mL do
pré-inéculo foi adicionado a 50 mL de meio SOB. A cultura de células foi incubada a
37°C sob agitacao (250 rpm), até atingir a ODego de 0,3. A cultura foi transferida para
tubos de centrifugacao seguindo-se incubacao no gelo por 15 min. As células foram
coletadas por centrifugacao (3.000 g/ 5 min / 4°C), e o sedimento foi ressuspendido
em 16 mL de tampao de transformacéao | (12 g/L RbCl; 9,9 g/L MnCl>4H,0; 1,5 g/L
CaCl>2H.0; 150 mL glicerol 100%; 30 mL 1 M acetato de potassio [pH 7,5]). O pH
da solucgao foi ajustado para 5,8 com 0,2 M acido acético seguindo-se esterilizacdo
por filtragdo. Apds 15 min de incubagado no gelo as células foram submetidas a uma
nova centrifugacao. As células foram entdo ressuspendidas em 4 mL de tampao de
transformacéo Il (1,2 g/L RbCl; 11 g/L CaCl>2H.0; 150 mL glicerol 100%; € 20 mL de
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1M MOPS [pH 6,8]) esterilizado por filtragcdo. Aliquotas de 100 uL de células por tubo

foram estocadas a -80°C.

Uma aliquota de células competentes foi utilizada para cada sistema de
ligagcao. As células foram retiradas do freezer -80°C e deixadas descongelar no gelo.
Ao descongelar, foram adicionados 50% do sistema de ligagdo. As células com o
DNA foram incubadas no gelo por 30 min. ApGs esse periodo, as células foram
submetidas a um choque térmico de 37°C por 5 min ou 42°C por 90 s €, em seguida,
adicionaram-se 500 a 1000 uL de meio L seguindo incubagéao a 37°C por 1 hora.
Foram semeados volumes de 50 a 200 pL de cultura de células em placas de Petri
com meio LB-agar contendo antibiético apropriado e 40 uL de 2% X-gal e 7 pL de 1

M IPTG quando necessario.

3.25 Purificacao de DNA Plasmidial

3.25.1 Mini-preparacao de plasmidios por lise alcalina (com
modificacoes)

O protocolo de extragdo de plasmidios de E. coli foi baseado na técnica de
lise alcalina descrita por Birboim & Dolly (1979) com algumas modificacdes. Colbnias
individuais de E. coli foram inoculadas em meio L (4-5 mL) com antibiético
apropriado. As células foram crescidas a 37°C, sob agitacdo de 200-250 rpm,
durante 18 horas. A cultura foi centrifugada (10.000 g / 2 min). O sedimento foi
ressuspendido em 200 uL de TE (10 mM Tris-HCI [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA), depois
foram adicionados 360 uL de solugéo Il (0,2 M NaOH e 1% SDS), invertendo o tubo
delicadamente vérias vezes e incubando a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente, foram adicionados 300 uL de solucéo Ill pH 4,8-5,0 (3 M acetato de
sédio e 2 M acido acético), invertendo gentilmente o tubo varias 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 uL de isopropanol
seguindo-se centrifugacdo a 10.000 g / 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 200 uL de TE. Foram adicionados 110 uL acetato de

aménia 7,5 M e misturou-se o0 sistema vigorosamente utilizando-se o vortex. A
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solucao foi centrifugada (10.000 g / 10 min) e o sobrenadante transferido para um
novo tubo. O DNA foi precipitado pela adicao de 750 uL de 100% etanol gelado
seguindo-se centrifugacdo 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, apds seco, o precipitado foi ressuspendido
em 50 pL de TE ou H2O milliQ e 0,5 uL de RNAse A 10 mg/mL.

Quando era necesséario sequenciar o material, a purificagdo plasmidial foi
realizada utilizando-se o QIAprep Spin Miniprep Kit da QIAGEN seguindo-se as

recomendacodes do fabricante.
3.25.2 Midi-preparacao de plasmidios

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

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

3.26 Esporulacao de Leveduras

As leveduras de interesse foram inoculadas em meio solido de pré-SPO. Apos
cultivo a 30°C por 48 h, as culturas foram transferidas para meio sélido SPO. Apés
dez dias de incubagao, algumas colénias foram dissolvidas em PBS 1X e analisadas
no microscopio Optico (Zeiss Axiophot) com uma objetiva de 100X 1,3. As imagens
foram feitas com sistema de contraste de interferéncia diferencial (DIC — Diferential
Interference Contrast ) e coletadas com camera AxioCam MRC e o software

AxioVision release 4.7.

3.27 Dissecacao de Tétrades

O protocolo usado na dissecacgao de tétrades foi baseado em Sherman (1996).
Apoés a esporulacdo, uma pequena quantidade de células foi dissolvida em 50 pL de
H.O destilada estéril. Apds a adicdo de 50 mg/mL liticase as células, o sistema foi
incubado a 30°C por 10 min. Foram adicionados 100 pL de H,O destilada estéril ao

sistema e este foi incubado no gelo para interromper a acdo da enzima. Apds o
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tratamento enzimatico, as células foram transferidas para uma regido demarcada da
placa de meio YPD com auxilio de uma alca de platina. Para a dissecacdao das

tétrades foi usado o microscépio de dissecagao MSM400 (Singer).

3.28 Citometria de Fluxo

Para o preparo das células foi usado o protocolo descrito por Jacques et al.,
(2010) com modificagbes. As leveduras foram crescidas em 5 mL de meio YPD a
30°C sob agitagao de 200 rpm por ~20 horas (até a fase estacionaria). A quantidade
de células foi determinada usando camara de Neubauer. A cultura foi submetida a
centrifugagdo de 5 min a 3.000 g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
celular foi lavado com H.O destilada e submetido a uma nova centrifugacao. As
células foram fixadas em 1 mL de 70% etanol durante a noite a 4°C. Apds a
incubacao, as células foram sedimentadas (3.000 g/ 5 min) e lavadas com 1 mL de
50 mM citrato de sédio (pH 7,5). Apés uma nova centrifugacao, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de 50 mM citrato de sddio (pH 7,5) contendo 0,20 mg/mL
de RNAse A. Apdés uma incubacao a 55°C por 1 hora, foram adicionados 10 pL de
proteinase K (20 mg/mL) as 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 10’ células foram coradas com
50 pg/mL iodeto de propidio (5 mg/mL em PBS [13,7 mM NaCl, 0,7 mM NazHPO,,
0,002% NaNg]). As células foram mantidas a 4°C e protegida da luz até a leitura no
citbmetro FACSCalibur (BD) equipado com laser de 488 nm. Foram usadas 50.000
células para a medida de fluorescéncia. Foi usado o detector de fluorescéncia FL2.
As células foram separadas dos debris pelos parametros forward scatter (FSC) e
side scatter (SSC) e os agregados celulares foram excluidos pelos parametros FL-W
versus FL-A. Para a analise dos dados foi usado o programa FlowJO, por meio de

um histograma de PL-H das linhagens celulares.
3.29 Analise de MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
Foi inicialmente feito o in6culo de uma col6nia de levedura em 5 mL de meio

YPD. O crescimento foi feito 30°C/200 rpm por ~18 horas. Apos determinar o

numero de células na cultura, foram feitas diluicdes seriadas de 108-10° células/mL.
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Foram aplicadas 5 pL de cada diluichio em cada placa contendo diferentes

concentracdes da droga em estudo e numa placa controle sem droga.

3.30 Transformacao de Levedura em Fase Estacionaria

Foi feito um in6culo das células de S. cerevisiae em 5 mL de meio YPD. As
células foram crescidas a 30°C, sob agitagdo de 250 rpm até a saturagao, (~24 h).
Foram coletadas 200 uL de células por centrifugacdo a 12.000 g por 5 s. As células
foram ressuspendidas em 100 uL de tampéao One Step (0,2 N LiAOc; 40% PEG
4000 [p/v]; 100 mM DTT). Foram adicionados de 100-2000 ng de vetor as células
que entao foram foram incubadas a 45°C por 1 hora. Apés esse periodo, as células
foram plagueadas em meio MD com a droga adequada. No caso de selecao por
antibiético, o tampao One Step foi removido por centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de YPD e incubadas a 30°C por 2 horas. As células foram
submetidas a centrifugacao para eliminar o excesso de meio, sendo posteriormente
ressuspendidas em ~300 pyL de meio para serem espalhadas em placa de YPD

contendo o antibiético adequado (Chen et al., 1992).

3.31 Eletroporacao de Levedura

A transformacédo de leveduras por eletroporagao 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 agitacao durante a
noite. No dia seguinte, 1% do pré-indculo foi transferido para 500 mL de meio YPD
para crescer a 30°C sob agitacao até atingir a ODeoo de 1,3-1,5. Posteriormente, as
células foram coletadas por centrifugacao a 1.500 g/ 5 min / 4°C e o sedimento foi
ressuspendido em 500 mL de agua estéril gelada. A suspensdo foi novamente
centrifugada e o sedimento ressuspendido em 250 mL de agua estéril gelada
seguindo-se da coleta por centrifugacdo. Esta lavagem foi repetida mais uma vez e
apds a segunda centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 20 mL de 1 M
sorbitol estéril e gelado. Novamente as células foram centrifugadas e

ressuspendidas em 250-500 uL de solucao de sorbitol gelado para um volume final

de 1,5 mL de células competentes. Em 80 uL de células foram adicionados 5 a 20 ug
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de DNA linear sendo o sistema imediatamente transferido para uma cubeta de
eletroporacao de 0,2 cm (Bio Rad) gelada. A cubeta com as células foi incubada no
gelo por 5 min. Foram adicionados 320 uL de 1 M sorbitol gelado a cubeta. As
células foram submetidas a um pulso elétrico no equipamento da Bio Rad com os
seguintes parametros: 1500 V, 25 uF, 400 Q. Apds eletroporagao foram adicionados
680 uL de 1 M sorbitol gelado estéril e o sistema foi transferido para um tubo tipo
Eppendorf. Ap6s uma centrifugacdo de 10 s, o excesso de sobrenadante foi
descartado, permanecendo o suficiente para se semear 100 uL de suspensao
células por placa. O meio utilizado na selecao de leveduras transformantes foi MD,
com os suplementos necessarios. As placas foram colocadas a 30°C por 48-72

horas.

3.32 Transformacao de Alta Eficiéncia de Levedura

Uma colbnia da levedura a ser transformada foi inoculada em 5 mL de meio
YPDA e incubadas a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm, por 12-16 horas. Foram
adicionados 2,5 x 10° células em 50 mL de meio pré-aquecido 2YPDA para uma
concentracdo final de 5 x 10° células/mL. As células foram incubadas a 30°C sob
agitacdo (200 rpm) até atingir a concentracdo de no minimo 2 x 107 células/mL.
Enquanto isso, 1 mL do DNA carreador (DNA de esperma de salmao — 2 mg/mL) foi
desnaturado em agua fervente por 5 minutos e colocado no gelo com &agua
imediatamente. Apds 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
agua estéril. Esta etapa foi feita duas vezes. Uma nova centrifugagao foi feita com as
células agora ressuspendidas em 1 mL de agua estéril sendo, entao, transferidas
para um tubo de microcentrifuga para uma nova coleta (3.000 g/ 30 s). As células
foram ressupendidas em 1 mL de agua estéril e dispensadas em aliquotas de 100
uL. Apods outra centrifugacao (3.000 g/ 30 s) as células foram ressupendidas em 336

ul do seguinte mix:
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Componentes Volume (pL) / transformacao
50%PEG 3350 (p/v) 240 pL

1 M LiAOc 36 yL

DNA carreador® (2 mg/mL) 50 uL

Total 336puL

2 : DNA de esperma de salmao

Foi adicionado DNA num volume total de 34 pL. As células foram
ressuspendidas vigorosamente e incubadas num banho a 42°C por 40 min. Apds o
choque térmico as células foram sedimentadas (3.000 g/ 30 s) e ressupendidas em
1 mL de agua estéril. Foram semeadas em meio MD no volume maximo de 150 uL
por placa de células transformadas. No caso de selegdo por antibiético, 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
antibiético adequado. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas (Gietz &
Schiestl, 2007).

3.33 Excisao da Marca de Selecao

Para remogao da marca de selegao flanqueada pelo /oxP foi usado o protocolo
descrito por Carter & Delneri (2010). Uma col6nia da levedura contendo o cassete
de selecao flanqueado por sitios loxP e o vetor pYRCre foi inoculada em 5 mL de
meio YPRaf com 200 pg/mL higromicina B. A cultura foi incubada a 30°C, sob
agitacao (~200 rpm), durante a noite. No dia seguinte a quantidade de célula
necessaria para iniciar o inéculo com uma ODggo = 0,3 foi submetida a centrifugacao
(3.000 g/ 5 min) e lavadas com H2O destilada estéril. Apds uma nova centrifugagao
as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPGal com 200 pg/mL
higromicina B. A cultura foi incubada a 30°C por 3 horas sob agitacao.
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 col6nias isoladas.
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3.34 Deteccao de Fluorescéncia

As células foram cultivadas em meio MD a 28 °C por 16 h sob agitacdo. Em
seguida, 10 ul de cada cultura foram adicionados numa lamina. Um microscopio
confocal (Leica SP5) equipado com laser de 488 nm, e uma objetiva 63x NA 1,4 foi
usado para avaliar a expressdo da GFP. As imagens foram coletadas com o

programa LAS software AF.

3.35 Adaptacao Metabdlica

Adaptacao Metabdlica 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 pug/mL). Apés crescimento durante a noite, sob agitacéo
(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
ODgqp inicial de 0,2. Esta cultura foi crescida até atingir a ODgoo de ~1,5. Ao atingir
esta densidade éptica as células foram transferidas para um novo meio MX com
uma ODggp inicial de 0,2. O crescimento foi feito sob agitacdo de 200 rpm (shaker) a
30°C. Durante o processo foi calculada a taxa de crescimento aparente pela formula:
M = In(X/Xo) / t>-t1, onde X é a ultima ODggp medida, X, € a medida da ODggo anterior,

to € o tempo da ultima ODgoo medida e t € o tempo da medida de ODggo anterior.

3.36 Cultivo Anaerodbico

A fermentagdo das leveduras recombinantes foi feita de acordo com o método
descrito por Parachin (2010). Foi feito um inéculo em 100 mL de meio 2MX contendo
3% de xilose e tamponado com 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 6,0 em
frasco Erlemeyer de 1000 mL vedado com bucha. As células foram crescidas a 30°C
em sob agitacdo (200 rpm) até atingir a fase exponencial tardia. A cultura foi
sedimentada e lavada 2 vezes com HyO destilada estéril. O cultivo anaerdbico 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) a cultura. Este foi

recoberto com uma camada de 6leo mineral estéril evitando a entrada de O, na
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cultura. O CO; produzido foi liberado por meio de agulha colocada através da rolha.
Para coletar a amostra foi introduzida uma canula de borracha no meio conectado
ao ambiente por uma seringa. O cultivo foi feito a 30°C sob agitagdo de ~150 rpm
por 100 h.

3.37 Analise dos Produtos de Fermentacao por HPLC

O substrato (xilose) e os produtos (etanol, xilitol e glicerol) do cultivo
anaerdbico 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 um e didametro de 13 mm. Posteriormente a amostra foi
aplicada ao equipamento de HPLC (Shimadzu). A coluna foi eluida a 80°C com agua
como fase mével a um fluxo de 0,6 mL/min. A detecgao foi feita pelo indice de
refracao RID10 (Shimadzu).

3.38 Extrato Proteico

Foi feito um pré-inéculo da levedura em 5 mL de meio YPD (glicose 2%) com
G418 a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm, durante a noite. No dia seguinte foi feito um
inéculo em 50 mL de meio YPD com G418. O crescimento foi realizado a 30°C, sob
agitacao (200 rpm), até atingir a ODsgo = 0,9. A cultura foi submetida a centrifugacao
(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. Apés uma nova centrifugacao (10.000
g/ 5 min / 4°C) o sedimento com foi ressuspendido em 1,5 mL de uma solucéo
contendo 100 mM trietanolamina (pH 7,0), 1 mM EDTA e 1 mM PMSF. Foram
adicionadas 20 pL de esferas de vidro (diametro 0,45 x 0,5 mm). O sistema foi
submetido a uma agitacdo 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 Padrao de NADH

Foi preparada uma solugao estoque de 5 mM NADH. A partir desse estoque
foi feita diluicbes para as seguintes concentragées 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 reagdes num espectrofotometro utilizando um comprimento de onda
de 340 nm. Com os valores obtidos dessa leitura foi construido um grafico de

regresséo linear.
3.40 Ensaio de Atividade para Xilose Isomerase (XI)

O ensaio de atividade de Xl foi feito com modificacdes sugeridas por Kersteis-
Hilderson et al. (1987). Como a X| nao depende de cofator para a sua atividade, esta
€ medida indiretamente por meio de duas reacdes acopladas. Na primeira reacédo a
X| cataliza a reagdo de conversdo da xilose a xilulose. Na segunda a xilulose é
convertida a xilitol pela enzima sorbitol desidrogenase (SDH) com oxidacdo do
NADH. A reacao de oxidorreducdo do NADH é medida espectrofotometricamente a

340 nm ao longo do tempo.

_ X SDH .
Xilose — xilulose — xilitol + NAD*
NADH

12 reacao: xilose — xilulose

Reagente Trietanolamina | Xilose 2,5M | MnCl.0,5 M | Extrato proteico
200 mM
(pH 7,0)

Volume 118 pL 28,5 L 10 pL 100 pL

As reages foram incubadas a 30°C em diferentes tempos: 20 min, 1 h, 2 h e
3 h. Apo6s cada um desses tempos as reagdes foram interrompidas pela adicdo de
60 pyL de TCA 50%. Apds uma centrifugacdo a 11.000 g por 5 min a reagao foi
neutralizada com 78 uL de 2 M NaxCOs. Foi feito um controle da reagédo colocando-

se o0 tampéao de parada (50% TCA) antes de adicionar o extrato proteico.
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Uma unidade de XlI é definida como a quantidade de enzima capaz de

produzir 1 pmol de xilulose por minuto a 30°C

22 reacao: xilulose — xilitol

Reagente Trietanolamina H-0 Amostrada | NADH 5 mM SDH
200 mM (pH 7,0) 12 reacao 0,035 U
Volume 500 pL ‘ 370 uL ‘ 100 uL ‘ 20 pL ‘ 10 pL

Procedeu-se as leituras no espectrofotdmetro, apdés 10 min da adicdo da

SDH. As reacdes da segunda etapa foram feitas em triplicata (Traff et al., 2001).
3.41 Quantificacao de Proteina
A quantificagdo da proteina foi feita utilizando-se o reagente comercial de

dosagem de proteina Protein Assay (Bio Rad), baseado no método colorimétrico de
Bradford (Bradford, 1976).
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V4

4. ESTRATEGIA

As estratégias usadas para alcancar o objetivo proposto estao

representadas no fluxograma abaixo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao deste trabalho estdo divididos em capitulos para
facilitar a compreensdo. No Capitulo 1 estao descritos os resultados obtidos com a
caracterizacdo genética da linhagem JP1 bem como da construcdo da linhagem
auxotréfica ura3. O Capitulo 2 mostra a obtencdo da linhagem industrial de S.
cerevisiae JP1 capaz de metabolizar xilose. Sao descritos as constru¢cées dos
cassetes de expressao contendo os genes envolvidos no metabolismo de xilose, a
adaptacao da linhagem recombinante em meio com xilose como Unica fonte de
carbono e dados da fermentacdo anaerdbica. No Capitulo 3 sdo relatados dados
preliminares de analise de expressao dos genes envolvidos no metabolismo de
xilose de P. stipitis - principalmente com relagdo aos transportadores - em diferentes

concentracdes de fonte de carbono.
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5.1. CAPITULO 1: LEVEDURAS INDUSTRIAIS

Como dito anteriormente, S. cerevisiae é 0 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 condigcbes nao-estéreis, a
contaminagdo com bactérias e outras leveduras é inevitavel (Amorim et al., 2011).
Todavia, a competicdo favorece a evolugcao adaptativa de um organismo. Como S.
cerevisiae € um microrganismo que vem sendo usado pelo homem ha milénios para
diferentes fins surgiram diversas linhagens com caracteristicas genéticas mais
favoraveis ao ambiente onde foram domesticadas (Borneman et al, 2011). H4,
portanto, uma grande diversidade populacional de leveduras onde aquelas que
estao fisiologicamente mais adaptadas ao ambiente industrial e a competicdo com
outros microrganismos tendem a dominar (da Silva-Filho et al., 2005; Amorim et al.,
2011). Por esse motivo, leveduras provenientes de industrias alcooleiras estdo
recebendo uma maior atencao devido a possibilidade de utilizacdo de linhagens

mais adaptadas e altamente produtivas.

Além do uso de linhagens adaptadas naturalmente nas dornas de
fermentacdo, € necessario empregar esforcos para realizar modificacées racionais
em leveduras industriais para se melhorar ainda mais o rendimento de etanol. Para
isso, & preciso ter conhecimento das caracteristicas genéticas e fisiolégicas da
linhagem a ser manipulada, uma vez que a maioria das informagdes que se tem é
resultante do extenso estudo das linhagens laboratoriais, que perderam suas
caracteristicas originais devido a anos de manipulacao e cultivo em condi¢cées nao-
estressantes (Wheals et al.,, 1999). Estudos de genbmica comparativa revelam
novas ORF e regides adicionais em diferentes grupos de leveduras industriais que
ndao sao encontradas na linhagem referéncia S288c (Fay e Benavides, 2005;
Borneman et al, 2011). Este conhecimento € 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

52



Viviane Castelo Branco Reis Resultados e Discussao

das industrias desta Regido apresentando alta estabilidade e resisténcia ao estresse
dos processos fermentativos como temperatura, pH e etanol. Apresenta uma taxa de
conversado de acgucar de 93%, 0s outros 7% sao destinados ao metabolismo celular
(da Silva-Filho et al., 2005; Amorim et al., 2011). Entretanto, apresentou baixa taxa de
crescimento (4 = 0,16 h”') em meio de melaco quando comparada a linhagem
industrial PE2 usada na Regido Sudeste (u = 0,23 h™"), igualando-se a esta quando
crescida em caldo de cana diluido (u = 0,3 h™). Ndo apresenta alta produtividade,
nem alto rendimento, provavelmente devido a alta producéo de glicerol. Sendo este
responsavel pela protecdo da célula contra estresse osmético (Almeida et al., 2011).
Quanto a sua manipulacdo genética, JP1 apresentou eficiéncia de transformacao
maior que outras leveduras industriais, tanto para vetores epissomais quanto para
cassetes integrativos (da Silva-Filho et al., 2005).

Para se realizar manipulacdes genéticas em leveduras € importante o
conhecimento de algumas caracteristicas genéticas basicas como a ploidia € o tipo de
ciclo de vida (homotalismo/heterotalismo). A ploidia influéncia varias caracteristicas da
célula como tamanho, tempo de geracado, tolerancias ambientais e caracteristicas
sexuais (Gerstein et al., 2006). Sao encontradas linhagens de S. cerevisiae haploides,
diploides, aneuploides e poliploides, sendo que as primeiras sdo mais faceis para se

criar mutantes “null” por recombinacao homéloga.

A reprodugdo de S. cerevisiae pode ocorrer tanto de forma assexuada como
sexuada. No primeiro caso, a proliferacao ocorre por brotamento, ou seja, a célula
filha brota da célula mae e essa divisao celular se da por mitose (Figura 7). Na forma
sexuada, ocorre a fusdo de células haploides com tipos de acasalamento diferentes
gerando uma célula diploide (Figura 7). Em S. cerevisiae sao descritos dois loci
diferentes associados ao acasalamento: MATa e MATa. Nas células haploides ha
apenas um tipo de acasalamento, a (MATa) ou a (MATa). Células diploides
heterozigotas para o locus MAT, quando submetidas a estresse nutricional (baixa
concentracdo de fonte de nitrogénio e baixa concentracdo de fonte de carbono),
sofrem meiose e geram 4 esporos haploides, sendo 2 a e 2 a (Figura 7) (Herskowitz,
1988).
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Outro aspecto importante a ser estudado € o ciclo de vida desta levedura, que
podem apresentar dois tipos: homotalica (autoférteis) e heterotalica (autoestéreis).
Essa classificacdo é apenas para linhagens haploides. Nas linhagens homotalicas,
apds duas geragoes, ocorre uma interconversao do locus MAT na célula mae levando
a uma mudancga do tipo de acasalamento o que pode levar ao acasalamento das
células mae com a célula filha gerando uma célula diploide (Figura 7). Nas linhagens
heteroltdlicas esta interconversdo nao ocorre, mantendo estavel o tipo de
acasalamento da linhagem e também a sua ploidia. Neste ultimo caso, para que haja
a formagao de uma célula diploide é necessario o cruzamento com outra linhagem

com o tipo de acasalamento oposto (Figura 7) (Herskowitz, 1988).
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Figura 7: Ciclo de vida e reproducéao de S. cerevisiae. LN — baixa fonte de nitrogénio, +C - baixa
fonte de carbono. n célula haploide, 2n — célula diploide, a — linhagem com tipo de acasalamento a,
a - linhagem com tipo de acasalamento a e a/a - linhagem com os dois tipos de acasalamento.

O tipo de acasalamento se da pela presenca de um locus MATa(a) ativo que se
encontra entre dois loci silenciosos HMLa e HMRa. O gene responsavel pela
interconversdo do tipo de acasalamento da levedura, HO, codifica para uma
endonuclease que cliva nas proximidades do locus ativo (MATa ou MATa) permitindo
a recombinacdo com um dos /oci silenciados (HMLa ou HMRa) mudando, assim, o
tipo de acasalamento ativo da levedura (Strathern et al, 1982; Herskowitz, 1992)
(Figura 8). Podem-se obter linhagens haploides estaveis (heterotdlica) por meio da

inativacao do locus HO.
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Figura 8: Representacdo da interconversao do locus ativo MAT. O circulo
representa o centrdmero, o v representa o sitio de clivagem da endonuclease
HO e as setas a interconversao.

Outro aspecto importante para a modificacdo genética de um microrganismo é
a forma como as linhagens modificadas s@o selecionadas. Para isso, sdo usadas
marcas de selecdo, que podem ser auxotréficas ou dominantes. Para serem
eficientes, as marcas de selecao devem evitar o surgimento de mutantes revertentes
(Pronk, 2002). As marcas dominantes sao, geralmente, relacionadas a resisténcia a
drogas como antibiético ou analogos sintéticos de substratos de certas vias
metabodlicas. As desvantagens destes Ultimos sdo a toxicidade e o alto custo,
principalmente quando se considera uso industrial (larga escala). No que se refere
aos antibidticos, seu custo, a possibilidade de transferéncia horizontal de genes de
resisténcia, e o fato de afetar as funcdes celulares sao fatores que inibem seu uso em
grandes processos fermentativos (Pronk, 2002). Contudo, estas questdes podem ser
contornadas removendo-se a marca de selecdo por meio de recombinacao
intramolecular uma vez estabelecido o fenétipo desejado. Um dos sistemas eficientes
mais usados para este fim é o sistema Cre-loxP. Neste caso, as regides a serem
eliminadas sao flanqueadas por pequenas sequéncias repetidas e na mesma direcao
(sitios loxP) que sao reconhecidas pela recombinase CreA cuja expressao é
controlada por um agente indutor externo, geralmente a galactose. A sequéncia loxP
tem 34 pb sendo formada por duas sequéncias repetidas e invertidas de 13 pb
separadas por uma sequéncia central de 8 pb (Sauer, 1987).

Marcas auxotréficas, embora mais aceitas do ponto de vista de biosseguranca,
tém o uso limitado, pois as leveduras industriais sdo geralmente diploides ou

poliploides. As marcas auxotréficas sao bastante usadas em pesquisas laboratoriais,
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mas no campo de produgdo industrial linhagens auxotréficas podem afetar
negativamente a producao. Isso se deve a alguns fatores: sobrecarga proteica (em
vetores epissomais, exceto quando se usa promotor defectivo); interferéncia na
biossintese de compostos essenciais devido a suplementagdo nutricional (Pronk,
2002). Além disso, a mutacao auxotréfica afeta o crescimento celular quando

comparada a sua progenitora (Baganz et al., 1997).

Leveduras industriais possuem uma genética complexa. Para melhorar e
introduzir novas caracteristicas em linhagens industriais é necessario a integragao do
conhecimento nas areas de Genética, Fisiologia e Engenharia Quimica procurando
nao afetar as caracteristicas que a tornam aptas ao ambiente estressante das dornas
industriais (Amorim et al, 2011). Sendo assim, neste trabalho procuramos
conhecimento basico 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 producdo de etanol ou outros bioprodutos. Dentre as
caracteristicas estudadas, buscamos conhecer sua ploidia, homotalismo,
sensibilidade ou ndo a drogas e a eficiéncia de transformacao com diferentes marcas
de selecao. Finalmente, construimos uma linhagem auxotréfica ura3 que servird como

ferramenta genética para futuros trabalhos de investigacao.

5.1.1. Determinacao de Ploidia

Para investigar a ploidia da linhagem JP1 foram feitos 0s seguintes
experimentos: inducdo de esporulacdo, andlise do tipo de acasalamento e

determinagao do conteudo de DNA por citometria de fluxo.

Teste de esporulacao

As leveduras JP1, CEN.PK2, PE2 (diploide) e RE1006 (haploide) foram
semeadas em meio pobre em nutrientes para induzir a esporulagdo, fenbmeno que
ocorre em células diploides, poliploides e aneuploides. A analise em microscopio
optico confirmou que JP1 ndo é haploide, pois foi possivel a visualizagdo de
ascosporos contendo a tétrade (4 esporos) (Figura 9). O mesmo ocorreu com as
linhagens controle PE2 e CEN.PK2 e, como esperado, nao foi possivel identificar

ascoésporos na linhagem controle haploide RE1006 (Figura 9).
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RE1006 CEN.PK2

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 ascosporos.

Determinacao do tipo de acasalamento

Para a determinagdo 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 col6nia para o loci MAT com primers especificos (MAT-Fa, MAT-Fa e MAT-
R) para cada locus (MATa e MATa) conforme descrito por Huxley (1990). Observou-
se amplificacdo de 2 fragmentos referentes aos loci MATa (544 pb) e MATa (404 pb)
nas linhagens JP1, CEN.PK2, PE2, e a amplificagdo de apenas MATa na linhagem
RE1006, e MATa, nas linhagens S288c (Figura 10). Células haploides apresentam
apenas um Jlocus para um tipo de acasalamento e células diploides ambos os loci.

Isso confirma que JP1 nao é haploide.

