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RESUMO

A utilizagdo da biomassa tem se tornado uma atrativa fonte alternativa
para a produgdo de energia. A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 micro-
organismo mais utilizado na industria de fermentagédo alcodlica, porém n&o
possui atividade amilolitica. Portanto, a modificacdo genética dessa levedura
vem sendo feita para obtecdo de novas linhagens amiloliticas. O presente
trabalho teve como objetivo a construgdo de um vetor de expressdo de
proteinas heterdlogas na superficie de S. cerevisiae para coexpressar a enzima
a-amilase de Bacillus subtilis juntamente com a glicoamilase de Aspergillus
awamori na parede celular da levedura. Para ancorar as proteinas de interesse
a parede foi feita a fusdo destas com a regido C-terminal da a-aglutinina da
propria levedura, contendo a sequencia sinal para adicdo da ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPl) e as proteinas expressas na linhagem MFL.
Utilizou-se trés formas diferentes de glicoamilase, uma contendo o gene
completo (gla1), outra apenas com o dominio catalitico e a regi&o altamente O-
glicosilada (glaZ2) e uma ultima com dominio catalitico e parte da regido O-
glicosilada (gla3). Os testes de atividade mostraram que a enzima a-amilase
aderiu a parede celular, porém a maior parte da proteina produzida ainda era
secretada para fora da célula. As maiores atividades encontradas para as
construgdes contendo a-amilase fusionada a porgdo C-terminal da a-aglutinina
foi de 0,99 + 0,02 U/mL e 89,43 + 5,27 U/mL, associada a célula e no
sobrenadante, respectivamente. A secre¢dao da a-amilase para o meio de
cultura apresentou grande aumento quando fusionada a outra proteina. A
atividade observada para glicoamilase também foi maior no sobrenadante de
cultura. As trés diferentes formas de glicoamilase fusionadas a a-aglutinina n&o
apresentaram diferengas significativas de expresséo entre si. A analise do perfil
secretdério mostrou que as enzimas fusionadas encontradas no sobrenadante
de cultura apresentam a mesma massa molecular da enzima secretada sem

fusdo alguma.

Palavras chave: a-amilase, a-aglutinina, glicoamilase, &ancora de GPI,
Saccharomyces cerevisiae.

viii



ABSTRACT

Biomass has become an attractive alternative source for energy
production. The yeast Saccharomyces cerevisiae is the most used
microorganism in industrial fermentation, however it doesn’t have amylolytic
activity. Therefore, molecular engineering of this yeast have been done to
obtain new amylolytic strains. The aim of this work was to construct a vector for
expression of heterologous proteins on the cell surface of S. cerevisiae to
coexpress the a-amylase from Bacillus subtilis and the glucoamylase of
Aspergillus awamori in the yeast cell wall. To anchor the proteins to the wall,
they were fused with the C-terminal region of a-agglutinin containing the signal
sequence for addition of glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor and the
protein produced expressed in the MFL strain. We used three different forms of
glucoamylase: one containing the complete gene (gla1), another with only the
catalytic domain and the highly-glycosylated region (gla2) and the last one with
a catalytic domain and part of the O-glycosylated region (gla3). The activity
tests showed that the enzyme a-amylase was attached to the cell wall, but most
of the produced protein was secreted to the culture medium. The highest
activities found for the constructs containing a-amylase fused to the C-terminal
region of a-agglutinin was 0,99 + 0,02 U/mL and 89,43 + 5,27 U/mL, to pellet
and supernatant, respectively. The secretion of a-amylase protein was greatly
increased when fused to another protein. The activity found for glucoamylase
was also higher in the culture supernatant. The three different forms of
glucoamylase fused to C-terminal region of a-agglutinin showed no significant
differences in expression among them. The secretory analysis showed that
merged enzymes found in the culture’s supernatant presented the same

molecular mass as the enzyme secreted without any fusion.

Key words: a-amylase, a-agglutinin, glucoamylase, @GPl anchor,

Saccharomyces cerevisiae.



Introducdo
INTRODUGAO

1. CONTEXTO ATUAL

Nas ultimas décadas, com a diminuigdo das principais fontes de energia
nao renovaveis e a crescente preocupacédo em relagdo aos impactos negativos
do consumo excessivo de combustiveis fésseis ao meio ambiente, a utilizacao
da biomassa tem se tornado uma atrativa fonte alternativa para a producao de
energia (Hahn-Hagerdal, 2006; Mielenz, 2001). Adicionado a esses problemas,
a procura por fontes alternativas de energia também ¢é impulsionada pelo
aumento do preco do petroleo. A biomassa tem sido considerada como a fonte
de energia renovavel com potencial mais promissor para contribuir com a atual
demanda de energia no mundo moderno. A bioenergia, energia proveniente da
biomassa, pode ser produzida de diversas formas para diferentes aplicacgoes,
como etanol, biodiesel ou bioeletricidade (Demirbas et al., 2009).

Politicas governamentais — incentivos fiscais, financiamento de projetos,
atualizacdo de frota — tém sido um grande incentivo para o aumento da
producao de biocombustiveis em varios paises. De 2000 para 2009 a producao
de etanol no mundo teve um crescimento de 16,9 para 72 bilhdes de litros
(Sorda et al., 2010). Porém, a demanda por energia cresce de forma
exponencial. S6 no Brasil, estima-se que em 2020 a frota de veiculos leves e
motos ira dobrar seu numero atual, o0 que demandara o dobro de oferta de
combustiveis (Unica, 2012).

O etanol é obtido pela fermentacado de agucares por leveduras a partir de
matérias primas da biomassa, como a sacarose, o amido e a lignocelulose. No
Brasil, a produgao de etanol é baseada na fermentacéo do caldo de cana de
agucar, rica em sacarose; nos Estados Unidos, a principal fonte de biomassa é
o amido de milho; e, na Europa, as duas fontes sdo utilizadas (Mabee, 2007;
Otero et al., 2007). Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor de etanol
do mundo, sendo precedido apenas pelos Estados Unidos (Sorda et al., 2010).

A tabela 1 mostra a produgao de etanol no mundo nos anos de 2010 e 2011.
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Tabela 1. Produgdo mundial de etanol por pais em 2010 e 2011 em milhdes de

litros.

Continente/pais 2010 2011
América do Norte e Central 51.939,6 54.515,0
EUA 50.080,9 52.617,2
Canada 1.349,9 1,749,9
América do Sul 26.958,8 21.849,0
Brasil 26.200,9 21.097,0
Europa 4.574,9 4.419,9
Asia 2.974,9 3.367,9
China 2.049,9 2.099,9
Africa 165,0 145,0
Oceania 2499 330,1
Australia 249,9 330,1

* Dados retirados de: Renewable Fuel Association - RFA, Statistics, Annual World Ethanol
Production by Country (based on F.O. Licht estimates) (Renewable Fuel Association, 2013)

1.1 Brasil

Historicamente, o Brasil sempre esteve muito envolvido com a produgao
de cana de agucar. Porém, até 1970, essa produgcao era quase inteiramente
voltara para o mercado de agucar. Com as crises do petréleo da década de 70
(1973 e 1979), o prego do barril de petroleo aumentou mais de dez vezes,
comparando os precos antes da primeira crise e depois da segunda. A partir
desse periodo, houve um grande investimento do governo para diminuir a
dependéncia do petréleo estrangeiro. Em 1975, foi langado o Programa
Nacional do Alcool (Proélcool), que tinha como objetivo principal substituir os
combustiveis derivados do petroleo por etanol. No inicio, o programa teve
sucesso, e, em 1985, os carros a etanol ja representavam 96% das vendas do
mercado automobilistico. O programa também teve seu momento de declinio
por causa das altas taxas inflacionarias das décadas de 80 e 90, diminuindo a
vendas dos carros e os investimentos do governo (Unica, 2013-a; Mabee,
2007). A partir de 2003, houve retomada no crescimento do setor

sucroenergético apresentando uma taxa de 10,4% de crescimento ao ano. A
2
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crise de 2008 desacelerou essa taxa (Unica, 2012). A figura 1 mostra a
producgao de etanol no pais a partir de 1980.

30.000

Producgao de etanol

Figura 1. Producéo de etanol no Brasil de 1980-2011 em milhdes de litros. (Dados
retirados de: Unido da Industria de Cana de Acucar, Unicadata, Producdo por
produto (Unica, 2013-b).

Atualmente, mais de 47% de toda energia utilizada no Brasil vem de
fontes renovaveis e a cana de agucar € a segunda maior fonte de energia do
pais (18% da energia total consumida no pais). O Brasil € o maior produtor de
acucar do mundo e sua producado corresponde a 25% do total da producéao
mundial. Ja em relagdo ao etanol, o Brasil é o segundo maior produtor, sendo
responsavel pelo equivalente a 20% da produgdo mundial. Os dados s&o
satisfatorios, mas, com a evolugcdo do consumo da sociedade moderna, a
producdo devera ser aumentada e os projetos brasileiros objetivam alcangar o
patamar de maior produtor de etanol do mundo (Unica, 2012).

A producdo de etanol a partir da cana de agucar compete com o
mercado alimenticio. Como maior produtor mundial de agucar, a safra tem que
atender a demanda do mercado interno e externo. Nesse contexto, muitas
vezes a producdo de etanol fica em segundo plano. Em momentos de alta nos
precos do agucar, a safra se volta para esse mercado, diminuindo a
disponibilidade de matéria prima para producdo de etanol (Sorda et al., 2010;
Demirbas, 2011). Por esse motivo, € importante que o Brasil diversifique as
fontes de produgdo de etanol, para que nao falte matéria prima e que o
mercado do etanol n&o seja tdo afetado pelo alimenticio.



Introducdo

Nesse contexto, uma das solugdes € o etanol de segunda geragéo, ou
etanol celulésico. A producdo desse etanol tem como fontes residuos de
culturas, madeira, resinosas, residuos de celulose, herbaceos e residuos
urbanos. Essas matérias primas possuem alto potencial para geragao de etanol,
contém até 75% de celulose ou hemicelulose que podem ser extraidas e
fermentadas, ndo competem com o mercado alimenticio e ndo s&o necessarias
novas areas de plantio, entretanto, a producédo do etanol celulésico em escala
comercial ainda apresenta altos custos e esta em processo de otimizacao
(Cardona et al., 2010; Petrobras, 2013).

O presente trabalho busca oferecer uma fonte alternativa para a
producgao do etanol brasileiro: o amido. As principais fontes para a producéo de
de amido no Brasil sdo mandioca, batata, batata-doce e milho (Vilpoux, 2013).
Essas matérias primas apresentam algumas vantagens sobre a cana de agucar
para producéo de etanol. Sdo ricas em carboidratos totais, apresentando maior
concentracdo de carboidratos por unidade de matéria prima vegetal que a
prépria cana de agucar, o que significa diminuicdo consideravel do manuseio
de volumes massicos, por exemplo, 1 tonelada de cana produz 85 litros de
alcool, enquanto 1 tonelada de mandioca com 33% de amido e 2% de glicose
produz 211 litros de alcool (Cabello, 2005; Silva, 2013). No caso da mandioca,
ela é cultivada em todo territério nacional (Riva, 2013). No caso do milho, seu
cultivo se concentra nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, mas vem se
espalhando para as outras regides e em algumas localidades ocorre excedente
de producgao (Giannini, 2012). O milho apresenta a vantagem de poder ser
estocado por longos periodos, permitindo a atuagdo continua da industria,
enquanto a cana de agucar deve ser processada em pouco tempo, fazendo
com que as usinas parem nos periodos de entressafra (Giannini, 2012). No
caso da mandioca, pode-se utilizar a técnica de raspas secas ao sol, em que
ela é seca na propria propriedade rural onde foi cultivada perdendo a umidade,
dessa forma, permite a estocagem por longos periodos e reduz curstos de
transporte (Valle, et al., 2013).

A utilizacado de fontes amilaceas para a produgao de etanol ainda é mais
cara que a utilizacdo da cana de acucar, devido as etapas adicionais
necessarias para a transformagao do amido em glicose. E apesar de também
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competir com o mercado alimenticio, se relaciona a outro produto, ndo ficando
dependente das flutuacbes de um mesmo mercado consumidor. O ideal é o

uso de diversas fontes para a producao do alcool combustivel.

2. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um ascomiceto unicelular
pertencente ao Reino Fungi. E o organismo eucariético mais bem conhecido e
estudado e é bem estabelecido como modelo de célula eucaritdtica. Existem
relatos de que essa levedura ja é utilizada pelo homem ha mais de 4 mil anos
na panificacdo e fermentacdo de bebidas alcodlicas (Nevoigt, 2008; Walker,
1999).

Devido a certas propriedades, € um Otimo micro-organismo para a
engenharia genética. Apresenta crescimento rapido em meios simples e com
alta densidade celular. E um eucarioto que pode ser manipulado quase t&o
facilmente quanto a Escherichia coli (procarioto), mas ndo possui a toxicidade
dos pirdgenos da parede celular desse organismo (Romanos et al., 1992).

A S. cerevisiae € conhecida por seu grau de segurancga, status GRAS
(do inglés “Generally Regarded As Safe” que significa “geralmente considerada
segura”), o que populariza sua utilizagdo na produgdo de alimentos e
biofarmacos (Kondo & Ueda, 2004). Devido ao seu papel na industria
alimenticia e de fermentagdo, possui uma grande importancia econémica.
Também esta relacionada a produgdo de bioquimicos industrialmente
relevantes, como glicerol, propanediol, acidos organicos, esteroides, entre
outros (Nevoigt, 2008).

Atualmente, tem ganhado muita visibilidade como organismo
fermentador produtor de biocombustiveis. S. cerevisiae € relativamente
tolerante a baixos pHs e altas concentragcbdes de etanol e agucar, além de ser
bastante resistente a inibidores presentes nos hidrolisados de biomassa e ser
anaerodbica facultativa. Essas caracteristicas a tornaram o micro-organismo

mais utilizado na industria de fermentagao alcodlica (Nevoigt, 2008).
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Entretanto, essa levedura ndo possui atividades enzimaticas importantes
na produgédo de etanol a partir de outras fontes de biomassa, como amido ou
celulose, sendo incapaz de fermentar esses compostos. Entdo, para tentar
contornar esses obstaculos, a modificagdo de linhagens de S. cerevisiae
contendo enzimas de interesse vem sendo feita (Ueda & Tanaka, 2000). Mas
apenas inserir um determinado gene externo na levedura n&o garante sua
eficiente expressao, € necessario observar a dindmica com regides reguladoras,
por exemplo. Por isso, varios parametros sao estudados e otimizados para

aumentar cada vez mais a eficiéncia de expressao de proteinas de interesse.

2.1 Vetor integrativo e vetor epissomal

A insergdo de genes heterdlogos em levedura pode ser feita de duas
maneiras: (1) integracdo do DNA exdégeno no genoma do organismo
hospedeiro por um vetor integrativo ou (2) introdugdo de um vetor epissomal
contendo o DNA exdgeno na célula hospedeira. Geralmente, os dois tipos de
vetores carregam caracteristicas essenciais em comum, necessarias para o
processo de clonagem: elementos genéticos para manipulacdo em E. coli
promotores e terminadores reconhecidos pela levedura; marca de selegcao e;
sitios de restricho multiplos para clonagem. Cada vetor tem suas
caracteristicas, vantagens e desvantagens, e a escolha depende do tipo de
expressao e da proteina de interesse (Romanos et al., 1992).

A utilizacdo de vetores integrativos oferece maior estabilidade na
manutengdo do DNA exogeno durante a divisdo mitdtica, inclusive em meio
nao seletivo. O principal exemplo de vetores integrativos sdo os plasmideos
integrativos (Ylp). No geral, esses vetores s&o digeridos em um unico sitio de
restricdo em uma regido homologa ao DNA cromossomal e é integrado por
recombinacdo. Porém, o numero de copias para esse tipo de vetor €&
normalmente menor do que os numeros de vetores epissomais (Romanos et al.,
1992). Para aumentar o numero de coépias integradas, € necessario inserir o
Ylp em sequéncias de DNA presente em multiplas copias. Sequéncias

encontradas em multiplas copias no DNA de S. cerevisiae sdo as do rDNA e
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sequéncias Tyd e tém sido usadas para integracdo de DNA exdgeno em alto
numero de cépias em levedura (Lopes et al., 1989; Shuster et al., 1990).

Vetores epissomais ndo se integram no genoma e ficam dispersos no
interior da célula. Sdo exemplos de vetores epissomais: plasmideos replicativos
(YRp), plasmideos epissébmicos (YEp), plasmideos centroméricos (YCp) e
plasmideos lineares (YLp) (Nobrega, 2001 apud Borges, 2009). O YRp e YEp
sdo eficientes para clonagem de DNA exdgeno e de facil manipulagdo e
insercédo, sendo necessario menor quantidade de DNA na transformacdo. Os
mais utilizados rotineiramente entre os epissomais sdo os YEp. Esses vetores
sdo baseados no 2 uym, plasmideo natural de S. cerevisiae, e possuem uma
origem de replicacdo que se comporta como a ARS (sequéncia de replicagéo
autonoma) (Romanos et al., 1992). Podem chegar a manter 200 cépias por
genoma haploide (Broach, 1983) e apresentam uma boa estabilidade,
ocorrendo a perda de plasmideo a uma taxa de 1 em 10* por geracgéao (Futcher
& Cox, 1983).

Abaixo, tabela 2, sdo brevemente descritos os vetores epissomais e
integrativos com suas principais vantagens e desvantagens.

Tabela 2. Tipos de vetores

integrativos e epissomais e suas principais

caracteristicas. (Fonte: Nobrega, 2001 apud Borges, 2009)

Tipo de Sigla Caracteristicas Vantagens Desvantagens
plasmideo
Plasmideos Ylp A expressao a partir A informagéo € muito A frequéncia de
Integrativos destes vetores é estavel, havendo transformagéo desses
baseada na integracdo  perda de vetores é muito baixa,
da informacéo genética  aproximadamente atingindo 1 a 10
ao cromossomo da 0,1% a cada geragédo, transformantes /ug de
levedura hospedeira na auséncia da DNA
através da pressao seletiva
recombinagéo
homdloga
Plasmideos YRp Vetores Vetores ARS estao Sao mitoticamente
Replicativos extracromossomais presentes em instaveis, cerca de 20%
contendo uma multiplas copias por das células perdem seus
sequéncia de célula plasmideos a cada
replicagao autbnoma geragdo quando
(ARS), que funciona crescidas na auséncia de
como origem de presséo seletiva
replicagao
Plasmideos YEp Vetores que replicam Normalmente Sua estabilidade é um
Episs6micos autonomamente por bifuncionais e sao pouco maior do que

meio de um segmento
de plasmideos natural

mantidos em
aproximadamente
100 copias por célula

vetores ARS, atingindo
cercade 1a 10% de
instabilidade a cada
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de S. cerevisiae 2 pm

haploide

geracao

Plasmideos YCp Contém uma sequéncia Possuem segregacdo Baixo numero de copias
Centroméricos que permite a estavel mantendo-se por célula (1 a 2 cépias).
replicagao autbnoma na célula A perda desse plasmideo
na levedura e corresponde a
sequéncias aproximadamente 1% por
correspondentes as geragao
regibes centroméricas
cromossdmicas
Plasmideos YLp Contém sequéncias Apresenta boa Baixa eficiéncia de
Lineares teloméricas e estabilidade transformacao

elementos ARS para
replicagédo autdnima,
mantendo-se lineares
dentro da célula.

Apos determinar o tipo de vetor mais conveniente para expressao
heterdloga da proteina de interesse, é necessario determinar as caracteristicas
do vetor. Promotor e marca de selegcdo sdo determinantes na expressao e

selecao de clones recombinantes.

2.2 Promotores

O promotor é a regido contendo os sitios de ligacdo de fatores
relacionados a transcricdo capazes de promover a transcricdo de genes em
certo grau com eficiéncia normal e controle apropriado, sdo sequéncias
reguladoras (Lewin, 2009). Promotores induziveis sdo aqueles que necessitam
da presenca ou auséncia de um determinado fator para desencadear o
processo de transcricdo, e podem ser muito sensiveis a esse fator ou pouco
sensiveis. Ja promotores constitutivos promovem a transcricdo continua do
gene ao qual estdo associados, ndo necessitando da presenga de indutor.
Muitas dessas regides promotoras de certos genes ja foram identificadas e
isoladas, e s&o utilizadas na engenharia genética para expressao génica de
proteinas de interesse.

Entre os promotores utilizados em S. cerevisiae, estdo os regulados por
galactose e envolvidos no metabolismo desse carboidrato, os quais foram
isolados dos genes GAL1, GAL7 e GAL10. S&o os promotores mais fortemente
regulados, sendo necessarias pequenas quantidades de galactose para induzir

rapidamente a transcricdo. Porém, também sio fortemente reprimidos na
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presenca de glicose, limitando seu uso a meios sem glicose ou ocorrendo a
indugdo (com presenga de galactose) apds o consumo da glicose do meio. O
promotor do gene PHOS (fosfatase acida) é utilizado em indugdes reguladas
por fosfato inorganico, porém nao é um promotor muito forte quando
comparado aos regulados por galactose e aos da via glicolitica (Romanos et al.,
1992).

Os promotores mais utilizados na expresséo génica quando se deseja
grande produgéo sdo os da via glicolitica. Promotores constitutivos dos genes
ADH1 (alcool desidrogenase 1), PGK1 (fosfoglicerato quinase |) e GAP
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) sdo os promotores mais fortes de S.
cerevisiae (Romanos et al., 1992). Porém, descobriu-se que, mesmo
constitutivos, podem ser induzidos ainda mais com adigdo de maiores
concentragdes de glicose (Tuite et al., 1982).

O promotor PGK1 pode acumular mRNA equivalente a 5% do total
existente na célula e quando presente em um vetor com alto numero de copias,
a proteina regulada pode constituir até 50% do total de proteinas da célula
(Mellor et al., 1985). Sua regido promotora apresenta uma sequéncia upstream
de ativagédo (UAS) na posicéo -402 a -479 essencial para a expressao génica,
dois possiveis TATA box nas posi¢cbes -152 e -114, que se mostraram
dispensaveis para regulagcédo, e uma estrutura na posi¢cao de -68 a -39 comum
a todos os genes de S. cerevisiae que codificam mMRNA abundantes (Ogden et
al., 1986; Dobson et al., 1982).

2.3 Marcas de selegao

As marcas de selecdo sdo utilizadas para facilitar a separagao dos
clones que absorveram o DNA exdgeno de interesse dos demais que néo o
fizeram. Elas podem ser auxotréficas ou dominantes.

As marcas de selecao auxotréficas comumente usadas sao LEUZ2, TRP1,
URA3 e HIS3. Vetores contendo esses genes sdo inseridos em linhagens
deficientes para esses genes, ou seja, ndo produzem leucina, triptofano, uracila
e histidina, e necessitam da complementacdo auxotréfica para crescerem. A
selecao dos transformantes requer o cultivo em meio minimo sem o nutriente
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especifico que falta na linhagem e que é suprido pelo gene do vetor inserido
(Romanos et al., 1992). Algumas dessas marcas possuem variantes, como
LEU2-d e URA3-d, que consistem no promotor truncado para baixas taxas de
expressao do nutriente, o que seleciona apenas transformantes com alto
numero de cdpias na célula (Beggs, 1978; Loison et al., 1989).

Outro tipo de marca de selegdo comumente utilizada é a dominante.
Essa marca confere resisténcia a uma antibiético que é adicionado ao meio e
apenas os transformantes que contém o vetor (com o gene de resisténcia ao
antibiotico e o gene de interesse) crescem. Uma vantagem dessa marca para
manipulacdes laboratoriais € que pode ser utilizada em meios complexos.
Exemplos de marcas dominantes muito usadas sao a resisténcia aos

antibidticos G-418, higromicina B e cloranfenicol (Romanos et al., 1992).

2.4 Parede celular

A S. cerevisiae possui uma espessa parede celular (200 nm de
espessura) que representa aproximadamente 30% do peso seco da célula e é
composta principalmente de polissacarideos (85%) e proteinas (15%). Possui
uma estrutura como uma bicamada, pois sua face interna tem composi¢cao
diferente da face externa. Os componentes encontrados na parede da levedura
sdo glicose — 80% a 90% -, N-acetilglicosamina (GIcNAc) — 1% a 2% — e
residuos de manose — 10 a 20% (Nguyen et al., 1998; Kondo & Ueda, 2004).
Um esquema da parede celular de S. cerevisiae pode ser observado na figura
2.
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—> glicosilagao

—> manoproteinas

—> [-1,3-glicano
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Figura 2. Esquema da estrutura da parede celular de S. cerevisiae. Glc: residuo de
glicose; GIcNAc: N-acetilglicosamina; GPI rem.: remanescente da ancora de GPI;
ASB: ponte sensivel a pH alcalino.

[Gle-1,3-Glcl,,

[GIcNAC-1,4-GIcNAC]

Os residuos de glicose se ligam por ligagdes 3-1,3 na cadeia principal e
B-1,6 nos pontos de ramificagdo. A cadeia principal forma uma estrutura fibrilar
com uma média de 1500 unidades de glicose por cadeia, chamada de (-1,3-
glicano, onde se prendem covalentemente as cadeias de quitina, 3-1,6-glicano
e manoproteinas. Essa estrutura possui uma forma de mola que confere a
parede celular elasticidade e resisténcia a tragao (Klis et al., 2002; Lesage &
Bussey, 2006). p-1,6-glicano s&o cadeias menores, com uma media de 350
residuos de glicose por cadeia, ligadas a cadeia principal como ramificagdes
por ligacdes B-1,6. E uma estrutura amorfa e serve como um adesivo flexivel
entre as cadeias de 3-1,3-glicano e as cadeias de quitina e manoproteinas por
formar ligagdes covalentes cruzadas (Kollar et al., 1997).

Quitina € um polimero de GIcNAc, em média 100 residuos, e € o menor
constituinte da parede da levedura (1% a 2% do peso seco da célula). Formam
microfibras estabilizadas por pontes de hidrogénio que se aderem a cadeia de
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B-1,3-glicano por ligacdes B-1,4, e, quando se apresentam em estrutura
cristalina, conferem resisténcia ao alongamento da parede. No geral, estéo
mais voltadas para a face interna da parede celular (Klis et al., 2002).

As manoproteinas se encontram em grande quantidade voltadas para a
superficie externa da parede celular. Essas proteinas glicosiladas podem estar
aderidas a parede por meio de um [(-1,6-glicano, no caso de proteinas
processadas com a ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), ou por meio de um
B-1,3-glicano, no caso de proteinas presas por ponte sensivel a pH alcalino
(Lesage & Bussey, 2006).