2log DNA
2log JP1 RE PK2 PE2 S288C Kiebases ladder
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Figura 10: Determinacdao do tipo de acasalamento por PCR de colonia 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: padrdo do marcador de massa molecular.

Citometria de Fluxo
A citometria de fluxo é uma técnica que permite obter informacbes das

caracteristicas fisicas e quimicas de uma célula por meio da analise, de uma sé vez,
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do tamanho da célula, da sua complexidade e da emissao de fluorescéncia quando
se usa um corante. Portanto, essa técnica permite determinar com mais precisao a
ploidia da célula por meio da comparacao do conteido DNA total de cada célula
corado com um corante fluorescente. A quantidade de fluorescéncia emitida pela

célula tem relagao direta com o contetdo de acidos nucleicos.

Foi feito citometria de fluxo das linhagens JP1 e dos controles RE1006,
CEN.PK2 e PE2. As células foram coradas com iodeto de propidio. Pela analise do
histograma (Figura 11) pode-se observar que o pico de fluorescéncia de JP1
coincide com o da linhagem industrial PE2 situando-se entre o0s picos
correspondentes da linhagem haploide (RE1006) e da linhagem diploide (CEN.PK2).
Foram observados picos Unicos, pois as células cresceram até a fase estacionaria.
Isso descarta a possibilidade de se ter analisado células em diferentes fases do ciclo
celular G1/G2 (Olaiya & Sogin, 1979).

100
80 Amostra
K JP1
R0 ] CENPK2
: PE2
40 7 sl R 1006
20
0 ~
AL BN BN BLALL B

0 200 400 600 800 1K
Pl

Figura 11: Analise do conteiido de DNA de diferentes linhagens de S. cerevisiae.
Histograma de fluorescéncia das linhagens JP1, PE2, CEN.PK2 e RE1006 coradas com
iodeto de propidio. O eixo horizontal indica o conteido de DNA pela intensidade de
fluorescéncia e o eixo vertical o nimero de células medidas.

Os dados da analise de ploidia demostram que a linhagem JP1 é diploide,
pois foi detectada a presenca de tétrade, dos dois loci MAT, além de apresentar um

contetdo de DNA préximo do conteldo genbémico de uma linhagem industrial
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reconhecidamente diploide (PE2). O fato do conteudo de DNA das linhagens JP1 e
PE2 ser menor que o controle dipléide (CEN.PK2) pode ser atribuido ao
polimorfismo cromossomal entre linhagens industriais e laboratoriais que se reflete
na variagdo do numero e/ou tamanho dos cromossomos. O polimorfismo
cromossomal deve ser comum em linhagens industriais devido as condicdes
estressantes a que sao submetidas. De fato, experimentos de separacdo de
cromossomos por PFGE mostram que a linhagem JP1 possui 15 bandas
cromossomais, tendo sido observado a auséncia da banda de 2500 kb encontrada
em linhagens laboratoriais (Lucena et al, 2007). Quanto a linhagem PE2, foi
observada uma variagdo no tamanho dos cromossomos em relagdo a linhagem
laboratorial-referéncia S288c (Argueso et al., 2009). S. cerevisiae é evolutivamente
diploide, estudos mostram que linhagens haploides e tetraploides tendem a ser
diploide tanto em meio nao estressante quanto em meio estressante apés 1800

geracoes (Gerstein et al., 2006).

5.1.2. Determinacao do ciclo de vida

Para verificar se a linhagem JP1 & homotalica ou heterotalica foi feita a
dissecacao das tétrades e analise da ploidia de cada esporo. Apds 3 dias de cultivo
em meio de esporulacao, foi feita uma analise quantitativa em microscopio éptico
dos ascosporos. Foi verificada a presenca de ascosporos com 4, 3 e 2 esporos

assim como auséncia de esporos (Tabela 7).

Tabela 7: Analise quantitativa dos esporos. Contagem em camara
de Neubauer do nimero de esporos em cada ascosporo.

Tipo Valor absoluto Valor relativo (%)
4 esporos 79 11,4

3 esporos 150 21,6

2 esporos 134 19,3
Auséncia de esporo 329 47,5

Total 692

Apds tratamento enzimatico, 40 tétrades foram dissecadas. A viabilidade das

tétrades esta mostrada na Tabela 8.
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Tabela 8: Analise quantitativa da viabilidade dos esporos

Esporos viadveis Valor absoluto Valor relativo (%)
4 esporos 22 64,7

3 esporos 5 14,7

2 esporos 6 17,7

1 esporo 0 0
Auséncia de esporo 1 29

Total 34 100

Em seguida, foram escolhidos 6 grupo de esporos oriundos da mesma tétrade
para determinacao do locus MAT presente em cada esporo. A analise foi feita por
PCR de colbnia pela amplificagcao de regides especificas de cada locus MAT. Pode-
se observar a amplificacdo de 2 fragmentos referentes aos loci MATa e MATa na
linhagem JP1 nativa, e um perfil variado quanto aos esporos. Na Figura 12 é
possivel visualizar um exemplo de cada perfil encontrado. A maioria dos esporos
apresentou ambos os fragmentos indicando uma diploidizacao da linhagem (Figura
12a, 12b pocos 3 a 5 e figura 12c pogos 3 e 6). Apenas 3 esporos apresentaram um
fragmento amplificado.(Figura 12b pocos 6 e figura 12c pocos 4 € 5).

a) spores b) spores c) spores
2 b ¢ d c- MJP1 a b ¢ d c- MJP1 a b ¢ d c-

<+ MATa
<+ MATo

1 2 3 4 5 6 7 12 3 4 5 6 7 12 3 4 5 6 7

Figura 12: Analise do ciclo de vida da JP1. Eletroforese da PCR de colbnia para loci MAT dos 4
esporos derivados de 3 asci (a-d). M: marcador 2-log DNA /adder (biolabs); JP1: linhagem original
JP1; c-: controle negativo da reacéo (sem DNA).

Os resultados obtidos sdo compativeis com dados da literatura. Linhagens
industriais de S. cerevisiae de diferentes setores (industria do vinho, cerveja e pao)
foram analisadas apresentando uma ploidia bem varidvel, assim como o indice de
esporulacao (0-95%), e a viabilidade dos esporos (0-98%). A viabilidade dos esporos
derivados da JP1 de 64,7% pode ser explicada por mutacdes letais recessivas da
linhagem, rearranjo/segregacao cromossémica irregular, ou parametros ambientais

(Bilinski & Casey, 1989). A amplificacdo de ambos loci MAT nos esporos derivados
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da linhagem JP1 é uma evidéncia de que esta é homotélica. J4 que houve mudanca
do tipo de acasalamento e a formacao de diploides. O fato de alguns esporos nao
terem apresentados a interconversdo do tipo de acasalamento, pode ser explicado
pela presenca de mutacdes recessivas de genes envolvidos na via de
interconversao do tipo de acasalamento em um dos /oci. Por exemplo, heterotalismo
em S. cerevisiae isolada da natureza foi associada com mutagdes no gene HO que
codifica para a endonuclease que desencadeia a recombinagcdo no locus do gene
MAT (Katz Ezov et al., 2010). Na verdade, uma abordagem comumente usada para
gerar linhagens heterotalicas 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 necessario determinar se a levedura
em questdo é sensivel as drogas escolhidas para permitir uma selecao genética

eficaz e avaliar a eficiéncia de transformagao que a mesma proporciona.

Concentracao Minima Inibitoria para S. cerevisiae
As drogas G418, zeocina, higromicina, PFP e canavanina foram testadas na
linhagem industrial JP1 para verificar sua sensibilidade as mesmas. Este teste

permitiu selecionar drogas que foram utilizados neste trabalho.

A PFP

A marca de resisténcia a droga PFP (suplementada com tirosina) é uma
marca de selegdo dominante e vem sendo usada com sucesso em leveduras
oriundas da industria do vinho. A resisténcia € conferida por um gene enddgeno
(ARO4) que possui apenas uma mutagdo pontual Q166K (alelo ARO4-OFP)
causada por uma transversao 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 reagdo de biossintese dos
aminoacidos aromaticos, 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 reacobes

subsequentes levam a formacao 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 insensivel a inibicao por tirosina e
apresenta resisténcia as drogas OFP e PFP + tirosina, mas é sensivel a PFP
(Fukuda et al., 1991). O PFP é um analogo da fenilalanina, portanto, regula a
inibicdo das enzimas DAHP sintase e prefenato desidratase impedindo a biossintese
de fenilalanina. Ao se adicionar tirosina, ha inibicdo da acdo da enzima prefenato
desidrogenase, desviando a via para biossintese de fenilalanina, ocorrendo o

mesmo para a sintese de triptofano (Fukuda et al., 1990) (Figura 13).

Eritrose-4P + Fosfoenolpiruvato

pDAHP | ARO3 Phe
Sintase ARO4 |_ TYI‘

\'4

DAHP

Tyr

A"/
Corismato

Antramlato Corismato
Sintase / \Mutase |_ Tyr
Antranilato Prefenato

Prefenato Prefenato
De51drogenase De51dratase

Triptofano Phe TerSlna Fenlldldnlna
(Trp) (Tyr) (Phe)

Figura 13: Esquema condensado da via de biossintese dos aminoacidos aromaticos

Para se determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) da droga PFP foram
utilizadas as seguintes concentragdes: 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 diluicbes da cultura de células nas placas de MD com
diferentes concentracées 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 area 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 concentracao de uso de PFP de 300 pg/mL.

Tabela 9: MIC para PFP. As colunas indicam diferentes concentragcbes da droga PFP, as linhas
indicam as diluicbes das células e o sombreamento indica crescimento celular.

Concentracao
mg/mL) 5 4 3 2 1 0,75/ 05| 04| 03| 02| 01| 0,05
Ne de células

10°

10’

10°

10°

10°

10°

A Canavanina

A resisténcia a droga canavanina se da quando o gene CAN1, ndo essencial,
perde sua funcdo. O gene CANT codifica para a arginina permease que permite a
entrada de arginina na célula. A droga canavanina é um analogo letal da arginina,
portanto, leveduras cujo gene CANT foi deletado crescem na presenca da droga,
desde que nao tenha arginina no meio, pois ambas possuem a mesma afinidade pela

permease ocorrendo competicao entre a arginina e canavanina (Amberg et al., 2005).

A canavanina foi testada em meio MD nas concentragdes de 30 pg/mL, 60
pug/mL e 90 pg/mL, além do controle sem a droga. A linhagem IH1788 foi utilizada
como controle positivo de crescimento por ser cani. A linhagem JP1 cresceu apenas
na placa controle tendo havido crescimento da linhagem IH1788 em todas as
diluicbes e concentracdes testadas (Figura 14). Diante desse resultado, foi decidido
utilizar a concentragéo de 60 pyg/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 diluicoes

A Higromicina B

A higromicina B é um antibiético aminoglicosideo isolado da bactéria
Streptomyces hygroscopicus. A droga age na sintese proteica, no sitio de ligacao do
tRNA, impedindo a translocacdo tanto em procariotos quanto em eucariotos
(Gonzélez et al., 1978). O gene de resisténcia hph, que codifica para higromicina B
fosfotransferase (Hph) foi identificado em E. coli. A enzima Hph inativa o antibiético

por fosforilagao (Gritz & Davies, 1983)

Para o teste com o antibiético higromicina B em placas de YPD, foram
utilizadas as seguintes concentragdes: 100 pg/mL, 200 pg/mL e 300 pg/mL. Apds 96
horas de cultivo, pode-se observar crescimento da diluicdo de 10® apenas na placa
com 100 pg/mL da droga (Figura 15). Foi decidido, pois, utilizar a concentragcdo de
200 pg/mL de higromicina B, diferentemente do recomendado na literatura, 300 pg/mL
(Hansen et al., 2003).
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Figura 15: MIC da linhagem JP1 para higromicina B.

A Zeocina

A zeocina, antibidtico da familia fleomicina/bleomicina foi isolada de
Streptomyces verticillus. Trata-se de um glicopeptideo quelante de cobre. Atua
ligando-se e quebrando o DNA e causando morte celular. A proteina que confere
resisténcia a zeocina é codificada pelo gene ble - presente no Tn5 de
Streptoalloteichus hindustanus - e se liga a droga impedindo a clivagem do DNA
(Gatignol et al., 1987).

As concentragdes utilizadas para o teste com zeocina em placa de YPD foram:
50 pg/mL, 70 pg/mL, 100 pg/mL e o controle sem a droga. Apés 96 h, foi observado
crescimento na placa controle e com a diluicdo de 10% nas concentracdes de 50
pg/mL e 70 pg/mL (Figura 16). Foi decido, portanto, utilizar a concentracdo de 100
pg/mL.

100ug/mL

4/

g
90 >
‘ . i 70ug/mL
® o
//l

\

50ug/mL

Sem droga
controle

Figura 16: MIC da linhagem JP1 para zeocina.
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A G418 (Geneticina)

G418 ¢é um antibiético aminoglicosideo produzido pela bactéria
Micromonospora rhodorangea e que afeta a sintese proteica inibindo a etapa de
elongacado (Bar-Nun et al, 1983). O gene que confere resisténcia a G418 em
leveduras € o mesmo que confere resisténcia a kanamicina em bactérias (kan)
(Jimenez & Davies, 1980). Este gene foi isolado do transposon Tn903 de E. coli que

codifica para a aminoglicosideo 3 fosfotransferase - APH 3’ll (Beck et al., 1982).

Para o antibidtico G418 foram utilizadas as seguintes concentragcdes em placa
de YPD: 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 300 pg/mL. Foram utilizadas as
linhagens JP1, MFL e RE1006 nos ensaios de inibicdo. Apés 96 horas, pode-se
observar o crescimento celular na placa controle e apenas na diluicdo 10® na
concentracdo de 50 ug/mL para JP1 (Figura 17A). Na linhagem MFL, além do
crescimento na placa controle, observou-se crescimento celular na diluicdo 10® nas
concentracbes de 50 e 100 pg/mL (Figura 17B). Para RE1006, foi observado
crescimento celular em todas as diluicdes no controle e nas concentragdes de 50 e
100 pg/mL. Na concentragdo de 200 pg/mL foi observada uma colénia na diluicdo de
108 (Figura 17C). Portanto, foi decidido utilizar a concentracdo de 100 pg/mL para a
linhagem JP1, e 200 pg/mL para a linhagem MFL e RE1006.
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Sem droga S0ug/mL  100ug/mL 200ug/mL  300ug/mL

controle

Sem droga 50ug/mL 100ug/mL 200ug/mL 300ug/mL
controle

Sem droga 50ug/mL 100ug/mL 200ug/mL 300ug/mL
controle

Figura 17: MIC para G418. A) linhagem JP1. B) linhagem MFL. C) linhagem RE1006

A sensibilidade maior da linhagem JP1 em relacdo a linhagem laboratorial
haploide e em relacédo ao descrito na literatura se deve ao fato da mesma ser diploide
onde uma mutagao de resisténcia recessiva tem que ocorrer nos dois alelos (Zeyl,
2004; Gerstein & Otto, 2009). Linhagens tetraploide de S. cerevisiae sao mais

sensiveis a certas drogas que as parentais diploides (Storchova et al., 2006).

Construcao do vetor epissomal com a marca de resisténcia a zeocina
A fim de testar a capacidade de selecao das diferentes marcas de resisténcia

dominante, foram usados vetores epissomais contendo cassete de resisténcia das
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drogas testadas. Como nao possuiamos um vetor com a marca de resisténcia

zeocina, este foi construido conforme descrito a seguir.

O vetor epissomal com resisténcia a zeocina construido foi baseado no
cassete do vetor pPICZa, cujos promotores para levedura e bactéria sdo TEFT e
EM7, respectivamente, e o terminador de transcricdo é o do gene CYC1. O vetor
pYC240 foi digerido com a enzima de restricdo Ascl para remocao do cassete de
resisténcia a higromicina (~1600pb). Em seguida, o vetor pYC240 (Ascl) foi

purificado por eluicdo do gel de agarose.

A obtencdo do fragmento do cassete de zeocina e clonagem no vetor de
expressao foram realizadas pelo aluno de mestrado Osmar Oliveira Neto, sob minha
orientacdo. O cassete de resisténcia a zeocina (1,1 kb) foi amplificado por PCR
usando o vetor pPICZa como molde. A reacao foi feita com a enzima Phusion® DNA
polimerase e os primers ZeoBlasF2 / ZeoBlasR2. O fragmento da PCR foi purificado
e clonado no vetor pBlueScript® Il SK (+/-) previamente digerido com EcoRYV,
resultando no vetor pBlueZeo. Posteriormente, o vetor pBlueZeo foi digerido com a
enzima de restricdo Ascl e o fragmento referente ao cassete de zeocina foi
purificado e subclonado no vetor YC240 previamente digerido com Ascl e,
defosforilado. A confirmacédo da clonagem foi feita digerindo-se os transformantes
com Ascl, onde pode-se observar a liberacdo 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 restricdo com a enzima de restricao Ascl. Eletroforese em
gel de agarose 0,8%. M: marcador A BstEll; pogo 1: plasmidio intacto; pog¢o 2: plasmidio digerido; A
BstEll padrao do marcador de massa molecular B) Mapa fisico do vetor pYC280.

Deteccao do plasmidio nativo 2 micron (2p)

A levedura S. cerevisiae possui um plasmidio enddégeno denominado 2u
(genétipo cir’) presente em 60 a 100 cépias por célula. Apresenta-se como uma
estrutura de alteres (Figura 19), dividida em regido direita e esquerda, unidos por
uma regidao central de sequéncias invertidas repetidas (IR). A regido da esquerda
possui os loci FLP e REP2, o primeiro codifica para a proteina recombinase. A
regido da direita possui os loci REP1, RAF, STB e ORI. Na regiao central ha sitios
de recombinacdo FRT que sao reconhecidos pela recombinase FLP. Os loci REP1,
REP2, RAF, STB estao envolvidos no processo de divisdao e STB e ORI no processo
de replicacdo, sendo ORI a origem de replicacdo e o STB responsavel pela
estabilidade (para revisao ver Bijvoet et al.,, 1991; Falcon et al., 2005; Xiao & Rank,
1996).

REP]

Figura 19: Modelo esquematico do piasmidio 2u de S. cerevisiae.

70



Viviane Castelo Branco Reis Resultados e Discussao

Os vetores epissomais se mantém nas células por dois motivos. Primeiro,
possuem um fragmento de replicacao do plasmidio nativo 2u de S. cerevisiae.
Segundo, pela presenca do plasmidio nativo devido aos produtos dos elementos
frans necessarios a replicacdo do vetor epissomal. Para verificar a presenca do
plasmido nativo 2u na linhagem JP1 foi feita uma PCR de col6nia com os primers
FLPIN5 / FLPIN3 que se anelam na regidao FLP o que resulta na amplificacdo de um
fragmento de ~600 pb (Figura 20). Isso demostra que a linhagem JP1 é cir®,

portanto, € capaz de receber e manter vetores epissomais.

M JP1
es€

800 pb—»

:

Figura 20: Deteccédo do plasmidio nativo 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5%
da PCR de colbnia referente a regiao FLP. M: marcador 100 pb ladder (Amersham
Pharmacia); JP1: amplicon a partir da linhagem JP1.

Transformacao da linhagem JP1 com vetores contendo marca de
selecao dominante.

A levedura S. cerevisiae JP1 foi transformada com os seguintes vetores
contendo marca de resisténcia dominante: pYC230 (resisténcia a G418), pYC240
(resisténcia a higromicina B), pYC280 (resisténcia a zeocina), e pEA2 (resisténcia a
PFP e tirosina), pelo protocolo de transformacao em fase estacionaria (Chen et al.,
1992). Foram utilizados meio complexo para as marcas de resisténcia a antibiotico e
meio minimo para a selecdao com PFP + tirosina. Como controle, células sem vetor
foram submetidas ao mesmo processo de transformacdo e semeadas na mesma

concentracao de células e meio que os utilizados para os referidos vetores.

Na transformacéo foram utilizadas ~2 ug de DNA sendo semeadas 1,5 x 10’
células/placa. Na Tabela 10, pode-se observar o nimero de transformantes obtidos
para cada vetor. Para os vetores contendo marca de resisténcia a antibiético nao foi

observada colénia nas placas controle, exceto para zeocina. O vetor pEA2 teve a
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melhor taxa de transformacdo, entretanto, foram observados transformantes na

placa controle, o que indica uma taxa de resisténcia natural de 1,6 x 107°.

Tabela 10: Transformacéao de JP1 com plasmidios epissomais.

Vetor Resisténcia N° colbnias * N° colénias * Eficiéncia
- controle (col/pg DNA)
hegativo

pYC230 G418 566 0 6,06 x102

pYC240 Higromicina 1460 0 2,67 x103

pYC280 Zeocina 357 1 2,9 x 102

pEA2 PFP + Tir 1228 243 6,4 x 103

*_n° de coldnias /1,5 x 107 células

A eficiéncia de transformacdo com os vetores epissomais foi inferior ao
relatado por da Silva-Filho et al. (2005). Esse fato pode ser devido a 2 fatores: a
técnica de transformacdao empregada neste estudo que é menos eficiente que a
usada por aqueles autores, bem como o tipo de vetor usado neste trabalho
(epissomal) em relacao ao trabalho anterior (centromérico). Trabalhos relatam que a
eficiéncia de transformacédo de vetor epissomal é menor que vetor centromérico
(Baruffini et al., 2009). O vetor pEA2 (marca ARO4-OFP) apresentou a melhor
eficiéncia de transformacdo, mesmo se levarmos em consideracdo os falsos
positivos. Estudos mostram que ao aumentar a concentragdo de PFP até 1 mg/mL
ha uma reducdo dos falsos positivos para 0 (Shimura et al., 1993). Entretanto,
Cebollero e Gonzalez (2004) relataram a presenca de falsos positivos em nivel de
10% dos transformantes usando o vetor pEA2 e concentragao da droga superior a 1
mg/mL. Dentre os vetores com marca de resisténcia a antibiético, o que apresentou
a melhor eficiéncia de transformacao foi o vetor pYC240 (resisténcia a higromicina).

A pior foi com o vetor com a marca de resisténcia a zeocina.

Para confirmar a presenca do vetor nas colénias de levedura transformada, foi
feita uma PCR de coldnia de 5 clones escolhidos aleatoriamente. Como controle
positivo da reacao, foi utilizado o proprio vetor como molde; o controle negativo foi a
reacao sem DNA (Figura 21). Foram utilizados primers especificos para a regidao do
cassete da marca dominante do vetor: (i) higromicina B (hph1/hph3), fragmento de 1
kb; (i) G418 (G418F/G418R), fragmento de ~1,6 kb e (iii) zeocina (ZeoBlasF2/
ZeoBlasRz2), fragmento de 1,1 kb.
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. M ct c-
M ct c-
M ct c-

Figura 21: Confirmacédo dos transformantes resistentes a diferentes antibidticos. Eletroforese
em gel de agarose 0,8% das PCR de colbnias de transformantes resistentes a higromicina B (hth),
G418 (G418"7), zeocina (zeoR). M: marcador, c+: controle positivo da PCR e c¢-: controle negativo da
PCR.

Pode-se observar amplificacdo do controle positvo e dos clones
selecionados, exceto para dois clones obtidos da transformagdo com o vetor
pYC230 (G418). Portanto, houve transformacao da linhagem industrial JP1 com os

vetores contendo marca de resisténcia a antibiético.
5.1.4. Obtencao de uma linhagem JP1 auxotrofica para uracila

Para facilitar os estudos e analises preliminares com a linhagem JP1 em
escala laboratorial, foi gerada a linhagem auxotréfica JPU (ura3/ura3), pela delecao
dupla do gene URAS3, que codifica para a enzima orotidina 5-fosfato decarboxilase.
Esse processo ocorreu por recombinagdo homoéloga. Para tanto, foram construidos
dois cassetes de delecdo flanqueados por sequéncias loxP. Um com a marca de
selecdo para zeocina, e outro para G418. Nas extremidades dos cassetes de
delecao foram adicionadas sequéncias homdlogas as regides adjacentes ao gene
URA3. O minimo necessario para que ocorra a recombinacdo em S. cerevisiae sao
40 pb (Gulldener et al., 1996). Usamos uma regiao de tamanho maior (~400 pb) para
garantir o processo de integracao. A Figura 22 mostra a estratégia de construcao do

cassete de delecao.
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Figura 22: Esquema para construcao do cassete de delecao do locus URA3.
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Os fragmentos referentes as regides 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 reacao 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). Apos
purificacao dos produtos de PCR, os fragmentos URAUP e URADW foram ligados
na mesma proporcao (1:1). Posteriormente, o sistema foi submetido a aquecimento
de 65°C por 10 min para inativacdo da DNA ligase. Foi feita uma reacdo de PCR
para amplificar apenas as moléculas ligadas URAUP/URADW usando o sistema de
ligagdo acima como molde. A enzima Phusion® DNA polimerase e 0s primers
URA3UP-F e URA3DW-R foram usados na reacao. Foi obtido um fragmento (“URA”)
de ~ 750 pb (Figura 23B).

800 Pb wep

Figura 23: Amplificacdo das regioes URA3. Andlise em gel de agarose 2%. A) Regioes URAUP e
URADW. Poc¢o 1: marcador 100 pb /adder (Pharmacia); po¢o 2 e 3: Produto de amplificagao da
regido URAUP e poco 4 e 5: Produto de amplificagdo da regido URADW. B) Ligacao URAUP e
URADW. Poco 1: marcador 100 pb /adder (Pharmacia); pog¢o 2: Produto de amplificagdo 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 analise de restrigao e
PCR. O vetor final foi denominado pVURA. Para a analise de restricao foram usadas
as enzimas Pvull, Hindlll e BamHI, EcoRIl. Nao houve digestdo com EcoRI. Para
confirmar a presenca dos dois fragmentos, URAUP e URADW foi feita uma PCR
usando o plasmidio 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
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os fragmentos amplificaram e ndo ha nenhum produto amplificado no controle

negativo (reacdao sem molde).

.
sidii |

500 Pb -

L

Figura 24: Analise do pVURA por PCR. Eletroforese em gel de agarose 2%. Pogo 1: marcador 100
pb DNA /adder (PROMEGA); poco 2: produto de amplificagao do fragmento URAUP; pog¢o 3: produto
de amplificagdo do fragmento URADW; poco 4: controle negativo para reagdo URAUP; pogo 5:
controle negativo para reagao URADW.

Os clones 1 e 2 foram sequenciados. Pela analise do sequenciamento,
observou-se que a sequéncia das regioes URAUP e URADW estavam corretas,
entretanto, o sitio de EcoRI havia sido perdido devido a uma delecdo de 3 bases no

clone 1 (Suplemento 1), e 6 bases no clone 2.

As marcas de selecdo para zeocina (~1,2 kb) e G418 (1,7 kb) foram obtidas
por meio de PCR usando os vetores pPICZaA e pPICKa, respectivamente, como
molde da reagdo. A amplificagdo foi feita com a Phusion® DNA polimerase e 0s
primers 5PP-LOX e ZeoBlasR3 que se anelam na regidao do promotor e terminador
dos cassetes de resisténcia, que é o mesmo para ambos, e adicionam um sitio para

BamHI nas extremidades dos amplicons (Figura 25).
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Figura 25: Amplificacdo dos cassetes de sele¢do. Andlise em gel de agarose 1%. Pogo 1:
marcador A E/H DNA /adder; pog¢o 2 e 3: Produto de amplificagdo do cassete de resisténcia para
zeocina e po¢o 4 e 5: Produto de amplificagdo do cassete de resisténcia para G418. A E/H: padrao
do marcador de massa molecular.

Apdés adigao de adenina nas extremidades dos produtos de PCR “zeolox” e
“kanlox”, estes foram clonados no vetor pGEM®T easy, resultando nos plasmidios
pGZL e pGKL, respectivamente. A selecao 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 Ncol, Bglll / Sall.

Os clones escolhidos (pGZL4 e pGKL1), foram digeridos com BamHI para
obtencdo dos cassetes de selecdo para zeocina e G418. Apods purificacdo, os
mesmos foram ligados ao vetor pVURAS3 previamente digerido com BamHI e
defosforilado. Apos transformacéao de E. coli, foram selecionados 6 a 8 clones para
andlise de restricado com BamHI, Hindlll, Xmal, Stul e Ncol. Todos os clones
apresentaram digestao, confirmando a clonagem. Os plasmidios escolhidos foram
denominados pURAZL5 e pURAKL4. Estes vetores foram digeridos com Pvull para
liberar o cassete de integracdo URA::Zeolox (URA::ZL) - (1,9 kb) e URA::Kanlox
(URA:KL) - (2,4 kb) (Figura 26). Ap6s confirmacao da digestao os sistemas foram

submetidos a precipitacao para eliminacao de sais e enzima.
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Figura 26: Obtencao dos cassetes de integracido URAZL e URZKL. Analise em gel de agarose
0,8% da digestao dos vetores pURAZL5 e pURAKL4 com Pvull. Pogo 1: marcador A BstEll DNA
ladder; pogo 2: pURAZLS5 digerido; pogo 3: pURAZLS intacto; pogo 4: pURAKL4 digerido; pogo 5:
pURAKL4 intacto. A BstEll: padrédo do marcador de massa molecular.

Para remocao das marcas de resisténcia a antibidtico, foi usado o sistema
Cre-loxP. Para tanto, foi construido um vetor replicativo contendo a marca de
resisténcia a higromicina B. Este vetor foi construido pelo aluno de mestrado Osmar
Oliveira, sob minha orientagdo. A escolha de um vetor replicativo se deve a sua
instabilidade mitética (da Silva & Bailey, 1991), facilitando a cura da linhagem, ou
seja, a eliminacdo do vetor contendo a CreA recombinase apds crescimento em
meio sem pressao seletiva. A origem de replicacdo ARST e o cassete da Cre
recombinase foram clonados no vetor base pYC040. A origem de replicacao ARST,
de 256 pb, foi obtida do vetor pJPA113 por meio de digestdo com as enzimas de
restricao Hindlll e Sacl. Apos purificagao, o fragmento de 0,25 kb foi ligado ao vetor
pYCO040 previamente digerido com as mesmas enzimas de restricao. A clonagem foi
confirmada pelo perfil de restrigdo com as enzimas Pstl e Hindlll / Sacl. O vetor
resultante foi denominado pYC440.