Existem duas formas de glicosilacdo de proteinas relatadas para S.
cerevisiae: N-glicosilagdo e O-glicosilacdo. Na N-glicosilagdo, as proteinas da
parede celular, quando chegam ao complexo golgiense, recebem cadeias de
oligossacarideos com mais de 50 residuos de manose formando ligagdes N-
glicosidicas entre a GIcNAc e um residuo de asparagina. Essa cadeia
oligossacaridica recebe ainda outras pequenas cadeias, formando uma
estrutura altamente ramificada com uma média de 200 residuos de manose
(Dean, 1999). Ja na O-glicosilagao, as proteinas recebem cadeias pequenas de
5 residuos de manose formando ligagbes O-glicosidicas com a hidroxila das
cadeias laterais de um residuo de serina ou de treonina. Apesar de pequenas
cadeias de manose, proteinas da parede celular podem apresentar uma regiéo
rica em serina e treonina e o numero de cadeias O-ligadas pode ser bem alto
(Strahl-Bolsinger et al., 1999).

2.5 Linhagens industriais

Engenharia genética tem sido eficientemente aplicada a linhagens
laboratoriais de S. cerevisiae, devido ao grande conhecimento adquirido com
anos de pesquisa. Os protocolos ja sdo bem determinados e as caracteristicas
metabdlicas e moleculares bem conhecidas. Porém, processos industriais
acontecem em condi¢gdes nao estéreis, o que os tornam suscetiveis de
contaminagdo por outros organismos, e pressdes seletivas diversas dos
processos conduzidos em laboratério. Além da escala industrial ser maior do
que a laboratorial (Silva Filho et al., 2005; Wheals et al., 1999). Todas essas
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caracteristicas criam um ambiente diferente do ambiente controlado em
laboratorio, o que seleciona de forma diferente os organismos mais genética e
fisiologicamente adaptados (Silva Filho et al., 2005).

Por esse motivo, linhagens isoladas de ambientes industriais séo
robustas e melhor adaptadas a condicdes de estresse e estdo sendo mais
exploradas na otimizacdo de processos produtivos. Essas leveduras tém maior
tolerancia ao estresse fermentativo, altas temperaturas, variacbes de pressao
osmotica, ao proprio etanol e suportam baixos pHs (Silva Filho et al., 2005).
Porém, do ponto de vista molecular, linhagens industriais sdo mais complexas
e nao apresentam estabilidade em seu estado haploide, comumente aparecem
como linhagens poliploides, o que também pode ser uma vantagem se
considerar que cromossomos extras apresentam superexpressdo de genes
(Lucena et al., 2007; Pretorius, 2000).

A linhagem utilizada no trabalho, MFL, € uma linhagem semi-industrial,
pois é derivada de uma linhagem industrial modificada, a FTPT472 com o gene
LEUZ interrompido. A cepa FTPT472 foi isolada de um fermentador industrial
da Fundagao Tropical de Pesquisas Tecnoldgicas André Tosello, Campinas —
SP, Brasil (Fitzsimon, 2004).

3. IMOBILIZAGAO NA PAREDE (CELL SURFACE DISPLAY)

A imobilizacdo de proteinas heterdlogas na parede celular de micro-
organismos tem importantes aplicagdes na microbiologia, na biologia molecular
e até na industria. Esse processo aproveita o sistema de ancoragem de
proteinas localizadas na superficie celular existente nas préprias células.
Proteinas especificas dos micro-organismos ficam aderidas a superficie das
células, onde exercem suas fungdes, e podem ficar contidas em um dominio
em particular (Ueda & Tanaka, 2000-b). Esse método utiliza a regido
ancoradora ou sinalizadora dessas proteinas para expressar outras proteinas
de interesse imobilizadas na parede celular.

A utilizacdo dessa técnica foi primeiramente relatada por Scott e Smith

(1990), quando provaram que peptideos podiam ser fusionados a proteinas de
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acoplagem em fago filamentoso sem afetar sua capacidade de infeccdo em
Escherichia coli. Essa descoberta possibilitou que mais tarde Chiswell e
McCafferty (1992) desenvolvessem um sistema de imobilizagdo de peptideos
em fago para isolar ligantes, antigenos e anticorpos especificos de bibliotecas
complexas.

Com interesse em imobilizar peptideos maiores, o uso do fago nao era o
mais adequado. Assim, buscaram micro-organismos com capacidade de exibir
proteinas maiores e um maior numero delas. Muitos trabalhos comegaram a
ser relatados utilizando a superficie bacteriana como suporte para imobilizagcao
(Georgiou et al., 1993).

Com a intencéo de introduzir a técnica a processos industriais aplicados
a alimentos, bebidas alcoodlicas e farmacos, buscou-se um micro-organismo ja
conhecido e seguro (Kondo & Ueda, 2004). Por ja ser usada na producgéo
alimenticia e farmacéutica, a S. cerevisiae mostrou-se o micro-organismo mais
adequado para tal proposito. Também se apresentou como boa hospedeira
para o desenvolvimento do sistema de expressao na superficie celular (Ueda e
Tanaka, 2000). Um grande numero das mais diferentes proteinas ja foram
eficientemente aderidas a parede celular dessa levedura, proteinas de 0,93 a
136 kDa, e, em muitos casos, ja foram imobilizadas 10* a 10° moléculas por
célula, a tabela 3 lista proteinas e peptideos ja imobilizados na parede celular
(Kondo & Ueda, 2004; Ueda & Tanaka, 2000-b).

Tabela 3. Proteinas e peptideos que ja foram imobilizados na superficie celular da
levedura e seu tamanho.

Proteina e peptideos Massa molecular (kDa)

Sistema da a-aglutinina

Glicoamilase de Rhizopus oryzae 62
a-amilase de Bacillus stearothermophilus 59
a-amilase de Streptococcus bovis 57
B-glicosidase de Aspergillus aculeatus 136
Endoglicanase de Trichoderma reesei 42

Celobiohidrolase de Trichoderma reesei -
Lipase de Rhizopus oryzae 30
Endoxilanase de Trichoderma reesei -

B-xilosidase de Asperqgillus oryzae -
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GFP de Aequorea victoria 27
BFP 27
ECFP 27
EYFP 27
Apoaequorin 21
Hexa-His 0,93
Zz 14
Fragmento de anticorpo (Fab) 50
Sistema da a-aglutinina

Anticorpo de cadeia simples 27-30
Receptor de célula T de cadeia simples 26-28

Regido C-terminal da Flo1p

Glicoamilase de Rhizopus oryzae 62

EGFP 27
Dominio funcional de floculagédo da Flo1p

Lipase de Rhizopus oryzae 30

EGFP 27

* Fonte: Kondo & Ueda (2004) com modificagdes.

Imobilizacdo de proteinas na parede celular € util para separacédo de
peptideos produzidos, vacinas vivas, produc¢ao de biocatalisadores microbianos
imobilizados, bioconversado, biorremediagcdo, adesio celular, reconhecimento
molecular, entre outros. Podem expor enzimas para bioconversao, anticorpos e
receptores proteicos para bioseparacgao, fatores de reconhecimento de células,
antigenos ou proteinas funcionais (Kondo & Ueda, 2004; Ueda & Tanaka,
2000-b).

O uso dessa técnica também tem-se mostrado efetivo na redugao dos
custos de producdo do etanol, inclusive custos energéticos por ser eficiente na
fermentacdo com menor temperatura de cozimento (Shigechi et al., 2004-a). A
imobilizacdo das enzimas na superficie celular facilita a captacao, pela
levedura, da glicose liberada pela agdo da enzima e evita gastos com etapas
de purificagdo enzimatica, ja que a proteina esta aderida a célula e nio livre no
meio onde se encontram os produtos de interesse (Ueda & Tanaka, 2000-b).
Também é relatado que a imobilizagdo aumenta a estabilidade da proteina
expressa em relagao a sua forma livre e permite a reutilizacdo das enzimas que
nao sao descartadas ja que estao aderidas a parede (Corcoran, 1985; Baynum,
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1980). Além disso, as enzimas s&o regeneradas pela propria levedura,
ocorrendo a reciclagem da proteina — aumentando a vida util do sistema (Ueda
& Tanaka, 2000-b; Kondo & Ueda, 2004).

A imobilizagdo genética de proteinas na superficie celular apresenta
vantagens sobre outros métodos de imobilizagdo, como a covalente e a por
interacao ibnica. No método covalente, as proteinas se aderem por meio de
ligacbes fortes e muito resistentes, porém existem muitos problemas para se
determinar as condi¢cbes da reagao de imobilizagdo, devido a mudangas que
podem causar na estrutura das proteinas quebrando a ligagdo. Ja a
imobilizagao por interagédo ibnica é menos prejudicial para a estrutura e fungéo
das proteinas, mas é mais facilmente dissociavel. O método genético é capaz
de superar esses problemas, a proteina de interesse fica aderida a parede
covalentemente e € naturalmente imobilizada (Ueda & Tanaka, 2000-b).

Muitas proteinas encontradas na parede da levedura sdo aderidas pela
adicdo de uma ancora de (dlicosilfosfatidilinositol (GPIl), que é ligada
covalentemente a superficie celular. Proteinas como as aglutininas (Agalp e
Agalp), Flo1p, Sed1p, Cwplp, Cwp2p, Tip1p/Srp1p sdo manoproteinas
aderidas a parede celular da levedura por meio da ancora de GPI (Lipke et al.,
1989; Watari et al., 1994; Hardwick et al., 1992; Van Der Vaart et al., 1995).
Essas manoproteinas podem ser usadas na imobilizagdo genética de
peptideos na superficie da célula, porém, os sistemas mais conhecidos e
utilizados s&o o das aglutininas e o da floculina (Van Der Vaart et al., 1997;
Kondo & Ueda, 2004).

3.1 Ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)

A ancora de GPI é encontrada com estrutura bem preservada em muitas
proteinas de superficie celular em varios organismos eucarioticos, desde
protozoarios até mamiferos (Homans et al., 1988; Ueda & Tanaka, 2000-b;
Dustin et al.,, 1987). A regido ativa da proteina & covelentemente ligada a
ancora por sua por¢cao C-terminal, e a ancora se prende a membrana por meio

de interagcbes hidrofébicas entre os lipidios, o que permite uma associacao
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estavel da proteina a superficie celular, como mostra a figura 3 (Ueda &
Tanaka, 2000-b).

Proteina
rlm
H2
EH Ponte de
S °  etanolamina
i fosfato Inosiltol
?e OH
Ri-2Mana1-2Mana 1~ 6\
Man a 1- 4GIcNH2a 1-0 OH
R27 ?
Glicano

> Membrana plasmatica

Figura 3. Estrutura da ancora de GPI intermediando a ligagdo entre proteina e
membrana plasmatica. Man: manose; GIcNH,: glicosamina. (Fonte: Ueda & Tanaka,
2000-b)

A proteina é traduzida no reticulo endoplasmatico (RE) e, apds o termino
desse processo, permanece presa a membrana do RE por uma sequéncia C-
terminal hidrofobica. Uma enzima, presumivelmente uma transamidase, cliva a
sequéncia C-terminal hidrofébica em um residuo de glicina, denominado sitio w
(localizado nos ultimos 40 aminoacidos da proteina), e substitui essa sequéncia
pela ancora de GPI. A proteina continua voltada para o lumen do RE e presa a
membrana, mas agora pela &ncora de GPI (Ueda & Tanaka, 2000-b).

Com a continuacao da via de secrecao, a proteina é transferida para as
cisternas do complexo golgiense e depois para a vesicula de secrecdo. Esta
vesicula se fusiona a membrana plasmatica, expondo a proteina para o exterior
da célula (Schekman, 1992). Da membrana plasmatica, ela é transferida para a
parede celular por uma enzima fosfatidilinositol fosfolipase C especifica (PI-
PLC) pela adigdo de um (31,6-glicano a ancora de GPIl remanescente, uma
etanolamina-POg-oligomanosideo. Esse processo € dependente da ancora de
GPI, e s6 ocorre se a proteina estiver ligada a essa ancora (Lu & Lipke, 1994;
Lesage & Bussey, 2006). Dessa forma, a proteina fica exposta na superficie
externa da parede celular da levedura.
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3.2 Sistema das aglutininas

As aglutininas (a-aglutinina ou a-aglutinina) sdo manoproteinas
encontradas na superficie externa da parede celular da S. cerevisiae. S&o
ativadas na adesdo sexual, cada ceélula haploide possui um tipo de aglutinina,
uma complementar a outra, e medeiam a adesado célula-célula durante o
acasalamento (Zhao et al., 2001; Lipke & Kurjan, 1992). Células do tipo a
expressam a-aglutininas e células do tipo a produzem a-aglutininas.

A a-aglutinina possui apenas uma subunidade codificada pelo gene
AGa1 (Lipke et al., 1989), que interage com a subunidade de ligacdo da a-
aglutinina (Aga2p), esta ultima formada por duas subunidades ligadas por
pontes dissulfeto, uma maior (Aga1p) e outra menor (Aga2p), codificadas pelos
genes AGA1 e AGA2, respectivamente (Roy et al., 1991; Cappellaro et al.,
1991). Tanto a a-aglutinina como a subunidade maior da a-aglutinina sao
compostas por uma sequéncia sinal para secre¢do, uma regido ativa, uma
regido suporte rica em residuos de treonina e serina e uma sequéncia sinal
para adicdo da ancora de GPI (Roy et al., 1991; Lipke et al., 1989), a estrutura
da a-aglutinina € mostrada na figura 4.

aé’\(«r"o
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50 20 uéﬂd\e cof e
S(’,O\\)e Sec‘e(, r)eQ 3o an
1 2 Regido ativa 3:'“ Regido rica em Ser/Thr 62'8 Gﬁo (residuos de aminodcidos)
|
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Figura 4. Estrutura da a-aglutinina. Setas: localizagcao do sitio w. (Fonte: Ueda &
Tanaka, 2000-b)

Ao se fusionar proteinas heterdlogas a regido C-terminal da a-aglutinina
juntamente com a sequéncia sinal para ancora de GPI, aproximadamente 320

residuos de aminoacidos, € possivel expressa-las na superficie externa da
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parede celular (Ueda & Tanaka, 2000; Murai et al, 1997). No caso da a-
aglutinina, a proteina heter6loga é fusionada a porgdo N-terminal da
subunidade menor (AgaZ2p), aproximadamente 69 residuos de aminoacidos,
que contém o dominio para formagao das pontes dissulfeto com a subunidade
maior (Agalp), que esta aderida a célula pela ancora de GPI (Boder & Wittrup,
1997). O uso da a-aglutinina para imobilizagdo de proteinas de interesse na

parede celular é o mais comum (Kondo & Ueda, 2004).

3.3 Sistema da floculina

A floculina (Flo1p), proteina semelhante a lectina, sdo manoproteinas
localizadas na face externa da parede celular de S. cerevisiae. Desempenha
um importante papel na floculagdo, reconhecendo e aderindo reversivelmente a
componentes da parede de outras células, como a-manose e outros

carboidratos, formando flocos de células (Teunissen et al., 1993).

A Flo1p é codificada pelo gene FLO1 e é formada por uma sequéncia
sinal para secre¢ao, um dominio funcional de floculacdo, sequéncia sinal para
adicdo da ancora de GPlI e um dominio de ancoragem na membrana
(Teunissen et al., 1993; Watari et al., 1994). E uma proteina grande e pode
atravessar todo o comprimento da parede celular com uma regido repetitiva de
1200 residuos de aminoacidos (Watari et al., 1994).

Existem duas formas de imobilizar enzimas na parede celular utilizando
a estrutura da Flo1p: pelo sistema da ancora de GPI e pelo dominio funcional
de floculagéo. Pela ancora de GPI, a proteina heterdloga é fusionada a um dos
seis fragmentos da regido C-terminal da Flo1p, todos contendo a sequéncia
sinal para adigdo da ancora. A diferengca entre os seis fragmentos € o
comprimento da ancora (42, 102, 146, 318, 428 e 1326 residuos de
aminoacidos) escolhido de acordo com as caracteristicas da proteina de
interesse (Sato et al.,, 2002). O sistema do dominio funcional de floculag&o
utiliza a regido N-terminal da Flo1p, que contém o dominio, para fusionar a

proteinna heteréloga. Quando expressa, a proteina de interesse ficara aderida
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a superficie da célula pela interagdo ndo covalente do dominio funcional de

floculagéo aos carboidratos da parede celular (Matsumoto et al., 2002).

4. AMILASES

O amido é um polissacarideo de reserva vegetal, amplamente
encontrado em batata, milho, arroz, trigo, mandioca, entre outras fontes. Pode
ser encontrado como dois tipos de polimero de glicose, a amilose e
amilopectina. A primeira € formada por longas cadeias nao ramificadas de
unidades de D-glicose, sendo constituida exclusivamente por ligagdes
glicosidicas a1,4. A amilopectina se apresenta altamente ramificada, sendo
formada por ligagdes glicosidicas a1,4 entre as unidades de glicose e ligagbes
a1,6 nos pontos de ramificagao (Nelson & Cox, 2002).

Industrialmente a hidrélise acida foi muito utilizada para quebra do amido,
pois a ligacdo glicosidica ndo é estavel a pHs baixos. Nas ultimas décadas,
esse processo tem sido cada vez mais substituido ou combinado a hidrolise
enzimatica (van der Maarel et al., 2002).

Varias enzimas atuam na quebra das ligagbes glicosidicas do amido, e,
no geral, sdo chamadas de amilases. Essas enzimas s&o divididas em quatro
grupos (van der Maarel et al., 2002):

1) endoamilases: clivam as ligagbes a1,4 internas da cadeia de amido
de forma aleatdria (por exemplo: a-amilases);

2) exoamilases: hidrolisam apenas as ligagdes a1,4 externas da cadeia
(por exemplo: B-amilases) ou as ligacdes a1,4 e a1,6 externas da cadeia (por
exemplo:  amiloglicosidades/glicoamilases e  a-glicosidadeses), nas
extremidades n&o redutoras;

3) desramificadoras: hidrolisam apenas as ligagées a1,6 nos pontos de
ramificagédo (por exemplo: isoamilases e pululanases);

4) transferases: cliva a ligacdo a1,4 da molécula doadora e transfere
parte dessa molécula para um receptor glicosidico, formando uma nova ligagcéo
glicosidica, ou uma ligacado a1,4 (por exemplo: amilomaltases e cliclodestrina
glicosiltransferases) ou ligagdo a1,6 (por exemplo: enzima de ramificagcdo).
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Amilose e amido em gréanulos s&o insoluveis em agua, ao contrario da
amilopectina. Para solubilizar essas formas de amido é necessario aquecer a
mistura (amido e agua) a altas temperaturas. Na industria de fermentag&o
alcodlica, a solucdo de amido é aquecida de 100°C a 175°C até que os
granulos inchem de forma irreversivel, nesse momento a amilose comecga a se
espalhar na solugdo, aumentando a viscosidade da mistura. Os granulos se
separam, aumentando ainda mais a viscosidade, até a formacdo de um gel
elastico. Esse processo € chamado de gelatinizagdo (van der Maarel et al.,
2002).

As a-amilases (endoamilases) sdo adicionadas assim que o amido é
solubilizado, e a temperatura é mantida a 95°C por 90 minutos, ocorrendo a
liquefagéo do gel de amido-agua. Em seguida ocorre a sacarificagdo, em que o
hidrolisado de amido € convertido ao produto desejado, no caso, glicose, pela
glicoamilase e o processo leva cerca de 50 a 60 horas. A partir de ent&o
comeca a fermentagdo propriamente dita, onde o caldo de glicose produzido é
usado para inoculo da levedura, que converte glicose em etanol (van der
Maarel et al., 2002).

O presente trabalho foi desenvolvido com a utilizagdo das enzimas

amiloliticas a-amilase e glicoamilase, que ser&do melhor abordadas a seguir.

4.1 a-amilase

As enzimas a-amilases, ou 1,4-a-D-glicano 4-glicanohidrolases (EC
3.2.1.1), hidrolisam as ligacdes a1,4 das cadeias de amilose ou amilopectina e
sdo incapazes de hidrolisar ligagées a1,6 nos pontos de ramificagdo. Sdo uma
classe de endoamilases caracterizadas por atuar em varios pontos da cadeia
de amido para liberagéo de oligossacarideos com configuragédo a e a-dextrinas,
sem necessidade de extremidades nao redutoras livres (Moraes, 2004; Liu et
al., 2010). As a-amilases sdo utilizadas em uma extensa variedade de
processos industriais, como, processamento do amido, panificagao, producao
de cerveja, de alcool, de papel, de detergente, entre outros (Sivaramakrishnan
et al., 2000).
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Muitas dessas enzimas sdo termoestaveis e suportam temperaturas
acima de 60°C, o que € uma vantagem para utilizagdo industrial, ja que muitos
processos sdo conduzidos a temperaturas altas. As a-amilases termoestaveis
possuem temperatura 6tima entre 60°C e 100°C, dependendo do micro-
organismo da qual é produzido (Prakash & Jaiswal, 2010).

No geral, a-amilases s&o formadas por uma subunidade constituida de
trés dominios: A, B e C. O dominio A é o dominio catalitico e consiste em um
barril N-terminal (B/a)s, chamado barril TIM, que conecta os outros dois
dominios. Essa estrutura possui quatro regides altamente conservadas e
relacionada ao sitio ativo de todas as a-amilases. O dominio B é bem variado
entre as a-amilases, é ele que forma grande parte da fenda de ligagdo ao
substrato e presume-se ter influéncia na especificidade a diferentes substratos.
O dominio C consiste nos residuos de aminoacidos da regido C-terminal ligado
ao dominio A (Sivaramakrishnan et al., 2006; Prakash & Jaiswal, 2010; van der
Maarel et al., 2002).

As a-amilases sdo produzidas por uma grande quantidade de seres
vivos, sendo encontradas em plantas, animais e micro-organismos. Dentre
essas, as mais utilizadas na industria sdo as de origem bacteriana e fungica,
devido ao menor tempo e espago necessario para produgao, facilidade na
modificagdo e otimizagcdo dos processos (Prakash & Jaiswal, 2010). Entre as
bactérias, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis e
Bacillus amyloliquefaciens sao bons produtores de a-amilase e suas enzimas
sdo amplamente aplicadas a processos biotecnologicos (Sivaramakrishnan et
al., 2006; Prakash & Jaiswal, 2010).

A a-amilase de B. subtilis, codificada pelo gene amyE, € a utilizada
nesse trabalho, porém em uma forma reduzida da proteina. Em estudos
anteriores, notou-se que a a-amilase isolada por Souza (1986) ndo possuia a
regido codificadora dos ultimos 171 aminoacidos quando comparada a proteina
original. Essa porgéo havia sido substituida por uma sequéncia codificadora de
33 residuos de aminoacidos sem nenhuma relagdo com a proteina nativa
(Valencia, 1990). Por manter a parte funcional intacta e apresentar alta
atividade hidrolitica sobre o amido soluvel, a proteina truncada continuou a ser

utilizada em trabalhos subsequentes.
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No trabalho de Marco et al. (1996), essa a-amilase reduzida de B.
subtilis foi expressa em E. coli, purificada e caracterizada. Foi determinado que
a atividade maxima da enzima é alcancada com pH 6,5 a uma temperatura de
50°C. A proteina truncada foi ainda expressa em outros miro-organismos, em B.
subtilis (Souza, 1986), Xanthomonas campestris (Stripecke, 1988), Bacillus
amyloliquefaciens (Grael, 1989), S. cerevisiae (Moraes et al., 1995) e em
Pichia pastoris (Arruda, 2008; Oliveira Neto, 2012).

4.2 Glicoamilase

As glicoamilases (GA), ou 1,4-a-D-glicano glicohidrolases (EC 3.2.1.3),
sdo capazes de hidrolisar ligagbes a1,4 da cadeia principal do amido e ligagdes
a1,6 nos pontos de ramificagdo. Elas atuam na extremidade n&o redutora do
amido ou de oligossacarideos e liberam mondmeros de glicose (Evans et al.,
1990; Moraes, 2004). Essas enzimas sdo comercialmente importantes na
fermentacdo alcodlica e na producdo de glicose, e as mais utilizadas
comercialmente sdo as de origem fungica (Sauer et al., 2000).

A GA de Aspergillus niger possui a mesma estrutura primaria da GA de
Aspergillus awamori, compartilham, assim, muitas caracteristicas (Nunberg et
al., 1984; Boel et al., 1984). A sequéncia completa da glicoamilase desses
organismos contém um dominio catalitico, um dominio de ligagdo ao amido e
uma regido altamente O-glicosilada que conecta esses dois dominios. O
dominio catalitico é formado por um barril (a/a)s (aminoacidos 1 a 440) e uma
regidao C-terminal que envolve esse motivo (aminoacidos 441 a 471). Essa
regido C-terminal também constitui a parte N-terminal da regido altamente O-
glicosilada (aminoacidos 441 a 512), regi&do rica em serina e treonina.
Aproximadamente, os ultimos 30 residuos de aminoacidos dessa porgao
(aminoacidos 482 a 512), parte que conecta com o dominio de ligagdo ao
amido, sdo altamente O-glicosilados. O dominio de ligagdo ao amido
(aminoacidos 513 a 616) consiste em uma estrutura de barril B retorcido, com
dois sitios de ligacdo ao amido em lados opostos do topo do dominio
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(Svensson et al., 1983; Sauer et al., 2000). Um esquema dos dominios da
proteina € mostrado na figura 5.
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Figura 5. Esquema dos dominios da glicoamilase completa: dominio catalitico
(440 aa), regido altamente O-glicosilada (72 aa) e dominio de ligagdo ao amido
(104 aa).

Ainda ndo se sabe exatamente a funcdo da regido altamente O-
glicosilada, acredita-se que ela tenha importancia na estabilidade, secrecdo e
digestdo do amido cru. O sucesso da expressédo heter6loga da GA fungica é
altamente depende do padréo de glicosilagdo do micro-organismo hospedeiro
(Fierobe et al., 1997; Evans et al., 1990).

Essa enzima pode ser expressa de duas formas no fungo de origem: 1)
GAl, que é a sequéncia completa e 2) GAll, que € a sequéncia sem o dominio
de ligacdo ao amido. Apesar de GAIll ndo ter o dominio de ligagdo ao amido, é
uma enzima com atividade normal e € capaz de hidrolisar substratos soluveis.
As duas formas s&o codificadas pelo mesmo gene com diferente
processamento pos-transcricional (Svensson et al., 1982).

Nesse trabalho é utilizada a GA de A. awamori. Essa enzima é
codificada pelo gene glaA. Alcanga o 6timo de atividade na temperatura entre
55°C a 60°C e pH 4,5 (Allen et al., 1998; Fierobe et al., 1997; Fang & Ford,
1998).

4.3 Coexpressao da a-amilase e da glicoamilase

A agao conjunta da a-amilase e da glicoamilase tem grande importancia
na otimizagdo da utilizagdo do amido do meio. Por ser uma exoamilase, a
glicoamilase age mais rapidamente em um substrato ja previamente hidrolisado,

por isso, a necessidade de se pré-tratar o amido com uma endoamilase. Ja as
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a-amilases sdo importantes na hidrélise inicial do amido por serem
endoamilases, atuando em varios pontos da cadeia para liberacdo de
oligossacarideos, sem necessidade de extremidades n&o redutoras livres, e
dessa forma aumentam a quantidade de extremidades nao redutoras
existentes no meio para atuagcdo da glicoamilase (Moraes, 2004). A figura 6

ilustra a atuagao conjunta dessas enzimas.
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Figura 6. Esquema da atuacdo conjunta da a-amilase e da glicoamilase e os
produtos da hidrélise de cada enzima. Linha cheia: ligacdes a1,4; linha tracejada:
ligagbes a1,6; figuras brancas: residuos de glicose com extremidades redutoras
livres.

Alguns trabalhos mostram o beneficio da hidrélise do amido ser feita
com as duas enzimas em conjunto. Murai et al. (1999) registraram crescimento
mais rapido dos clones coexpressando as duas enzimas em meio contendo
amido como unica fonte de carbono. Shigechi et al. (2004-b) mostraram que
clones expressando as duas enzimas produziram etanol de forma eficiente
enquanto clones contendo apenas uma das duas enzimas quase nao

produziram etanol.
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A imobilizacdo de enzimas €& uma técnica utilizada para o
desenvolvimento de colunas de transformagao onde o substrato soluvel entra
por uma extremidade e o produto sai pela outra extremidade. Nesses sistemas
o produto € raramente contaminado com as enzimas diminuindo as etapas de
purificacao.

Pereira et al. (2002) apud Moraes (2004) demonstrou que ao imobilizar a
a-amilase purificada em capilares de vidro aumentou-se a estabilidade da
enzima e que esta foi reutilizada por 45 dias, além de hidrolisar o amido em
menor tempo que no processo convencional com a enzima em solugdo. Esse
teste mostra a potencialidade da utilizagdo de enzimas imobilizadas, e, no caso
do presente trabalho, pretende-se ainda imobilizar as enzimas amiloliticas na
parede celular da S. cerevisiae, que além dessas vantagens, mantem o
sistema em constante renovacao, pela prépria levedura, e ndo necessita de
etapas de purificacdo enzimatica.

O presente trabalho procura o melhoramento dessa técnica de
imobilizacdo de enzimas na parede celular da levedura para aperfeicoar a
produgcdo de etanol a partir de amido. Para isso, testa enzimas que
apresentaram boas atividades hidroliticas de origens diferentes das ja
utilizadas em outros trabalhos. Além disso, também é utilizada uma linhagem
de S. cerevisiae nao usada ainda, a MFL, que é uma boa secretora e boa
produtora de etanol.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

* Construgao de um vetor para expressdo das enzimas recombinantes o-
amilase e glicoamilase imobilizadas na parede celular da levedura S.

cerevisiae.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Construgado da fusédo génica entre a regido correspondente a porgéo C-
terminal da a-aglutinina com o gene da a-amilase de Bacillus subtilis
truncado ou com o cDNA da glicoamilase de Aspergillus awamori,

* Clonagem de cada uma das construgdes em vetor de expresséo e
inser¢cao em células da linhagem MFL de S. cerevisiae;

* Selecdo dos transformantes apresentando halos de hidrdlise de amido
em placa;

* Dosagem da atividade amilolitica associada as células e no

sobrenadante em meio liquido.
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1. MATERIAL

Material e Métodos

MATERIAL E METODOS

1.1 Micro-organismo

Bactérias

Escherichia coli XL10-GOLD (Stratagene): endA1 ginV44 recA1 thi-1
gyrA96 relA1 lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tetR F'[proAB
laclqZAM15 Tn10(TetR Amy CmR)].

Leveduras

Saccharomyces cerevisiae linhagem MFL: Apresenta o gene LEUZ2 da

linhagem industrial FTPT472 interrompido (leu2), que permite a selegéo

auxotrofica com leucina (Fitzsimon, 2004).

Saccharomyces cerevisiae linhagem CENPK2: MATa/a ura3-52/ura3-52,
leu2-3,112/leu1-2,112; trp1-289/trp1-289; his3A1/his3A1; MAL2-8°/MAL2-8%;

SUC2/SUC2.

1.2 Enzimas

Enzimas de restri¢ao

Tabela 4. Enzimas de restrigao utilizadas.

Enzima Sitio de Tampao Temperatura de Procedéncia
clivagem incubacéo

EcoRI GMAATTC NEB Buffer 37°C New England
EcoRI Biolabs

Hindlll AMAGCTT NEB 2 Buffer 37°C New England
Biolabs

Bglll ANGATCT NEB 3 Buffer 37°C New England
Biolabs

Enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs).

28



Material e Métodos

RNase A:
RNase A (DNase-free) 10 mg/mL
Acetato de sédio pH4,8 50 mM

Fervida em banho-maria por 10 minutos.

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific).

Enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen).

1.3 Marcadores moleculares

Marcadores de DNA:
* Marcador AEcoRI/HindIll (ver em Anexo 1 figura 36);
* Marcador 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs). (ver em
Anexo 1 figura 37)

Marcadores de proteina:
e Marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo
Scientific). (ver em Anexo 1 figura 38)

1.4 Kits

Purificacao de banda do gel de agarose
* Kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen).

MINI PREP para sequenciamento
e Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega).

Purificacao de produto de PCR
* Kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).
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Dosagem de glicose
* Kit glicose monoreagente (Bioclin).

1.5 Ferramentas de bioinformatica

Busca de sequéncias: GenBank (NCBI) - <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>

Analise de restri¢ao: NEBcutter V2.0 -
<http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php>

Alinhamento de sequéncias: BLAST (NCBI) —
<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>

Obtencdao de sequéncia complementar e/ou reversa: Molecular

Toolkit — <http://www.vivo.colostate.edu/molkit/index.html|>

Analise de sequenciamento:
<http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html>

Analise de eletroferogramas: Programa Chromas Lite versdo 2.01,
Technelysium Pty Ltd.

Analises estatisticas: Programa SPSS 20.0

1.6 Oligonucleotideos

Todos os oligonucleotideos listados abaixo foram sintetizados pela IDT

(Integrated DNA Technologies, Inc. - EUA).

1.6.1 Oligonucleotideos utilizados para a—amilase:

Os oligonucleotideos apresentados na tabela 5 foram desenhados com

base na sequéncia do gene amyE de B. subtilis (n° de acesso no GenBank:
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K00563). Os sitios de EcoRI e Hindlll, adicionados a sequéncia da a—amilase,

aparecem sublinhados, em azul € mostrado o cédon de iniciagdo e em laranja é

mostrado o codon de terminagao da tradugao.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do gene da a-amilase.

Oligonucleotideo Sequéncia 5°-3’ Diregao Funcgao
AMYF GCGAATTCGAAGCTTATGTTTGAAAAACGATTCAAA  Foward Para amplificacido e sequenciamento
EcoRl  Hindll de todos os clones contendo o gene
da a-amilase
AMYR CTGAATTCATTGAAAGAATGGACTGCCCC Reverso Para amplificagdo e sequenciamento
EcoRI dos clones com o gene da a-amilase
fusionado ao gene da a-aglutinina

AMYSTOP CTGAATTCTCAATTGAAAGAATGGACTGCCCC Reverso Para amplificagdo e sequenciamento

EcoRlI do clone secretor de a-amilase

1.6.2 Oligonucleotideos utilizados para glicoamilase:

Os oligonucleotideos desenhados com base na sequéncia do cDNA do

gene glaA de A. awamori (n° de acesso no GenBank: K02465) sdo mostrados

na tabela 6. Os sitios de EcoRl e Hindlll aparecem sublinhados e em azul &

mostrado o codon de iniciagao da tradugao.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do gene da glicoamilase.

Oligonucleotideo Sequéncia 5°-3’ Diregao

Funcao

GLAF GAATTCGAAGCTTATGTCGTTCCGATCTCTACTC Foward
EcoRl Hindlll

GLAR1 GAATTCCCGCCAGGTGTCAGTCACCGT Reverso
EcoRl

GLAR2 GAATTCGGTGGGAGTGGTACAGGAGGT Reverso
EcoRI

GLAR3 GAATTCAGTGGGGGTAGCCGTCGTAGT Reverso
EcoRI

Para amplificagdo e sequenciamento
de todos os clones contendo o cDNA
da glicoamilase
Para amplificagdo e sequenciamento
do ponto final do fragmento gla1 do
cDNA da glicoamilase
Para amplificagdo e sequenciamento
do ponto final do fragmento gla2 do
cDNA da glicoamilase
Para amplificagdo e sequenciamento
do ponto final do fragmento gla3 do
cDNA da glicoamilase
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1.6.3 Oligonucleotideos utilizados para a—-aglutinina:

Os oligonucleotideos apresentados na tabela 7 foram desenhados com

base na sequéncia do gene AGa1 de S. cerevisiae (Lipke et al., 1989). Os sitios

de EcoRl e Hindlll adicionados aparecem destacados.

Tabela 7. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo e sequenciamento da

porcao final do gene da a-aglutinina.

Oligonucleotideo Sequéncia 5°-3’ Diregao Funcao
alfaGF GAATTCAGCGCCAAAAGCTCTTTTATC Foward  Para amplificagdo e sequenciamento
EcoRlI de todos os clones contendo o gene
de interesse fusionado a porgéo final
da a-aglutinina
alfaGR AAGCTTTTAGAATAGCAGGTACGACAAAAG Reverso Para amplificagdo e sequenciamento
Hindlll dos clones contendo o fragmento de
975 pb da a-aglutinina
Aglut-1 TAGAATAGATACTGGTTTGTGCA Reverso Para sequenciamento da porgéo
final da a-aglutinina
Aglut-3 ATGTATTAGATGTTGGCACAGA Reverso Para sequenciamento da porgéo
final da a-aglutinina
AGLUT-R CAAGCTTTGATTATGTTCTTTCTATTT Reverso  Para sequenciamento do fragmento
Hindlll de 1,4 kb da a-aglutinina
1.7 Vetores
Tabela 8. Vetores utilizados em E. coli e S. cerevisiae.
Vetor T‘Ilpe?o?e Tamanho Caracteristicas Origem Observagoes
pGEM®-T Vetor de 3,0 kb Vetor de clonagem de produto Promega Ver em anexo 2
clonagem de PCR com a-tailing figura 39
plJ2925 Vetor de 2,7 kb Vetor de clonagem com gene Janssen & Bibb Ver em anexo 2
clonagem de resisténcia a ampicilina (1993) figura 40
YEp351PGK Vetor de 7,5 kb Gene de selegdo dominante Moraes et al. (1995) Ver em anexo 2
expressao (ampicilina) e auxotroéfica figura 41
em levedura (LEU2)
pABC1 Vetor de 9,7 kb Contém o gene da a-amilase Souza (1986) Ver em anexo 2
expresséo reduzida de B. subtilis clonado figura 42
em bactéria
pPG Vetor de 9,4 kb cDNA da glicoamilase clonado  Moraes et al. (1995) Ver em anexo 2
expressao no vetor YEp351PGK figura 43
em levedura
pPB-G Vetor de 10,9 kb Gene da a-amilase e o cDNA Moraes et al. (1995) Ver em anexo 2
expresséo da glicoamilase clonados no figura 44
em levedura vetor YEp351PGK
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1.8 Meios de cultura

1.8.1 Meios de cultura para bactéria

e Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2 com solugdo de NaOH e esterilizado

por autoclave.

e Meio LB-Agar

Meio LB adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

* Meio SOB (para preparo de célula competente)

Triptona 2% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,06% (p/v)
KCI 0,05% (p/v)
MgCl, 10mM
MgSO4 10mM

O meio foi autoclavado, com excegéo das solu¢des de MgCl, e do
MgSO,4, que foram feitas em separado e adicionadas ao meio
apos a esterilizagdo. A solugédo contendo 1 M de MgCl, e 1 M de

MgSOQO; foi esterilizada por filtragdo com membrana de 0,22 pym.
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1.8.2 Meio de cultura para levedura

e Meio YPD (Meio extrato de levedura peptona glicose)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

O meio foi esterilizado por autoclave.

* Meio YPD-agar
Meio YPD adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

e SD (Meio minimo com glicose)

YNB 20x 1x
Tampéao Asp-Glu pH 5,5 20x 1x
Glicose 20% (p/v) 2% (p/v)

Os materiais foram preparados separadamente e diluidos no
volume necessario de agua destilada previamente esterilizada por
autoclave. O preparo das solugbes YNB 20x e tampao Asp-Glu

pH 5,5 20x esta descrito na secéo 1.22 de Material e métodos.

e SD-agar (Meio minimo com glicose e agar)

Meio SD adicionado de agar 2% (p/v). Solugdo de agar 4%
preparada previamente e esterilizada por autoclave, também foi

diluido em agua destilada estéril junto com os outros materiais.
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e SD-agar amido

Meio minimo adicionado de 1% de amido (Merck). Amido é

adicionado ao agar antes da esterilizagdo por autoclave.

¢ SD com aminoacidos

Meio minimo adicionado de histidina, triptofano e uracila, todos na
concentragédo final de 20 pg/mL. As solugdes de aminoacidos
estéreis foram adicionados apoOs esterilizagdo do meio por

autoclave.

e SD-agar com aminoacidos

Meio minimo adicionado de agar 2% e histidina, triptofano e
uracila, todos na concentragao final de 20 ug/mL. Os aminoacidos
estavam estéreis e foram adicionados apds a esterilizacdo do

meio.

1.9 Solugodes para preparo de célula de bactéria competente

e Tampé&o de transformacéo | (100 mL de solugéo)

RbClI 1,29
MnCl2.4H,0 0,99 g
Acetato de potassio 1 M pH 7,5 3 mL
CaCl2.2H,0 0,159
Glicerol 12 mL

O pH da solugéo foi ajustado para 5,8 com acido acético e depois
filtrada com membrana de 0,22um. Para o preparo da solugao de
acetato de potassio, o acetato foi diluido em agua na
concentragéo final de 1 M com pH ajustado para 7,5 com acido

acético glacial e filtrado em membrana de 0,22 ym para esterilizar.
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e Tampé&o de transformacéo Il (100 mL de tampao)

MOPS 1 M pH 6,8 2 mL
RbCl 0,129
CaCl,.2H,0 119
Glicerol 12 mL

O pH da solugao foi ajustado para 6,8 com NaOH e esterilizada
por filtragdo em membrana de 0,22 um . Para a solugdo MOPS, o
MPQOS foi diluido em agua na concentracédo final de 1 M com pH
ajustado para 6,8 com NaOH e filtrado em membrana de 0,22 ym

para esterilizar.

1.10 Antibidtico

Ampicilina
Ampicilina dissolvida em agua miliQ na concentragdo de 50 mg/mL e
esterilizada por filtragao.

1.11 Solugdées para extragcao de DNA plasmidial por lise alcalina

(bactéria)

* Solugéo | (TE)
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

Diluidos em agua destilada.

* Solucéo Il
NaOH 0,2M

SDS 1% (p/v)
Dissolvidos em agua destilada. Solugdo preparada para uso

imediato.

* Solucao Il

Acetato de sddio 3M
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Acido acético 2M
pH 4,8

Dissolvidos em agua destilada.

» Clorofane
Fenol equilibrado 50% (v/v)
Cloroférmio 50% (v/v)

* Alcool 70%
Alcool 100% (Merck) diluido em agua destilada.

1.12 Analise de DNA em gel de agarose

e Tampao Tris-Acetato EDTA (TAE) 50X
Tris-Acetato 2M
EDTA pH 8,0 50 mM

Dissolvidos em agua destilada e pH ajustado para 8,0.

e Tampao de amostra para gel de agarose 10X

TAE 20X 50% (v/v)
Glicerol 30% (viv)
Azul de bromofenol 0,25% (p/v)

Dissolvidos em agua miliQ.

* Brometo de Etidio (EtBr)

Brometo de etidio foi dissolvido em agua destilada na

concentragédo de 10 mg/mL.
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1.13 Precipitacao de DNA

Solucéo | (TE)
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

Diluidos em agua destilada.

Clorofane

Preparo descrito no item 1.11 de Material e métodos.

* Clordfil
Alcool Isoamilico 1 parte
Cloroférmio 24 partes

Equilibrado com TE.

Acetato de sédio 3 M pH 5,0

Etanol 70%

Preparo descrito no item 1.11 de Material e métodos.

1.14 Transformacao de levedura

e Tampao de transformacao

Acetato de litio2 M 0,2M
DTT 1M 100 mM
PEG 3000 50% (p/v) 40% (p/v)

O PEG 3000 foi pesado e diluido em agua na concentragao final
de 50% (p/v) e autoclavado para esterilizar. As outras solugbes
foram preparadas em concentragdes maiores e filtradas com

membrana de 0,22 um.
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1.15 Solugdées para analise de proteina em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE)

e Tampao de amostra desnaturante para gel de poliacrilamida 2x

Tris—HCI pH 6,8 200 mM
SDS 4% (p/v)
B-mercaptoetanol 4% (p/v)

Glicerol
Azul de bromofenol

e Tampao de corrida — Tris-Glicina 5x

20% (p/v)
0,1% (p/v)

Trizma base 125 mM
Glicina 0,96 M
SDS 0,5% (p/v)

* Gel separador 12,5% (1 gel pequeno)

Acrilamida:Bis-acrilamida (29,2:0,8) 2,5mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 0,94 mL
SDS 10% (p/v) 75 pL
APS 10% (p/v) 56,25 pL
TEMED (Gibco BRL) 8 uL
Agua destilada 3,63 mL
* Gel concentrador 5% (1 gel pequeno)
Acrilamida:Bis-acrilamida (29,2:0,8) 0,625 mL
Tris-HCI 1 M pH 6,8 1,25 mL
SDS 10% (p/v) 50 pL
APS 10% (p/v) 37,5 uL
TEMED (Gibco BRL) 4 uL
Agua destilada 2,75 mL
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1.16 Solugoes para coloragao com prata

Solucio de fixaco I:

Metanol 50% (v/v)
Acido acético 10% (V/v)
Formaldeido 0,05% (v/v)

Agua destilada para completar volume.

Solucéo de fixagao ll:
Etanol 50% (v/v)

Agua destilada para completar volume.

Solucéo de sensibilizacdo:
Tiossulfato de sodio 0,02% (p/v)
Dissolvido em agua destilada.

Solugéo de prata:
Nitrato de prata 0,2% (p/v)
Formaldeido 0,075% (v/v)
Dissolvido em agua destilada.

Solucio de revelacao:

Carbonato de sodio 6% (p/v)
Formaldeido 0,05% (v/v)
Dissolvido em agua destilada.

1.17 Zimograma

e Tampao de amostra ndo desnaturante 2x
Tris—HCI pH 6,8 200 mM
SDS 4% (p/v)
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Glicerol 20% (viv)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Dissolvido em agua destilada

1.18 Solugoes para coloragao do zimograma

e Tampao acetato de sédio 50 mM pH 6,0

¢ Solucdo de amido 0,5%

Amido soluvel (Synth) diluido diretamente em tamp&o acetato de

soédio 50 mM pH 6,0 na concentracao de 0,5% (p/v).

¢ Reagente de Fuwa

lodo 1% (p/v) 1 parte
lodeto de potassio 10% (p/v) 1 parte
Agua destilada 3 partes

Para a solugdo de iodo, o iodo (Reagen) foi dissolvido em etanol
100%, e para solucao de iodeto de potassio, o iodeto de potassio
(Grupo Quimica) foi dissolvido em agua. Reagente de FUWA foi

preparado para uso imediato.

1.19 Reagentes para atividade enzimatica

Solucio de amido 0,5%

Amido (Merck) dissolvido em agua destilada.

Tampéao acetato de s6dio 0,5 M pH 6,0 (a-amilase)

Tampéao acetato de sédio 0,5M pH 4,5 (glicoamilase)

Acido acético 1M

Acido acético (J. T. Baker) diluido em &gua destilada na

concentracao de 1M.
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¢ Reagente de Fuwa (a-amilase)

Preparo descrito no item 1.18.

1.20 Solugoes para teste de viabilidade celular

¢ Solucéao de tween 80

Tween 80 (Vetec) diluido em agua destilada na concentragao final
de 0,001% (v/v).

1.21 Solugdes de Aminoacidos

* Histidina
Histidina (Sigma-Aldrich) diluida em agua na concentrag&o final
de 1% (p/v) e esterilizada por autoclave.

* Triptofano
Triptofano (Sigma-Aldrich) diluido em agua na concentracao final

de 1% (p/v) e esterilizada por autoclave.

* Uracila
Uracila (Sigma-Aldrich) diluida em agua na concentragao final de

0,2% (p/v) e esterilizada por autoclave.

1.22 Outras solugoes

* YNB 20x

3,4 g de YNB e 10 g de sulfato de aménio dissolvidos em agua
destilada, esterilizado por filtragdo com membrana de 0,22 um.
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e Tampéo Asp-Glu pH 5,5 20x
Acido aspartico 8% (p/v) e acido glutamico 8% (p/v) dissolvidos

em agua destilada e pH ajustado para 5,5 com HCI. Solugdo
esterilizada por filtragdo com membrana de 0,22 um.

1. METODOS

2.1 Amplificagao dos genes por PCR

As reagdes de PCR continham: tamp&ao de reacédo 1X; dNTP 0,2 M; 0,5
MM de cada oligonucleotideo (forward e reverso); 10 ng de DNA modelo e 1
unidade da Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific).

O preparado foi colocado em termociclador a 98°C de temperatura inicial
por 30 segundos, seguido de 30 ciclos nas seguintes condi¢des: 98°C por 10
segundos, temperatura de anelamento especifica para os oligonucleotideos
utilizados por 20 segundos e 72°C de temperatura de extensao pelo tempo de
30 segundos por kb de fragmento a ser amplificado, depois mais 72°C por 10
minutos. As concentragbes e condicbes de reagdo foram seguidas como
indicado pelo fabricante.

Para amplificagdo da regidao de 975 pb da porgéo final do gene da o-
aglutinina foram utilizados os oligonucleotideos alfaGF e alfaGR mostrados na
tabela 7. O DNA que serviu como modelo foi o DNA total da linhagem de S.
cerevisiae S288C e a temperatura de anelamento foi 63°C.

O gene da a-amilase truncada de B. subtilis foi amplificado com os
oligonucleotideos AMYF e AMYR, mostrados na tabela 5, utilizando como
molde o gene dessa enzima clonado no vetor pABC1 (Souza,1986). Para a
construcdo do clone secretor de a-amilase, o gene foi amplificado com os
oligonucleotideos AMYF e AMYSTOP, mostrados na tabela 5, utilizando o
mesmo DNA como modelo. A temperatura de anelamento utilizada foi 62°C
para as duas amplificacdes.

O cDNA da glicoamilase de A. awamori foi amplificado a partir do
plasmideo pPG (Moraes et al., 1995), que continha o cDNA da forma completa
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da glicoamilase. O oligonucleotideo forward foi o mesmo para todos os
diferentes fragmentos amplificados de glicoamilase (glal, gla2 e gla3). O
oligonucleotideo reverso foi especifico: GLAR1 para o fragmento gla1l, GLAR2
para o fragmento gla2 e GLARS para o fragmento gla3, mostrado na tabela 6. A
temperatura de anelamento utilizada foi 63°C para os trés sistemas.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etidio e com o auxilio de marcador de massa molecular 2-Log
DNA Ladder (New England Biolabs) ou com AEcoRI/HindlIl.

2.2 Analise em gel de agarose

As digestdes e os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose. Os géis foram preparados na concentragao final de 0,8%
(p/v) de agarose dissolvida em tampao de corrida TAE 1X e adicionado
brometo de etidio na concentragcédo final de 0,5 pg/mL. As amostras foram
misturadas ao tampao de amostra na concentracao final de 1X e aplicadas no
gel. Apés a corrida, os fragmentos de DNA foram analisados com a exposi¢céo

do gel a luz ultravioleta.
2.3 Preparo de produto de PCR para ligagao no vetor de clonagem

Os produtos de PCR foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-T
(Promega). Para isso foi necessario adicionar uma adenina a extremidade do
fragmento de PCR. Foi feito um sistema para cada fragmento amplificado
contendo aproximadamente 30 ng do DNA, 0,2 mM de dATP, tampé&o para Taq
DNA polimerase (Invitrogen) na concentragao final de 1X, 2 mM de MgCl, e 5U
da enzima Taq DNA polimerase (Invitrigen). Os sistemas foram deixados 30

minutos em um banho a 70°C.
2.4 Ligacao de fragmentos de DNA a um vetor
Para ligagdo de fragmentos de DNA purificados a um vetor, foram feitos

sistemas de ligagdo mantendo a proporcao de vetor e inserto entre 1:3 e 1:5.
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Foi utilizado 1U da enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs) e o tampao
de ligase fornecido pelo fabricante na concentragédo final de 1X para cada
sistema de ligagdo. Os sistemas foram incubados em banho a 16°C por 16
horas seguindo as recomendac¢des do fabricante.

2.5 Preparo das células bacterianas para choque térmico

Células de E. coli da linhagem XL10 gold foram recuperadas do estoque
congelado a -80°C em uma placa de meio LB agar, que foi incubada em uma
estufa a 37°C por 24 horas. Uma colbnia da placa foi inoculada em 10 mL de
meio SOB e crescida a 37°C com agitacdo durante a noite. Foi inoculado 2 mL
desse pré-inéculo em 100 mL de meio SOB, que foi incubado a 37°C com
agitagédo até atingir a ODgg de 0,3. O frasco foi incubado no banho de gelo e
alcool por 15 minutos para parar o crescimento e a seguir as ceélulas foram
coletadas a 3000 g por 5 minutos a 4°C. Apds descartar o meio, as células
foram ressuspendidas em 32 mL de tampéao de transformacéao | e incubadas no
gelo por mais 15 minutos. Centrifugou-se a amostra por 3000 g por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram gentilmente
ressuspensas em 6 mL de tampao de transformacao Il. Por ultimo, foram feitas
aliquotas de 100 pL em tubos previamente gelados e as células foram
imediatamente congeladas em gelo seco e estocadas a -80°C para utilizag&o
posterior.