O cassete de Cre recombinase (2,1 kb), onde a Cre recombinase esta sob
controle do promotor induzivel GAL17 foi obtido do vetor pSH47 digerido com as
enzimas Kpnl e Sacl. O fragmento de 2,1 kb foi purificado para posterior ligacdo ao
vetor pYC440 previamente digerido com as mesmas enzimas de restricao. A
clonagem foi confirmada por analise de restricdo com as enzimas Kpnl / Sacl, Hindlll

e Sacl / Hindlll / Kpnl. Esta ultima confirmou a presenca dos dois insertos clonados:
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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.
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Figura 27: Vetor pYRCre. A) Perfil de restricdo do vetor pYRCre com Sacl / Hindlll / Kpnl.
Eletroforese em gel de agarose 1%. Pogo 1: marcador 1kb p/us DNA /adder (Invitrogen); pogo 2:
pYRCre intacto, poco 3: pYRCre digerido. 1Kb Plus DNA Ladder. padrdo do marcador de
massa molecular. B) mapa fisico do vetor pYRCre.

Os cassetes URA::ZL e URA::KL foram usados para transformar a levedura
JP1 pelo método de acetato de litio, de alta eficiéncia. A selegao foi feita em meio
YPD com 100 pg/mL dos antibidticos zeocina e G418. Foram obtidas mais de 150
colénias para cada sistema sendo que 104 colbnias de cada sistema foram
transferidas para meio YPD contendo 200 pg/mL dos respectivos antibidticos.
Posteriormente, foi feito uma transferéncia das colénias para meio MD + Ura e MD —
Ura. Pode-se observar que apenas o clone 2.24, do sistema URA::ZL, ndo 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 colbnias nao

cresceram em meio sem uracila, indicando a dupla delegao.

Foi feita PCR de colénia 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 Unico que teve dupla delecao antes do tratamento
com 5-FOA, mantendo o genoétipo apds o tratamento. Quanto aos outros clones,
estes apresentaram um perfil variado. A partir desta analise preliminar foram
escolhidos 4 clones do sistema URA::ZL (24A, 24D, 25D e 26D) e 2 do sistema
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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 pug/mL de zeocina e G418 respectivamente, para isolamento de
colénia. Foi feita uma nova PCR de col6nia confirmando a dupla integracdo e
transferéncia para meio MD + Ura, MD — Ura e MD + 5-FOA (Figura 28).
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Figura 28: Analise fenotipica dos transformantes. A: Meio MD + Ura; B: Meio MD — Ura;
C: esquema da posic¢édo dos clones e D: Meio MD + 5FOA.

A andlise fenotipica confirma esta dupla integracédo, pois houve crescimento
apenas da linhagem JP1 nativa em meio minimo sem uracila (Figura 29B) e
crescimento dos mutantes auxotroficos em meio minimo contendo 5-FOA (Figura
29D). Foram escolhidos os clones 24A e 14D para prosseguir. Os clones 24A
(JP1AZ) e 14D (JP1AK) foram transformados com o vetor pYRCre pelo método da
fase estacionaria. Apés a transformacgao foram escolhidos 2 clones de cada sistema
para a inducdo da Cre recombinase em meio com galactose para remog¢ao dos
cassetes de selecdo de zeocina e G418 respectivamente. Apds a indugdo foram
transferidos 52 clones derivados da linhagem JP1AZ e 52 clones derivados da
linhagem JP1AK para meio YPD e YPD com 200 pug/mL dos respectivos antibioticos
zeocina e G418. Observou-se a auséncia de crescimento de 4 clones de cada
sistema. Para confirmar a excisdo do cassete de resisténcia foi feita uma PCR de
colénia dos transformantes que nao cresceram em meio com antibiético. A remocéao
foi confirmada em todos os transformantes selecionados. Os transformantes também
foram transferidos para meio YPD + higromicina B (200 pg/mL) para confirmar a

eliminacao do vetor replicativo pYRCre. Todos os transformantes derivados do clone
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JP1AK perderam o vetor pYRCre. No sistema derivado do clone JP1AZ, dos 52
clones apenas 48 perderam o vetor. Isso confirma a instabilidade mitética do vetor
replicativo. Foram escolhidos os clones 8 e 32 que perderam o cassete de
resisténcia e o vetor pYRCre. Estes foram denominados de linhagem JPUK e JPU,
respectivamente. Para confirmar o perfil genotipico (Figura 29A) foi feita uma PCR
com os primers URA-F1/URA-R1 (Figura 29B). Para o perfil fenotipico as células
foram transferidas para meio MD + Ura, MD — Ura, MD + 5-FOA e YPD

suplementado com 200ug/mL do respectivo antibiético (Figura 29C).
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Figura 29: Delecao do gene URA3. A Representacdo esquematica do tamanho dos produtos de
PCR das diferentes linhagens — JP1: linhagem nativa; JP1AZL: linhagem interrompida com o cassete
de resisténcia a zeocina; JP1AKL: linhagem interrompida com o cassete de resisténcia a G418 e
JPU/JPUK: linhagem resultante apds excissao da marca de resisténcia. As setas indicam a posigao
de anelamento dos primers URAF1 e URAR1 B Analise da PCR. Eletroforese em gel de agarose 1%
dos produtos de PCR de colbnia feitas com os primers URAF1 e URAR1. ¢-: PCR controle; M: 2 log
DNA ladder (New England Biolabs). C Analise fenotipica. Crescimento das células em diferentes
meios de cultura para verificar o fenétipo Ura™ ou resisténcia a drogas das linhagens obtidas nas
diferentes etapas do processo de delegao.

Para testar a transformabilidade das novas linhagens, foram usados os
vetores pYC210 e pGFP-C-FUS; ambos possuem a marca auxotréfica URA3, mas o

segundo possui o gene reporter da proteina fluorescente verde (GFP — Green
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fluorescente protein). As linhagens JPUK e JPU foram transformadas pelo método
da fase estacionaria. Como controle, foi transformado um sistema de cada linhagem
contendo H>O no lugar de DNA. A selegao foi feita em meio MD - Ura. A

transformacao foi bem sucedida, e o controle ndo apresentou nenhuma colénia.

Para confirmar a eficiéncia do processo de transformacdo uma colbnia da
linhagem JPU transformada com o vetor pGFP-C-FUS foi analisada em microscopia
confocal quanto a emissao de fluorescéncia (Figura 30). Pode-se observar auséncia
de fluorescéncia nas células controle — JPU nao transformada — e fluorescéncia nas

células transformadas indicando a expressao de GFP.
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Figura 30: Deteccao de fluorescéncia. Visualizagdo da expressao do gene repbrter gfp por
meio da microscopia confocal. JPU nao transformada visualizada em campo claro (A) sob
fluorescéncia (B); JPU transformada com pGFP-C-FUS visualizada em campo claro (C) sob
fluorescéncia (D).

Em resumo, a linhagem industrial auxotréfica para uracila foi obtida com
sucesso. Isso permitira seu uso para pesquisas usando cassetes de integracao ou
vetores epissomais que possuam a marca URA3 que permite contrasselecao em
meio contendo 5-FOA. Ha uma grande disponibilidade de vetores com a marca
auxotréfica e vetores com a marca URA3 sdao mais estaveis tanto em meio seletivo

como em meio nao seletivo (Ugolini et al, 2002). Além disso, a eficiéncia de
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transformagdo com marcas auxotroficas € maior que com marcas dominantes
(Shimura et al., 1993).

Foi possivel transformar a linhagem JP1 com cassete de integracao e, apesar
de raro, houve uma dupla integracao (0,5% dos transformantes analisados) ap6s a
transformacdo. O agente mutagénico 5-FOA aumentou a taxa de dupla integracao.
Na presenca deste agente a integracdo no segundo alelo garante a sobrevivéncia da
célula. A droga 5-FOA é muito usada para se obter mutantes auxotréficos ura3 em
linhagens industriais. O 5-FOA quando metabolizado pela enzima Ura3p é
convertida em um composto toxico, 5-fluorouracil, que leva a célula a morte (Boeke
et al., 1984). Quando o gene URA3 é deletado ou sofre uma mutacdo, ndo ha a
sintese da enzima Ura3p ou esta é sintetizada numa forma inativa. Assim, o 5-FOA
ndao é metabolizado ndo tendo nenhuma acdo sobre a viabilidade celular. As
mutacdes decorrentes da acdao do 5-FOA podem ser revertidas pelo sistema de
reparo da célula. Portanto a delegdo génica proporciona uma linhagem auxotroéfica

mais estavel.

Os resultados deste capitulo foram aceitos para publicagcdo no Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology sob o titulo: “Characterization and
Construction of an Auxotrophic Strain of Saccharomyces cerevisiae JP1, a Brazilian

Industrial Yeast Strain for Bioethanol Production” (Suplemento 2).
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5.2 CAPITULO 2: LEVEDURA RECOMBINANTE CAPAZ DE
FERMENTAR XILOSE

Para o etanol ser economicamente viavel como fonte alternativa de energia, é
importante que seja produzido em grande quantidade e a baixo custo. Calculos
indicam que o etanol deve ser produzido no minimo em concentracées de 100 g L™
com uma produtividade minima de 2 g L' h™ e um rendimento de 95% do valor
tedrico (Sheridan, 2009). Para que o etanol lignocelulésico consiga atingir esta meta
€ necessario que a levedura usada nos processos fermentativos aproveite todos os
acucares presentes nas fragdes celuldsicas, rica em hexoses, e hemiceluldsica, rica
em pentoses. A levedura S. cerevisiae € uma excelente fermentadora de hexoses,

entretanto, é incapaz de fermentar pentoses, pois nao possui via metabdlica para tal.

Varios 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 Xl bacteriana
(L6nn et al., 2003; Jeffries & Jin, 2004; para revisao, ver Hahn-Hagerdal et al.,
2007).A primeira linhagem recombinante para metabolizar xilose foi construida em
1993, usando a via XR/XDH (Kétter & Ciriacy, 1993). Entretanto, linhagens de S.
cerevisiae expressando XR e XDH apresentaram fraco crescimento e baixo nivel de
fermentagcdo em xilose devido a alguns fatores: desbalanceamento redox, baixo
fluxo na PPP e ineficiéncia 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 acumulo de xilitol e glicerol na célula
(Jin & Jeffries, 2003; Kuyper et al., 2004). O acumulo de glicerol ocorre como forma
de compensar o déficit de NAD* pela via de produgéo de glicerol, onde o NADH é
reciclado (Jeffries, 2006). Para solucionar a questdo de desbalanceamento redox,
foram relatadas algumas estratégias: a expressdao heterbloga de uma
transidrogenase para converter NADH em NADPH - com queda no rendimento da
producédo de etanol (Nissen et al., 2001), e a alteracdo na especificidade pelo cofator
da XR que leva a uma reducao 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, alterando-se a especificidade da XR pelo cofator. A ineficiéncia da PPP, com o
desbalanceamento das atividades das enzimas transaldolase (TAL) e transcetolase
(TKL), resultam no acumulo de intermediarios, como sedoheptulose-7-fosfato e
gliceraldeido-3-fosfato. Esse acumulo afeta a via glicolitica e, com isso, o rendimento
da producdo de etanol, pois o gliceraldeido-3-fosfato gerado na PPP é um
intermediario da via glicolitica (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 acgucar, além disso, a glicose é preferencialmente
internalizada (Lee et al., 2002; Weierstall et al., 1999). Entretanto, estudos mostram
que a expressdo da XR mutante tem um impacto maior sobre o rendimento de
etanol do que a expressao do transportador Gxf1 (Olofsson et al., 2011).

Para aumentar o fluxo metabdlico de xilose, e com isso melhorar a eficiéncia
de fermentacdo 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 expressao desta
enzima leva a um aumento na producao de etanol em fermentacao anaerobica (Ho
et al, 1998) e em cofermentacdo de glicose e xilose (Wahlbom et al., 2003).
Independentemente da aeracao, apenas a superexpressao 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 séao
superexpressos em vetor epissomal, a linhagem recombinante apresenta um baixo
consumo de xilose de no maximo 50%, apesar de ter um bom rendimento na
producédo de etanol em cofermentagao e da enzima XK apresentar um aumento da
atividade de 300 vezes (Johansson et al., 2001). Jin et al. (2003) demonstram que a
superexpressao de XK afeta tanto o crescimento da levedura em xilose como a
produgao de etanol, mas o aumento da expressao em niveis adequados aumenta a
produtividade do etanol. Matsushika & Sawayama (2011) demonstram que quando o
gene € integrado, a expressao de XK sob controle de 2 promotores com diferentes
forcas (PGK1 e ADHT1) afeta o crescimento e a produgao 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 génica 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 nao-oxidativa
(Jin et al., 2005). Estudos de protedmica 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 evolucao randémica também
se observa um aumento da expressao de XK (Jim & Jeffries 2003; para revisédo ver
Hahn-Hagerdal et al., 2007).

As primeiras tentativas de expressar Xl bacteriana em S. cerevisiae tiveram
pouco sucesso (Hahn-Hagerdal et al., 2001; Lénn et al., 2003; Walfridsson et al.,
1996). Recentemente, observou-se que a expressao de Xl do fungo Piromyces sp.
em S. cerevisiae levou ao melhor rendimento na producédo de etanol a partir de
xilose até hoje verificado nesta levedura (Kuyper et al., 2005a). A grande vantagem
do uso de Xl é que ndo ha desbalanceamento redox, como ocorre na via XR/XDH.
Além disto, o fato de ter sido usado um gene para Xl de origem eucariética pode ter
contribuido para este sucesso (Kuyper et al, 2003; Kuyper et al, 2004).
Melhoramentos genéticos posteriores nesta linhagem de laboratério, incluindo
evolucdo adaptativa, elevaram ainda mais o rendimento de etanol para 0,43 g g,
mas a levedura ainda apresentava crescimento especifico (u) baixo quando crescida
em xilose (Kuyper et al., 2005b). Acredita-se que esta caracteristica se deva ao fato
de S. cerevisiae nao possuir um eficiente sistema para o transporte de xilose para
dentro da célula (Kuyper et al., 2005b).Outras expressdes bem sucedidas de Xl
foram obtidas com o gene homdlogo oriundo do fungo Orpinomyces (Madhavan et
al., 2009) e o gene otimizado da bactéria Clostridium phytofermentans. A vantagem
deste ultimo é que a enzima recombinante é menos inibida pelo xilitol (Brat et al.,
2009).

S. cerevisiae possui uma aldose redutase inespecifica, codificada pelo gene
GRES3, que é capaz de reduzir xilose a xilitol, um inibidor da Xl (Kuhn et al., 1995;
Yamanaka, 1969). A delecao de GRES3 reduziu a formagao de xilitol em linhagem
recombinante de S. cerevisiae expressando Xl e XK e aumentou o rendimento de
etanol em cofermentacao de glicose e xilose (Traff et al., 2001; Tanino et al., 2010).
Outras modificagcdes foram realizadas para melhorar o rendimento de etanol, como a

superexpressao de enzimas da PPP oxidativa, delecao de enzimas da PPP né&o-
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oxidativa (para revisdo ver Hahn-Hagerdal et al., 2007 e Matsushika et al., 2009) e

superexpressao da GAPDH (Bera et al., 2011)

Estudos semelhantes vém sendo realizados na tentativa de se aproveitar
também a arabinose em processos fermentativos a partir de residuos
lignoceluldésicos utilizando-se S. cerevisiae recombinante. Entretanto, foram
observados problemas de desbalanceamento redox quando se utilizou a via fangica
de L-arabinose (Richard et al., 2002) e crescimento lento em meio com arabinose,
quando se utilizou a via metabdlica de bactéria (Becker & Boles, 2003). Wiedemann
& Boles (2008) otimizaram para S. cerevisiaeos cédons dos genes que codificam
para as enzimas da via metabdlica de L-arabinose de bactéria e observaram uma

melhora na produtividade e rendimento de etanol em relacao as sequéncias nativas.

Os resultados apresentados acima mostram que as estratégias de expressao
heterbloga e delecdo génica sao as vezes por demais simplistas para se obter
fenotipo desejado. O fendtipo ndo é o resultado da expressdao de um gene e sim da
interacdo de varios eventos celulares: da interagdo de varios genes, da regulacao da
expressdo dos genes, da cinética das reacdes metabdlicas (Bailey, 1999). Além

disso, envolve também a interagdo com o0 meio ambiente.

Uma forma de se alterar o fendtipo de um microrganismo para uma
caracteristica de interesse biotecnolégico € por meio da adaptagdo metabdlica. A
adaptacdo metabdlica € uma evolugdo in vitro do microrganismo de forma
direcionada, ou seja, na condicdo de interesse (presenca de determinado substrato,
ou tolerancia a um inibidor ou a algum estresse). O microrganismo € cultivado, os
clones sobreviventes sdo submetidos a mesma condicao, até se obter um mutante
com as caracteristicas desejadas. Dessa forma ha selecao do microrganismo capaz
de sobreviver sob a condigdo de interesse, resultando num microrganismo com as

caracteristicas desejadas.

Apenas a expressao de Xl ndo é capaz de promover uma rapida fermentacao
de xilose. Cultivo prolongado em condi¢cdes de aerobiose, com limitacao de oxigénio
e anaerobiose, sao necessarios para obter uma levedura capaz de produzir etanol a

partir de xilose com um bom rendimento (0,42 g g') apesar do lento crescimento em
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anaerobiose (4 = 0,03 h') (Kuyper et al, 2004). Somente quando foram
superexpressas as enzimas da PPP, Xl, XK, e se deletou o gene GRES3, adaptando
a linhagem obtida em meio com glicose e xilose em anaerobiose, é que foi
observado um aumento significativo da taxa de crescimento (i = 0,12 h™") (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 fermentacdo alcodlica.
Optamos pela introducaoda via metabdlica de xilose que ndo necessita de cofator
em S cerevisiae. Para isso, o gene da xilose isomerase de Piromyces sp € 0 gene
enddgeno XKS1 foram expressos em S. cerevisiae. Para introduzir estes genes, foi
escolhida a linhagem industrial JP1como hospedeira. A linhagem recombinante foi

submetida a adaptacdao metabdlica em xilose.

5.2.1 Expressao de XI

Para obtermos expressao heteréloga estavel na linhagem industrial JP1, foi
construido originalmente um cassete de integracdo dirigido para o locus CAN1
contendo o gene X| de Pyromices sp com cédons otimizados para S. cerevisiae. A
vantagem desta estratégia é que ndo seria necessaria uma marca de selecao uma
vez que a ruptura génica do locus CANT resulta em células resistentes a
canavanina. Entretanto, devido a dificuldade para integracdo nos dois alelos do gene
CANT1, optou-se pela expressao de Xl em vetor epissomal.

Sintese do cassete de xilose isomerase

Para a expresséao de Xl, foi construido sinteticamente o cassete de expressao
de 3380 pb denominado CAN-PGK-XI (Figura 31). Este cassete contém o gene da
Xl sob controle de um promotor forte e constitutivo, o promotor PGK1, e flanqueado
por sequéncias do gene CANT1, para direcionar a integragcdo por recombinacao

homdloga neste locus.
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EcoRV (4) - Neol (1832) | Balll (2291) 4 Kpnl (2637) - EcoRV (3378)
\ Il I {
CAN pPGK X tPGK CAN
CAN-PGK-XI
3380 bp

Figura 31: Esquema do cassete de integragcao CAN-PGK-XI.

A sequéncia sintética do gene da Xl foi desenhada baseando-se na sequéncia
proteica da enzima de Piromyces sp cepa E2 obtida do banco de dados NCBI (n® de
acesso CAB76571). O desenho da sequéncia génica foi feito com base nos cédons
preferenciais dos genes mais expressos de S. cerevisiae, levando-se em
consideracao a proporcao de CG ideal para este organismo. Foram adicionados
sitios de restricdo estratégicos e eliminados os indesejaveis. O alinhamento da
sequéncia de DNA com sequéncias do banco de dados no GenBank mostrou uma
identidade de 87% com a sequéncia de X| de Piromyces sp E2. Para a regiao
promotora e terminadora do cassete de expressdo foram utilizados 1480 pb da
regido upstream ao gene PGK1 e 276 pb donwstream deste mesmo gene. Nas
extremidades do cassete foram adicionadas 100 pb da sequéncia do gene CAN1. As
sequéncias foram obtidas no banco de dados do SGD. Depois de desenhada a
sequéncia do cassete, adicionando-se sitios de restricdo necessarios para
estratégias futuras, esta foi enviada para a empresa EpochBiolabs (EUA) para
analise quanto a formacao de estruturas secundarias e posterior sintese quimica. A
empresa clonou o cassete sintético no sitio para Smal do vetor pBlueScript® Il SK
(Stratagene). O vetor resultante foi denominado pBSK-CAN-PGK-XI ou, mais
simplificadamente, pBCPX.

Preparo dos cassetes de integracao
O vetor pBSK-CAN-PGK-XI foi digerido com BamHI para a remog¢ao do gene
Xl 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 / Bgll. 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 purificacdo dos fragmentos.
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A levedura JP1 foi transformada pelo método de eletroporagdo com o cassete
CAN-PGK, (3,1 kb), e pela técnica de acetato de litio com o cassete CAN-PGK-XI,
(3,3 kb). Na transformacao com o controle negativo (CAN-PGK) foram analisados 13
clones por PCR de colbnia utilizando o par de primers CANF/CANR que anelam no
locus CAN1 na regiao de integracao (Figura 32A). A analise em gel de agarose 0,8%
mostrou que destes, apenas um clone apresentou integracdo 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 I6cus CANT nativo, conforme mostrado no esquema da Figura
32A.

A Locus CAN1 nativo

’ 1,1 kb

N =

Integracdo CAN1::pPGK1

A BstEll

N, =

’ 2,0kb

B ™™ ctr 0p1 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 40 ct
. PR P — sl gt “' . o . I.

23 kb

Figura 32: Analise da integracdo do cassete CAN-PGK no locus CAN1. A) Esquema de
integracdao do cassete CAN-PGK. As setas indicam a posicdo de anelamento dos primers
CANF/CANR (n® 1)e tamanho dos amplicons esperados em caso de integragdo ou néo. B) PCR de
colénia dos transformantes com o cassete de integracao.Eletroforese em gel de agarose 0,8% M:
marcador A BstEll; ct+: plasmidio pBCP (controle positivo);JP1: JP1 nativa (controle);27-40:
diferentes transformantes, ct-: reagdo sem DNA (controle negativo). A seta cinza indica a banda
referente a dupla integragao.

Na transformagdo com CAN-PGK-XI foram analisadas 5 transformantes por

PCR de colénia com o par de primers CANF/CANR que se anelam no /6cus CANT.
Destes, 3 foram positivos, pois na analise em gel pode-se visualizar uma banda de
3,3 kb referente ao locus CAN1 interrompido. Entretanto, pode-se observar também
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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 integracdo em apenas um dos

alelos.

Para confirmar que o cassete contendo Xl fora efetivamente integrado, foram
feitas mais duas PCR de colénia com os primers XIF/XIR que amplificam o gene
referente a Xl de ~1,3 kb, e com os primers Y1PGK/PGKit, que se anelam na regido
adjacente ao gene PGK1. Neste caso, haveria uma amplificagdo de um fragmento
de ~1,2 kb (PGKT nativo), e de ~1,4kb, no caso de haver interrupcao (Figura 33A).
Pode-se observar na Figura 33C que, dos 3 transformantes, 2 resultaram na
amplificagdo de um fragmento referente a Xl, ausente no controle feito com a
linhagem JP1 nativa. O dltimo transformante ndo resultou em amplificagéo,
provavelmente devido ao pouco material na reacdo. Na Figura 33D, observa-se que
a PCR dos 3 transformantes resultou na amplificacdo de uma banda ligeiramente
superior ao controle. Isso confirma que houve integracdo no genoma da levedura
JP1.
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Locus CAN1 nativo Locus PGK1 nativo
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Figura 33: Analise da integracdo do cassete CAN-PGK-XI no locus CAN1. A) Esquema de
integracao do cassete CAN-PGK-XI. As setas numeradas indicam a posigdo de anelamento dos
primers CANF/CANR (n® 1), YIPGK/PGKtt (n® 2) e XIF/XIR (n? 3) além do tamanho dos amplicons
esperados em caso de integragdo ou nao B) PCR de col6nia dos transformantes com o par de
primers CANF/CANR (1). Analise em gel de agarose 0,8%. M: Marcador de 1kb ladder (Gibco);pogo
1: clone 1;poco 2: clone 2;pogo 3: clone 3;poco 4: clone 4;Pogco 5: clone 5; Poco 6: controle
negativo (reacdo sem DNA). C) PCR de colonia dos transformantes com o par de primers
XIF/XIR (3). Analise em gel de agarose 0,8%. Poco 1: Marcador de 1kb ladder (Gibco);poco 2: clone
3;poco 3: clone 4;pocgo 4: clone 5;poco 5: JP1 nativa; D) PCR de colonia dos transformantes com
o par de primersY1PGK/PGKtt (2).Andlise em gel de agarose 0,8%. Pogo 1: Marcador de 1kb
ladder (Gibco);pogo 2: clone 3;poco 3: clone 4. Pogo 4: clone 5. Pogo 5: JP1 nativa. 1 kb DNA
ladder: padrdo de massa molecular.

Os resultados mostrados acima nao foram reproduziveis. A repeticao da PCR
para CAN1 mostrou apenas a banda de 1,2 kb referente ao locus CANT nativo.

Provavelmente, houve reversdo do alelo interrompido para sua forma nativa.
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Concluimos que a marca de selecdo CANT ndo se mostrou adequada para os
propoésitos deste trabalho e buscamos, assim, uma estratégia alternativa; a

expressao de Xl em vetor epissomal.

Clonagem da xilose isomerase em vetor epissomal

Os vetores epissomais possuem um alto nimero de cépias dentro da célula e,
portanto sado ideias quando se deseja superexpressar genes em S. cerevisiae.
Visando testar a atividade da enzima Xl heteréloga em S. cerevisiaebem como seu
comportamento em condi¢gdes de superexpressao 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 restricdo Pmel e Bgll. A

primeira enzima, para liberar o cassete PGK-XI de 3,1 kb, e a segunda, para facilitar

a purificagao.

Apbs a eluicéo e purificagdo do fragmento do gel de agarose, o mesmo foi

subclonado no vetor pYC230 previamente digerido com Pmel. Foram analisados 4

transformantes com as enzimas BamHI, Kpnl e Pmel para verificar a presenca do
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inserto, assim como sua orientacdo. O vetor resultante foi denominado pYXI (Figura
35).

Enzima Orientagéo horaria Orientagéo anti-horaria
BamHI 7.7 kb; 1,3 kb e 0,35 kb 7.7kb; 1,5kbe 1,3 kb
Kpnl 6,7kbe25kb 8.8kbe0,6kb
Pmel 62kbe3,1kb 6.2kbe 3,1kb

A

<= 1,6 kb

Figura 35: Perfil de restricdo do pYXI. A) Eletroforese em gel de agarose 1%. Poco1: pYXI
intacto; poc¢o 2: pYXI digerido com BamHI; poco 3: pYXI digerido com Kpnl; poco 4: pYXI digerido
com Pmel;. pogco 5: marcador 1kbplus DNA Jadder (INVITROGEN). B) Perfil de restricao
esperado.1kb plus DNA /adder: padrao de massa molecular

Andlise da atividade da xilose isomerase

As linhagens de S. cerevisiae JP1, RE1006 e S288c foram transformadas
com os vetores pYXI pelo método de transformacao em fase estacionaria (Chen et
al., 1992) e clones transformantes foram selecionados em meio YPD contendo 100
pug/mL G418. Foi feito uma PCR de col6nia de 12 transformantes para verificar a
presencga do vetor utilizando o par de primers G418F/G418R para amplificar a marca

de selecdo 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
obtencdo do extrato proteico. As linhagens foram denominadas VCB001 (controle
JP1+ pYC230) e VCB101 (JP1 + pYXI), VCB301 (RE1006 + pYXI) e VCB401 (S288c
+ pYXIl). A determinagdo da atividade da Xl do extrato proteico foi avaliada pela
cinética enzimatica de reducdo do NADH (Figura 36). Os resultados obtidos foram
utilizados na equacao de regressao linear obtida pela curva padrao de NADH.
Verificou-se que no controle negativo (vetor sem Xl) e no controle da reacao (reagao
interrompida antes da adicdo do exirato proteico) a concentracdo de NADH

permaneceu a mesma (0,1mM) e nos 2 clones recombinantes a reducdo foi de 10
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vezes (0,01mM) em todos os tempos de reacdo. Pode-se concluir que houve

deteccao de atividade de Xl nos extratos de células transformadas.

Atividade XI

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 i
0,1 gl EEEEEEEEEE

—4—\CB001

Abs. 340nm

[Irr= —m—V(B101
[T
ity

==V CB401

0 200 400 600 800
Tempo (s)

Figura 36: Cinética enzimatica do NADH. VCBO001: controle negativo, linhagem com vetor
vazio; VCB101: linhagem JP1 com pYXI| e VCB401: linhagem S288c com o vetor pYXI.

5.2.2 Cassete de expressao XK

A superexpressao apenas de Xl leva a um acumulo de xilulose, portanto, é
necessario aumentar a atividade de XK para a conversdao daquele metabdlito em
xilulose-5-fosfato. Estudos mostram que a superexpressdao 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 PG/ no

mesmo vetor em que foi clonado o gene da XI.

Subclonagem da xilose isomerase em vetor epissomal
Para poder colocar os cassetes de expressao da Xl e da XK no mesmo vetor
foi necessario 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 restricdo Sall/EcoRI/Bgll. As
duas primeiras enzimas, para liberar o cassete PGK-XI de 3,1 kb, e a terceira, para
facilitar a purificacdo. O vetor pYXI foi digerido com Sall / EcoRl, liberando um
fragmento de 3,1kb referente a Xl e o vetor YC230 de 6,3kb. Ambos tiveram

digestao total.

Os fragmentos PGK-XI (3,1 kb) e o vetor YC230 (Sall/EcoRI) de 6,3 kb foram
eluidos e purificados do gel de agarose. O fragmento PGK-XI foi, entdo, clonado no
vetor YC230 (Sall/EcoRl). Apés transformacao de E. coli XL10 Gold, 5 clones foram
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selecionados e analisados com as enzimas BamHI, Kpnl, Sall. Destes, 4
apresentaram o perfil esperado. Posteriormente, foram feitas digestdes com EcoRl,
Sall/EcoRIl. Conforme esperado, houve liberacdo de um fragmento de ~3,1 kb na
dupla digestao Sall/EcoRlI, e um fragmento linear de ~8kb na digestdo com EcoRlI
(Figura38). O vetor obtido foi denominado pYXIB. O inserto presente neste vetor foi

sequenciado, indicando que o fragmento clonado se refere a XI.

| ERIsaER) M 1 kb DNA
ladder

v i
- w= o |eskp /o

- 7/, 4000

w v le=3kb | Gl

Figura 38: Analise de restricdo pYXIB. Andlise em gel de agarose 1%. I: pYXIp intacto; ERI: pYXIB
digerido com EcoRI; Sal/ERI: pYXIB digeridos com Sall / EcoRI; M: marcador 1kb DNA /adder(LGC).
1kb DNA Jadder: padrao de massa molecular

Clonagem da xiluloquinase no vetor epissomal pYXIB

Para a construcdo 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 construcao do cassete PGI-XK.
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O promotor do gene PGI (pPGl) 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 genémico
de S. cerevisiae S288c. Pode-se observar na Figura 40 que houve amplificacdo de
um fragmento de ~0,4 kb referente ao promotor PG/, e de um fragmento de ~2 kb

referente ao gene XKS1 e seu terminador.