2.6 Transformacao de E. coli por choque térmico

Utilizou-se o protocolo de transformagao de E. coli por choque térmico
de Cohen et al. (1972) com adaptagdes.

Uma aliquota de 100 pL de células competentes, linhagens XL10 gold,
previamente preparadas foi retirada do freezer a -80°C e deixada em gelo até
que descongelasse, foi utilizada uma aliquota para cada sistema de ligagao.
Em seguida, adicionou-se 5 yL ou 10 yL do sistema de ligagao as células, que

foram incubados em gelo por 30 minutos.
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Apos essa etapa, o sistema foi submetido a choque térmico de 42°C por
90 segundos, seguido de adigao de 500 yL de meio LB liquido e incubados a
37°C por 1 hora.

Cerca de 150 pL de células transformadas foram semeadas em cada
placa de petri contendo meio LB agar com ampicilina na concentragao final de
100 pg/mL. Foram feitas duas placas por sistema de ligagdo. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C durante a noite.

2.7 Extragao de DNA plasmidial por lise alcalina (miniprep)

O protocolo de extracao de DNA plasmidial de E.coli por lise alcalina foi
baseado em Birboim & Dolly (1979) com modificagdes.

Colbnias selecionadas das placas de transformacdo foram inoculadas
em 5 mL de meio LB liquido com ampicilina na concentracédo final de 100
Mg/mL e crescidas a 37°C sob agitagdo (200 — 250rpm) por cerca de 18 horas.

As células foram coletadas através de centrifugacdo a 8000 g por 2
minutos e descartou-se o sobrenadante. Em seguida, o sedimento foi
ressuspendido em 200 yL de TE (solugéo I) e foram adicionados 360 uL de
solugéo Il, seguido de mistura por inversao do tubo e incubagéo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds essa etapa, foi feita a adicdo de 300 uL de
solucgéo lll, incubagéo no gelo por 5 minutos e centrifugacéo a 10.000 g por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, foram adicionados
750 pL de isopropanol (J. T. Baker) e o tubo foi invertido varias vezes, seguido
de centrifugagdo a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em 200 uL de TE (solugdo I). Foram adicionados
100 pL de clorofane e, entdo, os tubos foram agitados vigorosamente.
Centrifugou-se a amostra a 6.000 g por 5 minutos, e a fase aquosa (fase
superior) foi retirada e transferida para um novo tubo para continuar o processo.
Foram adicionados 750 pL de etanol 100% (Merck) gelado e apéds
homogeneizagao os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 5 minutos. O
precipitado foi lavado (sem ressuspensédo) com 1 mL de etanol 70% gelado e
novamente sedimentado a 10.000 g por 2 minutos. Apds secagem por
exposi¢cao ao ar, o precipitado foi ressuspenso em 30 pL de TE (solugéo I)
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contendo RNAse A (1 uL de RNAse 10mg/mL para 100 pyL de TE) e incubado a
37°C por 30 minutos. O DNA plasmidial foi estocado a -20°C até o uso.

Para extracdo de DNA para sequenciamento foi utilizado o kit Wizard®
plus SV Minipreps DNA purification system (Promega), seguindo as orientagdes
do fabricante.

2.8 Extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina em média escala
(midiprep)

Para obtencdo de grande quantidade de material genético para
transformacao de levedura, foi feita extracdo de DNA plasmidial de E.coli
também baseado no protocolo de Birboim & Dolly (1979) com modificagdes e
em maior escala.

Um clone de cada um dos vetores preparados para insercdo em
levedura foi crescido em um in6culo de 50 mL de meio LB liquido com
ampicilina na concentracéo final de 100 pg/mL e crescidos a 37°C sob agitacéo
(200 — 250rpm) por cerca de 18h.

Cada cultura de células foi sedimentada a 8.000 g por 10 minutos,
descartando-se o sobrenadante logo depois. Em seguida, o sedimento foi
ressuspenso em 2 mL de TE (solugéo |). Foi adicionado 4 mL de solugéao I,
homogeneizado invertendo-se o tubo varias vezes e incubados a temperatura
ambiente por, no maximo, 5 minutos. Apds essa etapa, foram adicionados 3 mL
de solugao lll, incubados em gelo por 5 minutos e sedimentados a 10.000 g por
10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
adicionado 9 mL de isopropanol (J. T. Baker) — 1 volume — e centrifugado a
10000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o sedimento
ressuspendido em 500 pyL de TE (solucédo I) e transferido para um novo tubo.
Adicionou-se igual volume (500uL) de clorofane, que foi agitado vigorosamente.
A solugédo foi sedimentada a 6.000 g por 5 minutos e a fase aquosa (fase
superior) transferida para outro tubo, repetiu-se o0 mesmo procedimento com
clorofane mais uma vez. A fase aquosa final, transferida para um novo tubo, foi
adicionado 750 pL de etanol 100% (Merck) e centrifugada a 10.000 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, o precipitado lavado com etanol 70%,
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sem ressupensdo, e novamente sedimentado a 10.000 g por 2 minutos. Apos
secagem por exposicdo ao ar, o precipitado foi ressuspenso em 200 yL de

agua miliQ, sem adi¢cado de RNAse.

2.9 Analise do DNA por digestao com enzimas de restrigao

Para cada DNA analisado foi usado uma enzima de restricdo especifica.
Cada digestédo foi feita seguindo as instrugbes do fabricante da respectiva
enzima. Foi utilizado entre 100 ng e 500 ng de DNA a ser analisado,
quantidade de enzima e tampao apropriadas e, quando era necessario, BSA
(bovine serum albumin) na concentragao final de 1X. Os sistemas de digestéo
eram deixados no banho na temperatura especifica de cada enzima por 2 a 3
horas. Os parametros variavam de acordo com o material a ser digerido e a

eficacia da enzima.

2.10 Purificagao e eluicao de fragmentos de DNA

Apoés a digestado do plasmideo contendo o fragmento de interesse com
as enzimas apropriadas, o sistema de digestédo foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,8%. Os fragmentos de interesse foram cortados do gel com
uma lamina de bisturi de ago e eluidos do gel com o kit QlAquick Gel Extraction
(Qiagen), seguindo as orientacdes do fabricante.

2.11 Precipitagcao de DNA

Foi adicionado TE ao DNA a ser precipitado para completar o volume
para 100 pL. Foi adicionado 100 uyL de clorofane e o tubo foi agitado
vigorosamente. A amostra foi centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos. A fase
aquosa (fase superior) foi separada e transferida para um tubo novo e
adicionou-se mais 50 pyL de TE ao clorofane restante. Repetiu-se a
centrifugacdo nas mesmas condi¢des. As duas fases aquosas foram unidas em
um tubo e foi feita uma extragdo com clorofil. Foi adicionado 100 yL de clorofil
aos 150 yL da fase aquosa previamente separada. O sistema foi misturado
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vigorosamente e centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa
(superior) foi transferida para um novo tudo. Apos essa etapa, foi adicionado
acetato de sodio na concentracgao final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100%
gelado. A amostra foi incubada durante a noite a -20°C. Apds a incubacéo,
centrifugou-se a amostra a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado, foi adicionado 1 mL de etanol 70% ao precipitado e centrifugado
a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco por exposi¢ao ao ar. O precipitado foi ressuspendido em 15
uL de agua miliQ e estocado a -20°C.

2.12 Transformacao de levedura

Células de S. cerevisiae da linhagem MFL foram recuperadas do
estoque congelado a -80°C em uma placa de meio YPD agar, que foi incubada
em uma estufa a 30°C por 48 horas. Uma colbnia isolada da placa foi inoculada
em 40 mL de meio YPD liquido e o in6culo foi crescido em uma incubadora
orbital a 30°C de temperatura durante a noite (aproximadamente 24h).

Para cada sistema que foi transformado, 200 pL da cultura em fase
estacionaria foi centrifugada em um tubo estéril por 1 minuto na maxima
velocidade. Descartou-se o meio de cultura e as células foram ressuspensas
em 100 pL de tampéo de transformacgéo. Foi adicionado de 1 uyg a 3 ug de DNA
plasmidial de cada sistema. As suspensdes de células foram incubadas em
banho a 45°C por 1 hora. Foi adicionado 1 mL de agua miliQ estéril, as
amostras foram centrifugadas por 10 segundos na maxima velocidade e os
sobrenadantes foram descartados. As células transformadas foram
ressuspensas em 400 pL de agua e semeadas em placa de meio seletivo (SD-
agar), 2 placas para cada sistema. As placas foram deixadas na estufa a 30°C
por 72 horas.

2.13 Analise dos halos de hidrélise em placa
Colbnias selecionadas foram transferidas para uma nova placa de meio

minimo contendo amido (SD-agar amido) e crescidas a 30°C por 2 dias (o-
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amilase) e por 5 dias (glicoamilase). Para revelacdo dos halos de hidrolise de
amido as placas foram coradas com vapor dos grénulos de iodo (Reagen)

colocados na tampa.

2.14 Teste de atividade em meio liquido

Os pré-indculos foram feitos a partir de colénias cultivadas em placas de
meio minimo (SD-agar) por 2 dias em uma estufa a 30°C. Os pré-inéculos
foram feitos em 5 mL de meio minimo (SD liquido) e crescidos por 24 horas a
30°C sob agitagdo. Quando foi feito o teste de atividade com a levedura
CENPK2, foram adicionados aminoacidos ao meio minimo (SD com
aminoacidos).

A quantidade necessaria de cada um dos pré-indculos foram inoculados
em 50 mL de meio SD liquido para uma ODegq inicial de 0,03. As culturas foram
crescidas com agitacdo de 200 rpm a 30°C por 144 horas (6 dias) para a-
amilase e 120 horas (5 dias) para glicoamilase. Aliquotas foram retiradas para
andlises de atividade enzimatica, viabilidade celular e determinacdo da
densidade celular (ODgg) em intervalos de 24 horas.

O teste de atividade de a-amilase foi feito segundo o método de Fuwa
(1954). Para atividade associada as células, 1 mL da cultura foi centrifugado a
8.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi reservado em outro tubo. As
células foram lavadas com 1 mL de agua destilada e centrifugado a 8.000 rpm
por 5 minutos. As células foram ressuspensas em 1 mL de agua destilada.
Para reacao enzimatica foi utilizado de a 60 pyL de sobrenadante ou suspensao
de células misturados a 100 pL de solugcdo de amido 0,5% e 40 uL de tampéo
acetato de sodio 0,5 M pH 6,0 para a-amilase ou tampéao acetato de sédio 0,5
M pH 4,5 para glicoamilase. Foram feitas trés replicatas para cada reacgao.
Para o branco da reacédo foi adicionado 60 pyL de agua destilada no lugar das
amostras. As reag¢des foram incubadas em banho a 40°C por 30 minutos no
caso do teste de a-amilase e 60 minutos para o teste de glicoamilase. Nos
pontos em que a atividade era muito alta e ndo era possivel mensura-la de
acordo com o descrito acima, diluiu-se a enzima ou o tempo de incubagao foi
diminuido, os valores foram corrigidos nos calculos finais. Para interromper a
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reacao de a-amilase foi adicionado 200 pL de acido acético 1M. A coloragéo do
amido nao hidrolisado foi feita ao adicionar-se 200 yL de reagente de Fuwa
preparada na hora, e antes da leitura, mais 4,4 mL de agua destilada foram
adicionados. Para glicoamilase, a reag&o foi parada por fervura por 5 minutos e
resfriadas até a temperatura ambiente. Uma aliquota de 10 pL foi retirada e
misturada a 1 mL de reagente de glicose oxidase do kit de dosagem de glicose
(Bioclin). Essa mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 10 minutos,
como instrugdes do fabricante. As amostras foram aliquotadas em uma placa
de leitura de 96 pocos transparente e lidas em um espectofotdbmetro de placa
(EnSpire 2300 Multilabel Reader da PerkinElmer) a 660 nm para a-amilase e
510 nm para glicoamilase.

O teste de atividade para a-amilase foi feito em triplicata e o teste de
atividade para glicoamilase foi feito em duplicata.

Uma unidade de a-amilase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para hidrolizar 0,1 mg de amido por minuto, sob as condi¢cbes de
ensaio.

Uma unidade de glicoamilase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 ymol de glicose por minuto, sob as condi¢cdes de

ensaio acima citadas.
2.15 Teste de viabilidade celular

Para a verificagcdo da viabilidade celular, aliquotas da cultura foram
diluidas em solugdo de tween 80 e cultivadas em placas de meio minimo
contendo amido (SD-agar amido), incubadas a 30°C por 48 horas, para a-
amilase, e por 96 horas, no caso das placas de glicoamilase, e as colbnias
contadas para determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC). As placas foram coradas com vapor de iodo para verificar se alguma
colénia viavel ndo produziu halo de hidrdlise no amido. Foram feitas diluigdes
entre 10° e 107, de modo que fossem semeadas no maximo 100 células por
placa. Apenas no primeiro tempo coletado (tempo 0 hora) a diluigdo foi de 107
e 10
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2.16 Gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Transformantes produtores de amilases selecionados foram cultivados
em 50 mL de meio minimo (SD liquido) sob agitagdo de 200 rpm a 30°C. A
producdo enzimatica foi determinada junto com a curva de crescimento, até
qgue alcangassem a atividade maxima no sobrenadante. Nesse ponto o cultivo
foi interrompido e a cultura centrifugada a 8.000 rpm por 5 minutos para
retirada das células. O sobrenadante foi concentrado em um centriprep de 12 a
15 mL (Amicon da Millipore) com ponto de corte de 10 kDa a aproximadamente
2 mL. As centrifugagdes foram feitas por 50 minutos a 3000 x g.

As proteinas presentes no sobrenadante foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante de 12% (SDS-PAGE)
segundo Laemmli (1970). A 1 volume de cada amostra foi adicionado 1 volume
de tampao de amostra desnaturante 2x. As amostras foram fervidas e

aplicadas no gel.

2.17 Coloragao com prata

Apoés a corrida do gel de poliacrilamida, o gel foi corado com prata
seguindo o protocolo de Blum, Beier & Gross (1987) com modificagdes.

O gel foi incubado durante a noite na solugéo de fixagao | sob agitacéo
branda a temperatura ambiente. Descartou-se a solucdo de fixacdo | e
adicionou-se a solugcdo de fixagao Il, deixada por 30 minutos nas mesmas
condi¢des anteriores. A solugao de fixagao Il foi descartada e foi adicionada a
solugdo de sensibilizagdo, deixada para agir por 1 minuto. Apds esta ser
descartada, o gel foi lavado 3 vezes por 20 segundos com agua destilada. A
solugéo de prata foi adicionada e incubada sob agitagado branda a temperatura
ambiente por 20 minutos. A seguir o gel foi lavado 2 vezes por 20 segundos
com agua destilada. O gel foi entdo incubado na solugdo reveladora, agitando
manualmente por alguns minutos até a revelagdo. A reagao foi interrompida ao

adicionar-se a solugao de fixagao I.
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2.18 Zimograma

O gel para o zimograma foi feito como descrito para o SDS-PAGE, no
item 2.16 de material e métodos. As diferencas foram que o tampao de amostra
utilizado n&o continha -mercaptoetanol, as amostras n&o foram fervidas e n&o
foi utilizado marcador de proteina.

Ao terminar a corrida, o gel foi incubado com tampéao acetato de sodio
50 mM pH 6,0 por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo branda. O gel
foi, entdo, transferido para um recipiente contendo a solu¢gdo de amido 0,5%
em tampé&o acetato de sodio 50 mM pH 6,0 e incubado durante a noite a 4°C
sob agitagdo branda. Apds essa etapa, o gel foi incubado por 2 horas em um
banho-maria a 37°C. Descartou-se a solugdo de amido e o gel foi revelado com
o reagente de Fuwa, preparado na hora.

2.19 Analises estatisticas
Para comparar as atividades dos diferentes clones e determinar se as
diferengas entre elas eram estatisticamente significativas, foi utilizada a

ANOVA a dois fatores, com pos teste de Dunn. O nivel de significancia adotado
para as analises foi de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. EXPRESSAO DA a-AMILASE

1.1 Amplificagdao dos genes

Foram construidos dois vetores com regides do DNA correspondente a
por¢cao C-terminal da a-aglutinina de diferentes tamanhos. O primeiro foi com
uma sequéncia de 975 pb (regido C-terminal rica em serina e treonina e a
sequéncia sinal para adicdo da ancora de GPIl) e o segundo com 1419 pb
(regido C-terminal rica em Ser e Thr, sequéncia sinal para adigdo da ancora de
GPI e mais 444 pb da regido 3'UTR do gene). Primeiramente, foi utilizada o
fragmento de 975 pb, pois corresponde a regido codificadora da por¢cao C-
terminal da a-aglutinina. O fragmento de 444 pb se encontra apos o codon de
parada de tradugdo e nao codifica nenhuma parte da proteina (Lipke et al.,
1989).

Nao foi encontrada nenhuma referéncia em trabalhos anteriores da
utilizacdo do fragmento de 975 pb, por isso, essa porgédo foi primeiramente
usada no presente trabalho, ja que continha toda a por¢éo codificadora final da
a-aglutinina. Observou-se que a-amilase era secretada em maior quantidade
do que permanecia ligada as células. Cogitou-se entdo que pudesse haver
alguma sequéncia importante na regidao 3'UTR do gene da a-aglutinina, ja que
o fragmento de aproximadamente 1,4 kb era utilizado na literatura de referéncia
(Murai et al.,1999; Shigechi et al., 2002; Shigechi et al., 2004-b). Porém,
nenhuma alteracdo significativa nos resultados foi observada ao longo dos

experimentos.

O gene da a-amilase truncada foi amplificado de duas formas diferentes:
a primeira com um cédon de terminagdo da tradugdo adicionado pelo
oligonucleotideo reverso e a segunda sem esse codon de terminacdo. Para a
construcdo eficiente da fusdo, a a-amilase deveria ser expressa continuamente

a regidao C-terminal da a-aglutinina, portanto, n&o tinha um cdédon de
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terminacdo da traducdo em sua sequéncia de DNA. Ja para a enzima que
deveria ser expressa no sobrenadante, foi adicionado um cédon de terminagéo
ao oligonucleotideo reverso. O fragmento gerado na amplificagdo com o
oligonucleotideo sem o cédon de terminagcdo sera chamado durante toda a
dissertagdo de “amy” para facilitar a compreenséo e o fragmento gerado com o
oligonucleotideo contendo o cédon de terminagéo sera chamado de “amyS”. As
regides amplificadas continham a sequéncia com o sinal de secregcdo da
prépria a-amilase. A figura 7 mostra um esquema que resume os fragmentos
que serao trabalhados nessa segado, destacando os sitios das principais
enzimas de restricdo e o tamanho de cada fragmento. Os fragmentos
mostrados s&o os insertos finais que foram clonados no vetor de expressao em

levedura, que sera exposto agora apenas para facilitar a visualizagdo dos

insertos.
amyS = 1490 pb
|
[ |
amy Codon de terminacdo da traducio
A —_——
Bglll * * Hindinl Bglll
EcoRI
EcoRl
14{37 pb 9715 pb
I \ 1
amy Porcé&o final da alfa-aglutinina (1 kb)
B T 4444994949
Balll " Hingin EcoRl Bgll!
Hindl Il
EcoRlI
1487 pb 1419 pb
A 1
| \[ |
amy Por¢3do final da alfa-aglutinina ( 1,4 kb)
& e ———
Balll | indnn EcoRl Bglll

EcoRl Hindlll

Figura 7. Esquema dos fragmentos utilizados para clonagem no vetor de
expressdo em levedura. A: Gene da a-amilase com cdédon de terminagdo da
traducédo (amyS); B: Gene da a-amilase (amy) fusionado a porgéo final do gene da
a-aglutinina de aproximadamente 1 kb; C: Gene da a-amilase (amy) fusionado a
porc¢éo final do gene da a-aglutinina de 1,4 kb.

Inicialmente a regido final do gene da a-aglutinina e o gene da a-amilase
truncada foram amplificados por PCR. No oligonucleotideo alfaGF (foward) foi

adicionado um sitio para a enzima de restricdo EcoR| e no oligonucleotideo
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alfaGR (reverso) foi adicionado para a enzima Hindlll. A figura 8 mostra a
amplificagédo da porgao final do gene da a-aglutinina.

M

1375 pb —

947 pb —»
831pbh—™

Figura 8. Analise por eletroforese em gel de agarose da amplificagdo por PCR da
regido final do gene da a-aglutinina (975 pb). M: marcador de massa molecular
LEcoRI/Hindlll; seta: tamanhos das bandas de DNA do marcador de massa
molecular.

Os fragmentos do gene da a-amilase truncada de B. subtilis para a
contrugdo da fusdo a a-aglutinina (amy) e para a contrugdo do clone secretor
de a-amilase (amyS) foram amplificados com o mesmo oligonucleotideo foward
(AMYF). Ao oligonucleotideo foward (AMYF) foi adicionado um sitio para a
enzima EcoRI e outro para Hindlll, nessa ordem, e foi adicionado um sitio para
a enzima EcoRI aos oligonucleotideos reversos de cada um dos fragmentos
amplificados, AMYR e AMYSTOP, para amplificagdo de amy e amyS,
respectivamente. O resultado das duas amplificacbes do gene da a-amilase
aparece na figura 9.
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3kb —s

2kb —»
1,5kb —

1kb —

Figura 9. Analise por eletroforese em gel de agarose da amplificagdo por PCR do
gene da a-amilase. M: marcador de massa molecular 2-Log DNA Ladder (New
England Biolabs); seta: tamanhos das bandas de DNA do marcador de massa
molecular; amyS: gene da a-amilase com cédon de terminagéo da tradugéo; amy:
gene da a-amilase sem o cédon de terminagéo da tradugéo.

As amplificagbes foram realizadas com sucesso. Observa-se na figura 8
um fragmento proximo a banda de 947 pb do marcador que corresponde ao
tamanho de 975 pb da porgao final do gene da a-aglutinina. E na figura 9, os
fragmentos amplificados encontram-se proximo a banda de 1,5 kb do marcador,
correspondente ao tamanho de 1487 pb do gene da a-amilase.

Os produtos de PCR foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-T
(Promega). Para essa ligagao foi necessario a adicdo de adenina as
extremidades dos fragmentos, pois a amplificagcdo foi realizada com a enzima
Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) para manter maior
grau de fidelidade a sequéncia. Nao foi necessario amplificar a regiédo final do
gene da a-aglutinina no tamanho de 1,4 kb, pois este fragmento ja havia sido
amplificado anteriormente no laboratério e estava clonado ao vetor pGEM®-T

(Promega).
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1.2 Construgao da fusao no vetor plJ2925

Os fragmentos clonados no vetor pGEM®-T foram digeridos com as
enzimas de restricdo adequadas e clonados no vetor plJ2925 para construgéo
da fus&o entre o gene da a-amilase e a porcao final do gene da a-aglutinina.
Os vetores construidos contendo os genes fusionados foram chamados de
plJaa para a fusado do fragmento amy a regido da a-aglutinina de 1 kb e plJad’
para a fusdo do fragmento amy a regido de 1,4 kb da a-aglutinina. A figura 10
mostra a estratégia utilizada.
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Porgdo final da alfa-aglutinina

EcoRl e HindIll

1 on
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pGEM®-T

3975 pb ou 4419 pb plJ2925
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Amp

Porgao final da alfa-aglutinina

lac |
lindll|

f1 or
Amp
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/ pGEM®-T /’ plaa (5110 pb)
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pllaa’ (5554 pb)
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Amp
amy

lac |

Hindlll

Porgao final da alfa-aglutinina

Figura 10. Estratégia de clonagem para a construgdo da fusdo entre o gene da o-
amilase e a porgéo final do gene da a-aglutinina no vetor plJ2925.

A estratégia de clonagem para a construgdo do vetor secretor de o-

amilase é apresentada na figura 11. Essa estratégia foi um pouco diferente da
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utilizada anteriormente, pois n&o foi produzida nenhuma fus&o. O vetor formado

foi chamado de plJamysS.

lacZ

Amp

amyS
r\ | pllamyS

4138 pb

f1 ori

/ PGEM®-T

4490 pb

Amp

lac|

Figura 11. Estratégia de clonagem para a construgdo do clone secretor de o-
amilase no plJ2925.

Apos a clonagem dos genes no vetor plJ2925, foi verificado quais clones
continham a constru¢do na orientagéo correta. A figura 12 mostra a analise dos
vetores plJamyS, plJaa e plJaa’.

plJamyS pllaa pllao’
A A A

1T L 1

M E I H I H I

6 kb —

3kb —
2 kb —
1,5kb —
1kb —

Figura 12. Analise por eletroforese em gel de agarose da digestdo com EcoRI do
vetor plJamyS e da digestdo com Hindlll dos vetores plJaa e plJaa’. M: marcador
de massa molecular 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs); seta: tamanhos
dos fragmentos de DNA do marcador de massa molecular; E: digestdo com EcoRl;
H: digestdo com Hindlll; I: plasmideos intactos das respectivas amostras.
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Todos os clones mostrados na figura 12 foram compativeis com o perfil
esperado, todos que estavam fusionados apresentaram a fusdo construida
corretamente. Pode-se observar que os clones que continham a fuséo
liberaram os dois genes fusionados quando digeridos com Hindlll, pois havia
apenas um sitio para essa enzima na extremidade de cada um dos genes,

como pode ser observado nos vetores plJaa e plJaa’ da figura 10.

O vetor plJamyS ndo contém a fuséo, e libera apenas o gene da a-
amilase no tamanho aproximado de 1,5 kb. Esse vetor foi digerido com EcoRlI,
pois possuia dois sitios para essa enzima, um em cada extremidade, e apenas

um sitio para Hindlll em uma das extremidades.

1.3 Construgao do vetor de expressao em levedura

A fusdo formada pela jungéo do gene da a-amilase a por¢ao final da o-
aglutinina, com os dois diferentes tamanhos do fragmento génico da a-
aglutinina, assim como apenas o0 gene da a-amilase foram clonados no vetor
de expressdo YEp351PGK, como mostra o esquema da figura 13. As
construgdes corretas de cada vetor foram chamadas de YEp351PGKamysS,
YEp351PGKaa e YEp351PGKaa'.
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Figura 13. Estratégia de clonagem utilizada para os vetores de expressdo em
levedura das constru¢des contendo o gene da a-amilase.

A figura 14 mostra a analise dos vetores de expressao contendo o gene
da a-amilase e as fusbes com os dois fragmentos de diferentes tamanhos da a-
aglutinina. Os vetores foram digeridos com a enzima de restrigdo Bglll para
verificar se o inserto de tamanho correto estava clonado e com as enzimas
Hindlll e EcoRI| para verificar se o inserto estava na orientagdo correta em
relagdo ao promotor PGK do vetor. Na figura 14 no esquema em A, as
posi¢cdes dos sitios da enzima de restricdo EcoRl mostrados sdo do vetor
YEp351PGKaa com o fragmento de 975 pb da a-aglutinina, entretanto os locais
dos sitios s&o iguais aos do vetor YEp351PGKaa’, diferenciando apenas na
posicdo 5581 que fica 425 pb mais para frente, por causa do fragmento de a-
aglutinina de 1,4 kb.
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Porgéo final da alfa-aglutin

Figura 14. Perfil e analise das digestdes dos vetores de expressdo em levedura
dos clones produtores de a-amilase. A: Esquema do perfil de digestao da enzima
de restricdo Hindlll no vetor YEp351PGKamyS e da enzima de restricdo EcoRIl no
vetor YEp351PGKaa. B: Analise por eletroforese em gel de agarose da digestéao
com Bglll e Hindlll do vetor YEp351PGKamyS e com Bglll e EcoRI dos vetores
YEp351PGKaa e YEp351PGKaa’. Em A, Numeros ao lado dos nomes das
enzimas nos vetores: posicdo dos sitios de clivagem. Em B, M: marcador de
massa molecular 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs); seta: tamanhos dos
fragmentos do marcador de massa molecular; B: digestdo com Bglll; H: digestéo
com Hindlll; E: digestdo com EcoR]; I: intactos das respectivas amostras.

Pode-se observar as construgdes corretas de cada um dos vetores na
figura 14. Os insertos foram clonados no sitio de Bglll, por isso quando
digeridos com essa enzima todos liberaram o tamanho exato do YEp351PGK
(7,5 kb) e do inserto em questdo, no caso do YEp351PGKamyS, um inserto de
aproximadamente 1,5 kb; no caso do YEp351PGKaa, um inserto de
aproximadamente 2,5 kb; e no caso do YEp351PGKaa’, um inserto de 2,9 kb.

Em fase com o promotor, a digestdo do vetor YEp351PGKamyS com
Hindlll liberaria os fragmentos de 1504 pb, 1848 pb e 5688 pb. Esse perfil pode
ser observado na analise por eletroforese em gel de agarose da digestdo desse

vetor com Hindlll, confirmando a orientagao correta do inserto.
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Para a orientacéo correta dos vetores YEp351PGKaa e YEp351PGKad’,
o perfil de bandas esperado na digestdo com EcoRI era: 1548 pb, 1485 pb,
2532 pb (para o vetor YEp351PGKaa) ou 2957 pb (para o vetor
YEp351PGKaa’) e 4450 pb. Como observado na analise por eletroforese em
gel de agarose, os dois clones apresentaram o perfil correto. Os fragmentos de
1548 pb e 1487 pb ndo podem ser distinguidos nesse gel de agarose, e

aparecem como uma banda unica.

Os vetores de expresséao construidos foram utilizados para transformar a
linhagem MFL de S. cerevisiae. Os transformantes foram selecionados pela
capacidade de crescer em meio minimo sem leucina e produzir halos de

hidrélise em meio contendo amido.

1.4 Analise dos halos de hidrélise em placa

A selecgdo preliminar dos clones produtores de a-amilase foi realizada
pela analise do tamanho do halo de hidrolise em placa de meio seletivo com
amido. Um clone de cada construgao foi selecionado para dar continuidade aos
testes, assim como um clone de controle negativo — linhagem MFL
transformada com o vetor YEp351PGK sem o gene da a-amilase e nem a
regido final do gene da a-aglutinina. Além dos clones selecionados e do
controle negativo, foi selecionado um clone da linhagem MFL contendo o vetor
pPB-G, produtor de a-amilase de Bacillus subtilis fusionado a glicoamilase de
Aspergillus awamori sob o controle do promotor PGK (Moraes et al., 1995).
Este foi utilizado para comparagao da atividade da a-amilase fusionada a a-
aglutinina e fusionada a outra proteina, no caso, a glicoamilase. A figura 15
mostra os halos de hidrolise de amido em placa corada com vapor de iodo dos
clones selecionados. As areas coradas pelo iodo (em azul) sdo regides do meio
onde o amido ndo foi hidrolisado.
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Figura 15. Analise da atividade amilolitica em placa dos clones produtores de a-
amilase. As placas de meio minimo contendo 1 % de amido foram incubadas a
30°C por 2 dias e coradas com vapor de iodo mostrando os halos de hidrélise
produzidos pela a-amilase. 1: MFL/YEp351PGK (controle negativo); 2:
MFL/YEp351PGKamyS; 3: MFL/YEp351PGKaa; 4: MFL/YEp351PGKaa’; 5:
MFL/pPB-G.

O controle negativo, ndo produz a-amilase, e, como esperado, nao
apresentou halo de hidrélise. Entretanto, nao foi observado reducéo do halo de
hidrélise nos clones que continham a fusdo quando comparado ao clone
secretor de a-amilase (clone transformado com o vetor YEp351PGKamyS).
Eram esperados halos menores das coldnias contendo a a-aglutinina, ja que a
a-amilase estaria presa a parede limitando sua atividade a uma regido mais
proxima das col6nias. Os halos de hidrélise observados nos clones contendo a
fusdo a a-aglutinina (clones 3 e 4 da figura 15) foram maiores do que o clone
que nao continha a fuséo (clone 2 da figura 15), o que indica que a a-amilase
esta se difundindo no meio e provavelmente ndo esta aderida a parede da
levedura. Foi observado, também, que mesmo fusionada a outra proteina o
halo de hidrélise produzido pelos clones contendo alguma fus&o foi maior do
que a a-amilase secretada sozinha, caso do clone contendo a fusdo da a-
amilase a glicoamilase (clone 5 da figura 15).
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1.5 Analise quantitativa da atividade em meio liquido

Para quantificar a atividade e verificar se os transformantes tinham

atividade associada a célula (enzima aderida a parede da levedura), foi feito

um teste de atividade em meio

liguido dos clones selecionados. O

sobrenadante foi separado do precipitado de células e a atividade foi dosada

nas duas fragdes. Os resultados do teste de atividade associada as células s&o

mostrados na figura 16, para facilitar a identificagdo nas legendas o clone com

o fragmentos de 975 pb da a-aglutinina foi chamado de “alfa(1 kb)”. Também é

exposto o resultado da analise estatistica dos dados, as letras iguais indicam

valores estatisticamente semelhantes e letras diferentes indicam valores com

diferenca significativa estatisticamente.
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Figura 16. Atividade de o-amilase associada as células. Controle negativo:
MFL/YEp351PGK; amysS: MFL/YEp351PGKamysS; amy-alfa(1 kb):
MFL/YEp351PGKaa; amy-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKaa’; amy-gla: MFL/pPB-
G; barras: erro padrdo das amostras; letras: analises estatisticas; INPUT:
crescimento celular dos clones em Log(ODggo).
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Como esperado os clones fusionados a a-aglutinina apresentaram maior
atividade associada a célula que o clone secretor de a-amilase, este nao
apresentou atividade em nenhum ponto coletado. Por meio da analise
estatistica, pode-se afirmar que a atividade encontrada para os clones
contendo a fusdo entre a-amilase e regido C-terminal da a-aglutinina foi
diferente do controle negativo e do clone secretor de a-amilase nos tempos
entre 48 horas e 120 horas. Isso indica que a a-amilase ficou aderida a parede
da levedura.

O clone contendo a fusdo entre a a-amilase e a glicoamilase também
apresentou atividade associada a célula, mesmo ndo tendo um sistema de
adesao celular genético. Esse fato foi também observado por Moraes et al.
(1995), o clone secretor de glicoamilase (YPG) e o clone contendo a fus&o
entre a-amilase e glicoamilase — S. cerevisiae transformada com o vetor pPG e
vetor pPB-G, respectivamente — apresentaram atividade residual associada a
célula, mesmo sem nenhum sistema de adesdo a parede. Possivelmente a
enzima glicoamilase tem alguma interacdo com a parede da levedura, o que
faz com que fique associada a célula depois das etapas de separacao descritas.
Porém esse valor teve uma variancia muito grande, e, quando analisado
estatisticamente, foi mostrado que em algum ponto ele pode se igualar ao valor
encontrado no controle negativo e em outro pode alcangar os valores
encontrados nos clones contendo a fusdo a a-aglutinina. Por isso n&o
apresentou valores com diferencga estatisticamente significativa em relagéo aos
outros clones.

A atividade dosada no sobrenadante pode ser observada na figura 17. A
analise estatistica também €& mostrada como letras sobre as barras de
atividade.
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Figura 17. Atividade de a-amilase dosada no sobrenadante de cultura. Controle
negativo: MFL/YEp351PGK; amyS: MFL/YEp351PGKamyS; amy-alfa(1 kb):
MFL/YEp351PGKaa; amy-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKaa’; amy-gla: MFL/pPB-G;
barras: erro padrdo das amostras; letras: analises estatisticas; INPUT: crescimento
celular dos clones em Log(ODsgqo).

O teste em meio liquido confirmou que os clones contendo a fusdo a-
amilase/a-aglutinina apresentaram maior atividade de hidrélise de amido no
sobrenadante quando comparado ao clone secretor de a-amilase,
apresentando diferenga significativa em todos os pontos coletados (figura 17).
Assim como pode ser observado na atividade associada as células, ndo houve
diferenca significativa entre os dois clones fusionados aos diferentes
fragmentos da regido C-terminal da a-aglutinina na atividade dosada no
sobrenadante. O clone contendo a fusdo da a-amilase com a glicoamilase
também mostrou atividade superior a do clone secretor de a-amilase, porém,
mais uma vez, sua variancia foi grande em alguns pontos, e a partir de 96
horas ndo apresentou valores significativamente maiores que o controle

negativo.
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A atividade dosada no sobrenadante de cultura do clone secretor de a-
amilase foi baixa e os valores encontrados ndo apresentaram diferencga
significativa para o controle negativo em nenhum momento (figura 17). A
atividade maxima encontrada foi de 0,47 + 0,03 U/mL em 144 horas, enquanto
o clone contendo a fusdo ao fragmento de 1,4 kb da a-aglutinina alcangou
89,43 £ 5,27 U/mL em 120 horas. Portanto, foi criada a hipotese de que a o-
amilase reduzida utilizada nesse trabalho (codificada pelo fragmento de
aproximadamente 1,5 kb), sem os ultimos 171 residuos de aminoacidos, ndo é
estavel quando expressa nessa forma em S. cerevisiae. O que justifica-se pelo
fato de que quando fusionada com qualquer uma das proteinas mostradas a
atividade aumenta, o que pode indicar que a proteina fusionada a a-amilase
pode dar estabilidade conformacional para que a atividade seja mantida. N&o
foi encontrada atividade tdo baixa da enzima secretada nos outros trabalhos
que expressaram essa o-amilase reduzida, sem fusdo a nenhuma outra
proteina, mesmo em outros organismos (Moraes et al., 1995; Marco et al., 1996;
Arruda, 2008; Oliveira Neto, 2012). O trabalho de Moraes et al. (1995) foi o
unico que expressou essa a-amilase sozinha e fusionada a outra proteina em S.
cerevisiae, e as atividades obtidas foram maior do que a encontrada no
presente trabalho para o clone secretor de a-amilase. Porém, quando Moraes
et al. (1995) expressaram essa enzima sozinha, a a-amilase reduzida era um
fragmento de 2,3 kb, contendo a a-amilase truncada e uma porg¢ao do vetor no
qual havia sido clonada anteriormente. Esse dado € outro indicio de que
provavelmente a a-amilase codificada pelo fragmento de 1,5 kb ndo produza
uma proteina estavel quando expressa em S. cerevisiae, e necessite estar
fusionada o outro fragmento para manter a atividade normal.

Nas constru¢cdes contendo a fusdo a-amilase/regido C-terminal da a-
aglutinina houve um aumento significativo estatisticamente da atividade
amilolitica, tanto associada as células como secretada para o sobrenadante.
Porém, a maior parte da atividade enzimatica nao ficou associada as células, e
sim, foi secretada para o meio de cultura.

O teste de contagem de unidades formadoras de células (UFC) foi feito
para verificar em quais dias foram observados os maiores indices de células

viaveis e dessas quais ainda tinham atividade amilolitica. Era esperado
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encontrar maior atividade associada a células no momento em que houvesse

mais

células viaveis, ja que o numero de células vivas era maior e,

consequentemente, a producdo de enzima associada a parede também seria.

O resultado desse teste € mostrado na figura 18.
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Figura 18. Contagem de UFC das culturas produtoras de a-amilase durante o
crescimento em meio liquido. Controle negativo: MFL/YEp351PGK; amysS:
MFL/YEp351PGKamyS; amy-alfa(1 kb): MFL/YEp351PGKaa; amy-alfa’(1,4 kb):
MFL/YEp351PGKaa’; amy-gla: MFL/pPB-G; barras: erro padrao das amostras.

Nota-se que o maior numero de células viaveis em todas as construgdes

ocorre em 72 horas, o que coincide com os maiores valores referentes a

atividade encontrada associada as células (ver figura 16), com excegédo do

clone contendo a fusdo da a-amilase com a glicoamilase. Esse clone atinge a
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atividade maxima associada a célula em 120 horas, momento em que é
possivel observar um pequeno aumento do numero de UFC em relacdo ao
periodo anterior (figura 18), de 675 + 110,9 x 10° UFC/mL para 833,3 + 306,2 x
10° UFC/mL.

As placas foram coradas com vapor de iodo para verificar se todas as
colénias apresentavam halos de hidrolise em amido. Todas as colbnias
apresentaram halos de hidrdélise, o que determinou que todas as células viaveis
ainda produziam a a-amilase ativa. O unico clone que nao apresentou halos de
hidrolise na placa de células viaveis foi o controle negativo, como esperado, ja
gue nao produzia a-amilase.

Apesar da presenca de atividade tanto associada a células como no
sobrenadante, este ultimo apresentou atividade de a-amilase muito maior que o
primeiro. O que indica que uma pequena parte da enzima produzida pela
levedura fica aderida a parede, enquanto a maior parte € secretada para o
meio de cultura. Suspeita-se que a a-amilase esteja sendo clivada da porgéo
C-terminal da a-aglutinina e, consequentemente, perde a sequéncia sinal para

ancora GPI, dessa forma, n&o fica aderida a parede.

1.6 Analise do perfil secretério por SDS-PAGE

Para verificar se a fusdo estava sendo clivada e como a a-amilase
estava sendo expressa no meio de cultura, o sobrenadante de cultura de cada
uma das constru¢des contendo a fusdo, assim como o controle negativo e o
clone secretor de a-amilase foi analisado por SDS-PAGE e zimograma (figura
19).
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Figura 19. SDS-PAGE e zimograma do extrato do sobrenadante da cultura dos
clones produtores de a-amilase. As culturas foram crescidas durante 4 dias em
meio SD liquido. A: SDS-PAGE corado com prata. B: zimograma corado com
solugdo de FUWA. 1. MFL/YEp351PGK (controle negativo); 2:
MFL/YEp351PGKamyS; 3: MFL/YEp351PGKaa; 4: MFL/YEp351PGKaa’; 5:
MFL/pPB-G; M = marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Thermo Scientific); seta: a-amilase.

A o-amilase nado fusionada tem cerca de 55 kDa, mas devido a
glicosilacdo, que ocorre em grande quantidade em S. cerevisiae (Strahl-
Bolsinger et al., 1999; Dean, 1999), essa massa aumenta. Durante a tentativa
de purificar a proteina (dados ndo mostrados), descobriu-se que a a-amilase
aparece no gel de poliacrilamida na altura da banda de 66,2 kDa do marcador.
Observa-se uma nitida banda difusa nessa altura na figura 19-A em todos os
clones produtores de a-amilase, que nao esta presente de forma tao nitida no
controle negativo. Aparentemente a maior parte da a-amilase ndo esta sendo
expressa fusionada a regido C-terminal da a-aglutinina, ja que apresentou o
mesmo tamanho da a-amilase secretada quando analisada em SDS-PAGE. A
banda difusa é caracteristico de proteinas glicosiladas analisadas em gel de
poliacrilamida, e o ganho de 10 kDa provavelmente é devido a glicosilagéo.

Nota-se, no sobrenadante de cultura do clone que contém a fusdo da o-
amilase com a glicoamilase (figura 19-A, pogo 5), que a banda na altura de

66,2 kDa também aparece nitidamente, indicando que a a-amilase mais uma
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vez ndo se manteve na forma fusionada, o que ja havia sido observado antes
no trabalho de Moraes et al. (1999). Nesse trabalho a proteina produzida com a
fusdo entre a a-amilase de B. subftilis e a glicoamilase de A. awamori,
plasmideo pPB-G, e expressa em S. cerevisiae foi purificada com uma coluna
de afinidade e uma de gel filtragdo. Notou-se um baixo rendimento de
recuperacdo da a-amilase, explicado, entre outras razdes, pela clivagem da
fusdo a-amilase/glicoamilase durante o processo de produgdo pela S.
cerevisiae, liberando as duas enzimas ativas separadamente.

Considerando que a a-amilase seja secretada para o meio junto com a
regiao C-terminal da a-aglutinina, fusdo ndo aderida a parede por algum motivo,
elas teriam juntas 87 kDa, no caso dos dois fragmentos de a-aglutinina, pois
existe um cédon de terminag¢ao da tradugao no final do fragmento menor, entéo,
os 444 pb a mais servem apenas para regulacdo e ndo sdo traduzidos. Na
figura 19-A é possivel observar uma banda fraca difusa entre as bandas de
66,2 kDa e 116 kDa do marcador de massa molecular que aparece nos pogos
3 e 4. Na tentativa de purificagdo mencionada anteriormente, nao foi
encontrada uma proteina com esse tamanho, por isso, ndo € possivel confirmar
se ela corresponderia a fusdo nao clivada. No extrato bruto do controle
negativo aparece uma banda de intensidade fraca nessa mesma altura, o que
indica que provavelmente € apenas uma proteina produzida normalmente pela
levedura.

No zimograma, figura 19-B, é possivel observar que o sobrenadante de
cultura de todas as construcdes apresentou atividade de hidrolise de amido na
mesma regido de migragcdo, outro indicio de que a a-amilase esta sendo
separada da cauda de a-aglutinina e sendo secretada. O mesmo é observado
na fusdo com a glicoamilase, a a-amilase parece ser sempre separada da
proteina a qual esta fusionada.

Nota-se nos pogos 3 e 4 da figura 19-B que aparecem outras bandas
mais fracas de atividade de hidrolise abaixo e acima da banda mais forte.
Provavelmente a a-amilase esta sendo clivada da cauda de a-aglutinina em
diferentes pontos, liberando fragmentos maiores e menores da enzima, o que
resulta em migracdes diferentes no gel. Bandas de atividade de hidrolise do
amido mais altas podem corresponder a a-amilase fusionada a a-aglutinina ou
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a algum fragmento desta, que por algum motivo estariam se soltando da
parede e sendo liberadas para o sobrendante de cultura.

Uma possivel explicagdo para a separagao da a-amilase da porg¢ao C-
terminal da a-aglutinina é a presenga de um sitio de uma protease na regiao C-
terminal da a-amilase, de forma que nao altere a sua atividade. Como relatado
no trabalho de Murai et al. (1999), a a-amilase de Bacillus stearothermophilus,
utilizada no trabalho para fusdo com a porgao C-terminal da a-aglutinina,
continha um possivel sitio para a endopeptidase Kex2 e a maior parte da
atividade amilolitica era detectada no sobrenadante. Ao eliminar esse sitio da
sequéncia da enzima a atividade foi encontrada apenas associada as células,
indicando que a proteina estava agora aderida a parede celular e o sitio para a
protease era a causa da clivagem da fuséo.

A a-amilase de B. subtilis, utilizada no presente trabalho, ndo possui a
sequéncia da regido C-terminal na qual foi identificado o sitio para a protease
Kex2. Nao foi encontrado nenhum outro sitio de Kex2 na sequéncia

remanescente e nem no fragmento de a-aglutinina usado.

1.7 Analise comparativa da expressao da a-amilase nas linhagens
MFL e CENPK2 de S. cerevisiae

Outra hipotese para a a-amilase ndo permanecer fusionada a outra
proteina seria alguma caracteristica intrinseca da linhagem MFL ou alguma
falha em alguma das enzimas da via de secrec¢ao de proteinas com ancora de
GPI nessa linhagem utilizada no trabalho, ja que a a-amilase de Bacillus
stearothermophilus e Streptococcus bovis ja foram imobilizada com sucesso na
parede celular de levedura de outras linhagens (MT8-1, YF207, YF237)
utilizando a fusdo a porgdo C-terminal da a-aglutinina (Murai et al., 1999;
Shigechi et al., 2004-b; Khaw et al., 2006). Para confirmar essa hipotese, todos
os vetores de expressdao em levedura construidos foram transformados em
células da linhagem laboratorial CENPK2. Um clone com cada construgao foi
escolhido e crescidos em placa de meio SD agar com amido sem leucina, a

placa continha os aminoacidos histidina, triptofano e uracila para crescimento
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das leveduras da linhagem CENPK2, que ndo produz esses aminoacidos. A

figura 20 mostra a placa comparativa com todos os clones de MFL e CENPK2.

1 6

5

Figura 20. Analise comparativa da atividade amilolitica em placa pelos clones de
MFL e de CENPK2. As placas de meio minimo contendo 1 % de amido foram
incubadas a 30°C por 2 dias e coradas com vapor de iodo mostrando os halos de
hidrélise produzidos pela a-amilase. 1: MFL/YEp351PGK (controle negativo); 2:
MFL/YEp351PGKamyS; 3: MFL/YEp351PGKaa; 4: MFL/YEp351PGKaa’; 5:
MFL/pPB-G; 6: CENPK2/YEp351PGK (controle negativo); 7
CENPK2/YEp351PGKamys; 8: CENPK2/YEp351PGKaa; 9
CENPK2/YEp351PGKaa’; 10: CENPK2/pPB-G.

Nao foi observado nenhuma diferenca quanto a producdo de halos de
hidrolise entre os clones de MFL e CENPK2. Assim como os resultados da
MFL, os clones de CENPK2 também ndo apresentaram reducdo nos halos
produzidos pelos clones que continham a a-amilase fusionada a regido C-
terminal da a-aglutinina quando comparados ao clone secretor de a-amilase.

Para quantificar a atividade e confirmar esse resultado, um clone de MFL
e um de CENPK2 contendo a mesma construcédo foram crescidos em meio SD
liquido. Os clones escolhidos foram os que continham a construcdo da a-
amilase fusionada a porcado final do gene da a-aglutinina de 1,4 kb
(YEp351PGKaa’). A atividade também foi dosada associada a célula e no

sobrenadante, como nos outros testes em meio liquido. Os resultados da
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atividade obtida associada a célula sdo mostrados na figura 21 e os resultados
da atividade dosada no sobrenadante de cultura na figura 22.

15
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Figura 21. Atividade de a-amilase associada as células das col6nias de MFL e
CENPK2. MFL: MFL/YEp351PGKaa’; CENPK2: CENPK2/YEp351PGKaa’; barras:
erro padrao das amostras; letras: analises estatisticas; INPUT: crescimento celular
dos clones em Log(ODggp).

Os dois clones apresentaram atividade amilolitica associada a célula,
porém o transformante de MFL foi mais eficiente na hidrélise do substrato,
mesmo apresentando crescimento um pouco menor do que o apresentado pela
CENPK2 (figura 21, Input). Durante a maior parte do experimento, a diferenga
entre os dois clones foi desprezivel estatisticamente, a excecado das aliquotas

coletadas em 72 horas e 120 horas, pontos em que a diferenga foi significativa.
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Figura 22. Atividade de a-amilase dosada no sobrenadante de cultura das coldnias
de MFL e CENPK2. MFL: MFL/YEp351PGKaa’; CENPK2: CENPK2/YEp351PGKaa’;
barras: erro padrdo das amostras; letras: analises estatisticas; INPUT: crescimento
celular dos clones em Log(ODsgqo).

Ja no sobrenadante, os dois clones apresentaram atividade, como pode
ser observado na figura 22, porém a partir de 72 horas o transformante de MFL
se destacou e mostrou atividade maior com diferenga significativa. As
atividades maximas atingidas pelos clones foram de 89,43 £+ 5,27 U/mL em 120
horas, para MFL, e 16,53 + 1,75 U/mL em 72 horas, para CENPK2.

A CENPK2 foi eficiente para manter a a-amilase aderida a parede,
porém a maior parte da enzima produzida ainda é encontrada no sobrenadante
de cultura, assim como aconteceu com a MFL. A linhagem CENPK2 também
se mostrou pior secretora de enzima. Foi provado que a clivagem da enzima da
fusdo nado era devido a alguma caracteristica intrinseca da linhagem MFL ou
alguma falha nas enzimas da via de secreg¢do que ndo permitiu a permanéncia
da a-amilase aderida a parede celular, o mesmo ocorreu com a outra linhagem
testada, a CENPK2.
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1.8 Sequenciamento das construgoes

Para confirmar que nao ocorreu nenhuma mutagdo que poderia
modificar a atividade do clone secretor de a-amilase ou das construcdes
fusionadas a cauda da a-aglutinina, a sequéncia de nucleotideos de todos os
clones foi caracterizada.

A analise do sequenciamento das construgdes contendo a a-amilase no
programa “Blast 2 sequences” é mostrada nas figuras 45, 46 e 47 do anexo 3.
Quase toda a sequéncia foi caracterizada, e apareceram apenas duas
mutagdes no final do fragmento da a-aglutinina de 1,4 kb: uma delegcdo de uma
adenina e uma troca de nucleotideo de timina por citosina. As mutagdes se
encontram nos 444 pb apo6s o cédon de parada na porgao final do gene da a-
aglutinina, portanto, ndo fazem diferenga na conformagao da proteina ja que
estdo em uma regido que nado é traduzida. Como essas mutagdes estdo nos
444 pb finais da a-aglutinina, sé aparecem na construgdo contendo a fusao da
a-amilase ao fragmento de 1,4 kb da a-aglutinina.