1 kb DNA
A B XKS1  1kb LGC ladder

pPGI 1Kb LGC

10000
/8000
y/

/) 6000
/

5000

<=3 kb

i (({(H
| 'HI‘H“

=1 kb

CLEETTIm

Figura 40: Amplificacdo dos fragmentos PGl (A) e XKS (B). Analise em gel de agarose 1%. pPGl:
Produto da amplificagdo do promotor PGI. 1kb LGC: Marcador 1kb /adder (LGC). XKS1: Produto da
amplificac@o do fragmento XKS. 1 kb DNA ladder: padrdo do marcador 1kb DNA /adder (LGC).

Os fragmentos foram eluidos do gel de agarose. Posteriormente, o fragmento

pPGl foi clonado no vetor de clonagem pBlueScript® Il SK (+/-) e o fragmento XKS

no vetor pGEM®T.

Foram analisados por restricdo com a enzima Pvull 5 transformantes do
sistema pBlueScript® Il SK (+/-) + PGl. Todos os clones analisados apresentaram
inserto. Para verificar a orientacao dos insertos, os clones foram digeridos com a
enzima Sacll. Todos os clones mostraram o mesmo perfil, indicando que o inserto
esta no mesmo sentido do gene lacZa (Figura 39). Um clone foi selecionado e o

vetor resultante foi denominado pBPGI.5.

Apdés analise de restrigdo com a enzima Sacl de 5 transformantes do sistema
PGEM®T + XKS, observou-se que dos 4 clones com inserto, 2 estavam com o
inserto na orientagdo contraria a do lacZa e 2 estavam com o inserto na mesma

orientacdo do gene lacZa. Posteriormente, foi selecionado um clone de cada
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orientagdo para analise de restricdo com as enzimas BamHI/Xhol, confirmando a

clonagem. O clone escolhido foi denominado pGXKS.

Os vetores resultantes pBPGI e pGXKS foram sequenciados, confirmando a

sequéncia dos fragmentos clonados.

Os vetores pBPGI e pGXKS foram digeridos com a enzima de restricao Xhol.
O primeiro, para liberar o fragmento correspondente ao pPGl, o segundo para,
linearizar o vetor. Tanto o vetor como o fragmento pPGl foram eluidos do gel.
Posteriormento, o vetor pGXKS(Xhol) foi defosforilado para melhor eficiéncia de
ligacao do inserto pPGl. Ap6s transformacao de E. coli com este sistema de ligacao,
foram selecionados 10 transformantes para analise por PCR de colénia usando os
primers PGIF e PGIR. Houve amplificacao do fragmento referente ao pPGl em todos

os clones analisados.

Analise com as enzimas de restrigdo EcoRI, Hindlll, Sacll e Xhol foi realizada
para confirmar a clonagem em 12 clones. Destes, 5 apresentaram o inserto clonado
na orientagcdo desejada, 4 na outra orientacdo,e 3 apresentaram um perfil nao
condizente com o esperado. Foi escolhido o clone 7 sendo o vetor resultante
denominado pGXK-PGl.

O cassete PGI-XK oriundo do vetor pGXK-PGI foi subclonado no vetor de

expressao pYXIB conforme esquematizado na Figura41.
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Figura 41: Esquema da subclonagem do cassete de expressao PGI-XK no vetor pYXI.

O vetor pYXIB foi digerido com a enzima Sacll. Apds confirmagcao da completa

digestdo foi adicionada a enzima EcoRI. Posteriormente, o sistema foi incubado a

65°C por 30 minutos para inativacao das enzimas de restricdo. O vetor pGXKPGI foi

digerido com as enzimas Sacll e EcoRl, liberando o fragmento de ~2,4 kb referente

ao cassete PGI-XK. O fragmento foi purificado e ligado ao vetor pYXIB (Sacll/EcoRl).
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Apoés transformagao de E. coli DH50, foi feita uma andlise de restricao de 4
transformantes com Kpnl e Hindlll. Dois clones apresentaram o perfil esperado,
indicando a presenga do inserto PGI-XK. Os 2 clones foram digeridos com Notl e
Sacll/EcoRI confirmando a clonagem (Figura 42). Ambos possuem o0s cassetes de
expressao para Xl e XK, pois na digestdo com Notl foram observados fragmentos de
~ 2,7kb; 2,8kb (sobrepostos) e 6,1kb, e na dupla digestdo com EcoRI/Sacll foi
observado a liberagdo do fragmento de 2,4kb (Figura 42). O clone escolhido foi

denominado pYXIXK.
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Figura 42: Perfil de restricao do vetor pYXIXK. Andlise em gel de agarose 1%. 1kb plus: marcador
1 kb plus DNA ladder (Invitrogen); Notl: pYXIXK digerido com Notl e E/S: pYXIXK digerido com EcoRiI
/Sacll; I: pYXIXK intacto. 1 kb plus: padrdo de massa molecular 1 kb plus DNA /ladder.

5.2.3 Obtencao da Levedura Recombinante para Xl e XK

As linhagens de S. cerevisiae JP1, MFL e RE1006 foram transformadas com
os vetores pYXIXK e pYC230 pelo protocolo de fase estacionéria. Os transformantes
foram selecionados em placa de YPD contendo 200ug/mL G418 para linhagens
industriais e 300ug/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).

Ap6s 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 nao 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 presenca do plasmidio nos transformantes, foi feita uma PCR
de colénia multiplex com os pares de primers G418F/G418R, para amplificar o gene
de resisténcia a G418 (~1,6 kb), e XIF/XIR, para amplificar o gene da Xl (~1,3 kb).
Foram escolhidos 5 transformantes aleatérios para XIXK e 2 transformantes
controles (YC230) (Figura 44).

JP1 2 16 18 22 24 45 46 1KbYXIXK
c - PLUS
o - LIS S— J i

|

—
| e

v '\I

Figura 44: Analise dos transformantes de JP1 para Xl e XK. Eletroforese em gel de agarose 1%
da PCR de colénia multiplex. JP1: produto da PCR da linhagem nao 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: padréao do marcador o’ Gene Ruler 1 kb plus

Pode-se observar na Figura 44 que nao houve amplificacao na linhagem nao-
transformada. Houve amplificacdo dos fragmentos referente ao gene de resisténcia
a G418 e da Xl nos clones para pYXIXK, bem como no controle positivo (vetor
pYXIXK) e amplificacdo apenas do fragmento referente ao gene de resisténcia a

G418 nos transformantes com o vetor pYC230.
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5.2.4 Adaptacao Metabdlica

Foi escolhido um clone de cada linhagem transformada com o vetor pYXIXK
para os ensaios de adaptacdo metabdlica 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
microscopio. Pode-se observar apenas células com caracteristicas de S. cerevisiae
indicando a auséncia de contaminagdo. No ultimo ponto de coleta, as células
apresentaram um aspecto morfolégico bacilar, embora com um tamanho compativel
com o de levedura. Estas células foram crescidas em meio com glicose e analisadas
no microscopio. As células voltaram a apresentar o aspecto morfolégico tipico de
levedura. Portanto, concluiu-se que a levedura alterou seu aspecto morfolégico por
estresse ao meio com xilose. Ha relatos na literatura de alteragdo morfolégica por
estresse (Morris et al., 1983).

O processo de adaptacao metabdlica para a linhagem VCB111 durou 48 dias,
tendo sido mais rapido do que o relatado no trabalho de Kuyper et al.(2004), que
durou 79 dias (Tabela 11). Provavelmente, a adaptacdo foi mais rapida pela
presenca do gene XK superexpresso. A taxa de crescimento da levedura em xilose,
que era inicialmente de 0,008 h™', atingiu 0,13h"ao final do processo. A linhagem
resultante ao final da adaptacdo metabodlica foi denominada VCB112. Para a
linhagem VCB211, a taxa de crescimento inicial foi de 0,006 h™atingindo 0,13 h'apés
38 dias. A linhagem VCB311 comegou com uma taxa de crescimento de 0,007 h''e,
apds 55 dias, atingiu 0,11 h™'. Pode-se observar que as linhagens industriais tiveram
aumento de sua taxa de crescimento em menos tempo que a linhagem de

laboratério.
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Tabela 11: Evolucéo da linhagem recombinante VCB111
ODgq inicial ODgy final Tempo (h)

VCB1111 0,19 1,48 151
VCB1112 0,40 1,40 118
VCB1113 0,18 1,80 90
VCB1114 0,18 1,48 73
VCB1115 0,18 1,56 52
VCB1116 0,20 1,48 38
VCB1117 0,21 1,56 34
VCB1118 0,20 2,02 44
VCB1119 0,21 1,96 44
VCB111.10 0,21 1,52 32,5
VCB111.11 0,21 2,20 40,5
VCB111.12 0,19 2,72 53
VCB111.13 0,22 2,20 41,5
VCB111.14 0,20 1,80 28
VCB111.15 0,19 1,52 42
VCB111.16 0,38 2,10 25,5
VCB111.17 0,23 3,48 45
VCB111.18 0,23 2,12 22,5
VCB111.19 0,21 2,16 23
VCB111.20 0,22 2,24 23
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

5.2.5 Analise do metabolismo de xilose

Foi realizada uma comparacao de crescimento das linhagens VCB001 (JP1
+ YC230), VCB101(JP1 + YXI), VCB111 (JP1 + pYXIXK), VCB112 (JP1 + pYXIXK
apds adaptacao) e JP1 nao-transformada em meio MX e MD sélido. Foi aplicada a
mesma concentragao de células para as quatro linhagens com diluicées de 1,5 x 10’
até 1,5 x 10°. 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 ultima deve ter crescido menos devido a
presenca do vetor YC230. Como relatado anteriormente, a marca dominante influi no
crescimento celular pelo fato de afetar as fungdes celulares (Pronk, 2002). Observa-
se também uma alteracado no aspecto da linhagem VCB112, que apresenta col6nias
com tom amarelado. Isso pode ser devido ao acumulo de algum metabdlito que
apresenta esta cor. A adaptacédo ocorre em todo o sistema celular, o que pode levar
a alguma alteracao fenotipica da célula. Granek & Magwene (2010) mostraram que
ocorre alteracao morfolégica em diferentes linhagens de S. cerevisiae de acordo

com o ambiente nutricional em que a colbnia cresce, havendo mudanca entre as
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diferentes condi¢des nutricionais e entre as linhagens. No meio com glicose, observa
se um crescimento mais lento da linhagem VCB112 com um aspecto morfolégico
semelhante as outras linhagens (Figura45B). Esse crescimento mais lento é relatado
para a linhagem RWB217 em relagcao a sua linhagem parental (Kuyper et al., 2005a)

A

Figura 45: Crescimento de S. cerevisiae. A)meio MX B) meio MD.VCB001: JP1 +
YC230;VvCB101: JP1 + YXI;VCB111: JP1 + pYXIXK;VCB112: JP1 + pYXIXK apds
adaptagao e JP1: linhagem nao transformada

Uma comparacao de crescimento em meio liquido foi realizada para verificar a
funcionalidade da enzima XK. Uma col6nia de cada linhagem (VCB112, VCB111,
VCB101 e VCBO001) foi inoculada em meio YPD. A cultura foi crescida a 30°C / 200
rom / ~20 horas. Apds esse periodo, a quantidade de células necessarias para iniciar
0 in6culo com ODgpo = 0,2 em 100 mL de meio MX foi sedimentada e lavada com
agua destilada estéril. Foram retiradas aliquotas das culturas até a linhagem VCB112
atingir a fase estacionaria. Como pode ser observado na Figura 46A, houve um
aumento da taxa de crescimento da linhagem VCB111, que possui as enzimas Xl e
XK, em relagdo ao controle VCB001 (vetor sem inserto) e VCB101 (apenas XI),
demonstrando a atuacao da XK no metabolismo de xilose. A linhagem VCB112
(adaptada) teve um aumento significativo na taxa de crescimento (u = 0,117 h™') em
relacdo a VCB111 (u = 0,03 h™') indicando que, provavelmente, houve uma adaptacgéo
de outras vias metabdlicas favorecendo o metabolismo de xilose (Figura 46B). Pelo
tempo analisado, a taxa de crescimento da linhagem VCB101 ndo teve um aumento
significativo em relacdo ao controle VCB001. Futuramente, sera necessario realizar
este ensaio em ftriplicata, com andlise estatistica para validar os dados, além de

coletar dados com um tempo maior de cultivo. A linhagem VCB111 teve o
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acompanhamento do crescimento até ~300 h para o célculo da taxa de crescimento
(Figura 48B).
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Figura 46: Curva de crescimento de S cerevisiae recombinante em xilose 2%. A) Comparacao da
taxa de crescimento entre as 4 linhagens. VCB001 — JP1 + pYC230; VCB101 — JP1 + pYX|;
VCB111 — JP1 + pXIXK e VCB112 — JP1 + pXIXK apés adaptagdo metabdlica. B) Comparacao da
taxa de crescimento das linhagens VCB111 e VCB112. No eixo X esta representado o tempo em
horas e no eixo Y a taxa de crescimento (Ln da ODggp). n=1.
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A linhagem VCB111 apresentou um p=0,03 h™" superior & linhagem RWB202
(u=0,005 h™') (Kuyper et al, 2003). A diferenca é que em VCB111 ha a

superexpressao das enzimas Xl e XK e,em RWB202, apenas de XI.

A linhagem VCB112 apresentou uma taxa de crescimento inferior ao relatado
anteriormente (secado 5.2.4 deste capitulo), pois a adaptacao foi feita até a ODggo de

1,5, conforme descrito por Kuyper et al. (2004).

5.2.6 Fermentacao

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 apbs adaptacdo) em meio
MX em tubos de Duhram. Pode-se observar na Figura 47A que, apds 72 horas, ja
havia a formacdo de CO; no tubo da linhagem VCB112 e que aumentou apoés 120
horas de incubacdo (Figura 47B). Nas outras linhagens, ndo pode ser detectada a
formacao de CO. indicando que ndo eram capazes de fermentar xilose de forma
eficiente como VCB112. Isso mostra que o processo de adaptagcdo metabdlica
tornou a levedura JP1 modificada geneticamente capaz de metabolizar e fermentar

xilose.
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Figura 47: Teste de fermentagédo. Analise por tubo Duhram. A) Ap6s 72horas B) Apds 120
horas. VCB001: JP1 + YC230, VCB101: JP1 + YXI, VCB111: JP1 + pYXIXK e VCB112: JP1 +
pYXIXK apds adaptacédo. A seta branca indicao local de acimulo de CO..

Foi feita uma fermentacdo em pequena escala da linhagem VCB112 com a
colaboracao da Dra. Nadia Skorupa Parachin. A linhagem VCB112 foi semeada em
meio 2MX (5% xilose) a partir do estoque congelado a -80°C. A primeira colénia a

crescer foi transferida para uma nova placa de meio 2MX a fim de obter massa
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celular para o inéculo. A fermentacao foi feita em 50 mL de meio 2MX (5% xilose)
por 96 horas iniciando o inéculo com 5 gL de células. Amostras da fermentagéo
foram recolhidas ao longo da fermentacado para analise dos produtos formados e
consumo do substrato por HPLC (Figura 48).
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Figura 48: Fermentacdo da linhagem VCB112. Grafico representando o consumo do
substrato (xilose) e formagao dos produtos (etanol) e subprodutos (xilitol e glicerol) ao longo
do tempo.

Os valores do consumo de xilose, a formacao dos produtos e subprodutos
estdo descritos na Tabela 12. O consumo final de xilose foi de 48,6%, com uma
baixa producdo de etanol (Ygs = 0,3 g g") e alta producdo do subproduto xilitol
(Yxs = 0,31 g g") (Tabela 12). O valor teérico para o maximo de rendimento de
etanol é de 0,51 g g”, portanto, a producdo de etanol foi de 58,82% do valor
tedrico.

Tabela 12: Fermentacao da linhagem VCB112. Andlise quantitativa do consumo de xilose e
formagao do produto (etanol) e subprodutos (xilitol e glicerol). Rendimento (g g™*: g do produto ou
subproduto/g de xilose).

Cepa Xilose EtOH Glicerol Xilitol Balango C ETOH Glicerol Xilitol
Cons.
I % gg!
VCBI' 27.4671 6.8628 2.089 7.1078 99 0.25 0.08 0.26
VCB2* 23.7013 41571 1.2848 4.1909 89.2 0.28 0.08 0.32
VCB3* 21.7805 6.709 2.0222 6.6699 91.6 0.3 0.09 0.31
Média 24.3163 5.9096 1.7986 5.9895 93.2 0.27 0.08 0.29
DP 2.36192 1.2408 0.3643 1.2843 4.1 0.02 0.004 0.02

+ Colonias derivadas da matriz VCB112

110



Viviane Castelo Branco Reis Resultados e Discussao

A linhagem VCB112 em fermentacdao anaerdbica gerou, além do etanol, os
subprodutos glicerol e xilitol. A formacao de glicerol foi semelhante aos principais
dados da literatura (Tabela 13). E esperado que S. cerevisiae gere glicerol como
subproduto durante o crescimento em condi¢cées anaerdbicas (Olsson & Nielsen,
2000). Quanto ao xilitol, a formacao foi alta. Isso pode ter levado a uma queda no
rendimento de etanol, visto que a xilose isomerase de Piromyces sp € inibida por
este metabdlito (Brat et al., 2009), além de afetar o influxo de xilose para célula,
devido a interrupgdo do metabolismo de xilose. A presenca da aldose redutase da
propria levedura, codificada pelo gene GRE3, que converte xilose a xilitol, também
pode ter contribuido para este acumulo (Kuhn et al.,1995; Yamanaka, 1969) embora
outras linhagens sem a delecao do GRE3 tenham apresentado um acumulo menor
de xilitol (Tabela 13). Isso pode ser explicado pelo tipo de linhagem usada. Além
disso, ap6s a adaptacdo metabdlica a expressdo da GRE3 pode ter sido alterada.
Todas as linhagens mostradas na Tabela 13 sao linhagens laboratoriais, haploides,
enquanto a usada neste estudo foi uma linhagem industrial diploide. Brat et al.
(2009) expressaram a Xl de Clostridium phytofermentans otimizada na linhagem
industrial Barra Grande obtendo um rendimento de etanol 0,43 g g' e um menor
acumulo de xilitol (0,18 g g'). A XI de C. phytofermentans é 3 vezes menos sensivel
a inibicao pelo xilitol que a enzima homéloga de Piromyces sp. Isso permite que o
fluxo metabdlico ndo seja interrompido. Outro ponto importante foi a condicdo de
fermentagdo usada, 3% xilose e 170 horas de fermentagdo. Além disso, ndo ha
relatos sobre as caracteristicas genéticas da linhagem Barra Grande que possam

ser usadas para comparacao com JP1.

Tabela 13: Comparacao do consumo de xilose e formacao de produtos de fermentacao
de diferentes linhagens recombinantes de S cerevisiae da literatura

VCB112 MT8-1/XK8EXI INVSc1/pRS406XKS/pWOXYLA RWB202-AFX

Xilose 5% Xilose 3% Xilose 5% Xilose 2%

anaerdbico anaerdbico anaerobico anaerdbico
Xilose consumida 161,9 mM 145,9 mM 69,3 mM 137,4 mM
Etanol 128,0 mM 150,0 mM 88,1 mM 186,8 mM
Xilitol 39,0 mM 18,6 mM 5,84 mM 2,76 mM
Glicerol 19,0 mM 16,9 mM 9,33 mM 18,3 mM
Referéncia Neste estudo  Tanino et al.,2010 Madhavan et al., 2009 Kuyper et al.,2004

Quanto a baixa producao de etanol, alguns pontos devem ser considerados: o

acumulo de xilitol dito anteriormente afeta o fluxo metabdlico; a concentracdao de
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xilose usada pode ter afetado o influxo de xilose, visto que nao ha transportadores
especificos para este agucar em S. cerevisiae. A expressao da xiluloquinase em
vetor epissomal (alto nUmero de copias) pode ter afetado negativamente a producéo
de etanol, conforme relatado por Jin et al. (2003).

Quanto ao consumo de xilose, a linhagem VCB112 (48,6%) comparada a
linhagem INVSC1/PRS406XKS/pWOXYLA (20,8%) foi superior, fato relevante
quando se leva em consideracao que o tempo de fermentacao foi de 96 h para a
primeira € 140 h para a segunda. Mesmo ap6s a introdugcdo do gene SUTT nesta
altima linhagem, o consumo de xilose (31,1%) foi inferior a VCB112 (Madhavan et
al., 2009).

Portanto, a linhagem VCB112 mostrou-se promissora para a fermentagao de
xilose quando comparada a outras linhagens descritas na literatura. Uma abordagem
para melhorar o rendimento de etanol na linhagem VCB112 é a eliminacdo da
atividade endoégena de aldose redutase (GRE3), o que resultaria em um menor
acumulo de xilitol, visto que ndo ha uma xilitol desidrogenase funcional em S.

cerevisiae para converter o xilitol a xilulose.

5.2.7 Delecao do GRE3

Construcao do cassete de delecao
Foi iniciada a construcdo do cassete de delecdo do gene GRE3 com a
simultanea integracdo do gene XKS1 neste locus. Para tal, foi montada a seguinte

estratégia (Figura 49).
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Figura 49: Esquema para construcao do cassete de delecao do gene GRE3.

A regido upstream do gene GRE3 (GRE5’ - 230pb) foi amplificada usando a
enzima Platinum® TagDNA Polymerase High Fidelity e os primers GREF1/GRER1.
A regidao downstream (GRE3’ - 220pb) foi amplificada usando a enzimaPhusion®
DNA polimerase e os primers GREF2/GRER2. Como molde, foi usado o DNA
gendmico de S. cerevisiae S288c. Houve amplificacdo de ambas as regides (Figura
50A). Os produtos da PCR foram eluidos do gel. Posteriormente, foi feita uma
digestao dos produtos de PCR com a enzima BamHI. Apés inativagdo da enzima de
restricdo a 85°C/30min os fragmentos foram ligados. O sistema de ligacdo foi
inativado a 65°C/10min e usado como molde numa nova reacao 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 amplificacdo de um fragmento de ~450pb correspondente
aos 2 fragmentos de GRES3 ligados.

‘-] " e DA oo g
e bp bp . 1000
= S 12,216 - S %00
. 8,144 g

200
700
600

500

- 5,000
400

300

~ 200

— 100 pb —

Figura 50: PCR GRE3. A) Amplificacao da regido upstream e downstream ao GRE3. Eletroforese
em gel de agarose 1%. Pogo 1: amplificacao do fragmento GRES’, pogo 2: 100pb /adder (LGC).
poco 1’: amplificagdo do fragmento GRE3’, poco 2’: 1kb DNA /adder (INVITROGEN). B)
Amplificacdo dos fragmentos GRE3 ligados. Eletroforese em gel de agarose 2%. Pogo 1: 100pb
ladder (LGC), pog¢o 2: amplificagao do sistema de ligacao.

O fragmento referente ao GRES3 ligado foi eluido do gel de agarose e clonado
no vetor pBlueScript® Il SK (+/-) previamente digerido com EcoRV. Foi feita uma
andlise de restricdo de 6 transformantes com as enzimas Xbal e BamHI para
determinar a presenca do inserto assim como sua orientagdo. Foi identificado um
clone com inserto no sentido horério, e 3 clones com inserto no sentido anti-horario.
Foi escolhido o clone 1, sendo entdo denominado pBGRE.1. Como ha presenca de
sitios de restricao para as enzimas BamHI e Sacll no vetor, foi necessario remové-
los para nao dificultar futuras clonagens. Portanto, o vetor pBGRE.1 foi digerido com
Sacl, eliminando ~70pb de sequéncias do MSC (multiplos sitios de clonagem)
seguindo-se religacao do vetor linearizado. Foram selecionados 5 clones que foram
analisados com as enzimas BamHI e Sacll. Todos apresentaram um Unico
fragmento linear indicando que houve perda dos sitios indesejaveis. 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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100pb
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Figura 51: Confirmagao da delecao de uma regiao 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 - pPBGRE 3 e pBGRE 1: vetor molde - pPBGRE 1

Pode-se observar que houve redugcao do tamanho do fragmento amplificado,

sendo mais um indicio da perda dos sitios. O vetor foi sequenciado confirmando a

sequéncia correta das regides flanqueadoras do gene GRES.

O vetor esta pronto para receber a marca de selecdo, para posterior delecao

do loci GRES.
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5.3 CAPITULO 3: ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES
ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DE XILOSE EM Pichia stipitis

5.3.1 Pichia stipitis

A levedura P. stipitis € um importante microrganismo no contexto da producao
de alcool de segunda geracdo. Além de ser uma fonte de genes para expressao
heter6loga em S. cerevisiae, € também uma opcao para a fermentacao de residuos
lignocelulésicos. E importante, pois, conhecer a regulagdo da expressdo dos genes
relacionados ao metabolismo de xilose neste organismo para que haja transferéncia

de informagdes para outros sistemas biologicos.

P. stipitis, encontrada originalmente no sistema gastrointestinal de besouro, é
uma levedura haploide, homotalica, possuindo um genoma de ~154 Mb com 8
cromossomos. Seu genoma foi sequenciado, e foram identificados 5841 genes
preditos, a maioria sem introns. Nao segue o cddigo genético universal, pois o cédon
CUG codifica para leucina ao invés de serina. Apresenta uma morfologia elipsoide,
quando se encontra na fase vegetativa de crescimento e sua divisdo ocorre por
brotamento. Seus esporos sdo em forma de chapéu e forma pseudo-hifas sob

condigdes limitantes de fonte de carbono (Jeffries et al., 2007; Passoth et al., 1992).

Dentre as leveduras, € 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™ xilose. A fermentacdo do hidrolisado pode
chegar a 80% do valor teérico (Hahn-Hagerdal & Pamment, 2004; Nigam, 2001),
pois é capaz de utilizar uma grande variedade de substratos, tais como, glicose,
xilose, galactose, manose, celobiose, polimeros 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 nao fermenta em condicoes
aerdbicas, mesmo em altas concentracées de agucares. O que regula a mudanca de

respiracao para fermentacao é a disponibilidade de O.. Uma mudanca para 20% de
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oxigénio dissolvido leva a formacao de etanol (Klinner et al., 2005). Na presenca de
O2 ha formacédo de biomassa e a baixa disponibilidade de O leva a producao de
etanol (du Preez, 1994). O crescimento celular e fermentacdo ndao ocorrem de forma
simultdnea como em S. cerevisiae. Portanto, o O, é um importante agente
regulatério da fisiologia deste microrganismo, pois estd envolvido no crescimento
celular (respiracdo), na fermentagdo, no balanceamento redox e no transporte
celular (Skoog & Hahn-Hagerdahl, 1990). Para a industria, esse fato se torna uma
desvantagem quanto ao uso desta levedura em fermentacdo de residuos
lignoceluldsicos, pois o controle rigido de O, torna o processo oneroso em escalas

superiores.

Visando melhorar o desempenho de P. stipitis ao processo fermentativo de
material lignocelulésico, a linhagem CBS 5774 foi submetida a um processo
adaptativo em hidrolisado hemicelul6sico rico em xilose pela equipe do Prof. Nei
Pereira, da UFRJ. Entender as modificagcdes genéticas ocorridas neste processo
gera conhecimento para ser aplicado a engenharia metabdlica de outros
microrganismos como S. cerevisiae. Os genes codificadores de transporte de xilose
sdo de particular interesse, pois poderiam ser transferidos para a levedura
fermentadora de xilose obtida neste trabalho a fim de aumentar a producédo de

etanol.

5.3.2 Transporte de xilose

Uma importante caracteristica a ser observada num processo fermentativo
envolvendo xilose é o transporte deste acucar para o interior da célula que ocorre
por meio de proteinas de membrana, os transportadores. Em S. cerevisiae, foram
identificados 20 genes envolvidos com o transporte de agucar (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 nivel de
expressdo muito baixo, ja HXT1-7 e GAL2, que também possuem afinidade por
glicose, apresentam expressao alta em determinadas condi¢des de concentracao de
glicose. HXT1-7 e GALZ2 foram caracterizados como transportadores de difusdo
facilitada, sendo HXT1 e HXT3 de baixa afinidade, HXT2 e HXT4 de afinidade

moderada, e HXT6, HXT7 e GALZ2 de alta afinidade (Maier et al., 2002). Entretanto,
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todos tém um alto Ky para xilose (~190 mM), ou seja, uma baixa afinidade por este
acucar (Hector et al., 2008). A afinidade por xilose chega a ser até 200 vezes menor

que por glicose (Kétter & Ciriacy, 1993).

Em S. cerevisiae, o transporte de xilose e arabinose na presenca de glicose é
mais rapido em condicées anaerdbicas (Jeffries, 1983). Estudos mostram que os
transportadores de alta e moderada afinidade Hxt4, Hxt5, Hxt7 e Gal2 sdo os mais
importantes no transporte de xilose (Hamacher et al., 2002). Quando uma linhagem
de S. cerevisiae recombinante para fermentacao de xilose foi cultivada em xilose sob
condicoes aerObicas ou limitantes de oxigénio, foi observada uma inducdo da
expressao 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 ja 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
importancia da interacdo do transportador heter6logo com as proteinas de
membrana (transportadores e sensores) da prépria S. cerevisiae (para revisao ver
Young et al., 2010)

Em P. stipitis, o transporte de xilose e glicose ocorre pelo sistema de “préton
simporte”, envolvendo tanto transportadores de alta quanto de baixa afinidade por
xilose. O sistema “préton simporte” pode representar uma desvantagem para a
eficiente e completa fermentacao de xilose devida a restricdo energética. Estudos
demonstraram que, em condi¢cdes de anaerobiose e limitacdo de O,, a assimilacdo
da xilose é menor, mas isso provavelmente ocorre nao por uma regulagdo dos
transportadores por O,, mas por comprometimento nas primeiras etapas da via
metabdlica de xilose que requer O, para a producao dos cofatores (Hahn-Hagerdal
et al., 1994; Weber et al., 2010). Outro ponto importante, € que os transportadores
de baixa afinidade sdo responsaveis pelo influxo de glicose e xilose, entretanto, ha
uma inibicdo nao-competitiva da glicose por estes transportadores, impedindo a

entrada de xilose (Kilian & van Uden, 1988).
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Foram caracterizados trés genes que codificam transportadores de agucar em
P. stipitis: SUT1, SUT2 e SUT3. O primeiro € induzido por glicose,
independentemente da oxigenagcdo. Os outros dois sdo expressos em condigdes
aerdbicas, independentemente da fonte de carbono. Entretanto, todos tém uma
afinidade maior por glicose do que por xilose (Weierstall et al, 1999). Apo6s a
conclusdo do sequenciamento do genoma de P. stipitis, foram identificadas, por
meio de andlises computacionais, mais de 15 ORFs com homologia significativa com
genes transportadores de agucar. Dentre as 15 ORFs analisadas, 7 sao similares a
genes que codificam transportadores putativos de xilose em outras leveduras e
receberam, pois, a denominacao “XUT" (Xylose Uptake Transporter) (Jeffries et al.,
2007) (Figura 52).