Para total caracterizagdo da a-amilase contendo o cédon de terminagao
da traducdo faltaram 89 nucleotideos ndo sequenciados. Pode ter ocorrido
alguma mutagao nessa regidao gerando uma enzima com dobramento incorreto,
e dessa forma com a atividade alterada. Sera necessaria a caracterizagao de
toda a sequnéncia para determinar o motivo da perda de atividade dessa forma
reduzida da proteina.

Varias enzimas ja foram imobilizadas na parede celular de levedura, e o
sistema mais utilizado foi o da a-aglutinina. Esse sistema mostrou-se bem
versatil, capaz de aderir proteinas de 0,93 a 136 kDa a superficie da levedura
(Kondo & Ueda, 2004). Foi também uma das trés mais eficientes proteinas
utilizadas como ancora na expressédo heterdloga, inclusive mais eficiente do
que a Flo1p (Van der Vaart et al., 1997). Por isso, foi usado esse sistema de
ancoragem no presente trabalho. Porém, Shigechi et al. (2004-b) produziram
dois vetores para expressao de a-amilase na parede de S. cerevisiae: um com
a porcao C-terminal da a-aglutinina e outro com a porgao N-terminal da Flo1p,
e observaram o oposto. Nesse trabalho, foi encontrada maior atividade
associada a célula na fusdo da a-amilase a porgao N-terminal da Flo1p.
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Ao que tudo indica, existe algum problema quanto aos genes utilizados
na construcdo da fusdo, o que ndo permite total adesdo das proteinas a
superficie celular. Uma possibilidade para futuros trabalhos € a imobilizacéo
por meio do sistema com a Flo1p, ja que esse sistema apresenta variadas
formas de aderéncia a parede e pode-se utilizar a regido C-terminal ou a N-

terminal.

2. EXPRESSAO DA GLICOAMILASE

2.1 Amplificagao do cDNA de glicoamilase

Primeiramente, foram determinadas trés regides do cDNA da
glicoamilase de Aspergillus awamori a serem utilizadas. Depois dos resultados
observados para a a-amilase cogitou-se que diferentes dominios da
glicoamilase poderiam influir na integridade conformacional da fusédo com a a-
aglutinina. No trabalho de Evans et al. (1990) varias formas truncadas da
proteina glicoamilase foram produzidas, cada uma com um C-terminal diferente,
resultando em diferentes tamanhos. Nesse estudo supbs-se que a regiédo
altamente O-glicosilada pode ter importancia na manutengdo da estabilidade
conformacional do dominio catalitico, na manutengao da integridade da enzima
ou na secre¢ao. Concluiram que o maximo possivel para retirada era até o
residuo de aminoacido 482, que corresponde a regido logo apds ao C-terminal
do dominio catalitico que envolve o barril (a/a)e.

Por esse motivo o presente trabalho procurou analisar a atuacdo das
diferentes formas da enzima fusionadas a a-aglutinina. A regido amplificada
chamada de glicoamilase 1 (gla1) € o cDNA completo com todos os dominios e
corresponde ao tamanho de 1926 pb. A glicoamilase 2 (gla2), correspondente a
GAIll em A. awamori, € formada pelo dominio catalitico e a regido altamente O-
glicosilada e tem o tamanho de 1617 pb. E por ultimo, a glicoamilase 3 (gla3) é
constituida apenas pelo dominio catalitico e parte da regido O-glicosilada, com
o tamanho de 1524 pb e estdo esquematizadas na figura 23. Na gla3, parte da
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regiao O-glicosilada foi retirada, pois, no trabalho de Evans ef al. (1990), esse
foi o menor tamanho dessa regi&o que mantém a atividade enzimatica, a

remocg&o de um fragmento maior leva a perda da atividade e da estabilidade da

enzima.
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Figura 23. Esquema das trés diferentes regides amplificadas da glicoamilase: gla1,
gla2 e gla3.

Os trés diferentes fragmentos do cDNA da glicoamilase de A. awamori
(gla1, gla2 e gla3) foram amplificados com o mesmo oligonucleotideo foward
(GLAF), ao qual foi adicionado um sitio para a enzima EcoRl e outro para
Hindlll, nessa ordem. O oligonucleotideo reverso foi especifico, cada um
anelando em uma regido diferente do cDNA da glicoamilase para gerar os trés
fragmentos da enzima. A todos os oligonucleotideos reversos foi adicionado
um sitio para a enzima EcoRI. A figura 24 mostra o resultado da amplificacéo

dos trés diferentes fragmentos do cDNA da glicoamilase.
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Figura 24. Anadlise por eletroforese em gel de agarose da amplificagdo por PCR do
cDNA da glicoamilase. M: marcador de massa molecular 2-Log DNA Ladder (New
England Biolabs); seta: tamanhos das bandas de DNA do marcador de massa
molecular.

Todos os trés fragmentos foram amplificados corretamente: o fragmento
glal, de 1926 pb, préximo a banda de 2 kb do marcador de massa molecular; o
fragmento gla2, de 1617 pb, um pouco acima da banda de 1,5 kb do marcador
de massa molecular; e o fragmento gla3, de 1524 pb, também proximo a banda

de 1,5 kb do marcador de massa molecular.
2.2 Construgao da fusao no vetor plJ2925

Apos amplificagdo de cada uma das regides do cDNA da glicoamilase, a
estratégia utilizada para formar a fusdo a porgéo final da a-aglutinina foi a
mesma utilizada para a producdo da fusdo entre esta e a a-amilase. Primeiro,
os produtos de PCR foram adenilados e clonados no vetor pGEM®-T (Promega)
e, entdo, a fusdo foi construida no vetor plJ2925, formando os vetores
pldglala’, pldgla2a’ e pldgla3a’ para cada uma das formas da glicoamilase.
Essa estratégia esta ilustrada na figura 25. Para essas constru¢des foi utilizada
apenas o fragmento de 1,4 kb da a-aglutinina, pois, no inicio dessas
construgdes, acreditava-se que a por¢do menor da a-aglutinina ndo era
suficiente para manter a estabilidade da fusdo génica, com base nos resultados
obtidos para a a-amilase.
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Figura 25. Estratégia de clonagem para a construcdo da fusdo entre os trés
fragmentos do cDNA da glicoamilase e a porcao final do gene da a-aglutinina no
vetor plJ2925.

A figura 26 abaixo mostra a confirmagdo da construgdo da fusdo no
vetor plJ2925 pela digestdo com a enzima de restrigao Hindlll. Os trés vetores
construidos foram digeridos com essa enzima e era esperado a liberagao da
fusdo inteira, ja que existe um sitio para Hindlll apenas em uma das
extremidades de cada um dos genes fusionados, como pode ser observado na

figura 25.
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Figura 26. Analise por eletroforese em gel de agarose da digestdo com Hindlll dos
vetores pldglata’, pldgla2a’ e pldgla3a’. M: marcador de massa molecular 2-Log
DNA Ladder (New England Biolabs); seta: tamanhos dos fragmentos de DNA do
marcador de massa molecular; H: digestdo com Hindlll; |: intactos das respectivas
amostras.

Observa-se na figura 26 que as trés fusdes foram construidas de forma
correta. Na constru¢do com gla1 foram liberados os fragmentos de 2,7 kb
(tamanho do vetor plJ2925) e de aproximadamente 3,3 kb da fus&o da porgéo
final da a-aglutinina com o fragmento gla1 da glicoamilase, vistos no gel de
agarose como bandas um pouco abaixo do fragmento de 3 kb do marcador de
massa molecular e um pouco acima do fragmento de 3 kb do marcador de
massa molecular, respectivamente. Para a constru¢do com o fragmento gla2
foram liberados os fragmentos de 2,7 kb e aproximadamente 3 kb,
respectivamente, o vetor e a fusdo com gla2, que aparecem no gel de agarose
como bandas um pouco abaixo da banda de 3 kb do marcador de massa
molecular e na mesma altura dessa banda. E para a construcdo com o
fragmento gla3 é vista apenas uma banda, pois a diferenga de tamanho entre a
fusdo e o vetor é de aproximadamente 200 pb e a grande quantidade de
material no gel de agarose dificultou a delimitacdo das bandas. Neste ultimo
caso, mesmo muito proximos, os fragmentos também encontram-se nos
tamanhos corretos: 2,7 kb do vetor e aproximadamente 2,9 kb da fusdo com
gla3, um pouco abaixo da banda de 3 kb do marcador de massa molecular.
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2.3 Construcao do vetor de expressao em levedura

Apos a construcéo da fusado, os fragmentos de interesse foram clonados
no vetor de expressao em levedura. Tanto o YEp351PGK como o pldglald’, o
plJgla2a’ e o plJgla3a’ foram digeridos com a enzima de restricdo Bglll. Os
vetores de expressdo em levedura produzidos foram chamados
YEp351PGKgla1a’, YEp351PGKgla2a’ e YEp351PGKgla3a’, respectivamente,
para as construgbes com o fragmento gla1, gla2 e gla3, todos fusionados a
porcao final da a-aglutinina de 1,4 kb. A figura 27 abaixo ilustra essa estratégia.

6’ (4574 pb)

YEp351PGKgla' (10886 pb)

ou
plig2a’ (4265 pb)

ou
plig3a’ (4172 pb)

ou

‘ YEp351PGKg2a’ (10577 pb)
2u ou

YEp351PGKg3a' (10484 pb)

LEVZ

Figura 27. Estratégia de clonagem utilizada para os vetores de expressdo em
levedura das construgdes contendo o gene da glicoamilase.

A figura 28 mostra a digestdo das trés construgdes com EcoRl e Bglll
para confirmar a presenga do inserto no vetor YEp351PGK. A digestdo com
Bglll libera o inserto e comprova apenas a clonagem do fragmento de tamanho
esperado. A digestdo com EcoRI permite a verificagdo da orientagao do inserto
em ralacdo ao promotor PGK do vetor. No esquema em A da figura 21, o
fragmento de glicoamilase representado € o gla1, entdo os sitios de EcoRI nas
posicdes 3491 e 6461 ficam, respectivamente, nas posi¢cdes 3182 e 6152, para
gla2, e 3089 e 6059, para gla3.
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Figura 28. Perfil e analise das digestdes dos vetores de expressdo em levedura
dos clones produtores de glicoamilase. A: Esquema do perfil de digestdo da
enzima de restricdo EcoRl nos vetores YEp351PGKglala’. B: Analise por
eletroforese em gel de agarose da digestdo com Bglll e com EcoRI dos vetores
YEp351PGKgla1a’, YEp351PGKgla2a’ e YEp351PGKgla3a’. Numeros ao lado dos
nomes das enzimas nos vetores: posi¢cdo dos sitios de clivagem; M: marcador de
massa molecular 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs); seta: tamanhos dos
fragmentos do marcador de massa molecular; B: digestdo com Bglll; E: digestédo
com EcoRI; I: intactos das respectivas amostras.

Nota-se pela figura 21 que os insertos foram clonados corretamente, ja
que na digestdo com Bglll observa-se uma banda de aproximadamente 7,5 kb
(vetor) e outra menor de aproximadamente 3,3 kb, ou 3 kb, ou 2,9 kb,
respectivamente, as constru¢gdes com gla1, gla2 e gla3. Esse perfil foi resultado
de sitios para esta enzima nas duas extremidades do inserto. A digestdo com
EcoRI apresenta o perfil de bandas com tamanhos de 1542 pb, 1926 pb ou
1617 pb ou 1524 pb (fragmento gla1, gla2 ou gla3, respectivamente), 2970 pb e
4450 pb. Na digestdo de YEp351PGKgla3a’ com EcoRl nao é possivel
distinguir os fragmentos de 1542 pb e 1524 pb por serem muito proximos, e
aparecem na figura 21-B como uma banda unica préxima a banda de 1,5 kb do
marcador de massa molecular.

Os vetores de expressao construidos foram utilizados para transformar a
linhagem MFL de S. cerevisiae. Os transformantes foram selecionados pela
capacidade de crescer em meio minimo sem leucina e produzir halos de

hidrélise em meio contendo amido.
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2.4 Analise dos halos de hidrélise em placa

As placas resultantes da transformacao foram analisadas com coloragao
por vapor de iodo para visualizagdo dos halos de hidrolise do amido em torno
das colbnias. Um clone de cada construgao foi selecionado. A figura 29 mostra
a placa de meio minimo corada com vapor de iodo contendo os clones
selecionados, um clone secretor de glicoamilase e um clone controle negativo
(MFL transformada com vetor YEp351PGK sem o cDNA da glicoamilase). O
clone secretor de glicoamilase foi a linhagem MFL transformada com o vetor

pPG, que secreta glicoamilase completa, igual ao fragmento gla1, sob o

controle do promotor PGK, sem a fusédo a regido C-terminal da a-aglutinina

(Moraes et al., 1995).

Figura 29. Analise da atividade amilolitica em placa dos clones produtores de
glicoamilase. Placa de meio minimo contendo 1% de amido crescida a 30°C por 5
dias e coradas com vapor de iodo mostrando os halos de hidrélise produzidos pela
glicoamilase. 1 = MFL/YEp351PGK (controle negativo); 2 = MFL/pPG; 3 =
MFL/YEp351PGKglala’; 4 = MFL/YEp351PGKgla2a’; 5 = MFL/YEp351PGKgla3a'.

Nota-se a diminuigdo dos halos de hidrélise em volta das col6nias dos
clones contendo as fusdes da glicoamilase com a regido C-terminal da o-
aglutinina quando comparado ao halo do clone secretor de glicoamilase, n&o
ancorada na parede celular, como esperado. As trés formas de glicoamilase

apresentaram diminuigdo dos halos. O controle negativo ndo apresentou halo
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de hidrolise de amido, pois ndo tinha atividade amilolitica. As placas contendo
os clones produtores de glicoamilase foram incubadas para crescimento por
mais tempo do que as placas contendo os clones produtores de a-amilase, pois
a glicoamilase hidrolisa o0 amido mais lentamente que a a-amilase. Por ser uma
exoamilase, a glicoamilase precisa de extremidades n&o redutoras livres para
atuar, o que nao esta disponivel em grande quantidade em um substrato rico
em amilose, utilizado no trabalho, sem tratamento prévio com outras enzimas
(Moraes, 2004).

2.5 Analise quantitativa da atividade em meio liquido

O teste de atividade em meio liquido foi feito para quantificar a atividade
dos clones escolhidos e se realmente a atividade enzimatica associada as
células era maior que no sobrenadante (glicoamilase secretada). O teste
também foi necessario para avaliar qual das trés formas da proteina
apresentava maior atividade assiciada a célula quando comparadas entre si.
Esse teste foi feito apenas em duplicata. Os resultados das atividades
associadas as células para comparagao do clone secretor de glicoamilase e do
clone contendo a fus&o da glicoamilase completa (gla1) a regido C-terminal da
a-aglutinina s&o mostrados na figura 30. A analise estatistica ndo € mostrada
no grafico porque nao foi observada diferenga significativa entre os valores de

atividade em nenhum ponto mensurado.
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Figura 30. Atividade de glicoamilase associada as células. Controle negativo:
MFL/YEp351PGK; gla: MFL/pPG; glal-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKgla1a’;
barras: erro padrdo das amostras; INPUT: crescimento celular dos clones em
LOg(ODsoo).

O clone secretor de glicoamilase e o clone contendo a fusdo de glal a
por¢cado C-terminal da a-aglutinina apresentaram atividade amilolitica associada
a célula, e este ultimo apresentou atividade maior ainda que o primeiro, como
esperado. Porém, quando analisados estatisticamente, ndo mostram diferenca
significativa em nenhum momento por causa do grau de variancia encontrado,
indicando que em algum ponto os valores encontrados para os clones com
atividade amilolitica se assemelham ao controle negativo e ndo apresentam
atividade.

Nota-se que o clone secretor de glicoamilase apresentou atividade
associada as ceélulas, mesmo nao tendo um sistema de adesao celular genético,
comportamento também observado para o clone contendo a fusédo entre a a-
amilase e glicoamilase (ver figura 16). Outro indicio que possivelmente a
glicoamilase tem alguma interacdo com a parede da levedura que mantem a

enzima proxima a célula.
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A atividade foi dosada também no sobrenadante de cultura. A dosagem
dessa atividade € mostrada na figura 31. A analise estatistica aparece sobre as

barras do grafico.
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Figura 31. Atividade de glicoamilase dosada no sobrenadante das culturas.
Controle negativo: MFL/YEp351PGK; gla: MFL/pPG; gla1-alfa’(1,4 kb):
MFL/YEp351PGKglal1a’; barras: erro padrdo das amostras; letras: analises
estatisticas; INPUT: crescimento celular dos clones em Log(ODsgqo).

Quanto a atividade dosada no sobrenadante das culturas, observou-se
que o clone secretor de glicoamilase apresentou maior atividade do inicio ao
fim do ensaio. Era esperado que esse clone apresentasse maior atividade no
sobrenadante que o clone contendo a fusao, ja que ele secreta a enzima para o
meio. Também foi encontrada atividade amilolitica no sobrenadante de cultura
do clone contendo a fusdo, embora essa atividade ndo tenha apresentado
diferencga estatistica dos valores encontrados para o controle negativo. Nota-se
na figura 31 que a atividade do clone contendo a fusdo aumenta ao longo do
tempo, e no ultimo ponto, 120 horas, é considerado estatisticamente diferente

do controle negativo.

88



Resultados e Discussdo

As trés construgdes com os diferentes fragmentos de glicoamilase foram

comparados entre si para testar se algum deles apresentava maior eficiéncia

na hidrélise do amido. A figura 32 apresenta os dados obtidos no teste de

atividade em meio SD liquido associada a célula e a figura 33 os dados obtidos

na dosagem do sobrenadante de cultura.
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Figura 32. Atividade amilolitica associada as células dos clones contendo as
diferentes formas de glicoamilase. Controle negativo: MFL/YEp351PGK; gla1-
alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKgla1a’; gla2-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKgla2a’;
gla3-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKgla3a’; barras: erro padrdo das amostras;
INPUT: crescimento celular dos clones em Log(ODggg)-

Todos os clones contendo os diferentes fragmentos de glicoamilase

fusionados a por¢cdao C-terminal da a-aglutinina apresentaram atividade

associada a célula, e em todos os pontos coletados mantiveram atividade

semelhante. Porém, houve uma variancia grande em torno das médias e a

diferenga nos valores encontrados entre os clones produtores de glicoamilase e

o controle negativo n&o foi significativa estatisticamente.

Na figura 32, nota-se que a maior atividade € encontrada para todos os

clones em 120 horas, mas é nesse ponto que 0Os erros sao maiores, €
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admitindo essa variagdo, a atividade se iguala a atividade dosada nos tempos
de 72 horas e 96 horas. Pode-se dizer que existe a manutengéo relativamente
constante da atividade amilolitica associada a célula de 72 horas a 120 horas.
Esse fato € corroborado com o aumento da densidade celular, que comecga a
estabilizar a partir de 60 horas.
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Figura 33. Atividade amilolitica dosada no sobrenadante de cultura dos clones
contendo as diferentes formas de glicoamilase. Controle negativo: MFL/YEp351PGK;
glat-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKglala’; glaz-alfa’(1,4 kb):
MFL/YEp351PGKgla2a’; gla3-alfa’(1,4 kb): MFL/YEp351PGKgla3a’; barras: erro
padrao das amostras; letras: andlises estatisticas; INPUT: crescimento celular dos
clones em Log(ODgp).

Mais uma vez a atividade encontrada no sobrenadante de cultura foi
maior que a atividade encontrada associada as células. Todos os trés clones
contedo a glicoamilase fusionada a por¢cdo C-terminal da a-aglutinina
apresentaram atividade similar no sobrenadante, sem grandes diferengas entre
si. Em alguns pontos coletados a atividade encontrada é diferente
estatisticamente do controle negativo.

A maior atividade observada para todos os clones foi em 120 horas, e

observa-se um aumento dessa atividade ao longo do tempo de cultivo. O que
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pode contribuir para esse aumento de atividade é a morte celular, quando as

enzimas presas na parede das células mortas s&o liberadas para o meio.

Para verificar se estava ocorrendo morte celular e possivelmente a

liberacdo de enzimas antes presa a parede no meio de cultura, foi feito o teste

de viabilidade celular. As UFCs foram contadas e as placas coradas para

verificar quais coldnias ainda produziam halo de hidrdlise. A figura 34 mostra a

contagem de UFC relacionada a densidade celular para cada clone.
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Figura 34. Contagem de UFC das culturas produtoras de glicoamilase durante o
crescimento em meio liquido. Controle negativo: MFL/YEp351PGK; gla: MFL/pPG;
gla2-alfa’(1,4
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glat-alfa’(1,4 kb):

padrao das amostras.

MFL/YEp351PGKglala’;

kb):

91



Resultados e Discussdo

Em quase todos os clones a maior concentragdo de células viaveis foi
encontrada em 60 horas, quando a leitura da densidade celular comeca a
estabilizar. Para os outros clones foi em 96 horas ou 120 horas. Porém, nesse
ultimo caso, os valores para UFC tiveram uma variagcdo muito alta, o que pode
ser observado como barras de erro muito grandes no grafico da figura 34, o
que indica que o valor encontrado pode ser bem maior ou bem menor do que a
média mostrada.

A contagem de UFC mostra que é possivel que as células estejam
morrendo e a enzima liberada para o meio, pois em 60 horas, ponto de maior
viabilidade celular para a maioria dos clones, a leitura de densidade celular
comega a estabilizar, indicando que a partir desse ponto ocorreu pouco
crescimento celular e a manutencdo da densidade celular associada a
diminuicdo de células viaveis (queda de UFC em 72 horas) indica que existem
células mortas no meio.

Em todos os pontos, todas as colbnias das placas produziram halos de
hidrolise, indicando que ainda estavam expressando a glicoamilase ativa. Com

excecgao do controle negativo que n&o possuia atividade amilolitica.

2.6 Analise do perfil secretério por SDS-PAGE

Como foi observada atividade de glicoamilase no sobrenadante de
cultura, assim como os testes feitos para as construgcdes contendo a-amilase,
foi feito um SDS-PAGE para avaliar como a glicoamilase estava sendo
expressa no meio de cultura. Os clones foram crescidos em meio SD liquido e
o extrato bruto concentrado. Foram analisados os sobrenadantes de cultura de
todos os clones contendo as construgdes com a fusédo a regido C-terminal da o-
aglutinina, do clone secretor de glicoamilase e do controle negativo. O gel SDS-
PAGE é mostrado na figura 35.
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Figura 35. SDS-PAGE do sobrenadante da cultura das construgdes contendo
glicoamilase. As culturas foram crescidas durante 5 dias em meio SD e o SDS-
PAGE corado com prata. 1: MFL/YEp351PGK (controle negativo); 2: MFL/pPG; 3:
MFL/YEp351PGKglala’; 4: MFL/YEp351PGKgla2a’; 5: MFL/
MFL/YEp351PGKgla3a’; M = marcador de proteina Unstained Protein Molecular
Weight Marker (Thermo Scientific); setas: cada uma das formas de glicoamilase.

Nota-se no SDS-PAGE da figura 35 duas bandas que ndo estdo no
extrato bruto do controle negativo: uma entre as banda 116,0 kDa e 66,2 kDa
do marcador de massa molecular, que aparece nos sobrenadantes de cultura
do clone secretor de glicoamilase e na construgdo com gla1; e outra na altura
da banda de 66,2 kDa do marcador de massa molecular, que aparece nos
sobrenadantes de cultura dos clones com as construgdes com gla2 e gla3
(indicadas pelas setas na figura 35). A glicoamilase completa tem massa de 68
kDa, mas aparece no gel de poliacrilamida com maior massa. Provavelmente
por causa das glicosilagbes que ocorrem em S. cerevisiae, assim como
mostrado nos resultados para as construgdées com a a-amilase. O mesmo foi
observado com as formas menores, construgbes com gla2 e gla3, que
possuem massa de 57 kDa e 54 kDa, respectivamente. As duas proteinas
aparecem no SDS-PAGE na altura da banda de 66,2 kDa do marcador de
massa molecular.

Também pode ser observado que a glicoamilase secretada e a
glicoamilase da fus&o entre gla1 e a por¢cao C-terminal da a-aglutinina, figura
35 clones 2 e 3, respectivamente, aparecem no gel de poliacrilamida na mesma
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altura. O que indica que a glicoamilase esta sendo clivada da regidao C-terminal

da a-aglutinina e esta sendo expressa em seu tamanho original.

2.7 Sequenciamento das construgoes

Por ultimo, as construgdes foram analisada em eletroferograma para ver
se havia alguma mutagdo que estivesse impedindo a expressao correta das
proteinas.

No sequenciamento das fusdes contendo de gla1 e gla2 nao foi possivel
caracterizar o cDNA da glicoamilase de forma continua, pois a sequéncia era
de grande extensao e nao foi feito um oligonucleotideo interno que anelasse no
meio, figuras 48 e 49 no anexo 3, respectivamente. Ja para a fusdo contendo
gla3 quase todo o cDNA foi caracterizado continuamente, figura 50 no anexo 3.

Em todos os sequenciamentos foi confirmada uma mutagcdo no cDNA da
glicoamilase na posigdo 506, uma troca de adenina por guanina. Essa troca de
nucleotideo ndo gera troca no aminoacido, continua codificando um residuo de
glutamina, mutacao silenciosa. No sequenciamento das construgdes com gla2
e gla3 aparece mais uma mutagado no cDNA da glicoamilase, que n&o aparece
na construgdo com gla1 porque essa regido néao foi caracterizada. Ocorre uma
troca de uma citosina por uma adenina, que causa a mudang¢a de um residuo
de treonina por um de asparagina. Os dois sdo aminoacidos pertencentes ao
grupo dos polares neutros, e a troca de um pelo outro provavelmente n&o
determina alteracdo conformacional da proteina.

A primeira mutacéo citada (troca de adenina por guanina) aparece no
sequenciamento do cDNA de glicoamilase usado como molde para a
amplificagdo por PCR, o fragmento clonado no vetor pPG, vetor que também é
usado no transformante secretor de glicoamilase (resultado ndo mostrado). O
que confirma que ndo € uma mutacao que fez diferenga na atividade da enzima.
A segunda mutacdo esta em uma regido que nao foi caracterizada do cDNA
molde, entdo n&o se sabe que diferencga ela causa realmente.

Aparecem mais duas mutag¢des na caracterizacao dos clones contendo a
construgcéo da glicoamilase fusionada a regido final da a-aglutinina, as duas ja
encontradas no sequenciamento da construgdo contendo a a-amilase. S&o
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modificagdes nos 444 pb finais da a-aglutinina, que se encontram apos o codon
de terminagdo da traducdo e nao € traduzido. Portanto, essas mutagdes

possivelmente ndo alteram a proteina.
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CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados conclui-se que a a-amilase foi aderida a
parede celular da levedura quando fusionada a regido C-terminal da a-
aglutinina que continha a sequéncia sinal para adicdo da ancora de GPI. Os
clones com essa fusdo apresentaram atividade associada a célula
significativamente maior do que a atividade dosada no controle negativo e no
clone secretor de a-amilase. Entretanto, a maior parte da a-amilase produzida
ainda é secreta para o sobrenadante de cultura mesmo nos clones fusionados
a regido C-terminal da a-aglutinina. O SDS-PAGE e o zimograma indicam que
a maior parte da a-amilase produzida esta sendo clivada da cauda de a-
aglutinina e é secretada para o meio com a mesma massa da a-amilase

secretada sem estar fusionada a nenhuma proteina.

O mesmo aconteceu quando as construgdes foram transformadas na
linhagem CENPK2 de S. cerevisiae. A maior atividade amilolitica foi detectada
no sobrenadante de cultura. A clivagem dos dois peptideos ndo € causada por
alguma caracteristica intrinseca da MFL.

A a-amilase reduzida (codificada pelo fragmento de 1,5 kb), sem o
dominio de ligacdo ao amido, secretada para o meio sem nenhuma fuséo,
parece nao ser estavel quando expressa em S. cerevisiae. Apresentou valores
de atividade muito baixos e em momento algum mostrou valores com diferenga
significativa do controle negativo. A fusdo a outros peptideos parece ter
influéncia na estabilidade da a-amilase truncada.

Apesar de apresentar atividade amilolitica associada a célula, nao foi
observada diferenca significativa das construgdes contendo a glicoamilase para
o controle negativo, e ndo foi possivel determinar se a glicoamilase foi
eficientemente aderida a parede celular da levedura. As construgcdes contendo
a fusdo da (glicoamilase a porgdo C-terminal da a-aglutinina também
apresentaram maior atividade no sobrenadante de cultura. A morte celular e a

liberacdo de enzimas para o meio pode ser um dos motivos que contribui para
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essa maior atividade, ja que o numero de células viaveis cai apés 60 horas,

momento em que a atividade observada no sobrenadante de cultura é maior.

Pela analise por SDS-PSGE ¢é possivel observar que a glicoamilase esta
sendo expressa para o meio de cultura separada da cauda de a-aglutinina, pois

aparece na mesma altura da glicoamilase sem fusdo alguma.

Quando comparados entre si, as construgdes com os diferentes
fragmentos de glicoamilase fusionada a regido C-terminal da a-aglutinina ndo
apresentaram diferenga significativa, tanto associada a célula quanto no
sobrenadante de cultura. As partes excluidas das sequéncias nao influenciam

na atividade quando a enzima esta associada a cauda de a-aglutinina.
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PERSPECTIVAS

Para as proximas etapas do trabalho, o primeiro experimento a ser
concluido é o teste de atividade em meio liquido da glicoamilase. Falta o ultimo
ensaio para que os dados sejam apresentados em ftriplicata.

Espera-se descobrir a razdo da clivagem da fusdo, tanto para a o-
amilase quanto para a glicoamilase. Para tanto, serdo avaliadas as sequéncias
das proteinas produzidas para verificar a presenca de um possivel sitio de
proteases encontradas em S. cerevisiae, além de Kex2. As enzimas serao
purificadas para confirmagdo da clivagem em SDS-PAGE e seu C-terminal
sequenciado para determinar em que ponto ocorre a clivagem.

Outra meta importante € a determinacdo do motivo da perda de
atividade do clone contendo a a-amilase secretada sem nenhuma fuséo.
Devera ser feita a caracterizagcdo da sequéncia completa da a-amilase
contendo o codon de terminacdo da traducdo. Se n&o houver nenhuma
mutacao, devera ser feita a comparacao da atividade da a-amilase reduzida
com a a-amilase completa, que contém o dominio de ligagdo ao amido. Esse
teste servira para verificar se a fusdo com a regido C-terminal da a-aglutinina
realmente aumenta a atividade da enzima ou se € a falta do dominio de ligac&o
ao amido que diminui a atividade e a fusdo a outro peptideo apenas restaura os
niveis originais de atuagéo.

Uma vez confirmado o aumento de atividade da a-amilase quando
fusionada a a-aglutinina, serao feitos testes para explicar a razdo do aumento
dessa atividade nos clones contendo essa fusdo. Devera ser avaliada a
estabilidade do mRNA e se houve mudancga conformacional da enzima devido
a presenga da a-aglutinina, esses testes podem ser feitos com as técnicas de
PCR quantitativo e espectroscopia de fluorescéncia junto com dicroismo
circular, respectivamente.

ApoOs essas etapas, os melhores clones produtores de a-amilase e
glicoamilase serado utilizados para fermentacdo e avaliagdo da eficiéncia na

producao de enzimas e de etanol a partir de amido.
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ANEXOS

Anexo 1 — Marcadores de massa molecular.
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Figura 36. Perfil de bandas do marcador Figura 37. Perfil de bandas do marcador
de massa molecular AEcoRI/Hindlll. de massa molecular 2-Log DNA Ladder

(New England Biolabs).
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Figura 38. Perfil de bandas do marcador de peso molecular Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Thermo Scientific) em SDS-PAGE.
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Anexo 2 — Vetores
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Figura 39. Representacdo esquematica do mapa do vetor para clonagem de
produto de PCR pGEM®-T (Promega).

Amp

plJ2925
lac Z
2700 bp

- Bglll (811)
\\-~EcoRI (819)

|\ Hindlll (871)
L Bglll (885)

Figura 40. Representagcédo esquematica do mapa do vetor plJ2925.
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r EcoRI (16)
r Sacl (26)
- Aval (32)
FKpnl (32)
- Xmal (32)
- BamHI (37)
Xbal (43)
Sall {49)
Pstl {59)
Hindlll {(67)

Puull (7381) 4

Bgll (6195) -

- Balll (1553}
Scal (5832) .

Yep351-PGK

7541 bp - Hindlll {1923)
- Pl (2059)

Byl (2119)

SnaBl (4798) <

"\ EcoRV (3001)

Aval (4448) / \
(aa48) L EcoRl (3110)

LKpnl (3504)

Figura 41. Representacdo esquematica do mapa do vetor de expressdo em
levedura Yep351PGK.

Figura 42. Representacdo esquematica do mapa do vetor de expressdo em
bactéria pABC1. Ami: gene da a-amilase de B. subtilis. (Fonte: Souza, 1986)
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BamHI HindIII

Bglll

Pstl
Pstl

24

EcoRI

9'.
0>

PGK BamHI

Sall
HindIII

LEU2

Figura 43. Representacdo esquematica do mapa do vetor de expressdo em
levedura pPG. (Fonte: Moraes et al., 1995).

EcoRI HlndIII

HindIII

Figura 44. Representacdo esquematica do mapa do vetor de expressdo em
levedura pPB-G. (Fonte: Moraes et al., 1995).
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ANEXO 3 - Analise de sequenciamento

Sequenciamento amyS

Score = 2650 bits (1378), Expect = 0.0
Identities = 1378/1378 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 58
Sbjct: 1

Query: 118
Sbjct: 61
Query: 178
Sbjct: 121
Query: 238
Sbjct: 181
Query: 298
Sbjct: 241
Query: 358
Sbjct: 301
Query: 418
Sbjct: 361
Query: 478
Sbjct: 421
Query: 538
Sbjct: 481
Query: 598
Sbjct: 541
Query: 658
Sbjct: 601
Query: 718
Sbjct: 661
Query: 778
Sbjct: 721

gccggatttttattgectgtttcatttggttttgtcaggecccggecggectgcaaacgctgaa

FEETTEEErrrr et e et et e e e e e ey
gccggatttttattgectgtttcatttggttttgtcaggecccggecggectgcaaacgctgaa

actgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatcctccat

actgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatcctccat

gcatggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcgggce
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gcatggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcgggce

tatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

tatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataaa

agcatgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttac
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
agcatgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttac

ttaggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgtaaaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
ttaggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgtaaaa

gtcattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgacgag
FEETTEErrrrr et e e e e et e e e e e e ey
gtcattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgacgag

attaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggatcga
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

attaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggatcga

tgggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatactgag

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
tgggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatactgag

gtgcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacgggtte

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gtgcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacgggtte

cgctatgatgccgccaagcatatagagcttccggatgacgggaattacggcagccaattt

FEETTEEEErrr et e e et r et e et ey
cgctatgatgccgccaagcatatagagcttccggatgacgggaattacggcagccaattt

tggccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagacagce

tggccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagacagce

gcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacgggecat

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
gcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacgggecat

Anexos

117
60

177
120
237
180
297
240
357
300
417
360
477
420
537
480
597
540
657
600
717
660
777
720
837

780
117



Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

838

781

898

841

958

901

1018

961

1078

1021

1138

1081

1198

1141

1258

1201

1318

1261

1378

tccatcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattatgea

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tccatcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattatgea

tctgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tctgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaat

gatgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtgatt
FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
gatgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtgatt

ggttcccgctcaggaagcacgcctettttetttteccagacctgagggcggaggaaatggt
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
ggttcccgctcaggaagcacgcctettttetttteccagacctgagggcggaggaaatggt

gtaagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgceccttatttaaagatcag
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
gtaagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgceccttatttaaagatcag

gcgatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagecccgaggaactcecteg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gcgatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagecccgaggaactcecteg

aatccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgcggctcaaaaggcgttgtgcectyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
aatccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgcggctcaaaaggcgttgtgcectyg

gcaaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggcagg
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
gcaaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggcagg

tatgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggtacg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tatgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggtacg

Anexos

897

840

957

900

1017
960

1077
1020
1137
1080
1197
1140
1257
1200
1317
1260
1377

1320

atcaatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgcgecctcatg 1435

1321 atcaatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgcgecctcatg 1378

Figura 45. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde do
gene de a-amilase com cédon de terminagdo da tradugcédo (amyS). Correlagdo no
programa Blast 2 sequences. Query: sequéncia original; Subject: sequéncia clonada
e sequenciada.

Sequenciamento amy-aglut(1 kb)

Score =
Identities
Strand =

Query: 55

Sbjct: 1

Query: 115
Sbjct: 61
Query: 175
Sbjct: 121

4517 bits (2349), Expect = 0.0

= 2349/2349 (100%)

Plus / Plus

ttcgccggatttttattgectgtttcatttggttttgtcaggeccecggecggectgcaaacget
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
ttcgccggatttttattgectgtttcatttggttttgtcaggeccecggecggectgcaaacget

gaaactgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatccte
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

gaaactgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatccte

catgcatggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
catgcatggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcg

114
60

174
120
234

180
118



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

235

181

295

241

398

301

415

361

475

421

538

481

5985

541

655

601

715

661

775

721

835

781

895

841

955

901

1015

961

1075

1021

1135

1081

1195

1141

ggctatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagat

FEETTEEErrrr et e e e r e et e e e e e e ey
ggctatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagat

aaaagcatgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aaaagcatgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgt

tacttaggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgta

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
tacttaggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgta

aaagtcattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgac
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
aaagtcattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgac

gagattaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggat
FEETTEEErrrr et e e e e et r e e e ey

gagattaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggat

cgatgggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatact
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
cgatgggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatact

gaggtgcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacggg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gaggtgcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacggg

ttccgctatgatgccgccaagcatatagagectteccggatgacgggaattacggcagceccaa
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
ttccgctatgatgccgccaagcatatagagectteccggatgacgggaattacggcagccaa

ttttggccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagac
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et r e e e ey
ttttggccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagac

agcgcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacggg

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
agcgcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacggg

cattccatcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cattccatcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattat

gcatctgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgcecce

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gcatctgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgcecce

aatgatgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aatgatgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtyg

attggttcccgctcaggaagcacgectecttttetttteccagacctgagggecggaggaaat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
attggttcccgctcaggaagcacgectecttttetttteccagacctgagggecggaggaaat

ggtgtaagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgceccttatttaaagat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ggtgtaagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgcecttatttaaagat

caggcgatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagecccgaggaacte

FEETTEEErrrr et et e e et e e e et ey
caggcgatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagecccgaggaacte

tcgaatccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgcggctcaaaaggegttgtyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
tcgaatccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgcggctcaaaaggegttgtyg

Anexos

294
240
354
300
414
360
474
420
534
480
594
540
654
600
714
660
774
720
834
780
894
840
954
900
1014
960
1074
1020
1134
1080
1194
1140
1254

1200
119



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

1255

1201

1315

1261

1375

1321

1435

1381

1495

1441

1555

1501

1615

1561

1675

1621

1735

1681

1795

1741

1855

1801

1915

1861

1975

1921

2035

1981

2095

2041

2155

2101

2215

2161

ctggcaaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggce

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ctggcaaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggce

aggtatgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aggtatgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggt

acgatcaatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgcgectcat

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
acgatcaatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgcgectcat

gtctttcttgagaattaccaaacgggggcagtccattctttcaatgaattcagcgccaaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
gtctttcttgagaattaccaaacgggggcagtccattctttcaatgaattcagcgccaaa

agctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattcce
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
agctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattcc

actggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccat
FEETTEEErrrr et e e e e et e et r e ey

actggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccat

gtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

gtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaa

accagtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatca
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey

accagtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatca

gaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtageccgcet
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtageccgcet

ccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcce

ccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcce

tcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacc

tcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacc

tcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttcca

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttcca

tctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattceccttcectgcagecage

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattccttctgcagecage

aaacagccatccagtccctcatcttatacgtcttccccactecgtatecgtcececctetecgta

aaacagccatccagtccctcatcttatacgtcttccccactecgtatecgteecctetecgta

agcaaaacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatc

agcaaaacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatc

aaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggectt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggectt

aattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
aattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtyg

Anexos

1314
1260
1374
1320
1434
1380
1494
1440
1554
1500
1614
1560
1674
1620
1734
1680
1794
1740
1854
1800
1914
1860
1974
1920
2034
1980
2094
2040
2154
2100
2214
2160
2274

2220
120



Anexos

Query: 2275 tcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgtccggtatccaacag 2334

Sbjct: 2221 tcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgtccggtatccaacag 2280

Query: 2335 aatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttc 2394

Sbjct: 2281 aatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttc 2340

Query: 2395 tcagctgag 2403

FEEEEEET
Sbjct: 2341 tcagctgag 2349

Figura 46. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde da
fuséo entre o gene de a-amilase e a porc¢éao final do gene da a-aglutinina de 975 pb.
Correlagdo no programa Blast 2 sequences. Sequéncia em azul: ponto de fuséo da
a-amilase e da a-aglutinina; Query: sequéncia original; Subject. sequéncia clonada
e sequenciada.

Sequenciamento amy-aglut’(1,4 kb)

Score = 5339 bits (2777), Expect = 0.0
Identities = 2786/2788 (99%), Gaps = 1/2788 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 60 cggatttttattgctgtttcatttggttttgtcaggcccggecggctgcaaacgctgaaac 119

Sbjct: 1 cggatttttattgctgtttcatttggttttgtcaggcccggecggctgcaaacgctgaaac 60

Query: 120 tgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatcctccatge 179

Sbjct: 61 tgcaaacaaatcgaataaggtgaccgcgtcatcggtcaaaaacgggaccatcctccatge 120

Query: 180 atggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcgggcta 239

Sbjct: 121 atggaattggtcgttcaatacgttaacacaaaatatgaaagatattcgtgatgcgggcta 180

Query: 240 tgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataaaag 299

Sbjct: 181 tgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataaaag 240

Query: 300 catgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttactt 359

Sbjct: 241 catgaggaactggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttactt 300

Query: 360 aggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgtaaaagt 419

Sbjct: 301 aggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaaatatggtgtaaaagt 360

Query: 420 cattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgacgagat 479

Sbjct: 361 cattgttgatgcggttatcaaccataccaccagcgattatggtgcgatttctgacgagat 420

Query: 480 taagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggatcgatg 539

Sbjct: 421 taagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggatcgatg 480

Query: 540 ggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatactgaggt 599

Sbjct: 481 ggacgtcactcaaaattcattgcttgggctgtatgattggaatacacagaatactgaggt 540

121



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

600

541

660

601

720

661

780

721

840

781

900

841

960

901

1020

961

1080

1021

1140

1081

1200

1141

1260

1201

1320

1261

1380

1321

1440

1381

1500

1441

gcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacgggttccg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gcaggcctatctgaaacgtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacgggttccg

ctatgatgccgccaagcatatagagcttccggatgacgggaattacggcagccaattttyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
ctatgatgccgccaagcatatagagcttccggatgacgggaattacggcagccaattttyg

gccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagacagcgce

gccgaatattacaaatacatcagcggagttccaatacggagaaatcctgcaagacagcgce

gtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacgggecatte

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
gtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactacgggecatte

catcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattatgecatce

FEETTEEErrrr et e et et e e e e e ey
catcagatccgctttaaagaaccgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattatgecatce

tgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaatga

FEETTEEErrrr et e et et e e e e e ey
tgacgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaatga

tgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtgattgg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtgattgg

ttccecgectcaggaagcacgectettttetttteccagacctgagggecggaggaaatggtgt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ttccecgectcaggaagcacgectettttetttteccagacctgagggecggaggaaatggtgt

aagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgceccttatttaaagatcaggce

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgcecttatttaaagatcagge

gatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagcccgaggaactctcgaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gatcactgcggtcaatacatttcacaatgtaatggccgggcagcccgaggaactctcgaa

tccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgecggctcaaaaggecgttgtgetgge
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tccgaatgggaacaaccaaatctttatgaatcagcgecggctcaaaaggecgttgtgetgge

aaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggcaggta
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
aaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggcaggta

tgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggtacgat
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggtacgat

caatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgcgectcatgtcett
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
caatgccagatcggcggctgttctttatcctgatgatattggaaatgecgectcatgtcett

tcttgagaattaccaaacgggggcagtccattctttcaatgaattecagcgccaaaagctc
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tcttgagaattaccaaacgggggcagtccattctttcaatgaattecagcgccaaaagctc

ttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattccactgg

FEETTEEErrrr et ettt e e e e e e e ey
ttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattccactgg

Anexos

659
600
719
660
779
720
839
780
899
840
959
900
1019
960
1079
1020
1139
1080
1199
1140
1259
1200
1319
1260
1379
1320
1439
1380
1499
1440
1559

1500

122



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

1560

1501

1620

1561

1680

1621

1740

1681

1800

1741

1860

1801

1920

1861

1980

1921

2040

1981

2100

2041

2160

2101

2220

2161

2280

2221

2340

2281

2400

2341

2460

2401

2520

2461

atccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccatgtggt

atccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccatgtggt

gactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaaaccag

gactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaaaccag

tatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatcagaagt

tatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatcagaagt

gattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtagccgectccaac
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
gattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtagccgectccaac

ctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcctctte
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
ctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcctctte

tttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacctcaga
FEETTEEErrrr et e e e e et e et r e ey

tttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacctcaga

tgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttccatctga
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttccatctga

agagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattccttctgcagcagcaaaca
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey

agagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattccttctgcagcagcaaaca

gccatccagtccctcatcttatacgtctteccccactecgtatecgtececctectecgtaagecaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

gccatccagtccctcatcttatacgtcttceccccactecgtatecgtececctectecgtaagecaa

aacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatcaaaac

aacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatcaaaac

gaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggccttaatte

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggccttaatte

ttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtgtcatc

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtgtcatc

cttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgtccggtatccaacagaattt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgtccggtatccaacagaattt

cacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttctcage

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttctcage

tgagctcggttcgatcatttttctgettttgtcgtacctgctattctaaaacgggtactg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgagctcggttcgatcatttttctgettttgtcgtacctgctattctaaaacgggtactg

tacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgttcataattttcatcctgget

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgttcataattttcatcctgget

ctttctttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatcttaaactctaataatacttt
FEETTEEErrrr et r et e et et e ey
ctttctttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatctt-aactctaataatacttt

Anexos

1619
1560
1679
1620
1739
1680
1799
1740
1859
1800
1919
1860
1979
1920
2039
1980
2099
2040
2159
2100
2219
2160
2279
2220
2339
2280
2399
2340
2459
2400
2519
2460
2579

2519
123



Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

2565

2520

2625

2580

2685

2640

2745

2700

2805

2760

tctagttcttatccttttcecgtctcaccgcagattttatcatagtattaaatttatattt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tctagttcttatccttttcecgtctcaccgcagattttatcatagtattaaatttatattt

tgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctcgtttcattacccgaaggectgttt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctcecgtttcattacccgaaggectgttt

cagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcatcaccatgaaagagttcgat

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
cagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcatcaccatgaaagagttcgat

gagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccattcaataatgttacgttctcett
FEETTEEErrrr e et e e e et e e e e e ety
gagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccattcaataatgttacgetctett

cattctgcggctacgttatctaacaaga 2832
FETTTEEEErr et
cattctgcggctacgttatctaacaaga 2787

Anexos

2624
2579
2684
2639
2744
2699
2804

2759

Figura 47. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde da
fus&o entre o gene de a-amilase e a porcao final do gene da a-aglutinina de 1,4 kb.
Correlagdo no programa Blast 2 sequences. Sequéncia vermelha: mutagéo;
Sequéncia em azul: ponto de fusdo da a-amilase e da a-aglutinina; Sequéncia em
verde: cddon de parada da a-aglutinina; Query: sequéncia original; Subject:
sequéncia clonada e sequenciada.

Sequenciamento gla1-aglut(1,4 kb)

Score =
Identities
Strand =
Query: 54

Sbjct: 1

Query: 114
Sbjct: 61

Query: 174
Sbjct: 121
Query: 234
Sbjct: 181
Query: 294
Sbjct: 241
Query: 354
Sbjct: 301
Query: 414
Sbjct: 361

1529 bits (795), Expect = 0.0

= 797/798 (99%)

Plus / Plus

gcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgagcaacg
FEEETTErrrr et e e ettt e e e
gcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgagcaacg

aagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggcggacggtgecttgggtgt
FEEETTErrr et e e et et e et e e
aagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggcggacggtgecttgggtgt

cgggcgcggactctggcattgtcgttgctagtcccagcacggataacccggactacttet
FEEETTErrrr et e e ettt e e e
cgggcgcggactctggcattgtcgttgctagtcccagcacggataacccggactacttet

acacctggactcgcgactctggtctcgtcctcaagaccctecgtcgatctectteccgaaatyg
FEEETTErrrr et e e ettt e e e
acacctggactcgcgactctggtctcecgtcctcaagaccctecgtecgatctectteccgaaatyg

gagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgecccaggcaattgtceccagg
FEEETEErrrrrr et e e et e e e et e e e

gagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgecccaggcaattgtceccagg

gtatcagtaacccctctggtgatctgtccagecggecgectggtctecggtgaacccaagttca
FEEETTErrrr et e e ettt e e e
gtatcagtaacccctctggtgatctgtccagecggecgectggtctecggtgaacccaagttca

atgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagcgagatggteccggete

FEEETEErrrr et e ettt e et e e e
atgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagcgagatggteccggete

113
60

173
120
233
180
293
240
393
300
413
360
473

420

124



Query: 474
Sbjct: 421
Query: 534
Sbjct: 481
Query: 594
Sbjct: 541
Query: 654
Sbjct: 601
Query: 714
Sbjct: 661
Query: 774
Sbjct: 721
Query: 834
Sbjct: 781
Score =
Identities
Strand =
Query: 1088
Sbjct: 799
Query: 1088
Sbjct: 1
Query: 1148
Sbjct: 61
Query: 1208
Sbjct: 121
Query: 1268
Sbjct: 181
Query: 1328
Sbjct: 241
Query: 1388
Sbjct: 301

tgagagcaactgctatgatcggcttcgggcaatggctgcttgacaatggctacaccagca

FEEETEErrrr e e e e ettt e e e
tgagagcaactgctatgatcggcttcgggcagtggctgcttgacaatggctacaccagca

ccgcaacggacattgtttggcccctcgttaggaacgacctgtecgtatgtggctcaatact

FEEETEErrrr et e ettt e et e e e
ccgcaacggacattgtttggcccctcgttaggaacgacctgtecgtatgtggctcaatact

ggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacgattg

FEEETEErrrr et e et et e et e e e
ggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacgattg

ctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgecttcecgecgacggecgtecggetegtect
FEEETTErrrr et e e ettt e e e
ctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgecttcgecgacggecgtecggetegtect

gctcctggtgtgattctcaggcacccgaaattctctgectacctgcagtecttectggaccg
FEEETTErrrr et e e e et e et e e
gctcctggtgtgattctcaggcacccgaaattctctgectacctgcagteccttcectggaccyg

gcagcttcattctggccaacttcgatagcagccgttccggcaaggacgcaaacaccctee
FEEETTErrrr et e e e et e et e e

gcagcttcattctggccaacttcgatagcagccgttccggcaaggacgcaaacaccctee

tgggaagcatccacacctt 852
FEETTTEEErrr el
tgggaagcatccacacctt 799

4238 bits (2204), Expect = 0.0

= 2213/2215 (99%), Gaps = 1/2215 (0%)
Plus / Plus

tgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttcaaggcactyg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttcaaggcactyg

tgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttcaaggcactyg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttcaaggcactyg

tacagcgatgctgctactggcacctactcttcgtccagttcgacttatagtagcattgta
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e e ey
tacagcgatgctgctactggcacctactcttcgtccagttcgacttatagtagcattgta

gatgccgtgaagactttcgccgatggcttegtctctattgtggaaactcacgecgcaagce
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gatgccgtgaagactttcgccgatggcttegtctctattgtggaaactcacgeccgcaage

aacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggcgagcagctttceccgectecgecgac

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
aacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggcgagcagctttceccgectecgecgac

ctgacctggtcttatgctgctctgctgaccgccaacaaccgtcgtaacteccgtegtgect

FEETTEEEErrr et e e e e et e e e e e e ey
ctgacctggtcttatgctgctctgctgaccgccaacaaccgtcgtaacteccgtegtgect

gcttcttggggcgagacctctgccagcagecgtgecccggcacctgtgecggeccacatectgee

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
gcttcttggggcgagacctctgccagcagecgtgececcggcacctgtgecggeccacatectgee