XUT1-Ps
| XUT3-Ps

|
L hp-Dh
XUT2-Ps
XUT6-Ps
XUT4-Ps
—(—| XUT7-Ps
XUT5-Ps
GXS1-Ci
[ GXF1-Ci

Figura 52: Arvore filogenética. Analise 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 nivel de expressao de cada gene é diferente, e varia
de acordo com as necessidades metabdlicas. Portanto, a expressao varia conforme
a condicdo em que a célula se encontra. Os substratos, sua concentracao, e as
condigbes ambientais em que a célula se encontra sao sinais para ativar ou reprimir
a expressao dos genes. Existem diferentes técnicas que permitem analisar o nivel
de expressao génica 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 amplificacdo. Determina os niveis

119



Viviane Castelo Branco Reis Resultados e Discussao

de RNA mensageiro ou de RNAs nado-codantes com maior precisdo e acuracia.
Essencialmente, essa técnica é realizada em trés etapas: (i) Obtencao da fita de
cDNA por meio de transcrigao reversa do RNA. (ii) Amplificacao do cDNA por PCR.
(iii) Deteccéao e quantificacdo em tempo real do produto formado (Nolan, 2006).

Neste trabalho, foi avaliada a expressao diferencial de alguns genes da via
metabdlica de xilose na linhagem adaptada de P. stipitis CBS5774 em diferentes
fontes de carbono sob aeracdo. Este estudo teve o intuito de lancar luzes sobre as
alteracdes de padrdes de expressao génica que ocorrem na levedura em diferentes
condi¢gdes de cultivo. Em particular, buscamos focar na expressdao 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 produgdo de etanol em meio
contendo xilose. Apesar da sua maior afinidade por glicose, o transportador HXT7 de
S. cerevisiae € o0 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 Analise da expressao diferencial de P. stipitis

Desenho dos primers

As sequéncias dos genes a serem analisados foram obtidas no GeneBank.
Os numeros de acesso encontram-se na secao 3.8 de “Material e Métodos”. Foram
selecionados para andlise os principais genes do metabolismo de xilose (XYLT,
XYL2, XYL3, TAL1 e TKT1), os genes correspondentes aos transportadores de
hexoses, e transportadores putativos para xilose (SUT1, SUT2, XUT1, XUT2, XUTS3,
XUT4, XUT5, XUT6 e XUT7). Como controle endégeno da reacdo, selecionamos um
gene constitutivo (ACT1- codifica para actina) que deve ter padrées de expressao

similares em todas as condicdes a serem analisadas.

Inicialmente, foi feito o alinhamento das sequéncias dos transportadores para
verificar a similaridade entre as mesmas (vide Suplementos 3 e 4). O par de primers

foi desenhado para se anelar em regides de baixa similaridade, obedecendo-se as
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regras para qRT-PCR. Posteriormente, essas sequéncias foram analisadas no
programa Primer Express (Applied Biosystem) para identificar a possivel formacao
de estruturas secundarias, Tu e porcentagem de C+G. Para andlise de amplificacoes
inespecificas entre as sequéncias de transportadores foi usado o programa Amplify
3.1. Os genes SUT3 e SUT4 nao foram incluidos por terem a sequéncia com 99% e
97% de identidade com SUTZ2 (vide Suplemento 3).

Para o desenho dos primers referentes ao gene codificador de actina (ACT7)
e 0s genes do metabolismo de xilose, foi usada a ferramenta Primer3Plus
(Untergasser et al, 2007) obedecendo-se as regras para gRT-PCR e,
posteriormente, as sequéncias dos primers foram analisados no programa Primer

Express quanto a formagao de estruturas secundarias.

Teste dos primers

Ap6s desenho e sintese dos primers para QqRT-PCR, estes foram
primeiramente testados com DNA gendmico 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 — secao “Material e
Métodos”). Pode-se observar que, dos genes da via metabdlica de xilose, houve
falha na amplificagdo dos genes XDH e TKL (Figura 53A). Foi feita a sintese de
novos primers para XDH, que desta vez propiciou amplificacao (Figura 53B). Para os
transportadores, apenas ndao houve amplificacdo para XUT2 (Figura 53C); foram
feitos mais 2 pares de primers para este gene, mais ainda assim nao obtivemos

amplificacdo. Sendo assim, foram excluidos da anadlise os genes TKL e XUT2.
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Figura 53: Teste dos primers para qRT-PCR de genes de P. stipitis. Analise eletroforética em gel
de agarose 2%. A) Genes da via metabdlica 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 metabdlica
de xilose. M1: 100pb ladder (LGC); XDH-2: amplicon para xilitol desidrogenase. C) Transportadores
e controle endégeno. ACT1: amplicon para actina (controle endégeno); SUT2: amplicon para SUTZ;
XUT1: amplicon para XUT1, XUT2: amplicon para XUT2;, M2: marcador 100 pb DNA /adder
(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 /adder (Promega); X2: amplicon para XUT2; S1: amplicon para SUTT; CT-:
controle negativo da reacao. 100 pb (LGC): padrao do marcador de massa molecular.

Analise de expressao 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
proporgao de 8% glicose e 4% xilose. O crescimento foi feito a 28°C em aerobiose e
em condicao limitante de O, até atingir a ODgoo de 0,8-1,0 conforme descrito em
“Material e Métodos”. Apds crescimento, o RNA total foi extraido com sucesso nao

sendo observada degradagédo do mesmo (Figura 54).
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Figura 54: RNA total de P. stipitis em diferentes condi¢oes de cultivo. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%. A) linhagem CBS5774 adaptada crescida em condicdao limitante de O.. B)
linhagem adaptada crescida em condicao aerdbica. Pogo 1: glicose 8%; po¢o 2: xilose 4%; poc¢o
3: glicose 2%; pogo 4: xilose 2%; po¢o5: glicose 0,1%; pogo 6: xilose 0,1%; pogo 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
(Invitrogen™). Em seguida, foi feita uma reacdo de qRT-PCR para escolher a melhor
diluicao de cDNA. As reacdes de qRT-PCR foram feitas usando a 1:20 do cDNA da
linhagem adaptada. As reacées de qRT-PCR foram feitas usando o kit Fast SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems). As analises foram feitas pelo método
comparativo Ct (AACry), onde o controle enddgeno foi o0 gene ACT1 e 0 experimento
referéncia foi baseado no sistema crescido em 2% glicose. O Cy indica o ciclo no

qual a fluorescéncia comeca a ser detectada.

A Genes envolvidos no metabolismo de xilose

Foi feita uma comparacado dos padroes de expressao dos genes envolvidos
no metabolismo de xilose em diferentes concentracées 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 sdo mais expressos em xilose (Figura 55). Pode-se observar que, em alta
concentracado de glicose, mesmo na presenca de xilose, o nivel de expressao dos

genes analisados é menor que em 2% glicose.
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Figura 55: Anadlise da expressao relativa dos gene da via metabodlica de xilose de P. stipitis
CBS5774 adaptada sob aeracao em diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A barra preta é
o experimento referéncia. O desvio padrao é referente a reagao (reagao em triplicata). n=1.

Os genes XYL1, XYL2 e XYL3, que codificam para XR, XDH e XK,
respectivamente, apresentam um aumento de expressdo em 2% e 4% xilose.
Quanto a TAL1, foi o que apresentou menor diferenca de niveis de expressao
quando a levedura foi crescida em meio com xilose. Como a reagao para o gene
TAL1 na condicao de 4% xilose nao ficou satisfatéria, este foi retirado da analise.
Analise de transcritos de P. stipitis CBS6054 em 4 diferentes condicdes
(glicose/aerdbica, glicose/anaerdbica, xilose/aerdbica e xilose/anaerdbica) mostram
que os genes XYL1, XYL2 XYL3 sao expressos em baixos niveis em glicose, e os
genes, TKT1 e TAL1 sdao menos expressos em glicose que em xilose,
independentemente da oxigenacao (Jeffries & Van Vleet, 2009). Outro estudo
mostra que a expressdao dos genes XYL1, XYLZ2 e XYL3 em meio complexo
contendo 0,6% xilose em diferentes tempos tem um aumento de expressao apenas
do gene XYL1, aumentando também quando o meio é suplementado com diferentes
concentracdes 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 ha um aumento consideravel da
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expressao 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).

A Genes envolvidos no transporte de xilose

Quanto aos genes envolvidos no transporte de xilose foi observado que houve
uma diminuicdo da expressao do SUTT nas outras fontes de carbono em relagéao a
2% glicose. A reacao com 4% xilose nao funcionou (Figura 56A). Para o gene SUT2,
houve diminuicdo para concentragbes menores de agucares e um aumento de 0,5x
da sua expressao em 2% xilose. Quando em concentracées maiores de acucares

houve falha na reacdo (Figura 56B).
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Figura 56: Analise da expressao relativa da linhagem CBS5774 adaptada sob aeracdo em
diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A) Expressao relativa do gene SUT1. B) Expressao
relativa do gene SUT2. A barra escura € o experimento referéncia. O desvio padrdo é referente a
reagao (reagao em triplicata). n=1.

Pelos dados da Figura 56, pode-se observar que o gene SUT1 teve uma
diminuicdo da expressao independente da fonte de carbono e da concentragao
utilizada, sendo maior para concentracdes menores de xilose e na mistura de
acucares. Para o gene SUT2, foi observada uma diminuicao de expressao em baixa
concentragdo da fonte de carbono, independente da fonte usada. Dados da literatura
mostram que o0 gene SUT71 é expresso em glicose independentemente da
concentracdo e da oxigenacdo. O gene SUT2 é expresso em aerobiose,
independente da fonte de carbono e concentracao. Nao ha comparacao do nivel de
expressao (Weierstall et al.,, 1999). Yuan et al. (2011) relatam uma repressao do
gene SUT2 em meio com 5% xilose. Houve falha na reagcdo com 4% xilose, portanto,

nao houve como comparar os resultados.
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O gene XUTT1 foi o que teve maior aumento de expressao, ~180 vezes em
baixa concentracao de xilose que em 2% glicose. Houve um aumento menor em 2%

xilose (Figura 57) Quanto as concentragbes maiores de agucar houve falha na

reacao.
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Figura 57: Anadlise da expressao relativa do gene XUT1 por qRT-PCR da linhagem CBS5774
adaptada sob aeracdo em diferentes fontes de carbono. A barra escura é o experimento
referéncia. O desvio padrao é referente a reagao (reagao em triplicata). Na Figura menor foi retirada a
condicao X0,1%02 para visualizar as outras condi¢des. n=1.

Nao houve andlise para o gene XUT2. Foram sintetizados 3 pares de primers
diferentes e ndo houve reacao de qRT-PCR para nenhum deles, portanto, ele foi

eliminado da analise.

Os genes XUT3, XUT4 e XUT5 tiveram sua expressao diminuida em todas as
condigdes testadas, exceto na condicao 2% xilose para o XUT5 em relacdo ao meio
com 2% glicose (Figura 58A, B e C). Para o gene XUT6, houve aumento de
expressao em todas as condicdes relativas a 2% glicose (Figura 58D). O gene XUT7
teve aumento de expressdo apenas para 8% glicose, e reducdo nas outras

condigdes testadas (Figura 58E).
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Figura 58: Analise da expressao relativa dos gene XUTs da linhagem CBS5774 adaptada sob
aeracao em diferentes fontes de carbono por qRT-PCR. A) Expressao relativa do gene XUT3. B)
Expressao relativa do gene XUT4. C) Expressao relativa do gene XUT5. D) Expressao relativa
do gene XUT®6. E) Expressao relativa do gene XUT?7. A barra escura é o experimento referéncia. O
desvio padrao é referente a reagao (reagao em triplicata). n=1

Dados de RNA-seq revelam um aumento de expressao para o gene XUTT.
Para os outros XUTs nao houve diferenca significativa de expressao entre os meios
com glicose e 5% xilose. No caso do XUTZ2, assim como neste trabalho, ndo foi

detectada expressdo em nenhuma condi¢ao (Yuan et al., 2011).

Pelas diferentes concentragdes de acucar usadas neste trabalho e a variacao
de expressao em cada uma destas concentracdes, pode-se suspeitar do grau de
afinidade dos transportadores analisados, apesar da falha de algumas reacoes.

Como XUT1 teve um maior aumento em baixa concentracdo de xilose,
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provavelmente se trate de um transportador de alta afinidade. Entretanto, para
validar esta informacado, sdo necessarios testes de velocidade de reacdo e

determinacao do Km,

5.3.4 Obtencao 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 fermentacdo 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 gen6mico da linhagem S288c de S. cerevisiae como molde.
Apb6s a eluicao do amplicom em gel de agarose, o fragmento foi digerido com as
enzimas Sacl e BamHI seguindo-se inativagdo a 85°C/30min. Posteriormente, este
fragmento foi ligado ao vetor Y1PGK previamente digerido com Sacl e BamHI. Este
sistema foi usado para transformar E. coli XL10 Gold. A analise de 3 transformantes
foi feita por perfil de restricdo com as enzimas Kpnl, Hindlll, EcoRIl e Sacl/BamHI.
Dois clones apresentaram o perfil esperado. O vetor resultante foi denominado
Y1HXT7 (Figura 59).
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Figura 59: Perfil de restricao do vetor YIHXT7. A) e B) Eletroforese em gel de agarose1%. 1 kb
LGC: marcador 1 kb DNA ladder (LGC), EcoRl, Hindlll, Kpnl: Y1HXT7 digerido com as respectivas
enzimas, I: YIHXT7 intacto, D: Y1HXT7 digerido com Sac I/BamH |. 1 kb DNA ladder: padrao do
marcador de massa molecular C) Perfil dos fragmentos esperados.

O vetor Y1HXT7 possui uma marca auxotrofica LEU2 e ndo uma marca
dominante. Portanto seria necessario transferir o cassete HXT7-HP (promotor e
gene HXT7 e terminador PGK1) para o vetor YC240 de marca dominante
(resisténcia a higromicina). Foram tentadas vérias estratégias para tal subclonagem,
todas sem sucesso.

Como alternativa ao cassete anterior, foi construido um cassete de expressao
do HXT7 com seu préprio promotor e terminador. Foi feita uma PCR com Phusion®
DNA Polymerase (Finnymes), os primers HXT7p5/HXT-TT para amplificacéo de todo
0 cassete de expressao do gene HXT7. Apés purificacdo, o fragmento de 2,4 kb foi
ligado ao vetor pBlueScript Il SK. Este sistema foi usado para transformar E. coli
XL10 Gold. Os transformantes foram analisados por perfil de restricdo com a enzima

Pvull. Apenas um clone teve o perfil esperado. O vetor foi denominado pBHXT.9.

N4o foi obtido sucesso na subclonagem deste cassete para o vetor YC240. E
possivel que o gene esteja sendo expresso em E. coli e, mesmo em baixas

concentracoes, pode ser tdxico para este organismo.
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Gene XUT1 de P. stipitis

Diante do alto nivel de expressao do gene XUT7 demostrado nas analises de
gRT-PCR trabalho, optou-se pelo sua expressao sob controle do promotor do gene
HXT7 e o terminador PGK1, ambos de S. cerevisiae. Para tanto, foi construido um

vetor contendo este promotor e terminador.

A Construcao 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 gendmico da
linhagem S288c de S. cerevisiae. Apbs a purificacdo do fragmento, o mesmo foi
digerido com as enzimas Sacl e BamHI seguindo-se inativacao a 85 °C/30 min. O
vetor YIPGK1 foi digerido com as mesmas enzimas de restricao 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
restricdo (Figura 60). Foi observado que, dos 4 clones analisados com EcoRI, 3
liberaram inserto. A digestdo com BstBl e a dupla digestdo Sacl/BamHI confirmaram a
clonagem. O vetor resultante foi denominado Y1pHXT7 (Figura 60D), a sequéncia foi

confirmada por sequenciamento automatico de DNA.
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Figura 60: Perfil de restricao do vetor Y1pHXT7. Andlise em gel de agarose 1%. M: marcador 1 kb
DNA /adder (LCG) A) Perfil de restricao com a enzima EcoRl. I: vetor intacto; D: vetor digerido com
EcoR I. B) Perfil de restricdo com as enzimas BstBl e Sacl/BamHI. I: vetor intacto; BstBI: vetor
digerido com BstBI e Scl/BHI: vetor digerido com BamHI / Sacl. C) Perfil de restricao esperado. D)
mapa fisico do vetor Y1pHXT7. 1 kb DNA ladder: padrdo de massa molecular.
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Gene XUT1

Para amplificagcdo do gene XUT1 foram usados os primers XUT1-F/XUT1-R, o
DNA gendémico de P. stipitis CBS 5774 e a enzima Phusion® DNA Polymerase
(Finnymes). Houve amplificacdo do fragmento esperado (Figura 61). O fragmento foi
purificado, para posterior clonagem.
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Figura 61: Amplificacdo do gene XUT1 de P. stipitis. Eletroforese em gel de agarose 1%. AE/H:
marcador A EcoRlI / Hindlll. PCR1: amplificagéo do fragmento XUTT7. A E/H: padrdo do marcador de
massa molecular.

Estudo com 26 diferentes transportadores (23 heterélogos e 3 nativos de S.
cerevisiae) expressos em S. cerevisiae linhagem null para Hxt mostra que a
expressao de 7 transportadores permitiu o crescimento da levedura em xilose como
Unica 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 cofermentagéo, todos apresentaram preferéncia
por glicose, sendo que o que apresentou menor preferéncia por glicose em relacao
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 interacdo destes transportadores com as
proteinas de membrana, principalmente os sensores. Portanto, apds a construcéao
dos vetores epissomais contendo os transportadores Hxt7 e Xutl, estes vetores
serdo usados para transformar a linhagem recombinante VCB112 para analisar se a

presenca do transportador melhora o rendimento de etanol.
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6. CONCLUSAO

O conhecimento de aspectos basicos da genética da linhagem JP1 é muito
importante para nortear estratégias de modificagcdo genética nesse microrganismo.
Antes do inicio desse projeto, esse conhecimento era muito limitado, o que é
surpreendente considerando a importancia desta linhagem para a economia
canavieira da Regiao Nordeste. Este trabalho mostrou que a linhagem industrial de
S. cerevisiae JP1 é diploide e homotalica. Nem todos os esporos apresentardao a
interconversao do locus MAT, isso indica que a linhagem pode apresentar alguma

mutacao recessiva na via de do processo de interconversao.

Ainda, dentro do contexto de caracterizagdo genética desta linhagem, foi
avaliada a sensibilidade de JP1 a diferentes drogas usadas para selecao de
transformantes, uma informacao importante em pesquisas envolvendo organismos
geneticamente modificados. Pudemos constatar que a linhagem é sensivel as
drogas testadas, ndo apresentando nenhuma mutacdo que pudesse lhe conferir
resisténcia natural. Além disso, apresentou uma boa eficiéncia de transformacgao
quando foi usado um protocolo simples e rapido. Foi observado que as melhores
marcas de selecao sao aquelas que conferem resisténcia a antibidticos, onde a taxa
de falsos positivos é insignificante ou praticamente nula. A marca de resisténcia a

higromicina B apresentou a melhor eficiéncia de transformagao.

Foi construida com sucesso uma linhagem de JP1 auxotrofica para uracila
(ura3), um feito raro quando se trata de leveduras industriais. O uso de marcas de
resisténcia a antibiético nao é recomendado em trabalhos biotecnol6gicos devido a
possibilidade de transferéncia horizontal de genes para a microbiota ambiental. Além
disso, 0 uso de mutantes auxotroficos revela-se mais barato, pois os antibiéticos séo
geralmente caros. Portanto, neste trabalho tivemos a preocupagdo em eliminar a
marca de selecdo usada para criar os mutantes ura3 pelo uso do eficiente sistema
Cre-loxP. Apesar de raro foi observado um evento de recombinagao entre os dois
alelos selvagens URA3 no momento da transformagdo. Outros clones tiveram a

recombinagao no segundo alelo devido ao uso da droga 5-FOA, que por ser toxica a
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célula forgcou a sobrevivéncia apenas daquelas com a dupla integracao. O sucesso
na criacao desse mutante foi confirmado pela transformagdo do mesmo com dois
vetores contendo a marca auxotréfica URA3. Um dos vetores usado possui como
gene repérter a proteina GFP. Houve transformagédo e selecdo com ambos os
vetores, além da visualizagdo da fluorescéncia do gene repérter GFP, comprovando

a presenca do vetor na célula.

Para a obtencao de uma linhagem capaz de metabolizar xilose, optamos por
expressar os genes envolvidos na via metabdlica de xilose que nao requerem
cofatores. Para obtermos uma melhor expressao, o gene codificador de XlI de
Piromyces sp foi otimizado baseado no codon usage de S. cerevisiae. Diante da
dificuldade de integracdo do cassete de expressdo da Xl no loci CAN1, optamos
pela expressdo em vetor epissomal com marca de selecao de resisténcia a
antibiético. Ensaios de atividade mostraram que a enzima possui atividade. Foi
construido com sucesso o0 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 expressao: Xl e XK. A linhagem foi
submetida a adaptacdo metabdlica em meio contendo xilose como Unica fonte de
carbono tendo sido observado um aumento da taxa de crescimento de 0,008 h™! para
0,13 h™'. Mais importante, a linhagem adaptada foi capaz de fermentar xilose a
etanol. Apresentou um Ygis de 0,3 g g™, ou seja, 58,82% do valor tedrico. Ficou
evidente neste trabalho que a adaptacdo metabdlica é uma etapa essencial para que
uma levedura modificada geneticamente possa metabolizar xilose. Apds 0 processo
de adaptacdo metabdlica, um subproduto indesejado se destacou, o xilitol (Yxs =
0,31 g g"). Para reduzir a concentragéo de xilitol propomos a delecdo do gene GRE3
nativo que codifica para aldose redutase, enzima responsavel pela conversao de
xilose em xilitol, um inibidor da XI. Uma vez que néo se trata de um gene essencial,

a delecao deste gene pode ser realizada na célula diploide.

Além desta modificagdo, propusemos a expressao de um transportador que
tenha afinidade por xilose a fim de melhorar o influxo deste agucar na levedura

recombinante. Nesse sentido, voltamos nossa atencao para a levedura P. stipitis
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que reconhecidamente fermenta xilose sendo uma boa fonte de genes para
expressdao heter6loga em S. cerevisiae. Para tanto, fizemos uma analise de
expressao 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
lignocelulésico contendo xilose, gentilmente cedida pelo Prof. Nei Pereira, da UFRJ.
Nossa hipdtese 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 analise transcricional mostraram que o gene que teve maior
alteracdo na expressdao em meio com xilose foi XYL3, que codifica para XK, e o
menor, TAL1. Isso comprova a importancia da enzima XK no metabolismo de xilose.
Dentre os transportadores, o que teve o maior aumento em baixas concentracdes de
xilose foi XUTT1.

Em suma, este trabalho pioneiro no Pais mostrou que as técnicas de genética
molecular podem ser aplicadas em uma levedura industrial brasileira que podera
servir como plataforma para futuras modificagdes. Além disso, ficou demonstrado
que o desenvolvimento de um bioprocesso envolvendo linhagens industriais de S.
cerevisiae modificadas geneticamente para a producao de etanol lignocelulésico é

factivel.
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7. PERSPECTIVAS

Nosso laboratério esta engajado em um projeto para eliminar outros genes da
linhagem JP1 a fim de evitar a possibilidade de esta cepa transferir genes
heterélogos para microrganismos naturais. Consideramos deletar os genes STE5 e
IME1 que tornariam a linhagem incompetente para a meiose e o0 acasalamento,
respectivamente. Com o conhecimento agora adquirido sobre a genética de JP1 e
as ferramentas desenvolvidas neste trabalho, a concretizacdo desses objetivos é
agora plenamente factivel. Além disso, propomos sequenciar o genoma de clones
derivados de esporos dissecados a fim de compreendermos a extensdo da
heterozigose em JP1. Este estudo contribuira para um maior conhecimento da

complexidade gendmica de leveduras industriais.

Verificamos que os cassetes de Xl e XK sao funcionais. O proximo passo sera
integra-los no genoma a fim de torna-los geneticamente estaveis e reduzir a
possibilidade de transferéncia horizontal. Além da adaptacdo metabdlica em meio
contendo xilose como fonte de carbono em aerobiose e também realizar um
segundo ciclo de adaptagcdo metabdlica em meio contendo ambos os agucares

(xilose e glicose) em anaerobiose.

Com o intuito de diminuir a concentragao de xilitol produzido o gene GRE3
nativo que codifica para aldose redutase, enzima responsavel pela conversao de

xilose em xilitol, um inibidor da Xl, sera deletado.

Quanto ao transporte de xilose para o interior da célula sera feito uma
comparacao entre o nativo de S. cerevisiae HXT7 e um putativo para xilose de P.
stipitis XUT1. Além disso, sera repetido o estudo de expressao por Real Time PCR
para as reacdes que falharam. Todas as reagdes serao feita em triplicata para uma
andlise estatistica mais apurada. Seré analisado também o perfil transcricional de P.
stipitis crescida em condicdo de anaerobiose. Comparando sempre a linhagem
nativa e a adaptada para se avaliar quais as modificacbes que 0 microrganismo

sofreu no processo de adaptacao do ao hidrolisado.
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9. SUPLEMENTO
Suplemento 1: Sequenciamento pVURA clone1
Query 1 CAGCTGCTAAGAGATAGTGATGATATTTCATAAATAATGTAATTCTATATATGTTAATTA 60
Sbjct 186 CAGCTGCTARGAGATACTCATCATATTICATARATAATGTAATICTATATATGITARITA 245
Query 61 CCTTTTTTGCGAGGCATATTTATGGTGAAGGATAAGTTTTGACCATCAAAGAAGGTTAAT 120
Sbjot 246 CCTTTTTTOCOAGOCATATITATOCTOAAGIATAAGTIITCACCATCARAGARGRITART 305
Query 121 GTGGCTGTGGTTTCAGGGTCCATAAAGCTTTTCAATTCATCttttttttttttgttcttt 180
Sbjct 306 GTEBCTETOOTTTCAGOOTCOATARRGCITTICAATICATCITITITITIITTOTCITT 365
Query 181 240
Sbjct 366 425
Query 241 ACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGIGGTGTITGAAGAAAC 300
Sbjct 426 ACCAMGGAAGIAGCACAGACTTAGATTGOTATATATACOIATATETEOTETTCAGARAS 465
Query 301 ATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAG 360
Sbjct 486 ATGARATIGGCCAGTATTCTTAACCOAACTUMACAGAACARRRACCTECACEARACRARS 545
Query 361 ATAAATCGGATCC ATTCACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAA 420
Shict 516 ATAAATCOOATCOMIMATICACTOIAT TATAAGTARAT GEATETATACTARACTCACAS | 602
Query 421 ATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTITATTACCCGGGAATCTCGGTCGTAATGATTIC 480
Sbjct 603 ATTAGAGCTICAATTTAATTATATCAGITATTACCOGGGAATCTCGETCETARTGAITIC 662
Query 481 TATAATGACGaaaaaaaaaaaaTTGGAAAGAAAAAGCTTCATGGCCTTTATAAAAAGGAA 540
Sbjct 663 TATAMTGACOARARRARAARAATTGUARAGAMAMMGOTTCATGRCCTTTATARAAAGRRR 722
Query 541 CTATCCAATACCTCGCCAGAACCAAGTAACAGTATTTTACGGGGCACAAATCAAGAACAA 600
Sbjct 723 CTATGOAATACCTCOCCAGRACCAAGTAAGACTATTTTACGOGOCACARATCARGRAGRE 762
Query 601 TAAGACAGGACTGTAAAGATGGACGCATTGAACTCCAAAGAACAACAAGAGTTCCAAAAA 660
Sbjct 783 TAMGACAGGACTCTAAAGATGGACGUATTGAACTCOARAGAACAACAAGAGTTCCRRARE 842
Query 661 GTAGTIGGAACAAAAGCAAATGAAGGATTTCATGCGTITTGTACTCTAATCTGGTAGAAAGA 720
RN RN R R R RN RN R RN NN R RN AR RN A
Sbjct 843 GTAGTGGAACAAAAGCAAATGAAGGATGTCATGCGTTTGTACTGTAATCTGGTAGAGAGA 902
Query 721 TGCAGCTG 728
Sbjct 903 TGCAGTE 910

A sequéncia obtida do sequenciamento (Sbjct) foi alinhada com a
sequéncia predita (Query). Em realce as bases deletadas. Os asteriscos
indicam mutagdes nao conclusivas por estarem em regiao de baixa qualidade
do sequenciamento
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Saccharomyces cerevisiae JP1, a Brazilian Industrial Yeast Strain for Bioethanol
Production (DOI: 10.1007/s10295-012-1170-5) foi aceito para publicacao na
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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 p-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.

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 Sdo 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? | 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

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 p-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.

INTRODUCTION

Ethanol is an important alternative for fossil fuels, being the USA and Brazil the two major global
producers. Industrial production of ethanol involves biological fermentation of corn starch (USA) or sugar cane
sucrose (Brazil). Also, there is great interest in the use of lignocellulosic biomass as renewable source of raw
material for ethanol production although, in this case, many technological challenges are still encountered [30].