Anexos

533
480
593
540
653
600
713
660
773
720
833

780

1147
858
1147
60
1207
120
1267
180
1327
240
1387
300
1447

360

125



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

1448

361

1508

421

1568

481

1628

541

1688

601

1748

661

1808

721

1868

781

1928

841

1988

901

2048

961

2108

1021

2168

1081

2228

1141

2288

1201

2348

1261

2408

1321

attggtacctacagcagtgtgactgtcacctcgtggccgagtatcgtggectactggecgge

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
attggtacctacagcagtgtgactgtcacctcgtggccgagtatcgtggctactggecgge

accactacgacggctacccccactggatccggcagcgtgacctcgaccagcaagaccace

accactacgacggctacccccactggatccggcagcgtgacctcgaccagcaagaccace

gcgactgctagcaagaccagcaccagtacgtcatcaacctcecctgtaccactcccaccgcece

gcgactgctagcaagaccagcaccagtacgtcatcaacctcecctgtaccactcccaccgcec

gtggctgtgactttcgatctgacagctaccaccacctacggcgagaacatctacctggte
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
gtggctgtgactttcgatctgacagctaccaccacctacggcgagaacatctacctggte

ggatcgatctctcagctgggtgactgggaaaccagcgacggcatagctctgagtgectgac
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
ggatcgatctctcagctgggtgactgggaaaccagcgacggcatagctctgagtgectgac

aagtacacttccagcgacccgctctggtatgtcactgtgactctgeccggectggtgagtecg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
aagtacacttccagcgacccgctctggtatgtcactgtgactctgeccggectggtgagtecg

tttgagtacaagtttatccgcattgagagcgatgactccgtggagtgggagagtgatccce
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tttgagtacaagtttatccgcattgagagcgatgactccgtggagtgggagagtgatccce

aaccgagaatacaccgttcctcaggcgtgcggaacgtcgaccgcgacggtgactgacacc
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
aaccgagaatacaccgttcctcaggcgtgcggaacgtcgaccgcgacggtgactgacacce

tggcgggaattcagcgccaaaagctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagt
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tggcgggaattcagcgccaaaagctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagt

ataaacactagtgcgtattccactggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaact

ataaacactagtgcgtattccactggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaact

acatcagaagtgatcagccatgtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctact

acatcagaagtgatcagccatgtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctact

accagcctgacaattgcacaaaccagtatctattctactgactcaaatatcacagtagga

accagcctgacaattgcacaaaccagtatctattctactgactcaaatatcacagtagga

acagatattcacaccacatcagaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaaca

acagatattcacaccacatcagaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaaca

gcttcgaccgttgtagccgctccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatact

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gcttcgaccgttgtagccgctccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatact

tacatctcgcaatttacatcctcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcet

tacatctcgcaatttacatcctcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcet

tcatcagcagtatttgaaacctcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatc

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tcatcagcagtatttgaaacctcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatc

acgaatactgctgctgttccatctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactcce
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
acgaatactgctgctgttccatctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactcce

Anexos

1507
420
1567
480
1627
540
1687
600
1747
660
1807
720
1867
780
1927
840
1987
900
2047
960
2107
1020
2167
1080
2227
1140
2287
1200
2347
1260
2407
1320
2467

1380
126



Anexos

Query: 2468 ttaaattccttctgcagcagcaaacagccatccagtccctcatcttatacgtcttcccca 2527

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e e e ey
Sbjct: 1381 ttaaattccttctgcagcagcaaacagccatccagtccctcatcttatacgtcttcccca 1440

Query: 2528 ctcgtatcgtccctctccgtaagcaaaacattactaagcaccagttttacgecttctgtg 2587

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 1441 ctcgtatcgtccctctccgtaagcaaaacattactaagcaccagttttacgecttctgtg 1500

Query: 2588 ccaacatctaatacatatatcaaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttg 2647

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
Sbjct: 1501 ccaacatctaatacatatatcaaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttg 1560

Query: 2648 acaacatcttcagttggccttaattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacg 2707

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
Sbjct: 1561 acaacatcttcagttggccttaattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacg 1620

Query: 2708 aaaattgacacctttttagtgtcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaage 2767

FETTTEEErrrr et e e e e et e e ety
Sbjct: 1621 aaaattgacacctttttagtgtcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaage 1680

Query: 2768 caattgtccggtatccaacagaatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaa 2827

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 1681 caattgtccggtatccaacagaatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaa 1740

Query: 2828 ggtaaagcgtctatatttttctcagctgagctcggttcgatcatttttctgecttttgtcg 2887

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 1741 ggtaaagcgtctatatttttctcagctgagctcggttcgatcatttttctgettttgtecg 1800

Query: 2888 tacctgctattctaaaacgggtactgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaat 2947

FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
Sbjct: 1801 tacctgctattctaaaacgggtactgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaat 1860

Query: 2948 tattgttcataattttcatcctggctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagtt 3007

FEETTEErrrrr et e e e e et e e e e ey
Sbjct: 1861 tattgttcataattttcatcctggctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagtt 1920

Query: 3008 catatcttaaactctaataatacttttctagttcttatccttttccgtctcaccgcagat 3067

CEETTEEE et e e et et e e e e e e r e ey
Sbjct: 2719 catatctt-aactctaataatacttttctagttcttatccttttccgtctcaccgcagat 2777

Query: 3068 tttatcatagtattaaatttatattttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccg 3127

FEETTEEErrrr e et e e rr et e et e e e ey
Sbjct: 2778 tttatcatagtattaaatttatattttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccg 2837

Query: 3128 ctcgtttcattacccgaaggctgtttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaa 3187

FEETTEEEErrr et e ettt e e e e e e e ey
Sbjct: 2838 ctcgtttcattacccgaaggctgtttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaa 2897

Query: 3188 atttcatcaccatgaaagagttcgatgagagctactttttcaaatgcttaacagctaacc 3247

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 2898 atttcatcaccatgaaagagttcgatgagagctactttttcaaatgcttaacagctaacc 2957

Query: 3248 gccattcaataatgttacgttctcttcattctgcggctacgttatctaacaagag 3302

FEETTEEErrrr et trrrrrr e e et e et e e
Sbjct: 2958 gccattcaataatgttacgctctcttcattctgcggctacgttatctaacaagag 3012

Figura 48. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde da
fuséo entre o cDNA da glicoamilase completa (gla1) e a porgéo final do gene da a-
aglutinina de 1,4 kb. Correlagdo das partes sequenciadas no programa Blast 2
sequences. Sequéncia vermelha: mutagao; Sequéncia em azul: ponto de fusdo da
glicoamilase e da a-aglutinina; Sequéncia em verde: cédon de parada da a-
aglutinina; Query: sequéncia original; Subject: sequéncia clonada e sequenciada.
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Anexos

Sequenciamento gla2-aglut(1,4 kb)

Score = 1398 bits (727), Expect = 0.0
Identities = 729/730 (99%)

Strand = Plus / Plus

Query: 52 ctgcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgagcaa 111
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 1 ctgcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgagcaa 60

Query: 112 cgaagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggcggacggtgettgggt 171
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 61 cgaagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggeggacggtgettgggt 120

Query: 172 gtcgggcgcggactctggcattgtcgttgctagtcccagcacggataacccggactactt 231

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et ey
Sbjct: 121 gtcgggcgcggactctggcattgtcgttgectagtcccagcacggataacccggactactt 180

Query: 232 ctacacctggactcgcgactctggtctcgtcctcaagaccctecgtcgatctectteccgaaa 291

FEETTEEErrrr et e et et e e e e e ey
Sbjct: 181 ctacacctggactcgcgactctggtctcecgtcctcaagaccctegtecgatctecttecgaaa 240

Query: 292 tggagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgcccaggcaattgtcca 351

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 241 tggagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgeccaggcaattgteca 300

Query: 352 gggtatcagtaacccctctggtgatctgtccagcggcgectggtctcggtgaacccaagtt 411

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 301 gggtatcagtaacccctctggtgatctgtccagecggecgetggtectecggtgaacccaagtt 360

Query: 412 caatgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagcgagatggtccgge 471

FEETTEEErrrr et e et e et e e et e e e e ey
Sbjct: 361 caatgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagecgagatggtecgge 420

Query: 472 tctgagagcaactgctatgatcggcttcgggcaatggctgcttgacaatggctacaccag 531

FEEETrEErrrrrr e et e e et et re et e e e
Sbjct: 421 tctgagagcaactgctatgatcggcttcgggcagtggctgecttgacaatggctacaccag 480

Query: 532 caccgcaacggacattgtttggcccctcgttaggaacgacctgtcgtatgtggectcaata 591

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
Sbjct: 481 caccgcaacggacattgtttggcccctcecgttaggaacgacctgtecgtatgtggectcaata 540

Query: 592 ctggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacgat 651
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
Sbjct: 541 ctggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacgat 600

Query: 652 tgctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgeccttcgecgacggeccgteggetegte 711
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 601 tgctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgecttecgegacggeccgteggetegte 660

Query: 712 ctgctcctggtgtgattctcaggcacccgaaattctctgctacctgcagtecttectggac 771

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
Sbjct: 661 ctgctcctggtgtgattctcaggcacccgaaattctctgectacctgcagtecttetggac 720

Query: 772 cggcagcttc 781

FETTEETETd
Sbjct: 721 cggcagcttc 730
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Anexos

Score = 1327 bits (690), Expect = 0.0
Identities = 692/693 (99%)
Strand = Plus / Plus

Query: 840 gcatccacacctttgatcctgaggccgcatgcgacgactccaccttccagecctgeteece 899

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 1 gcatccacacctttgatcctgaggccgcatgcgacgactccaccttccagecctgetecce 60

Query: 900 cgcgcgcgctcgccaaccacaaggaggttgtagactctttccgetcaatctataccctca 959

FEETTEEErrrr et e et e et e e e e e ey
Sbjct: 61 cgcgcgcgctcgccaaccacaaggaggttgtagactecttteccgetcaatctataccctca 120

Query: 960 acgatggtctcagtgacagcgaggctgttgcggtgggtcggtaccctgaggacacgtact 1019

FEETTEEErrrr et e et et e e e e e ey
Sbjct: 121 acgatggtctcagtgacagcgaggctgttgcggtgggtcggtaccctgaggacacgtact 180

Query: 1020 acaacggcaccccgtggttcctgtgcaccttggctgeccgcagagcagttgtacgatgete 1079

FEETTEEEr e rr e e rr et et ey
Sbjct: 181 acaacggcaacccgtggttcctgtgcaccttggctgeccgecagagcagttgtacgatgete 240

Query: 1080 tataccagtgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttca 1139

FEETTEEErrrr et e et r et e e et r e ey
Sbjct: 241 tataccagtgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgctggacttcttca 300

Query: 1140 aggcactgtacagcgatgctgctactggcacctactcttcgtccagttcgacttatagta 1199

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
Sbjct: 301 aggcactgtacagcgatgctgctactggcacctactcttegtccagttcgacttatagta 360

Query: 1200 gcattgtagatgccgtgaagactttcgccgatggcttcgtctctattgtggaaactcacg 1259
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 361 gcattgtagatgccgtgaagactttcgeccgatggecttcecgtectectattgtggaaactcacg 420

Query: 1260 ccgcaagcaacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggcgagcagectttccg 1319
FEPTTEEErrrr et e e e e et e e e ey
Sbjct: 421 ccgcaagcaacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggcgagcagettteccg 480

Query: 1320 ctcgcgacctgacctggtcttatgctgctctgctgaccgccaacaaccgtcecgtaactececg 1379
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 481 ctcgcgacctgacctggtcttatgectgetctgectgaccgeccaacaaccgtegtaactececg 540

Query: 1380 tcgtgcctgcttcttggggcgagacctctgccagcagecgtgeccecggcacctgtgecggeca 1439
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
Sbjct: 541 tcgtgcctgcttcecttggggcgagacctectgeccagcagegtgeccggcacctgtgeggeca 600

Query: 1440 catctgccattggtacctacagcagtgtgactgtcacctcgtggccgagtatcgtggecta 1499
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
Sbjct: 601 catctgccattggtacctacagcagtgtgactgtcacctecgtggeccgagtatecgtggeta 660

Query: 1500 ctggcggcaccactacgacggctacccccactg 1532

FETTTEEEEErr et e rrd
Sbjct: 661 ctggcggcaccactacgacggctacccccactg 693

Score = 2617 bits (1361), Expect = 0.0
Identities = 1370/1372 (99%), Gaps = 1/1372 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1626 aattcagcgccaaaagctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaaca 1685

Sbjct: 1 aattcagcgccaaaagctcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaaca 60
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Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

1686

61

1746

121

1806

181

1866

241

1926

301

1986

361

2046

421

2106

481

2166

541

2226

601

2286

661

2346

721

2406

781

2466

841

2526

901

2586

961

2646

1021

ctagtgcgtattccactggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcag

ctagtgcgtattccactggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcag

aagtgatcagccatgtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagec

aagtgatcagccatgtggtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagec

tgacaattgcacaaaccagtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagata

tgacaattgcacaaaccagtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagata

ttcacaccacatcagaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcga
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
ttcacaccacatcagaagtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcga

ccgttgtagccgctccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatcet
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
ccgttgtagccgctccaacctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatcet

cgcaatttacatcctcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcag
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

cgcaatttacatcctcttctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcag

cagtatttgaaacctcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaata
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
cagtatttgaaacctcagatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaata

ctgctgctgttccatctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactceccttaaatt
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
ctgctgctgttccatctgaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaatt

ccttctgcagcagcaaacagccatccagtceccctcatcecttatacgtcecttceccccactegtat
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

ccttctgcagcagcaaacagccatccagtceccctcatcttatacgtcttceccccactegtat

cgtccctctccgtaagcaaaacattactaagcaccagttttacgecttcectgtgeccaacat

cgtccctctccgtaagcaaaacattactaagcaccagttttacgecttcectgtgeccaacat

ctaatacatatatcaaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacat

ctaatacatatatcaaaacgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacat

cttcagttggccttaattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattyg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cttcagttggccttaattcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattyg

acacctttttagtgtcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
acacctttttagtgtcatccttgatcgcatatccttcttctgcatcaggaagccaattgt

ccggtatccaacagaatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaag

ccggtatccaacagaatttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaag

cgtctatatttttctcagctgagctcggttcgatcatttttectgettttgtegtacctge

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cgtctatatttttctcagctgagctcggttcgatcatttttctgettttgtegtacctge

tattctaaaacgggtactgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgtt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tattctaaaacgggtactgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgtt

cataattttcatcctggctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatct
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
cataattttcatcctggctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatct

Anexos

1745
120
1805
180
1865
240
1925
300
1985
360
2045
420
2105
480
2165
540
2225
600
2285
660
2345
720
2405
780
2465
840
2525
900
2585
960
2645
1020
2705

1080
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Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

2706

1081

2766

1140

2826

1200

2886

1260

2946

1320

taaactctaataatacttttctagttcttatccttttccgtctcaccgcagattttatca

et e e r e et e e e e e e e e e
t-aactctaataatacttttctagttcttatccttttccgtctcaccgcagattttatca

tagtattaaatttatattttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctegttt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tagtattaaatttatattttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctegttt

cattacccgaaggctgtttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cattacccgaaggctgtttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcat

caccatgaaagagttcgatgagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccatte

FEETTEEErrrr e et e e e e et e e e e e ey
caccatgaaagagttcgatgagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccatte

aataatgttacgttctcttcattctgcggctacgttatctaacaagaggttt 2997

FEETTEEErrrr et e et r e e et e e
aataatgttacgectctcttcattctgcggctacgttatctaacaagaggttt 1371

Anexos

2765
1139
2825
1199
2885
1259
2945

1319

Figura 49. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde da
fusé@o entre o cDNA da glicoamilase (gla2) e a porgéo final do gene da a-aglutinina
de 1,4 kb. Correlagdo das partes sequenciadas no programa Blast 2 sequences.
Sequéncia em vermelho: mutagdo; Sequéncia em azul: ponto de fusdo da
glicoamilase e da a-aglutinina; Sequéncia em verde: cédon de parada da a-
aglutinina; Query: sequéncia original; Subject: sequéncia clonada e sequenciada.

Sequenciamento gla3-algut(1,4 kb)

Score =
Identities
Strand =
Query: 50

Sbjct: 1

Query: 110
Sbjct: 61

Query: 170
Sbjct: 121
Query: 230
Sbjct: 181
Query: 290
Sbjct: 241
Query: 350
Sbjct: 301

5457 bits (2838), Expect = 0.0

= 2851/2855 (99%), Gaps = 1/2855 (0%)

Plus / Plus

gtctgcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgage

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gtctgcacagggttggcaaatgtgatttccaagcgcgcgaccttggattcatggttgage

aacgaagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggecggacggtgettgg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
aacgaagcgaccgtggctcgtactgccatcctgaataacatcggggcggacggtgettgg

gtgtcgggcgcggactctggcattgtcgttgctagtcccagcacggataacccggactac

FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gtgtcgggcgcggactctggcattgtcgttgctagtcecccagcacggataacccggactac

ttctacacctggactcgcgactctggtctecgtcecctcaagaccctecgtecgatctettecga

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ttctacacctggactcgcgactctggtctecgtcecctcaagaccctecgtecgatctettecga

aatggagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgecccaggcaattgte

aatggagataccagtctcctctccaccattgagaactacatctccgecccaggcaattgte

cagggtatcagtaacccctctggtgatctgtccagecggecgectggtctecggtgaacccaag

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cagggtatcagtaacccctctggtgatctgtccagecggecgetggtctecggtgaacccaag

109
60

169
120
229
180
289
240
349
300
409

360

131



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

410

361

470

421

530

481

590

541

650

601

710

661

770

721

830

781

890

841

950

901

1010

961

1070

1021

1130

1081

1190

1141

1250

1201

1310

1261

1370

1321

ttcaatgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagecgagatggtcecg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
ttcaatgtcgatgagactgcctacactggttcttggggacggccgcagcgagatggtcecg

gctctgagagcaactgctatgatcggcttcgggcaatggctgecttgacaatggctacacce

FEETTEErrrrr e et e e e e e et et et ey
gctctgagagcaactgctatgatcggcttcgggcagtggctgcttgacaatggctacacce

agcaccgcaacggacattgtttggccecctecgttaggaacgacctgtcgtatgtggctcaa

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
agcaccgcaacggacattgtttggccecctecgttaggaacgacctgtcgtatgtggctcaa

tactggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
tactggaaccagacaggatatgatctctgggaagaagtcaatggctcgtctttctttacg

attgctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgeccttecgecgacggecgteggeteg
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey
attgctgtgcaacaccgcgcccttgtcgaaggtagtgeccttecgecgacggecgteggeteg

tcctgctectggtgtgattctcaggcacccgaaattcectectgectacctgecagtecttetgg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
tcctgctectggtgtgattctcaggcacccgaaattcectectgectacctgecagtecttetgg

accggcagcttcattctggccaacttcgatagcageccgttccggcaaggacgcaaacace
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

accggcagcttcattctggccaacttcgatagcageccgttccggcaaggacgcaaacace

ctcctgggaagcatccacacctttgatcctgaggeccgcatgcgacgactccaccttceccag
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey

ctcctgggaagcatccacacctttgatcctgaggeccgcatgecgacgactccacctteccag

ccctgctcecceccececgegegegetecgeccaaccacaaggaggttgtagactettteecgetcecaate
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

ccctgctcecceccececgegegegetecgeccaaccacaaggaggttgtagactettteecgetcecaate

tataccctcaacgatggtctcagtgacagcgaggctgttgcggtgggtcggtaccctgag

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
tataccctcaacgatggtctcagtgacagcgaggctgttgcggtgggtcggtaccctgag

gacacgtactacaacggcaccccgtggttecctgtgcaccttggectgeccgcagagcagttg

FEETTEErrrrr e terr et et e e e ey
gacacgtactacaacggcaacccgtggttcecctgtgcaccttggectgeccgcagagcagttg

tacgatgctctataccagtgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgcectyg

FEETTEEEErrr et e e rr et e e e e ey
tacgatgctctataccagtgggacaagcaggggtcgttggaggtcacagatgtgtcgcectyg

gacttcttcaaggcactgtacagcgatgctgctactggcacctactcttecgtccagtteg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
gacttcttcaaggcactgtacagcgatgctgctactggcacctactcttecgtccagtteg

acttatagtagcattgtagatgccgtgaagactttcgccgatggecttegtcectcectattgtyg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
acttatagtagcattgtagatgccgtgaagactttcgccgatggecttegtcectcectattgtyg

gaaactcacgccgcaagcaacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggecgag

gaaactcacgccgcaagcaacggctccatgtccgagcaatacgacaagtctgatggecgag

cagctttccgctcgecgacctgacctggtcecttatgetgectcectgectgaccgeccaacaaccgt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
cagctttccgctcgcgacctgacctggtcecttatgetgectectgectgaccgeccaacaaccgt

cgtaactccgtcgtgcecctgcecttecttggggecgagacctcectgeccagcagegtgececggecacce
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
cgtaactccgtcgtgcecctgcecttcecttggggecgagacctctgeccagcagegtgececggecacce

Anexos

469
420
529
480
589
540
649
600
709
660
769
720
829
780
889
840
949
900
1009
960
1069
1020
1129
1080
1189
1140
1249
1200
1309
1260
1369
1320
1429

1380
132



Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

1430

1381

1490

1441

1550

1501

1610

1561

1670

1621

1730

1681

1790

1741

1850

1801

1910

1861

1970

1921

2030

1981

2090

2041

2150

2101

2210

2161

2270

2221

2330

2281

2390

2341

tgtgcggccacatctgccattggtacctacagcagtgtgactgtcacctecgtggecgagt

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgtgcggccacatctgccattggtacctacagcagtgtgactgtcacctecgtggeccgagt

atcgtggctactggcggcaccactacgacggctacccccactgaattcagcgccaaaagce

atcgtggctactggcggcaccactacgacggctacccccactgaattcagcgccaaaagce

tcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattccact

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
tcttttatctcaaccactactactgatttaacaagtataaacactagtgcgtattccact

ggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccatgtg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey

ggatccatttccacagtagaaacaggcaatcgaactacatcagaagtgatcagccatgtg

gtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaaacc
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey

gtgactaccagcacaaaactgtctccaactgctactaccagcctgacaattgcacaaacc

agtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatcagaa
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

agtatctattctactgactcaaatatcacagtaggaacagatattcacaccacatcagaa

gtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtagccgectcca
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
gtgattagtgatgtggaaaccattagcagagaaacagcttcgaccgttgtagccgectcecca

acctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcctcet
FETTTEEErrrr et e e e e et e e e e e ey

acctcaacaactggatggacaggcgctatgaatacttacatctcgcaatttacatcctcet

tctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacctca
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey

tctttcgcaacaatcaacagcacaccaataatctcttcatcagcagtatttgaaacctca

gatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttccatct

FEETTEEErrrr et e e r e et e e e e ey
gatgcttcaattgtcaatgtgcacactgaaaatatcacgaatactgctgctgttccatct

gaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattccttctgcagcagcaaa

gaagagcccacttttgtaaatgccacgagaaactccttaaattccttctgcagcagcaaa

cagccatccagtccctcatcttatacgtcttceccecccactecgtatecgtecectecteecgtaage

cagccatccagtccctcatcttatacgtcttceccecccactecgtatecgtececctecteecgtaage

aaaacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatcaaa

aaaacattactaagcaccagttttacgccttctgtgccaacatctaatacatatatcaaa

acgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggccttaat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
acgaaaaatacgggttactttgagcacacggctttgacaacatcttcagttggeccttaat

tcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtgtca

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tcttttagtgaaacagcagtctcatctcagggaacgaaaattgacacctttttagtgtca

tccttgatcgcatatceccttcettcectgcatcaggaageccaattgteccggtatccaacagaat

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tccttgatcgcatatceccttcettcectgcatcaggaageccaattgteccggtatccaacagaat

ttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttctca
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
ttcacatcaacttctctcatgatttcaacctatgaaggtaaagcgtctatatttttctca

Anexos

1489
1440
1549
1500
1609
1560
1669
1620
1729
1680
1789
1740
1849
1800
1909
1860
1969
1920
2029
1980
2089
2040
2149
2100
2209
2160
2269
2220
2329
2280
2389
2340
2449

2400
133



Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

2450

2401

2510

2461

2570

2521

2630

2580

2690

2640

2750

2700

2810

2760

2870

2820

gctgagctcggttcgatcatttttctgettttgtcgtacctgctattctaaaacgggtac

FEETTEEErrrr et et e e et e e e et ey
gctgagctcggttcgatcatttttctgettttgtcgtacctgctattctaaaacgggtac

tgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgttcataattttcatcctgg

FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e ey
tgtacagttagtacattgagtcgaaatatacgaaattattgttcataattttcatcctgg

ctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatcttaaactctaataatact

FEETTEEErrrr et e e e et e e e ey
ctctttgtttcttcaaccatagttaaatggacagttcatatctt-aactctaataatact

tttctagttcttatccttttcecgtctcaccgcagattttatcatagtattaaatttatat
FEETTEEErrrr et e e e e et e e e e e e e ey
tttctagttcttatccttttcecgtctcaccgcagattttatcatagtattaaatttatat

tttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctcgtttcattacccgaaggectgt
FEETTEEErrrr et e e et et e et r e e e ey
tttgttcgtaaaaagaaaaatttgtgagcgttaccgctcecgtttcattacccgaaggectgt

ttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcatcaccatgaaagagttcg
FEETTEEErrrr et e e e e et e e et e e ey
ttcagtagaccactgattaagtaagtagatgaaaaaatttcatcaccatgaaagagttcg

atgagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccattcaataatgttacgttctce
FEETTEEErrrr e et e e e et e e e e e et
atgagagctactttttcaaatgcttaacagctaaccgccattcaataatgttacgectctce

ttcattctgcggctacgttatctaacaagaggttt 2904
FETTTEEErrrr et et
ttcattctgcggctacgttatctaacaagaggttt 2854

Anexos

2509
2460
2569
2520
2629
2579
2689
2639
2749
2699
2809
2759
2869

2819

Figura 50. Analise comparativa da sequéncia construida e a sequéncia molde da
fusé@o entre o cDNA da glicoamilase (gla3) e a porcéo final do gene da a-aglutinina
de 1,4 kb. Correlagcdo no programa Blast 2 sequences. Sequéncia em vermelho:
mutacdo; Sequéncia em azul: ponto de fusdo da glicoamilase e da a-aglutinina;
Sequéncia em verde: codon de parada da a-aglutinina; Query: sequéncia original;
Subject: sequéncia clonada e sequenciada.
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