The yeast Saccharomyces cerevisiae is the microorganism of choice for industrial bioethanol production
due to its superior fermentative capacity and tolerance to the stresses involved in large-scale bioprocesses [8].
Because the industrial fermentative process takes place under non-sterile conditions, contamination with
endogenous yeasts is almost inevitable [3] and only strains that are more physiologically adapted tend to
dominate [13,3]. S. cerevisiae JP1, a dominant industrial strain isolated from a sugarcane mill in Northeast Brazil
has shown to be more adapted to the local environmental conditions where temperatures are normally higher
than in other parts of the country where strain PE-2 is more commonly used [13,3]. This physiological
robustness is reflected by its tolerance to acidic pH, high temperatures and high ethanol concentration when
compared to other Brazilian industrial strains [13]. Although it shows an excellent sugar to ethanol conversion
rate (93%) [13], productivity and yields are lower than those observed in other industrial strains which has been

explained by its robust glycerol production that protects the cell against osmotic stress [2].
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When seeking to improve ethanol production using industrial yeast strains it is often necessary to
perform controlled genetic modifications and for that purpose it is necessary to gain insights into the genetics
and physiology of the strains involved. Most information obtained from laboratory strains cannot be simply
applied to industrial yeasts because the latter have lost many original features due to extensive cultivation and
manipulation under non-stressful conditions [7,17,39]. In addition, laboratory strains can be more easily
manipulated because they are usually isogenic, haploid of either a or o mating type, are prompt to sporulate
when diploid, and show several auxotrophic mutations [1]. On the other hand, industrial yeast strains have
complex genetics, are either diploid or polyploid, show low competence for sporulation and are prototrophic [1].

Because industrial yeast strains are extremely important in large-scale processes (food, beverages and
ethanol industries), it is of utmost interest to develop molecular tools to allow their genetic manipulation [1]. In
this paper we describe the genetic characterization of JP1 and the development of a set of molecular tools created

to genetically manipulate this important industrial yeast strain.

MATERIALS AND METHODS

Strains and cultivation

Escherichia coli XL10-Gold (Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F' proAB lacl‘ZAM15 Tn10(Tet") Amy Cam'] ) was used as host for routine recombinant
DNA manipulations. E. coli was grown in modified Luria-Bertani medium (0.5% yeast extract; 1% peptone; 1%
NaCl) or low salt medium (0.5% yeast extract; 1% peptone; 0.5% NaCl) at 37 °C. The media were
supplemented, when necessary, with appropriate antibiotics: 100 pg/mL ampicillin, 50 pg/mL kanamycin or 25
pg/mL zeocin. For solid medium 1.5% agar was added. The S. cerevisiae strains used in this study are listed in
Table 1. S. cerevisiae JP1 was deposited at the Department of Mycology Culture Collection (Universidade
Federal de Pernambuco - Brazil) from where it can be released for research. JPU, which was constructed in this
work, is also available upon request for the same purpose. Yeast was grown at 28-30 °C in different media. YP
complex medium (1% yeast extract, 2% peptone) was prepared with different carbon sources: 2% glucose
(YPD); 2% raffinose (YPRaf); 2% galactose (YPGal). MD minimal medium (0.17% Yeast Nitrogen Base
without amino acids (Difco, USA), 0.5% ammonium sulfate, 2% glucose) was supplemented with amino acids

and nucleotides as necessary. The final concentrations of supplements were: 20 mg/L tryptophan, 20 mg/L
3
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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
selection of uracil auxotrophic mutants 1 mg/mL 5-FOA (5-fluoroorotic acid, Sigma, USA) plus 50 pg/mL uracil
was added to solid MD [9]. Media used for sporulation were: pre-sporulation medium (0.8% yeast extract, 0.3%

peptone, 10% glucose, 2% agar) and SPO (1% potassium acetate, 0.1% yeast extract, 0.05% glucose, 2% agar).

Sporulation and tetrad dissection

For sporulation, yeast was grown on pre-sporulation medium for 48 hours then a patch of cells was
transferred to SPO and grown for 3-10 days [35]. After that, cells were dissolved in phosphate buffered saline
(PBS: 13.7 mM NaCl; 0.7 mM Na,HPQ,) for microscopic analysis. Differential interference contrast (DIC)
images were captured with a Zeiss Axiophot microscope equipped with a 100x NA 1.3 objective, an AxioCam
MRC camera and AxioVision software release 4.7. Images were edited with Adobe Photoshop 7.0. Tetrad
dissection was performed according to a previously described method [9] using the MSMA400 dissection

microscope (Singer, England).

Flow cytometry

Yeast cell DNA quantification was adapted from a previously reported method [27]. Cells were grown
in YPD medium until stationary phase. Cells were fixed in 70% ethanol at 4 °C for 16 hours, washed with 1 mL
of 50 mM sodium citrate (pH 7.5) and treated with 200 ug RNAse A for 1 hour at 55 °C. After that, cells were
treated with 200 mg of proteinase K for 1 more hour and submitted to a 20 s ultrasound burst (60 W). Cells (1 x
107) were stained with 50 pg/mL propidium iodide (P1, Sigma, USA) and kept on ice until analyzed on a
FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience) equipped with a 488 nm argon ion laser. About 50,000 events
were captured and individual cells were separated from debris and cell clumps by forward scatter (FSC) versus
side scatter (SSC) and FL-W versus FL-A plots. Data was acquired with CellQuest and analyzed with FlowJo
software. S. cerevisiae haploid strain RE1006, diploid strain CEN.PK2 and industrial diploid strain PE-2 were

used as standards.

Mating type determination
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Mating type was determined by a PCR approach [26]. Briefly, a small portion of a colony was
dissolved in 5 pL sterilized dH,0O and then the following PCR mix was added: 0.13U Taq polymerase, 1X
reaction buffer, 2 mM MgCl,, 200 uM each dNTP, 0.2 uM each primer (MATFa, MATFa and MATR). PCR

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.

Yeast transformation with plasmid containing drug-resistance markers

For the determination of the minimal inhibitory concentration (MIC), yeast cells were grown in 5 mL
YPD and 3 pL of each dilution containing 10° to 10° cells/mL were spotted onto YPD plates supplemented with
different concentrations of the following drugs: 50-300 pg/mL G418 (USB, USA), 50-100 pug/mL zeocin
(Invitrogen, USA), 100-300 pg/mL hygromycin B (Invitrogen) 0,05-5 mg/mL and p-fluoro-DL-phenylalanine
(PFP, Sigma, USA). Yeast transformation with different plasmids containing dominant markers was performed
by an one-step method [12] with 2 pg plasmid DNA. Cells (1.5 x 10°) were plated on appropriated selective
solid media. When using PFP, the MD plates were supplemented with tyrosine. Plates were incubated for 24-96

hours.

DNA manipulation

Plasmids used in this work are summarized in Table 1. All DNA manipulation was essentially
performed as previously described [33]. Phusion® DNA polymerase (Finnzymes, Finland) was used for PCR
according to manufacturer’s instructions. Primers used in this study are listed in Table 2. Wizard® SV Gel and
PCR Clean up System (Promega, USA) were used to elute DNA from agarose gels and for amplicon

purification.

Plasmid construction

Construction of episomal plasmid with zeocin resistance marker
The episomal plasmid pYC240 [24] was digested with Ascl in order to remove the hygromycin B
resistance cassette (hphMX) which was replaced with a 1189 bp fragment containing the zeocin resistance

cassette derived from pPICZaA (Invitrogen, USA) by PCR using ZeoBlas-F2 and ZeoBlas-R2 primers. The
5
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amplicon was cloned into pBlueScript ® 11 SK (+/-) and then subcloned into pYC240 after Ascl digestion. The

resulting plasmid was named pYC280 (Figure Sla).

Construction of Cre recombinase replicative plasmid

The 252 bp autonomous replication sequence (ARS1) fragment derived from pJPA113 [16] was isolated
by digestion with Hindlll and Sacl. The ARS1 fragment was cloned into pYC040 [24] digested with the same
restriction enzymes resulting in plasmid pYC440. The 2183 bp fragment containing the CreA recombinase
expression cassette from pSH47 plasmid [21] was purified after digestion with Sacl and Kpnl and cloned into

pYC440 digested with the same enzymes. The resulting plasmid was named pYRCre (Figure S1b).

Construction of URA3 disruption cassettes

URAZ3 disruption cassettes were constructed as shown in Figure 1. Two regions, UP (~400 bp) and DW
(~350 bp) which flank the URA3 gene were amplified from S288c genomic DNA using the pair of primers
URAUP-F/URAUP-R and URADW-F/URADW-R, respectively. Purified amplicons were ligated and a second
round of PCR was performed with URAUP-F and URADW-R primers. The 750 bp amplicon was purified and
cloned into pPCV-B (a pBlueScript ® Il SK-derived plasmid constructed in our lab with alternative cloning
sites). The resulting plasmid, pVURA, has a BamHI site between the UP and DW regions in order to subclone
the cassettes for zeocin and G418 resistance flanked by loxP sequences, zeo®-loxP and kan®-loxP, respectively.
The zeoR-loxP cassette (1261 bp) was amplified using pPICZaA as template and 5PPLOX and ZeoBlasR3
primers. In order to construct the kan®-loxP cassette, first, the kan coding sequence was amplified from pPIC9K
(Invitrogen) with kan-F1 and kan-R1 primers. The amplicon was digested with Ncol and Stul and subcloned into
pPICZaA digested with the same enzymes. The resulting plasmid, pPICKa, was used as template for the
amplification of the kan"-loxP cassette (1702 bp) with 5PPLOX and ZeoBlasR3 primers. Both disruption
cassettes were cloned into pPGEMTeasy (Promega) and then digested with BamHI for subcloning into BamHI-
linearized pVURA. The resulting plasmids were named pURAZL and pURAKL, for zeocin and G418 resistance,
respectively. The URA3 disruption cassettes, URAZL and URAKL, were purified after digestion with Pvull

prior to yeast transformation.

Construction of ura3 strain
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For disruption of URA3 alleles yeast was transformed by lithium acetate method [20]. Cells transformed
with each disruption cassette were selected on YPD+100 pg/mL zeocin (URAZL) or G418 (URAKL). After
growth, colonies were transferred to plates containing twice the concentration of each antibiotic and then replica
plated to MD+Ura, MD-Ura and MD+5-FOA to identify ura3 mutants. Correct integration was confirmed by
colony PCR with URAF1 and URAR1 primers. Marker excision was performed as described previously [10].
Briefly, after transformation with pYRCre, an individual colony was grown in 5 mL YPRaf+200 pg/mL
hygromycin B. This pre-culture was collected, washed with sterile dH,O and inoculated in 10 mL
YPGal+hygromycin B to an ODgg = 0.3. The culture was incubated for 3 hours and after that 1 mL cells were
plated on YPD. After 1 day, a patch of cells were transferred to a fresh YPD plate to obtain isolated colonies.
Colonies in which the drug resistance marker was excised were screened on YPD+200 pg/mL G418 or zeocin.
Marker excision was confirmed by colony PCR with URAF1 and URARL primers. Plasmid curing was verified

by the absence of growth on YPD+200 pg/mL hygromycin B.

Fluorescence analysis

Cells transformed with pGFP-C-FUS and negative control were cultivated in MD for 16 h. Then, 10 pL
of each culture were added onto a slide. A Leica SP5 laser scanning confocal microscope equipped with 488 nm
laser and a 63x NA 1.4 objective was used to evaluate the expression of GFP (green fluorescent protein). Images

were collected with LAS AF software and edited with Photoshop 7.0.

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of ploidy

The yeast cycle involves both haploid and diploid stages of development. When a haploid yeast strain is
submitted to a nutritional stress condition (glucose and nitrogen limitation) it arrests at the stationary phase, but
diploid and polyploid cells can undergo meiosis and sporulate [15]. In order to gain insight into the ploidy of JP1
we first investigated its ability to form spores when grown in SPO medium. As expected, we did not detect
spores derived from RE1006, a haploid strain, but CEN.PK2, PE-2 (both diploid) and JP1 showed many asci

containing 4 spores (Figure 2a). The ability to sporulate suggests that JP1 is at least diploid. In order to confirm
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this we carried out flow cytometry analysis which allows a more accurate determination of cell ploidy. As seen
on Figure 2b, the peak corresponding to the DNA content of JP1 matches that of PE-2 and is positioned between
those from RE1006 and CEN.PK2. This result is consistent with JP1 being diploid although its total DNA
content is somewhat different from laboratory strains but similar to another industrial strain, PE-2, which is
known to be diploid with extensive chromosome rearrangements [4]. Previous work using pulsed field gel
electrophoresis showed that JP1 has 15 chromosomal bands unlike laboratory strains which commonly show 16
bands [31]. The variation of the number and/or size of chromosomes found between laboratory and industrial
strains may reflect an evolutionary adaptation to the stressful conditions at which the former are submitted [31].
In fact, it has been show that haploid and tetraploid strains of S. cerevisiae eventually evolve to a more stable

diploid form after 1.800 generations when cultivated in different conditions [19].

Determination of life cycle

S. cerevisiae displays two life cycles: homothallic (self-fertile) and heterothallic (self-sterile) [22,24].
Essentially, homothallic cells can undergo an interconvertion at the MAT locus which leads to mating type
switch while heterothallic cells do not. Most laboratory strains are heterothallic because stable mating types are
required to promote controlled crosses. However, industrial yeast strains are generally homothallic frequently
switching mating types [22]. Because this switch occurs in haploid cells, we dissected 34 tetrads derived from
JP1. The majority of the dissected asci contained 4 spores with a viability of 64.7% (Table 3). This value is
smaller than that obtained with PE-2 (93.3%) [4] and could be the result of recessive lethal mutations, uneven
chromosome rearrangement/segregation or environmental parameters [5]. Cells derived from dissected asci were
submitted to colony PCR with primers specific for each mating type showed amplification of regions of MATa
(544 bp) and MATa (404 bp). The results shown on Figure 3a show a pattern consistent with homothallism as
judged by the presence of two PCR products which reflects the formation of diploids after mating type
switching. This indicates that JP1 is homothallic. The fact that some segregants did not undergo mating type
switching (Figure 3b, lane 6; Figure 3c, lanes 4 and 5) could be explained as the result of recessive mutations in
different genes of the mating type switching pathway. For example, heterothallism in S. cerevisiae isolated from
nature was associated with mutations in the HO gene which codes for the endonuclease that triggers gene
recombination at the MAT locus [28]. In fact, a commonly used approach to generate heterothallic strains is to

simply delete the HO gene [36].
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Transformation with vectors containing dominant markers

In order to develop molecular tools for JP1, first, we assessed the sensibility of this strain to several
drugs commonly used for genetic manipulation of industrial yeast strains [1]. The MIC observed for various
drugs were: 100 pg/ml for G418, 100 ug/ml for zeocin, 200 pug/ml for hygromycin B and 300 pg/ml for PFP.
These drug concentrations were used thereafter for transformations assays. Strain JP1 had previously been
transformed with a yeast centromeric plasmid (YCp) [13]. These vectors rely solely on chromosome-encoded
proteins for proper maintenance because they carry an autonomous replicating sequence (ARS) which functions
as replication origin. Another class of yeast vectors called YEp (yeast episomal plasmid) are present at high copy
number due to the presence of an endogenous plasmid, the 2 circle, whose products are required in trans for
plasmid maintained [32]. We investigated the presence of the 2 circle by PCR using FLPINS and FLPIN3
primers specific for the 2p-encoded FLP gene. A fragment of expected size of ~600 bp was amplified (data not
shown) thus demonstrating that JP1 has the cir’ genotype (presence of 21) and therefore is prompt for
transformation with YEp vectors. We then transformed JP1 with different episomal vectors containing dominant
markers (Table 4). Transformation efficiency for all drug-resistance vectors was around 10%/pug DNA which is
lower than that previously reported [13] but can be explained by the fact that in this particular experiment we
used a fast and simple transformation protocol. Nonetheless, it has been shown that JP1 shows transformation
efficiency greater than other industrial strains [13]. In our work, the highest transformation efficiency was
observed with vector pEA2, however, it also exhibited the highest number of false-positives (see negative
control column in Table 4). Plasmid pEAZ2 carries the ARO4-OFP allele which confers resistance to the
dominant markers o-fluoro-DL-phenylalanine (OFP) and p-fluoro-DL-phenylalanine (PFP) [18]. This marker
has been successfully used with wine yeast strains but with a rate of 10% false positives [11]. We propose that
JP1 should be transformed with vectors containing other dominant markers such as G418, zeocin or hygromycin
B resistance because in these cases we never observed false positives (Table 4). To confirm the presence of the
vectors in transformed cells, colony PCR was performed with primes (G418F/G418R, ZeoBlastF2/ZeoBlastR2,
hph1/hph3) designed to amplify specific regions of the dominant markers. In all cases, PCR products of the

expected sizes were obtained (Figure S2) thus confirming the success of the transformation.

Construction of an auxotrophic ura3 strain
Although drug resistance markers are a valuable tool for genetic manipulation of industrial yeasts, they

are often not tolerated in transgenic yeasts used in large industrial processes, such as bioethanol production. This
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is mainly due to the possibility of horizontal transference of antibiotic resistance genes to microorganisms
present in the biodiversity. Alternatively, auxotrophic markers are more accepted because they are derived from
yeasts themselves and provide higher transformation efficiencies and less false-positive colonies when compared
to drug resistance markers [23]. In this work we sought the construction of an auxotrophic strain deficient in
uracil metabolism. For that purpose, we designed a strategy to create a null URA3 mutant by gene disruption. It
has been shown that among several auxotrophic markers tested, URA3 revealed as the best for plasmid
maintenance in both selective and non-selective conditions [37]. Also, ura3 cells can be easily screened on plates
containing the drug 5-FOA, a counter selectable marker which is toxic for Ura3" cells [6]. However, recessive
mutations are more difficult to obtain in diploid strains (which is the case for JP1) because the genetic events that
lead to gene disruption need to occur in both alleles [25]. In order to disrupt each URA3 allele separately, we
constructed two deletion cassettes based on zeocin (URA-ZL cassette) or G418 (URA-KL cassette) resistance
markers flanked by loxP sites which are recognized by CreA, a site-specific recombinase. The Cre/lox system is
used to promote recombination of sequences present between loxP sites and is commonly employed to remove
drug resistance markers in industrial yeasts [34]. The URAZL and URAKL cassettes were cloned between PCR-
derived DNA fragments from upstream and downstream regions of the URA3 gene in order to promote gene
disruption of this locus by homologous recombination [38].

JP1 cells were separately transformed with each disruption cassettes and 104 colonies from each
transformation system were analyzed. First, colonies were replica platted to YPD supplemented with twice the
concentration of zeocin or G418 normally used. Colonies were then platted on MD+Ura and MD-Ura. Only one
colony from the URAZL system did not grown on MD-Ura, this clone was named JP1AZ. The isolation of this
rare clone (0.5% of analyzed transformants) may have been driven by the second round of selection in which the
transformed cells were submitted to higher concentrations of zeocin. Cells transformed with URAKL cassette
were replica plated onto MD+5-FOA and after growth two colonies were tested on selective media for the Ura’
phenotype. The selected Ura” clone was name JP1AK. The resulting Ura’strains, JP1AZ and JP1AK, were
submitted to colony PCR with URAF1 and URARL primers to confirm URA3 disruption. These primers were
designed to anneal ~100 bp upstream and downstream from the URA3 regions yielding amplicons of different
sizes (Figure 4a). Strains JP1AZ and JP1AK produced amplicons of 2.2 kb and 2.6 kb, respectively (Figure 4b,
lanes 3 and 8), while JP1 yielded an amplicon of expected 1.7 kb (Figure 4b, lanes 2 and 7). These results

showed that the Ura™ phenotype observed in JP1AZ and JP1AK was the result of a double knockout of URA3.
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In order to remove the drug resistance markers from the URA3-disrupted strains we used the Cre/lox
system. For that, we constructed a replicative expression vector, pYRCre, containing the CreA recombinase gene
under control of the inducible GAL1 promoter. The reason for choosing a replicative vector was because it is
mitoticaly unstable [14] allowing to cure cells after growth in non-selective medium. After the gene pop-out
procedure and plasmid curing we performed colony PCR with URAF1 and URAR1 primers to confirm the loss
of the drug resistance marker. The native URA3 locus yields a 1.7 kb amplicon whereas in the disrupted strains
this fragment is reduced to ~1.0 kb (Figure 4b, lanes 4 and 9). Furthermore, we checked the phenotypes of the
resulting strains JPU and JPUK on plates either supplement with G418 or zeocin. As expected both strains were
resistant to 5-FOA and lacked the ability to grown on minimal medium lacking uracil (Figure 4c). Together,
these results demonstrated that ura3 auxotrophic strains of JP1 were successfully obtained. Because the gene-
knockout strategy in this work involved complete removal of the URA3 coding sequence the rate of phenotypic
reversion should be neglectable [29] which makes the resulting strain ideal for genetic manipulation.

Since JPU and JPUK are isogenic, only the latter was tested for transformability with plasmid pGFP-C-
FUS, a vector bearing the URA3 auxotrophic marker and the gfp reporter gene. JPU was successfully
transformed and, as expected, no transformants were obtained with the negative control without transforming
DNA. In order to further confirm the success of JP1 transformation, a selected colony was chosen to check for
the expression of plasmid-encoded GFP by confocal scanning fluorescence microscopy. As shown in Figure 5,
fluorescence was only detected in transformed cells thus showing that the MET25 promoter which drives GFP
expression in pGFP-C-FUS was properly recognized by the transcriptional machinery of JPU. Together, these
results show that JPU not only shows a stable Ura” phenotype — a result of the complete deletion of URA3

coding sequences — but it is also transformable with plasmids bearing the URA3 marker.

CONCLUSION

Because of its physiological robustness JP1 should be considered as an attractive model to study the
molecular basis of yeast adaptation to industrial processes. For that purpose, its genetic characterization and the
molecular tools developed in this work will certainly provide the means to understand genetic fitness of
industrial yeast strains thus paving the way for future genetic modifications which may include the production of

second generation ethanol.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Construction scheme for the URA3-disruption cassette. Briefly, upstream (UP) and downstream (DW)
regions of URA3 gene were amplified by PCR. The short arrows represent primer annealing position. The
resulted fragments were ligated prior to a 2™ round of PCR. After purification this fragment was cloned,
resulting in plasmid pVURAZ3. The resistance marker cassette obtained from pGKL and PGZL by BamHI
digestion were cloned into BamHI-digested pVURAZ3 resulting in plasmids pURAZL and pURAKL. The

disruption cassettes URAZL and URAKL were obtained by digestion with Pvull

Figure 2 Ploidy determination (a) Photomicrographs of yeasts ascosporous indicated by arrows. Cells were
grown on SPO medium then visualized with a 100X 1.3 objective using DIC. RE1006 (haploid), CEN.PK2

(diploid), PE-2 (diploid), JP1. (b) DNA content comparison of JP1 with standard (RE1006, CEN.PK2 and PE-2).
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Fluorescence histogram of followed S. cerevisiae strains stained with PI. White peak, JP1; gray peak, reference

strains

Figure 3 Life cycle analysis. Electrophoresis of PCR products for the MAT locus analyzed from 4 different
segregants (spores) derived from 3 representative asci (a-c). JP1, parental strain control; M, 2 log DNA ladder

(New England Biolabs); c-, negative control without template DNA

Figure 4 Disruption of URA3. (a) Schematic representation of amplicon sizes in different strains: JP1, wild-type;
JP1AZL, strain disrupted with zeocin resistance cassette; JP1AKL, strain disrupted with G418 resistance cassette,
and JPU/JPUK, strain resulted from excision of drug resistance cassettes. The arrows indicate the annealing
position of URAF1 and URARL primers (b) PCR analysis. Colony PCR was performed with URAF1 and
URARL1 primers and amplicons analyzed on 1% agarose gel. c-, PCR control; M, 2 log DNA ladder (New
England Biolabs). (c) Phenotypic analysis. Cells were grown on different media to verify Ura” phenotype or drug

resistance in different steps of the deletion process

Figure 5 Detection of GFP fluorescence. Reporter gene expression was visualized by confocal laser scanning

microscopy. Untransformed JPU viewed under light (a) or fluorescent microscopy (b); JPU cells transformed

with pGFP-C-FUS viewed under light (c) or fluorescent microscopy (d)
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Table 1

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/a ura3-52/ura3-52 leu2-3,112/leu2-3,112 trp1- [43]
289/trp1-289 his3-Al1/his3-A1)
YEL106 MATa ade2 his3 trpl ura3 canl sstl::LEU2 [32]
S288c MATo SUC2 mal gal2 mel flol flo8-1 hapl ho biol bio6 [34]
JP1AZ MATa/o. ura3::zeo"-loxP This work
JP1AK MATa/a. ura3::kan"-loxP This work
JPU MATa/a ura3A This work
JPUK MATa/a ura3A This work
Plasmid Relevant Phenotypes
pEA2 ARO4-OFP, URA3 and 2t [12]
pYC230 kan/G418% and 2 [36]
pYC240 hgm® and 2p [24]
pYC280 zeo® and 2 This work
pYCO040 hgmR® [24]
pYC440 ARS1 and hgm"® This work
pSH47 CreA recombinase [22]
pJPA113 ARS1 replication origin [17]
pGFP-C-FUS gfp reporter gene [35]
pVURA URAS3 upstream and downstream regions This work
pURAKL URA3-disruption cassette kan"-loxP This work
pURAZL URA3-disruption cassette zeo®-loxP This work
pRCre CreA recombinase and hgm® This work

kan® — kanamycin resistance; G418% — G418 resistance; zeo® — zeocin resistance; hgm® — hygromycin B

resistance.



Table 2 Primers used in this work

Primer Sequence 5°— 3’ RS* Reference
MAT-Fa actccacttcaagtaagagtttg [27]
MAT-Fa gcacggaatatgggactacttcg [27]
MAT-R agtcacatcaagatcgtttatgg [27]
FLPIN5 ccaattcctcttcctagetac
FLPIN3 ggattagtctcatccttcaatg
G418F tcggtttcectecttcttgaa
G418R ggatgagagctttgttgtaggtg
hphl agatctatgcctgaactcaccgegac Bglll
hph3 agatctctattcctttgccctcggacg Bglll
ZeoBlasF2 aggcgcgcccacacaccatagcttcaaa Ascl
ZeoBlasR2 aggcgcgccagcttgcaaattaaagecttc Ascl
Kan-F1 gccatgggccatattcaacgggaaacgtcttgctctaggecgegattaaattcca Ncol
Kan-R1 gaggcctgggaccegtgggecgecgteggacgtgttagaaaaactcatcgageca  Stul
URA3UP-F ccagctgctaagagatagtgatgatatttc Pvull
URA3UP-R tggatccgatttatcttcgtttcctgcaggtt BamHI
URA3DW-F tgaattcactgtattataagtaaatgcatgtatac EcoRl
URA3DW-R ccagctgcatctttctaccagattagagtaca Pvull
URA3-F1 caacggttcatcatctcatgga
URA3-R1 cgctgecctacacgttcget
5PP-Lox aggatccataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatcccacacaccatagc BamHI

ttcaaaa
ZeoBlasR3 cggatccataacttcgtatagcatacattatacgaagttatagatctagcttgcaa  BamHI

attaaagccttcgag

* RS: restriction site. Only relevant restriction sites are indicated by the underline. Sequences in bold

indicate loxP sites.



Table 3

Table 3 Spore viability.

Viable spores Absolute value Relative value (%)
per asci

4 22 64.7
3 5 14.7
2 6 17.7
1 0 0.0
0 1 2.9

Total 34 100



Table 4

Table 4 Transformation of JP1 with different plasmids.

Number of colonies

Transformation

Plasmid Resistance Number of colonies (negative control) efficiency™
pYC240 hygromycin B 566 0 6.06 x 10°
pYC230 G418 1460 0 2.67 x 10°
pYC280 zeocin 357 1 3.57 x 10

pEA2 PFP 1228 243 6.4 x 10°

*Transformation efficiency is measured as the number of colonies/pig DNA
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Suplemento 3: Alinhamento dos cDNA referente aos

genes SUT de P. stipitis

Foi feito um alinhamento multiplo de sequéncias usando a ferramenta

CLUSTALW2 com os parametros padrées do programa. Foi gerado o arquivo
[clustalw2-120110615-120925-0407-28718382-pg.aln]. Abaixo estdo listados o

tamanho das sequéncias, o score do alinhamento, bem como o alinhamento

propriamente dito. As bases em comum estdo realgadas.

Sequéncia 1: SUT1
Sequéncia 2: SUT2
Sequéncia 3: SUT3
Sequéncia 4: SUT4

1662 bp Sequéncias (1:2) alinhadas. Score:
1653 bp Sequéncias (1:3) alinhadas. Score:
1653 bp Sequéncias (1:4) alinhadas. Score:
1761 bp Sequéncias (2:3) alinhadas. Score:
Sequéncias (2:4) alinhadas. Score:
Sequéncias (3:4) alinhadas. Score:

suT2 ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59
SUT3 ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59
suT4 ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGGGTGCTCAAACCCCAATCGATGGTTCTTCCATCCT- 59
SUT1 ATGTCTTCTCAAGATATTCCTTCAGGTGTTCAAACACCTTCAAATG--~CTTCCTTTTTA 57
khkrkhk Khk Khkhkhkkk *x Kk Kk Kkhkkk Kkkkkk KK * kK * ok kk Kk K *
stz —mm———— CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109
sUT3  —mm—e—— CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109
surd e CGAAGATAAAGTTGAGCAAAGTTCGTCCTCAAATAGCCAAAGTG--ATTTAG 109
SUT1 GAAAAGGATGAAGATAAGATTGAA-GAAGTA---CCCCAAA--ACCATGATGCAACCTTG 111
*h ok ok ok ok Kk ok * Kk ok K * Kk Kk Kk * Kk Kk k kK * Kk ok * * * * ok
sUT2 CTTCCATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168
SUT3 CTTCCATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168
sUT4 CTTCTATTCCAG-CAACAGGTATCAAAGCCTATCTCTTGGTTTGTTTCTTCTGCATGTTG 168
SUT1 GTAGCCTTGGAGTCCAAGGGTATTTCTGAATATCTTTTGATTTGTTTCTTCTGTTIGTTA 171
* * * R * kK Kk ok * khkKhhkk Khhkk F*hkhkhrkhkhkkhkhkxkk * Kk Kk Kk
sUT2 GTTGCCTTTGGTGGATTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACAATTTCCGGTTTCCTTAAT 228
SUT3 GTTGCCTTTGGTGGCTTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACAATTTCCGGTTTCCTTAAT 228
sUT4 GTTGCCTTCGGTGGCTTCGTATTCGGTTTCGATACCGGTACTATTTCCGGTTTCCTTAAT 228
SUT1 GTTGCTTTTGGTGGTTTTGTCTTTGGTTTCGACACTGGTACCATTTCTGGATTTGTTAAC 231
khkKhhkk Khk Khhkhkikk hk hkx kk Khhkkhkhkkhkkhk K*k KAkhkhkiAkkx Khrxkkk Kk Kkxk * Kk Kk Kk
suT2 ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA-—~AATATTTGTCT 285
suT3 ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA-—~AATATTTGTCT 285
suT4 ATGTCTGATTTCCTTTCCAGATTTGGTCAAGATGGTTCTGAAGGAA-—~AATATTTGTCT 285
SUT1 ATGTCTGACTTCTTGGAAAGGTTTGGTCAAACCAGAGCTGACGGCACTCACTACTTGTCC 291
KAk Kk khkkxkhx Kkkhkk K * ok Kk kkkk ok ok kok * *hkkhk KkKk Kk * kk  kk ok ok Kk
suT2 GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345
suT3 GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345
suT4 GATATCAGAGTCGGTTTGATTGTTTCCATTTTTAACATTGGTTGTGCAATTGGTGGTATT 345
SUT1 AATGTCAGAGTTGGTTTGCTTGTGTCTATCTTCAATATTGGCTGTGCTATTGGTGGTATT 351

Kk khkkkkhkkhkk Khhhkhkhkk KAKAK Kk Khk Kk Ak AKXKKK KhkkhkkKk hAAkhkAKAXA KKK K

77
77
78
99
97
97
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sUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

SUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUT2
SUT3
SUT4
SUT1

sUTZ2
SUT3
SUT4
SUT1

sUTZ2
SUT3
SUT4
SUT1

sSUTZ2
SUT3
SUT4
SUT1

TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT
TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT
TTCCTTTCTAAGATAGGAGATGTTTACGGTAGAAGAATTGGTATCATTTCAGCTATGGTT
TTCTIGTCCAAGATTGGTGACGTCTACGGTAGAAGAGTCGGTATTATGGCTTCCATGGTT

kK Kk Kkk kkkhkk hkk Kk Kk KhkhkhkArAhkAAAAA Kk KkkkKk kK * * KAk KKK

GTCTACGTCGTCGGTATTATCATCCAGATCTCGTCCCAAGACAAGTGGTACCAACTTACA
GTATACGTCGTCGGTATTATCATCCAGATCTCGTCCCAAGACAAGTGGTACCAACTTACA
GTCTATGTCGTCGGTATAATCATCCAGATCTCGTCCCAAGATAAGTGGTATCAACTTACA
ATCTACGTTGTTGGTATCATCGTCCAAATTGCTTICTCAACACGCTIGGTACCAAGTTATG

* Kk KKk Kkk khkkkk KKk Kkkkk kK * kK KkKkKk K Kk KKk Kk KkkhkKk Kkk

ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTCAGTGTTGTCTCCAATGTTC
ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTCAGTGTTGTCTCCAATGTTC
ATTGGACGTGGAGTTACAGGATTAGCTGTTGGTACTGTTTICGGTTTTGTCTCCAATGTTC
ATTGGTCGTGCCATTACTGGTITTGGCTGTTGGTACCGTTICTGTATTGTCTCCATTGTTIC

Kk Kk KKk Kk kK Kkhkk KKk KKk KhhkhkhkhAhkhAAAKk Khkkhkhk Khkhk KhAAXXAKAKAF KKk kKK

ATTAGTGAAAGTGCTCCAAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGT
ATTAGTGAAAGTGCTCCAAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGT
ATTAGTGAAAGTGCTCCCAAGCATTTGAGAGGTACTTTGGTATACTGTTACCAATTATGC
ATTGGTGAAAGTTCTCCAAAGCACTTAAGAGGTACCTTGGTTTACTGTTTCCAATTGTGC

KkhKk Khhkkhkhkhkhkh AAhkk KhkAAk Khk KhAhkhkAA*x KAk *k Hhhhkhkhhk* *ArXKX*k* **

ATCACCTTAGGTATTTTCATTGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT
ATCACCTTAGGTATTTTCATTIGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT
ATCACCTTAGGTATTTTCATTGGTTACTGTGTCACTTATGGAACCAAAGATTTAAATGAT
ATTACTTTGGGTATCITCATTIGGTTACTGTGTCACCTACGGTACTAAAAGATTATCCGAC

Kk kk Kkk kkhkkhkhkk KAKAKKAA Kk hkkhhhAhkhkAA*x KKk Kk KKk KKk * kK * *

TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGTTTATGTTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTC
TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGCTTATGCTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTC
TCAAGACAATGGAGAGTTCCTTTGGGTTTATGTTTCCTTTGGGCTATTTTCTTAGTTGTT
TCTAGACAGTGGAGAGTGCCATTAGGCTTGTGCTTCCTCTGGGCTATTTTCTTGGTTGTT

Kk khkkkKh hhkhkhkAAhkhk Kk Kk Kkk Khk Khk KAAKAK KAk KhhkhhkhkhAAhA* FAXKK

GGTATGTTGGCTATGCCTGAATCCCCAAGATTCTTAATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA
GGTATGTTGGCTATGCCAGAATCCCCAAGATTCTTAATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA
GGTATGTTGGCTATGCCAGAATCCCCAAGATTCTTGATTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAA
GGTATGTTGGCCATGCCAGAATCTCCAAGATACTTGGTTGAAAAGAAGAGAATCGAAGAT

Ak kKkhkkhkhhhkkh Khrkhkk KAkrAA*k Hkkhkhhhk* *x*x KA KA KKKk Ak Kk hhhhhkhhkkh***

GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTATCTCCAGAAGATCCAGGTGTCTACACT
GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTATCTCCGGAAGATCCAGGTGTCTACACT
GCCAAGAAGTCCCTTGCAAGATCCAACAAGTTGTCTCCAGAAGATCCAGGTGTCTACACT
GCCAAGAAGTCTGTCGCTAGATCCAACAAATTATCCCCAGAAGACCCAAGTGTCTACACT

Kk Kk kKKK Kk kK * kk Kkkkkkkhkkhkkhhkhk Khhk Kk Kk Khhkkhkhk Khhk KAAKFAKA KKk kK

GAAGTTCAATTGATTCAGGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTCATGG
GAACTTCAATTGATTCAGGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTICGTGG
GAAGTTCAATTGATTCAAGCTGGTATTGACAGAGAAGCTGCTGCAGGTTCTGCTTICGTGG
GAAATCCAATTGATTCAAGCTGGTATTGACAGAGAGGCTATTGCTGGATCCGCTTCCTGG

KAk Kk khkhkhkhkhkhAAhkA KhkAkhhhkhkhhArAhkArA*x* **k* KKKk KKk KKk KAhkkkk KkxK

ATGGAATTGATCACTIGGTAAGCCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTA
ATGGAATTGATCACTIGGTAAGCCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTG
ATGGAATTGATTACCGGTAAACCAGCTATTTTCAGAAGAGTTATCATGGGAATTATCTTA
ACTGAATTGATTACCGGTAAGCCTGCCATTTTCAGAAGAGTTGTTATGGGTATCATCATG

* KhkhkhkKkKkKhk Kk Khhhhkk Kk Kk FKhkhkhkhhhkhhkhkrAkhk*x * KAkkkhk K**k *kk *

CAGTCTTTGCAACAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTATTACGGAACTACAATCTTIC
CAGTCTTTGCAACAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTATITACGGAACTACAATCTTIC
CAGTCTTTGCAGCAATTAACTGGTGTCAACTATTTCTTCTACTACGGAACTACAATCTTIC
CAATCCTTACAACAATTGACTGGTGTCAACTACTTTTTCTACTACGGAACTACCATTTTIC

Kk kK Kk Kk khkkhkhkk KAKKAAA KKk Ak KhKhKh Khhk AAAKAK KAk khhhkhhhkx **x FrAKX

CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT
CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT
CAAGCTGTTGGTTTGCAAGATTCCTTCCAGACTTCCATCATCTTAGGTACAGTCAACTTT
CAAGCTGTCGGATTGAAGGACTCTTTCCAAACCICTATTATCTTGGGTIGTTGTCAACTTT

KAkKKkKKkKKh KKk khkk Kk Kkk Kk Kkkhkk Kkk Kkk Kk KArkkkk KKk Kk Kk kKK KKK

CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA
CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA
CTTTCTACATTTGTTGGTATTTGGGCCATTGAAAGATTTGGAAGAAGACAATGTTTGTTA
GCTGCTACCTITCATTGGTATCTGGGCCATTGAAAGATTTGGTAGAAGATCTTGTITTGTTA

* kkKkK KK Ak kA KKK KhkhkrkkhhhhkhhAAhAAXFA* HAhk KKK Kk KKK KK KK

405
405
405
411

465
465
465
471

525
525
525
531

585
585
585
591

645
645
645
651

705
705
705
711

765
765
765
771

825
825
825
831

885
885
885
891

945
945
945
951

1005
1005
1005
1011

1065
1065
1065
1071

1125
1125
1125
1131
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sUTZ2 GTCGGTTCTGCTGGTATGTITCGTTTGTTTCATCATTTACTCCGTTATTGGTACAACTCAT 1185
SUT3 GTCGGTTCTGCTGGTATGTITCGTTTGTTTCATCATTTACTCCGTTATTGGTACAACTCAT 1185
SUT4 GTCGGTTCTGCTGGTATGTITCGTTTGTTTCATCATTTACTCTGTCATTGGTACAACTCAT 1185
SUT1 GITGGTTCTGCTGGTATGITTGTTTGTTTCATCATTTACTCTACCATTGGAAGTTTCCAC 1191
Kk hhkhkkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhhdx dhkhrkrhhkhkrrrkhkhkhrrkhkx*x L * %
sUTZ2 TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244
SUT3 TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244
SUT4 TTGTTCATTGATGGAGTAGTA-GATAACGACAACACCCGTCAACTGTCTGGTAATGCTAT 1244
SUT1 TTGTACAAGGATGGTG-AATACAACAACGACAACACCTATAAACCATCCGGTAACGCTTT 1250

* kKK KK KKk KKKk K Kk kK * kA KKK KKK KK KK * kKK Kk kKK KkKk KKkKk K

sSuUTZ2 GATCTTTATCACTTIGTTTGTTCATCTTICTTICTTTGCCTGTACATGGGCTGGAGGTGTTTT 1304
SUT3 GATCTTTATCACTTIGTTTGTTCATCTTICTTICTTTGCCTGTACATGGGCTGGAGGTGTTTT 1304
SUT4 GATCTTTATCACTTIGTTTGTTCATCTTICTTCTTTGCCTGTACTTGGGCTGGAGGTGTTTT 1304
SUT1 GATCTTCATTACCIGTTTGTTCATTGTITTTCTTTGCCTCCACTTGGGCCGGTGGTGTICTA 1310

KAk KKK K KhKhk Khkhk KAk KkAKKAKK KK * Kk KKKk kK Kk kK Kk kkkkKk KKk Kkhkkkk K

SUTZ2 TACCATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCAATGTCTATTGCTAC 1364
SUT3 TACCATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCAATGTCTATTGCTAC 1364
SUT4 TACAATCATTTCCGAATCATATCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCTATGTCTATTGCCAC 1364
SUT1 CACCATCATCTCTGAAAGTTACCCATTGAGAATCAGATCCAAGGCTATGGCCATTGCCAC 1370
*k khkkkk kk Kkkhkk Kk Khhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhrhkhkhdx *khkk * khkrxkrkk Kkx
SUTZ2 TGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTTCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTGTTAATGC 1424
SUT3 TGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTTCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTGTTAATGC 1424
SUT4 TGCCGCTAACTGGATGTGGGGTTTCTTGATTTCATTCTGCACTCCATTCATTGTTAACGC 1424
SUT1 TGCTGCTAACTGGGTTTTCGGTTTCTTGATCTCATTTTTCACTCCATTCATTGTTAGTGC 1430

KKKk KkKkKkAhkkKkKhKk K Kk Kk kkkkkhkkhkhk hk hkk K KAAkkhhkhk kA Ak hAAKXXAKX * K

SUTZ2 CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTACTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484
SUT3 CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTACTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484
SUT4 CATCAACTTCAAGTTCGGCTTTGTGTTTACTGGTTGTTTGCTCTTTTCGTTCTTCTATGT 1484
SUT1 CATTCATTITCAAGTTCGGTTACGTTTTCAGTGGATGTTTATTATTCTICCTTCTTCTACGT 1490

* kK * kkkkKkKhkhkKkKkKhx Kk Kk kK Kk KKKk KkKkkk * Kk KKk KkkkkkkkKk Kk

suT2 CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCARAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544

SUT3 CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCARAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544

SUT4 CTACTTCTTTGTCAGCGAAACCARAGGTTTGTCGTTGGAAGAAGTTGATGAGTTGTACGC 1544

SUT1 CTACTTCTTCGTTGTTGAAACCAAGGGTTTGTCCTTGGAAGACGTAGACGAATTGTACGC 1550
*khkkhkkhkhkkkkhkk kK khkkhkhkhkhkkhkkh hhkhkkhkhkhkkhkk *hkhkhkhkrkhkk Khx kk *Ak khkkkkkkhkk

suT2 TGAAGGTATTGCACCATGGAAGTCEGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCC-CAACAACAAA 1603

SUT3 TGAAGGTATTGCACCATGGAAGTCTGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCC-CAACAACAAA 1603

SUT4 TGAGGGAATTGCACCATGGAAATCCGGTGCATGGGTTCCTCCTTCTGCA-CAACAACAAA 1603

SUT1 TTCCAACGTGGTTCCATGGAAATCCAGCAAGTGGGTTCCACCATCGACTGCTGCCATGGC 1610
* *  x kkkkhkhkkkx kK * *khkkhkkhkkkhkk *k Kkx * * *  x

suT2 TGCAAAACTCEACTTATGGTGCCGAAGCAAAA -~ ——GAGCAAGAGCAAGTTTAG-—————- 1653

SUT3 TGCAAAACTCEACTTATGGTGCCGAAGCAAAA - ——GAGCAAGAGCAAGTTTAG-—————- 1653

SUT4 TGCAAAACTCTACTTATGGTGCCGAAACAAAA-—-GAGCAAGAGCAAGTTTAGCTTTATG 1660

SUT1 TACCGAAG-CTGGTTACGCTGCTGATGAAAAGCCTGTTGACGAACATGTTTAA ~—————— 1662
* ok * % * *kkkx ok kxk Kkx * ok x * * kk kk Kkkkkk

SUT2 e

SUT3 e

SUT4 GTTAATGCTTTATTCCCAATGATTTTTGAATTTTTAAATATAGACTATAGATTTACAAAA 1720

SUTI e

SUT2 e

SUT3 e

SUT4 AGGCAATGCCTTTTAAATGAACTTTAATGAACGATTATGAT 1761

SUTI e
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Suplemento 4: Alinhamento dos cDNA referente aos
genes XUT de P. stipitis

Foi realizado um alinhamento multiplo dos transportadores putativos de
xilose (XUT) e 2 SUT de P. stipitis usando CLUSTALW?2. Foi gerado o arquivo
[clustalw2-120110616-235218-0097-84983882-0y.dnd]. Abaixo estdo listados o
tamanho das sequéncias, o score do alinhamento, bem como o alinhamento
propriamente dito. As bases em comum estdo realgadas. Regidao de

anelamento dos primers em vermelho e negrito primers sobrepostos.

Sequéncia 1: XUT1 1701 bp Sequéncias (1:2) alinhadas. Score: 60
Sequéncia 2: XUT2 1404 bp Sequéncias (1:3) alinhadas. Score: 60
Sequéncia 3: XUT3 1656 bp Sequéncias (1:4) alinhadas. Score: 54
Sequéncia 4: XUT4 1587 bp Sequéncias (1:5) alinhadas. Score: 56
Sequéncia 5: XUT5 1488 bp Sequéncias (1:6) alinhadas. Score: 59
Sequéncia 6: XUT6 1635 bp Sequéncias (1:7) alinhadas. Score: 62
Sequéncia 7: XUT7 1251 bp Sequéncias (1:8) alinhadas. Score: 59
Sequéncia 8: SUT1 1662 bp Sequéncias (1:9) alinhadas. Score: 60
Sequéncia 9: SUT2 1653 bp Sequéncias (2:3) alinhadas. Score: 60
Sequéncias (2:4) alinhadas. Score: 53
Sequéncias (2:5) alinhadas. Score: 56
Sequéncias (2:6) alinhadas. Score: 61
Sequéncias (2:7) alinhadas. Score: 53
Sequéncias (2:8) alinhadas. Score: 61
Sequéncias (2:9) alinhadas. Score: 57
Sequéncias (3:4) alinhadas. Score: 52
Sequéncias (3:5) alinhadas. Score: 60
Sequéncias (3:6) alinhadas. Score: 54
Sequéncias (3:7) alinhadas. Score: 59
Sequéncias (3:8) alinhadas. Score: 58
Sequéncias (3:9) alinhadas. Score: 56
Sequéncias (4:5) alinhadas. Score: 53
Sequéncias (4:6) alinhadas. Score: 55
Sequéncias (4:7) alinhadas. Score: 62
Sequéncias (4:8) alinhadas. Score: 51
Sequéncias (4:9) alinhadas. Score: 52
Sequéncias (5:6) alinhadas. Score: 57
Sequéncias (5:7) alinhadas. Score: 56
Sequéncias (5:8) alinhadas. Score: 57
Sequéncias (5:9) alinhadas. Score: 57
Sequéncias (6:7) alinhadas. Score: 59
Sequéncias (6:8) alinhadas. Score: 58
Sequéncias (6:9) alinhadas. Score: 56
Sequéncias (7:8) alinhadas. Score: 57
Sequéncias (7:9) alinhadas. Score: 58
Sequéncias (8:9) alinhadas. Score: 77
(6:7)

Sequéncias alinhadas. Score: 59
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SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
suUr2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUT4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuT4
Xur7

ATGTCTTCTCAAGATATTEGTEEABCTETTEAAACABCTTCAA-ATE-—-CcTTCCTTHAT 56

ATGTCCTCACAAGATTTACCCTCGEGTEETEAAACCECRRTE - ATIGTTCTTCCAT.T 59

- L — s - - ———---—c-—- 18
ATGTCE--—--- AGTGITGAAAAAAGTEETCAAACTGCTTCHT-ATA-—————- CGT——— 43
- AcBecar@rE@cTaTTET- - TCARGTE---cccc--————-————- 31
BE--------—---- ACGGAAAGAAGEBATTG----GACCTETA-ATCC-——-——-————— 31
ATG-——-——————————— CABECHEECTECTGA - - CGGERACGATATCA———————————— 31
——————————————————————— Br@cE-------------—---—-—---—----—------7

————————————————————————— rgref----------——-—---—------------'5

AGAAAAGGATGEABATAAGATTEAR-BAABTAC- - -B8cAAA--ABCATGATGEARBCT- 109
————————— EcArBATAAAGEECABEARABTTCGTCETCAAATABECAAAGTG-ATT-T- 107
————— TEAG-GCAAREA ———————— GG C- 47
cann-GABCAACA-GEFRGCT- 86
AB@AAAGATCEAGTRAGTATTTT- 76

ABE---GATCE----GTATTAT- 67

————— ATGGCAACETT-GHAACTATAATG-~
————— EAGAAATAA--GCACTTATTCT-——-

TGGTAGCCTTGGAGTCCABGGGTATTTCTGAATATCTTTTGATTTGTTHCHTETGETTGE 169
AGCTTCCATTCCAG-CHACAGGTATCAAAGCCTATCTCTIGGITIGTT TGCHTCH 166

———————————————————————————————————————————— T TTEECTTGH
CTTAATT--TTGCTGTETCTTCH

*

FA-GTTGCEHTTGGTGEETTTBTET TTCGT THCCABRBT GCTABEAT TEETGGEETTGTT 228

§-crrecclrTecTeeATTCETATTEGGTTECGATREECGTABAATTEECGCTETEETT 225
GA-ATTGECATTTATE--——- CTTTTTGGTAEGAACAGGGTATTATTGGTEATETTATT 117
|TTGlTG.GTTGGT.TCTT.CTTTT.GGTTACGATCAAGS“TEATGGGT————T.TT 182
AT-———- CCCTTGGAGGHTTGCTTTTTGGTTABGATCAAGGEET TATTAGTGGCATTGTE 147

AC—-——- CC-—————- AAGTE-TBATGGGRTACGATHEEATEATEETTGGTAGTATTETT 129

BrTcBATCECTTGGTGGATTGETETABGGTTACAATCAAGGTATETTCGGTCIEATTHEE 183

IT.TTGAIGI— — —GGGT

AABATGTETGRCTTCHTECEAABE - - TTT---GGHCAAACCABAGCTEACGGCACTC-A 281
AATATGTETCRETTCCTTTCEABA - TTT---GGlHcAABATCERECTEARGGEA -2 275
AABAREEACCECTTCCT--—-AAACEBTTTT--GG——--A--AAC@CCACCGGHA-—-G- 161
BrrcACElTGCCATCCTTEGAARACACTTTCCCGGCCATE--AAGGCTAGCAACAA-CG- 238
ABAATCEAAE-cTTERCETCEAAAAT-TCC CCAGA-—-ARBRT TATGGEEEECCA 197
AATCTAGATGC BETAACGGCHEEET-A 172
BcoraTcTach fcTcBR-AABCTATTGGT--GlTGAA--AAGAHTCABGECAATC - 235
ABTATGARTGCEATC--

ABTATCE-TGCCGTC
*

CTACTTGTCCAATGTCAGAGTTGGTTTGET -TGTEBTCTATE-TTCAATEATTGGCTGTCGER 339
ATABTTGTCTGATATCAGAGTCGGTTTGAT - TGTTTCCATT-TTTAACETTGGEEGTCEA 333

[ . GGTATTAT-BCTTICTATE-TRTACCTTAGCCHCTTTE 204
CTACCTHACAR-——----———— GGEEECEr- !lTTGc.TT TITIA.TCGG‘GTAT 285
fracAn-—————-—-—————— GGGTTGETTTGTETCTABTTTTT TECTATGCGCATGCH 241
CCACTG——-————————————— crBTEAATAE-TE-CTcBACTETEBCT -TGGCCHAGTA 213
CTACTIGCAA-—————————- GGTTTGTT-GECTICTATTICTTGAACTIBGTGCCTG-[§ 282

—————————————————————— GCEEERABTTTTTTECTEETTCATABCTGEAAG-—-—-A 126
——————————————————————— GEE~BATTAGTCECHGE-—-GAABRRRGAGGCA-—-A 125
* *

ATTGGTGGTATTHTE G- - TE8AABATTGG—-TGABBHCTAEGGTAGAAGABIEGETAT 395

ATTGGTGGTATTETECEE--TETAABATAGG--AGATGHTTACGGTAGAAGAAMTEETAT 389
BT TGGTEGTETTATGAAC--TTEHTCATTGG- - TGATCGAATGGGEAGAAGAAGRRARAT 260

geTTETRETHTACAACC--ATTTACCTTGG—-TGAGAGATTGGGTAGAT TEAAGINSAT 341

BTGGET-ETATTATHAAE-ACTECA-ATTGT--TGATAGGTTHGGAAGACGTEATTCTAT 296

ATTGEC-BEATTEACARETATTEHGTATTTEAATGABAAATTHGGTAGARGAABTTCRET 272

BrTGGTGTEHTEATGAAC-~-GGTTACATTGE--TGATAGATTGGGTCGTRAABAAGTCABT 338

GracGeTCRCATCEIHGE EAcaBGAABARCEAT 158

Grrcerc-T@rE@rcAEE- - TEACGGGAAATINREAC 158
*
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SUT1 T---ATGGEHTCCATG-GTTATE- T.GT.TTGGTIT-TCCAAETGCTTCICAA 450
suT2 §---amfir@accTaTG-GTTETE-TAE 444
XUT2 T---EBEHTEETCAATG TT-AT CAATTGGTGTTGCTCTCAA.TIGTTC“— 314
XUT6 ————ﬁTﬁT.CTGTGTﬁTT GTﬁGIATTGGTGITGCTTTICAAGCTCTIC - 395
XUT3 B---2BRAT@TCT-TGTGTTATT-TTTGTCATTGGTTETGCGTTCCAARBTGCTEGCARM 351
XUT5 TTGTATARG-TAT-TGCRATEAG-TTTG--BTTCGGETTGCATTECAARCAGCABCCCAA 327
XUT1 T-———— GTTGTCEETGTETTETTCTTEHTCATEGCTGTERTETETACAAGCTGTTECHCCH 393
XUT4 T -AGATACBEETETETEATT - TTTCTABTAGCECETCETETACAAGCTRCTTCGGHEE 213
XUT7 T----GGTITATE---BrcT@Ac----TGTA-TcECHC \CHTCTGCTACTTTABEE 205
* ok x
SUT1 BacB@rrceTaccanG---TTATBATTGGHEGHCECATTACTGGTTTGCEIBTTGGT--~ 504
sUT2 EacaBcreeTaccaAC---TTABRATTGGACGEGGRET TACAGGATTAGETETTGGT--— 498
XUT2 TTCAGTTGAR--CAAT---TBATEATTGGAAGAHTTATEACTGGCETITGGRABTGGTTGG 369
XUT6 BACTATTGET--CcAQT---TEAETETTGCHAGARTTATEACTGGTTTAGGTAGAGGTTTC 450
XUT3 AAFABRRGTR- - -E@8T- - - TalTTEETGCEECHCET@TTBCcTCcTRT TCEMETCoeTBA- 404
XUT5 AACATTGHGA---EET---TTATTATCGGAAGATAGTTABTGGTTTTGGRAT--ATET- 378
XUT1 EcEc@raAacraccAfTACATRETREETGCMAGAT T TETEETCGGTAT TGGT@TGGGT-—— 450
XUT4 AA--TBTTGT--CAATCTCT@ABTA--GGAAGARTGATTECBGGTATTGEBATTGGC -~ 264
XUT7 BAGATRTEGG--TCAT---—- GEAA--GcBacal- - BeR---——- TEATRGCT-—- 241
* *
SUT1 AB@GTTTCTGTR@TGTC-TCCATTGTHC -~ -ATTEGTEAR - ABTTCcTCERAABC - 28F 556
sUT2 AITGTTTCIGTGITGTC TCCAATGTEC---ATTAGTGAR--AGTECTCEAAAGC—-2AWT 550
XUT2 &1 TC--TECTEE--TCCAATGT-—-—- ATEAGGCAG--AAGTTTCACCHCCARARE 418
XUT6 AT TTC--THCTGT--TCCAGETE-———- ABCABTCGG--ABTECcTCTCCABCCEAGA 499
XUT3 ATTRACCA--TGEBTAEH-TCCAATGTAC-ATETEEG - ——- aaTTCEcTCCliccaTccl 454
XUT5 ATTGGITT--TG ~-TCTEATCTACCATTITEGTAAGTGAAGTAGCECCHECCA--GA 428
XUT1 ATTETTTCTATGETEGH GCCATTGTACAATECTEA—-——- ABTT-TCTCCACCAGAHA 502
XUT4 —-TTTTTEAGARCCATCATCCEATGER- - - -2A88AGTCHG--AAATCRGEcccccAGARE 316
XUT7 —-TlrTTE ficTccTc-cc----ATT-GeClic--TATTCH-TccABGTGCHE 288
*
SUT1 TRAGAGGTREETTGGT-TTACTGTHTECAATTETGCATTACTTTGGGTATEHTCATTEE - 614
SUT2 TTGGT-BTACTGTEABCAATTATGTATEACRT TAGGTATTHTCATTEG- 608
XUT2 TTTGGT-GTECTCAGAAGCATTETMTGTTEGRGTTGGT-TTA--ATET -~ 472
XUT6 GAGG] TTGATEATEATG-G GlTchﬁiT.CETTGGCATﬁiTlTC— 557
XUT3 EQGAGGE‘;ITTGGTTGT&T—T cAACTTTEEATTACARTTGGTATEATEATTTCC 513
XUT5 clranca-BeATTHATT---—-——-————— BrT@EATTE-BETT - TERGALECTTTC- 469
XUT1 TTCGTGGTTEITTGGTTGCTETG-@AACAATTEEETATTACTTTEGGTATTATEATTTC- 560
XUT4 BracaceTTTETAECCE-TEETTECAETHCABCEEAAATARSAT TCCABRTEETAGTAG- 374
XUT7 BTAGCGGCTGTTCECTT-TEHTCECCEARRTTT--——- cafiTHcEcAcE- - 331
* * *
SUT1 —-TTACTGHG 643
SUT2 —-TTACTGEG 637
XUT2 498
XUT6 586
XUT3 572
XUT5 500
XUT1 TTAGCTACGGHACCALE 590
XUT4 -GTABACTACGGGTTTTCATHTET 404
XUT7 GGTTRTTAGATGT 353
*
SUT1 660
SUT2 “TA- AATGATTCA—————————— AGHC--BA-- 654
xvr2  F---——--—Cl--—---—---—————-[@T@R8rTCcT- - GGTCCTET-- 518
xure  -T@AGRAACCAHCEEE---------—---—--—- HcEBRgTEcT-—-—--——--—- CGGCTTCT-- 618
XUT3 ATACCAAGGTGABACHTTTAACCCTAATGTGGATGTIBCTCC-—---AGGTGGCTBCTAT 627
XUT5 BER------ BAc----BRc-——--—-——- ARATCETECT--—--——- GGAGHCTEGT-- 532
XUT1 ABTGGETCTGGTCAAAGTAABMGCTTCT -~ 624
XUT4 AATGATTTR-—--—--—---- BecT-——--- 421
XUT7 cAcGAB--§--—---—----—-- BAc----—-—- 367
*
SUTI  mmmmmmmmm o TG----GAGABTGCCATTRGGETTGEGCTTEETE- T@cccTa 697
suT2  mmmmmmmmm o 691
XUT2 e 558
XUT6 e TG----GAGABCACCTRTCGEGCTTCARTETGTE-T 655
XUT3 GGTCAAAGTGATGCCAGTTG----GAGAATTCCTTTTGGTETTCAGATTGET-BEAGC-BA 681
XUT5 ~— mmmmmmmmeeeee ] GTTG----GAGAATECCATCAAT T-GEAGATA 571
XUTI ~ mmmmmmmm e TG----GTTEETTCCTATTH TT-BERGCT- 660
XUT4 ~— mmmmmmmmm—me o G-—--GAGEAGECCRTTEFATETTCAGGTTGTTATTGGCT - 457
XUT7 ~ mmmmmmmm e AAGKTTCCIT—.T———IAG——IGTT————GCT— 392
*

* %
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SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
suUr2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUT4
Xur7

SUT1
suUrT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuT4
Xur7

TT-TTETTCETTETTGGT--ATGT TEBBEATGCCAG--AATCTCCAAGATRBTTGGTTGA
TT-TTETTRETTETEGGT--ATGTTEEETATGCCHG--AATCECCAAGATTETTRATTGA
-T- TTGTTGTTTHTTTCAIETTCAlﬁTACCCG——AATCICCIAGAT.ATGTTAQ
T@-TTGTTGATT C--AGTRTTCTTEET8CcCAG--AATCTCCAAGATGGTTGCT,

GTGTTGTTGEBETATTGGA--ATGATATTTHTECCAR--GATCTCCCAGATGGTTACTEREG

TTGTTGCTAT-TATTEAC--ATHCTCTTTATHETCAG--AATCECCAAGGTGGTTGHTTGE
TTGCTITTG.TTTGGT——ATTTCTTIATGCCIG——AGTCTCCAAGATGGTTGITGEA

TGTTATTTATTGGT--T TTCCTTATIG G- CEC-TAGATGGCT-CTTG-
G—— TTCA-———————— T-CTAGATGA C CR\CG GAAGIGTT—CTTTA
* * ok * *

AAABREAGAGAAHCGA-—-AGATGCCA-AGAAGTETGTCEEHABATCEAACAAATTEEC - -
AAAGAAGAGAAGCGA---AGAAGCCA-AGAAGTCEETTEEAAGATCEAACAARETATC -
EaanGEGEGAARGA-—-AGAAGCCAAARGARTTTTATC THANGTCTT-WMEEAAAGCC - -
EARAGETAGEACCGA---AGAAGCHABAGAAGTTTTTTCTECHET TTA-ClEABHTGCC -~
BAAAGETCCEACGA-—--AGAAGCE--WGBAGCTETTT--- ———@2rafATClc--
AAABGARMAGATHCAG- AME TCTATCAT-TACHEATETHCC--
cBancaBacaEalica-- EETEGTCCGTTETTTCEAACHT————-- ECEricc-—-

WCCATCTTGTlAlAAA.——GAA TAC--ACETAAGABBEAACGA--A
* *

BEcacancaBBcaAME@TcTRTAGACTEAAATEAAT - 8- aTTcalccTeeTa- -
.EQGAAGATICAGITGT i CTI-A.z!T.AAT ————— fG-aTTCABGCTGGTA--—-
G

GATCATCCHGACHTTETTANG-BAATGGAAT - - —— GATATTEATGHTGETG-——-

AGCCGACTCTGEAMAGRTTTCTANTCAAATEGAA—————~ GABATTCARGCTGETA- -~

AGAAGAARBAGT-BATG---HcBATcAABTEGARE - GAGAG-TTTGCTGABA--—-

frBTGAAGATGCABATG- - -HABH--ATETGARAR - GATA--CATGCEEATA----

EEAGTARE-GAAGATRETETTENTCARAATGGAATTCCTTGARATGEABGCAGARAAGTT

BaEATEAAGCHE- - -BACE--

BAa8- TBcaATCREEECAGE- -
*

——~TTGACABAGABBCTATTGC

--TTGACABACAABCTCETEE-—--—-———-——————————— AGGEEETGCTTCE

——PTE TGGAAACTICHG———-————————————————] BAGGAGETEICTCGTGGGY
——TAm ———————————— —CGGAGﬁGiéEECT
—-rif@rlceacal------GT- -~ cerfiTafc.
—-TTcARAfTCABAAGRCTGE - ————————————————— TTTCCCHGGEA]

GTTEGARNABAGAACTITCTGCAAAGTACTTCCCTCACCTCCHEAG

~-GTEHEEATACE--—-- cler- -

—GCTH--ATAGETTGTTCAGC-——————————————————

* *
TGAAT--TCHTHA-——-—-—- cC--—-—- GCTAAGCCHEECATT-——-———- TTCAGAAG
GGAAT--TCHTCA-———-——- eT----—- GGTAAGCCABBTATT-—-——-—— TTCAGAAG
BAAAE--TTTTCA-———- AGEcC—----- GHraAAGGCARGAABTGGA---—- THCAGAGH
GGAAT--TGTTCACTCAGGCECC--——---——- AGCCABAARAET-——-—-—- TGCAGEET

GGAAR--AG-—-A-———— GATHCcCC---TGGTAAGHACHEGAGTTGC--———- TTEAREA -

HcanB--TecT@a--——- GCTCCAA---GAGEBBATHCAAGAACEGT--———- TRETAT--

CHABT--TCTTEATT--GGTTHCAACCAATEBRAGTCEATEATTACTCACTACCCARGCH

GTABRAGTETTHE-——-—-- mlic--———---—---—-—- BcB2-AATR- - THccEABA

HcraBcaTBTCCE-———--- gc--—-—----- Hcra@8ATG-—---—— TAGABATG
* *

AG----TTGT--TATGGETAT ABCATEEA TECE----- TACAACAATTGACTGGTGTE

AG--—-TTHT--CaTcCEAATHARCTTABABTCTD - TGCAACAATTAACTGGTGTC

Cl--TCTTGG--CAT--ABATGAGC --ATETTTE-—--—- CGCAACABTTGAGTGGTIGTT

GEGGCCTTGT--CAT--@T-TGEECT--BafaTAr - —- TGCAACAARTEACTGGTRTT
————— cTTlc--[8G--ATABREGEATATTCTTAC - - --TAC--TAARTE- TEACTECR
————— CTTGT--fic---2@AB-AGECCATABTTAC-—---TG----AABTGGCEGGTEG-

TCAAGCGTGT--B8BACTTGE TG-TT-TARTTATGACCTTCCAACAATGGACTGGTGTT

GACTTECTGTGGCAT-GCTHTHCGCAAATETTTEC

GACGAETTG---GAB-GATHTCEACTGEE-TTTEC
*

AACTECTTTTTET---ACTABGEAACTABCATTTTEEAAGE - -———- ichyelele! el -y
AACTEETTETTET - - -AfiTABCEAACTABAATETTEEAAEE - - FcTTGeTTTGEA
AATETART AT - - -ACTATATTA-BATTRGTTTTGARTAARRG -~ -HcTTGGCATCGA
AACHTTATTACGT---ACTATGCTEGTABTATTTTTGAATEATI- - -CATTGGTAT--G
AGAEABTTTTTATTGGATEA-GCTEECATEMTET TEEAACAATTCATTGGETGCATGEA
——————— tTcBeTTGGAREGTRCTAET TTTEART TATABTAARTCA- - AGETGGEGT-EA
AACTTCATETTGT---ACTATGCT-CEATTEATCTTEAGTTCTTEA--GGTTTGTCTGGA
AACHTEETATEHT---ACTATGCTRICTATEATET TEGAATETEEE - - GGETGGETTGGT

AABATCATTTEGT---ACTATGCCECBATECTRAT TTGAABAAGEA - -GGET---TCARC
* * * * *

752
746
614
710
737
626
716
510
439

806
800
668
764
780
680
765
569
493

856
850
718
814
826
724
824
618
530

893
887
755
854
860
764
884

® 653

568

929
923
797
894
900
806
940
685
600

978
972
843
942
943
845
996
735
646

1028
1022
896
993
1002
895
1050
789
697
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SUT1 cE-ACHlTTE- - ccanrA-BETETRTE-ATCT--——- TCEBTGTTETCA---AC 1068
SUT2 AG-ATHEETT-—--—--——-- cca@n-BrTE@ATC-ATCT-—--- TREETARAETCA---AC 1062
XUT2 AG-ACAABTTE--—-—- GIC;!AiA.;iTITTGGTG— TGT-—-—- TG;;IG;.ATC———Til 939
XUT6 AG-TCBATTTAT---—— GTC T -@cET----- TGAAGCETAGTGAATAT 1041
XUT3 AT-A--ATTTATTACGCABCHACAATT TTERCA C ARHTEECAATGAAGTRTABAAC-TAC 1058
XUT5 GACTARGABTEAATATTETCAT-GAE 935
XUT1 ABCACBATTTCTC--——— TTEERECTTCTCCTG-—-T--—-BTCEETATEETCAT-—-[@ 1095
XUT4 . (CRE | | ATGARTGETATCA---AC 819
XUT7 AR----BTcEd--—--——--—--—- MEE8rTTACTH-————-——- ATGAMAGEEATCA---AC 730
*
SUT1 iy G e T - e - - 1099
SUT2 TTECTTTE-—---—-- TEEAlTT- - BTTGGTATTTGGE--—-CCA-———————————~ 1093
XUT2 TTCEETCT-—--—-- TCCT-TH--—--- ATTAGTIEETRCH TTETETE-——————————- 973
XUT6 TTCCTTCT-——-——- Br@TéTT-—-—-—- ATTCETHTETEE, - CCB--————--—--——- 1072
XUT3 TTCCTTCETTGGTACTGGTCTTTATGGTATTCHTABTTG-BCTTTCCACCCTICCAGCAG 1117
XUT5 TTcg-——- TGGTC-————-—- ATTGGTANTTGEECTTTCCEGATGICTAA--- 973
XUT1 TTCCTTGE T8~ TTc---Cr@cTclT@TTTec6--—-——-—-——-—-————- 1126
XUT4 TECATTATCTA----BATEHTTAGTACCATTEETERATGCE - 2BTHAE-————--———-—- 862
XUT7 TETATAGTATA----TTGCHTEAGTACGATTEETEMGTGGE-TTCECE-——--—--——-—- 773
* * * *
suTT  ———m————— TTGARAGATTTGCEAGAAGATCTT]TTTGTTAGTTGGTT -~ -CTBETGG-T 1146
suT2  m—m—m—— e TTGABAGATTTGGAAGAAGABANTETTTGTTAGTEGGTT---CTBETGG-T 1140
xur2  mm—m——— CTGATAGGHETEGGAAGAAGATEGEETTCACAGTTGCRE---CTRHTTGGCT 1021
xXuré  mm—m———— TECARAGATTAGCHAGAACATE-BETTT TETHCTcGCET---GBcATCGCE 1119
XUT3 TGTTCTTGATEGATAGATETGGAAGAARBACTTTETTRATGCEAGGT -~ -GCTATTGGA- 1173
xurs  ————— TGTTTGASAGARTTGGAAGAANAR- - - TEE-BATCGETCATTTCGTTATCHGGT 1023
xurs  —m——m—— TEGAEAGACTTGCEAGAARGECAGTTTTGATEECEGGTE - -CEATTAE-§ 1173
xurd  mm—m——— TTGATTCETEEGGCAGARRABCTTTEET TTTARGTGGAT -~ —-C@WGTGCTE 909
XUT7 ~ ——mm————e TGGATCAIT.GGIAGAA-CIATTTTGITA-GGE————GITT.CT 820
* Kk kokokk
SUT1 ATGEHTGTTTGTTTEATEAT TTACTETAEAT TGGAAGTHTCEAMTEGTACEAGGATGGT 1206
SUT2 ATG-GTTTGTTT.T.TTTACTICGTTITTGGTAIAAC BATTEcTECATECATGCE 1200
XUT2 GTGG-TGTTTGT-BTGATGETAABTTCEATCTT-—-A-—- TTAAGTH-THCE-—-—- BGH 1067
XUT6 ATGG-BT CTTG’TG——IlTGGlI 1GTT———AICGTT@—TGCC ————— GGT 1167
XUT3 ACTEHTATTTCETTGGTTATT--~ GEA- - -ATCGTTEGMAGTARGGCGATCGT 1227
XUT5 ATGARGATRTCETTTATAGTT-—-TTRGETCTT---TTCCTTARACAATABGGCCAT -GG 1076
XUT1 ATGGGTATTTGTEAGTTTGTT---BTGGETGER---ATCHTABGTEAGTECGGEGGTRAC 1227
XUT4 ATGGG----TGTTCEECTCTTHA--BCBTTCHT-——-- TGTTRGTTAETEE
XUT7 ATGGGARTRTGTATTGGTTICE-————- el - (eleln (el i/ 859
* *
SUT1 B-AAT--ACAACAACGACAACACEEABAAACEATCCCBTRASGCTTTGATET-—-TBATT 1260
suT2 ETAGT--A-GABAACGACAACACECCEEAACTGTCTGETAATGCTATGATET -~ -TTATE 1254
XUT2 C—————- AAfcCAAAGTTGAABARNGAGEAGHGCCHE--GCTCETGCTGTCEETT---T8-TT 1115
XUT6 [ —— AAGGCAACACCCATEC--——--- ficcT--clcc@rccTcBT@TTIC---TT-TT 1208
XUT3 TTATCTGAABHCAA-GAC CAIGGAGAACIGI— —ATGCTT‘T ———————— TT-T@ 1275
XUT5 TCAT---AG--CAA-GA--BC-BGAAGTTACCEN--CCTGTMCCOATCGATCT-~-TT-IT 1121
XUT1 IT-—--——- TeficaaccacTcCBBTGClccTlGCETTGCTGTTGEETTCEBTTTIGGATITIE 1281
XuTd  ——mmmmmm fan--acaacaciNErBAGACEEEcECHTGTEGETG--GERc--—-T8-T 989
XUT7  mmmmm—— CBAG--ACAAGTCGHTEABACE---BTCcTATECETGECETRAT----T8GT 200
*
SUT1 ABCTGTTTGTTCAFRETETTCTTTGEC-TCCACTTGGGCEBGTEGHGTCH--~--CcABER 1315
suT2 aBrrerrTeTTCACcTTCTTCTTTGRC - TEACATGGGCTEGABGHCTEE - T--TABER 1309
XUT2 TTTEGTTT-TECAACTTGT-CTTEGGC-TCCACT--GCH-ANTTGEATHCCAT--GBETG 1167
XUT6 BrrTcEAT-T8-AacTBATTCTTEGGCGTCHCCT--GGETAGGTGGRTCC--T--GBTTG 1260
XUT3 ATTTATCATGTEAARTT-BTCcTABRET T@ccCT----CBARTTCGRTGG——-———- GI! 1323
XUT5 - —-BAEETTABTCATTEACTTTCACT----CBA-TTGABCHC - TT | 1166
XUT1 BTBEGTTTCGGTTABTCTTGGCE-TCCATG-———~ TlcTTeéeTcC——-—-——--- 1324
XUT4 —-TCAAMEEECBET TTGCA - THCABT - ——-———- TGGGGTCCAAT--—TEE 1034
xur7  GETAETET--ACAABGEATEHTTTGGC-TRCABT---—--—- TGGGGTCCTATCGGATTE 949
*
SUT1 TEAHCTCTGA---ARBTTECE--C--ATTGAGABT--CAGATCCAAG-GEBEATG-BCBAT 1364
SUT2 ~-C--ATTGAGART--CAGATCCAAG-GEAATG-TCTAT 1358
XUT2 p@ErTATECccC--BTTBA- - TG-CABETECEAA - AGGAT-CTEBAT 1216
XUT6 AA-TTGTIBTC--TTTGAAATTG-ABMECTCCTE-GTCGETGCTHTGT 1312
XUT3 TTACCEHCAE---ABATTTTECCA--ATCGEBATC---AGATCCAAT-GECAT-CTCEAT 1373
XUT5 GTACC EaarTerTCcCC--BrABETCTTGAGARNETACAGEAGTHACACTCTTT 1221
XUT1 TTGEEGCCGA---AB--TCTTCCC--ATTGEGTTT---BEETECEAAGGGEGT-TTCTAT 1373
XUT4 TTGGCTCANEBAGCEAABTGTTCCCTAACT -—BACTE--AGATCAAAAGGTCET--BCBAT 1088
XUT7 1002

TTGA-TCCEECCGBABETCATECC--ATTCEBEACTE--AGATCGAAAGGTGTT-~TCTAT
*

*
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SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
suUr2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUT4
Xur7

SUT1
suUrT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuT4
Xur7

TG—CIACTGCTGCTAACTGGGTTTTCGGTTTCTTGATCTCATTTTTCACTCCATTCATTG 1423
TG-CTACTGCTGCTAACTGGATGTGGGGCTITCTTGATTTCCTTCTGCACTCCATTCATTIG 1417
EFGCTACATCAAGTAACTGGCTTTGGAATTTCTTTGTTGTTGAGATCACTCCAACTATCA 1276
GAC.CTTC———TAACTGGGCTTTTAACTTCATGGTTGTCATGATCACTCC———TGTCG 1366
.—CTACCTCATCTACTTGGATGAATAATTTTATTATTGGCTTGGTCACTCCACATAT—G 1431
.—TATTTTCAACGGCT——GCTGGGGACTTTT——CGCAAGTTT———CATTTTACCCATTG 1273
EG—GTICCTCTTCTAACTGGTTGAACAACTTCGCTGTCGCCATGTCTACCCCAGATTTTG 1432
GE—CTACTGCAACCAACTGGCTCTTTAACTTTATTGTTGGAGAGATGACACC———TATTT 1144
TE—CTACGGCTACAAACTGGTTTGCCAATTTTGTTGTGGGTCAGATGACGCC———AATTC 1058
*

* ** * *

——-TTAGTGEEATTCAWTTCAAGTTCGGTTARYTTTT -~ - CABTGGATGTTTATTATT 1475
~—~TTAATGEEATCAACTTCAAGTTCGGCTTTETGTT - ———— TACTGGTTGTTTACTCTT 1469
—-TTEAARAGH - TBAAGTGGAAAGCATATTTGATCTT - ———— TATGTGCTG-CAACTTCT 1327
GTTTCEARAGUATTGCHTCCTABACCTACETTATCTT -~~~ TGC-TGCCATCAATTTGT 1420
TTHGARAC--AATEAAGTGGGG@ACTTACATTITTTTTGCAGCGTTTGCTA-TTATTGEG 1488
CRATEAATGGAATTGGCTGGAAATTTTACATRATT—— -~ BATGCTTGCTA-TGACGTCA 1327
TTGCTAAGG- -~ CTAAGTTCGGTCTTACATTTTCTT -~ -AGGTTTGATGTI]TATTT-T 1484

TGTTEGATRBAAT TACCTGGAGAACTTACTTGATCCC --GGCAACTTCGTGTETATTATC 1202
THCAGBAERGAT TBGGCTGGGGAACTTAT@TATTCCC -~ GGC TCTAG-T-TTATCATC 1114
* * *

CTCCTTCTTCTACG—TCTACTTCTTCGTTGTTGAAACCAAGGGTTTGTCETTGGAAGACG 1534
TTCGTTCTTCTATG-TCTACTTCTTTGTCAG®GAAACCAAAGGTTTGTCGTTGGAAGAAG 1528
CCTTEGTACCAATGTTTTACTTTTTCTTTCCCGAGACAAAGA —————————————————— 1369
TGATGGCTCCEGTCATCTACTTCTTGTATCCCGAAACCAAGGGTAGETCGTTGGAAGAAA 1480
T—TCTTTTTCACTTGGCTTETCATCCCGGA————AACCAAGGGAETTCCATTGGAAGAAA 1543
TATT®E®TTCCAATAATAATGTTCTGITEGATTGAGACAAAGGGAATTAATTTGGATACAA 1387
CGGTG CGCATACG—TTCAHTTCTTCTGTCCAGAAACTAAGGGTCGTACETTGGAAGAAA 1543
GTTTTTTGCTETTGG——ATTTTTATTT——CCAGAGACCAAGGGTTT CATTGGAGGATA 1258
——TCGGTGATAGTGGTGATTTTCTTCTATCCAGAGACAAAGGGTIEC GCTAGAGGATA 1172
*

*k KK

TAGACGA-ATTGTACGCHTCCR-————————————- HcGTGGHlT--——---- CCATGG-- 1569
THGATGA-GTTETACECTCAAG-————————-———— GTRTEGCA-—------ CCATGG-- 1563
———————— HccrT--AC-———-------————————-TTTRCAAG-------CCATEG-- 1390
TGGATATCATTTTCAACCARTGTCCT-————————- GTTTGGEAG-----—- CCATGG—- 1521
TGGATGECGTGTTTGECG-————————————————— ATACTGCA--———-—- GCATTG-- 1575
TTAGTGARGTRTTGEACG-————————————————— GAACHcEA-——----- cC--EG-- 1417
TEGATGAACTTTTCGETIGACACCTCTGGTACTTCCANGATGGAAAAGGAAATCCATGAGC 1603
TGGGCTCCGTRI TCGATGATARTTCGTCAAT--—-ATTTTCAMATC-—-ACTCAACTCCT 1311
TGGAGEETGTETTCGA-GA-——————————————~ GCTTTEA--------— CAACTAC- 1204
*
————————————————————— AAATCCAGEAAG-———--TGGGTTCCACCATCGAETGCHE 1603
————————————————————— AAGTCTGGTGCA-——--TGGGTTCCTCCTICTGEC-CAR 1596
————————————————————— ACGRFT----———-—-----——————————————TGT8 1401
————————————————————— AAGE;;GTCCAAATTGCCAGAGACCTCCCTATTATGCA 1560
————————————————————— CAGEAARAAGAAT---—————------—————————FT6G 1591
————————————————————— AAGATGAAGAAA-——-----——————————————_GCAT 1433
AA———mmm e AAGCETAAGGAAG----TTGGTTTEETTCANTTGETCEE 1640
TCCACTGGGTATGGTGCGACCGAGTCTAACAGTAATGCCAGGAGAGCAAGTGTCATCECT 1371
————————————————————— AAGTCT----—————-----———————————————CCBT 1214

TCAGHA--GTHCHTG---ABEAECAAARGCATG-———————————~ TCATHAET-————- 1596

TTABCATTACGTCAG---TTTCTGAATCHGACG————————————~ CCAAGGAT-—--—- 1629

TEAAGA--AAGECAE---AGECT-AATCAGAE-——————————————— AARENT - 1465

TGAAGAAAATGCHE-———-—— rcTGAATCHGAAE-——-———-—————- ACABCAAG---——— 1674

TCAGAAAACTACCAGGATAGTTTGEATCAGACAGCGGCTTCATTGGCTAGAAATCCTTCA 1431

TCAAGA---TRTCACGAAAG-——————— nenf®-———-———--——— ceafan - ——————- 1242
*

————————— GEAAARTCTAGARTAGAGCATGTCEAAAACATCAGCTAA-~—————————— 1635
————————— E€GCAACTCGATTGARATGTCAGAATAA———————————————————————— 1656
————————— T-———TGTTGTTRATACARAGAAGTAA~——————————————————————— 1488
————————— GCEGATETETACEACGETGAARAATAA -~ —————————————————————— 1701
AGCATGAGGCCIGATTACGATGGCATAATMACAGGAGCTGCTACCCTTTCGCCAGTACCA 1491
————————————————— meaTcge-——--@of----—---------——----—---——-—-——- 1251
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Suplemento

SUT1
sur2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUTr4
Xur7

SUT1
suUT2
Xur2
XUT6
XUT3
XUT5
XUT1
XUuTr4
Xur7
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Anexo

10. ANEXO

Anexo A: Padrao dos marcadores de massa molecular usados

1 kb Plus DNA Ladder
(INVITROGEN)

1 kb DNA Ladder
(Gibco/INVITROGEN)

bp
=12,000

-5,000

= 2,000
= 1,650

1 kb DNA Ladder
(LGC)

bp bp
12,216 - L
10,180 - S
8,144 - -7'126
6,108 - :
- 5.090

2,036 -
1,636 -

Lambda EcoRlI -
Hindll

10000
8000

Lambda BstEll

“21226

5148 / 4973
4268
*3530

)
@
=1
s
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100 pb DNA
Ladder (LGC)

800

300

200

100

100 pb DNA Ladder
(PROMEGA)

O’ Gene Ruler 1
kb Plus
(FERMENTAS)

100 pb DNA Ladder
(Pharmacia)

|
=
=
=}

2-Log DNA ladder
(Biolabs)

1600 pbr

_ 800 pb

. 400 pb

100 pb

Kilobasas

| kb DNA ladder
(PROMEGA)

1809TAD_BA
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Anexo B: Vetores de clonagem

Pvull (530)

Sacl (658)
Sacll (665)
Notl (671)
Spel (684)
BamHI (690)
Smal (698)

Amp R lacZ \ |/ Pstl (706)
|/ - EcoRI (708)

pBluescript IISK ).~ ECoRV (716)

2961 bp LW\ Hindll (720)
Sall (735)

Accl (736)
Xhol (741)
Apal (754)
ColE1 ori Kpnl (760)

Pvull (978)

Mapa fisico do vetor de clonagem pBluescript IISK (Stratagene). Este vetor possuei origem de
replicagdo (ColE1ori), marca de selagdao para ampicilina (AmpR), gene repérter lacZ e sitios de
multipla clonagem, MSC.
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Apal (15)

Spel (66)
Aatlf (21)

EcoRi (72)

Sphi (27) 4 BstzZ!f (79)
Bstzf (32)} Not! (79)
Ncol (38) 4 Pstf (90)
BstZ/ (44) Salf (92)
Noti (44) Ndel (99)
Sacli (50)

Saci (111)
BstX/ (120)
Nsif (129)

EcoR! (531}
Pyull (2907) ‘

Pvull (343)
PGEM-T Easy

3016 bp

Mapa fisico do vetor de clonagem pGEM®T easy (PROMEGA) O vetor possui a origem de
replicagdo do pBR322(ori), marca de selegao para ampicilina (AmpR), gene repoérter /lacZ. e sitio de
multipla clonagem, MSC.
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Anexo C: Vetores série pYC de S. cerevisiae

{ Ascl (27)
Sacl (45)

L1~ Ascl (1646)
i - Fsel (1658)

Sacll (4004)*
Notl (4004)
Avrll (3993)

BamHI (3989) -

Sacl (3976)-
Acclll (3976) /| | =
Pmel (3967) wf ' Fsel (3916)
EcoRI (3958) /|
Kpnl (3956) /
Sall (3946)
Notl (3933)

(Ascl (27)

- Ascl (1207)
/- Fsel (1219)

5814 bp

Notl (3565)
Sacll (3565) -\
Avrll (3554) -

BamHI (3550)
Sacl (3537) —

Pmel (3528)
EcoRI (3519) -

Kpnl (3517) 7/
Sall (3507) /|
Notl (3494) -

~8

LFsel (3477)

Mapa fisico 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 sequéncias para amplificacdo em bactéria, a origem de
replicagao do 2 micron (2u), sitios multiplos de clonagem, a marca de resisténcia para G418 (G418R)
(A) e marca auxotrofica para URA3 (B).
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Ascl (27)

pYC240

6305 bp - Ascl (1698)

\ Fsel (1710)

Notl (4056) ~
Sfol (4051) —
Avrll (4045)
BamHI (4041) -
Sacl (4028) -
Pmel (4019) /! Fsel (3968)
Kpnl (4008)
Sall (3998) |
Notl (3985)

Mapa fisico do vetor epissomal pYC240 de 6,3 kb (Hansen et al., 2003). O vetor possui além
das sequéncias para amplificagdo em bactéria, a origem de replicagdo do 2 micron (2u), a marca de
selecao para higromicina (hphMX) e sitios multiplos de clonagem.

-Ascl (27)

- Ascl (1698)
— Fsel (1710)
~_ Notl (1727)
P~ Sall (1740)
—— Kpnl (1750)
~— Pmel (1761)
-~ Sacl (1770)

- Hindilll (1775)
\\- BamHI (1783)

\ - Avrll (1787)

- Notl (1798)

Mapa fisico do vetor pYC040 de 4 kb (Hansen et al, 2003). O vetor possui além das
sequéncias para amplificacdo em bactéria, a marca de selegdo para higromicina (hphMX) e sitios
multiplos de clonagem.
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Anexo D: Vetores epissomais para S. cerevisiae

ARO4-OFP

2 micron

Mapa fisico do vetor epissomais pEA2 (Cebollero & Gonzalez, 2004). O vetor possui além das
sequéncias para amplificagcdo em bactéria, a origem de replicagdo do elemento 2 micron (2u), a
marca auxotréfica URA3 e a marca de selegcdo ARO4-OFP.

EcoRI (16)
Sacl (26)

Aval (32)
Xmal (32)
BamHI (37)
Xbal (43)
Sall (49)
Pstl (59)

- Hindlll (67)

Pvull (7384) |

- Bglll (1555)
YEp351-PGK tPCK Hindlll (1926)
- Pvull (2062)
\EcoRI (3113)

Mapa fisico do vetor de expressdo epissomal YEp351-PGK de 7,5 kb (de Moraes et al.,
1995). O vetor possui além das sequéncias para amplificagdo em bactéria, a origem de replicagao do
elemento 2 micron (2u), a marca auxotréfica LEU2, o promotor e terminador do gene PGK71 (pPGK e

tPGK) e sitio de clonagem (Bglll).
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Anexo E: Vetores centromeérico de S. cerevisiae

P o

CENG/ARSH4

pGFP-C-FUS
6244 hp

CYC1-Term

MET25-Prom

Mapa fisico do vetor de expressao pGFP-C-FUS de 6,2 kb (Niedenthal, 1996). O vetor possui
além das sequéncias para amplificagao em bactéria, a origem de replicagdo cromossémico ARSH4, o
centrbmero CEN6, a marca auxotréfica URAS3, o promotor MET25, o terminador CYC1, o gene
reporter GFP e sitio de clonagem (Xbal, Spel, BamHI, Smal, EcoRlI, Hindlll e Clal). Apenas dois
sitios, BamHI e Hindlll estdo representados.

CENG6/ARS4

6979 bp
| Pvull (1943)
L Kpnl (2071)
\ Eagl (2072)
Pvull (4472) - \ Xhol (2325)
pGAL1 \
Sacl (4254) / CRE NLS Sall (2331)
Xbal (3783)
Spel (3777)
Smal (3767) J
Xmal (3765)

EcoRI (3753)
Hindlll (3741)

Mapa fisico do vetor de expressao pSH47 de 6,9 kb (Guldener et al., 1996). O vetor possui
além das sequéncias para amplificagao em bactéria, a origem de replicagdo cromossdmico ARSH4, o
centrdbmero CENG6, a marca auxotréfica URAS3, o promotor GAL1, o terminador CYC1, o gene CreA
(CRE NLS) e sitios de restricao
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Anexo F: Vetor replicativo de S. cerevisiae

Amp R
URA3
pJPA113
4575 bp
pBR322 ori
ARS1
, - Pvull (1881)
] i || Sacl (2006)
vl eant (2302) /g ”“‘g - Notl (2019)

Xho! (2283)} | BamHI (2038)

gt " Smal (2046)

Clal (2269) -EcoRlI (2056)
Hindilll (2262) -

Mapa fisico do vetor replicativo pJPA113 de 4,5 kb (Falcon & Aris, 2003). O vetor possui além
das sequéncias para amplificagdo em bactéria, a origem de replicagdo cromossémico ARS1, a marca
auxotrofica URAS3 e sitios de restrigao.
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ANEXO G: Vetor de P. pastoris

pPICZ/Ka.

4034 bp

zeoR/kanR

Mapa fisico do vetor pPICZaA de 3,5 kb (INVITROGEN) O vetor possui o gene de resisténcia
a zeocina sob controle dos promotores pTEF1 (levedura) e EM7 (bactéria) e o terminador da
transcrigdo do gene CYCT1. No vetor pPICKa houve a substituicdo do gene de resisténica para
kanamicina / G418 (Batista, 2012).
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