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RESUMO 

A levedura Komagataella phaffii (Pichia pastoris) tem sido utilizada como uma 

plataforma de produção de proteínas heterólogas há mais de 20 anos por apresentar níveis 

elevados de expressão gênica pelo uso do promotor do gene AOX1 (PAOX1) induzido por metanol, 

dentre outras vantagens. Entretanto, o metanol, indutor químico, é tóxico e inflamável. Nos 

últimos anos, a optogenética tornou-se uma ferramenta muito utilizada para a regulação de 

processos biológicos, como: expressão gênica, localização de proteínas, transdução de sinais e 

interações proteína-proteína. Baseia-se na utilização da luz, um indutor físico, para o 

desenvolvimento de sistemas reguláveis. A aplicação de um circuito optogenético em K. phaffii 

para a regulação da expressão gênica permite utilizar um sistema induzido que não afeta o 

metabolismo da levedura e nem sofre interferência do metabolismo celular. No presente projeto, 

buscamos pela primeira vez o desenvolvimento de um circuito optogenético na levedura 

Komagataella phaffii responsivo a luz vermelha utilizando o fator de transcrição Mit1, presente 

na regulação do promotor do AOX1 como um dos componentes do sistema. Esse sistema foi 

baseado na interação responsiva à luz vermelha de proteínas de fusão que se ligam ao promotor 

PAOX1. O sistema optogenético foi construído com sucesso requerendo, todavia, ajustes 

metodológicos para sua implementação. Outro sistema de regulação estudado neste trabalho foi 

baseado no uso de integrases, uma classe de proteínas virais que mediam a integração e a 

excisão dos fagos no genoma. Recentemente, foram caracterizadas 11 integrases ortogonais e 

não há relatos de sua utilização na construção de circuitos na levedura Saccharomyces 

cerevisiae até o momento. Esta levedura é reconhecida como modelo para o estudo da biologia 

dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais estudados e caracterizados. 

Após analises de ortogonalidade, foi feita a análise funcional da integrase 13, junto com a 

integrase 4 sob o controle do promotor responsivo a galactose. Estas integrases apresentaram a 

capacidade de ativar o dispositivo genético abrindo caminho para sua utilização como novas 

ferramentas moleculares para o desenvolvimento e construção de circuitos sintéticos. Por 

último, foi combinado o sistema de regulação com as integrases com o sistema optogenético 

com o objetivo de ter um sistema duplamente regulado. O sistema final obtido apresentou-se 

funcional necessitando ainda ajustes nas condições de exposição à luz vermelha/escuridão. 
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ABSTRACT 

The yeast Komagataella phaffii (Pichia pastoris) has been used as a platform for 

heterologous protein production for over 20 years because it has high levels of gene expression 

using the methanol-induced AOX1 (PAOX1) gene promoter, among other advantages. However, 

methanol, the chemical inducer, is a flammable solution. In recent years, optogenetics has 

become a widely used tool for the regulation of biological processes such as gene expression, 

protein localization, signal transduction and protein-protein interactions. Optogenetics is based 

on the use of light, a physical inducer, to construct regulable systems. The application of an 

optogenetic circuit in K. phaffii for the regulation of gene expression allows the use of an 

induced system that neither affects the yeast metabolism nor suffers interference from cellular 

metabolism. In the present project, we seek for the first time the development of an optogenetic 

circuit in the yeast Komagataella phaffii responsive to red light using the Mit1 transcription 

factor, present in the regulation of the AOX1 promoter as one of the components of the system. 

The optogenetic system obtained is still under adjustment, but this first approach brings us 

closer to the study of optogenetics in our research group. Another regulatory system is based 

on the use of integrases, a class of viral proteins that mediate phage integration and excision 

into the genome during the lysogenic and lytic life cycle. Recently, 11 orthologous integrases 

have been characterized and there are no reports of their use in circuit construction in the yeast 

Saccharomyces cerevisiae to date. This yeast is recognized as a model for studying the biology 

of eukaryotic organisms, and is one of the most studied and characterized microorganisms. 

After orthogonality analyses, functional analysis of integrase 13 was performed, along with 

integrase 4 under the control of the galactose responsive promoter. These integrases showed 

the ability to activate the genetic device paving the way for their use as new molecular tools for 

the development and construction of synthetic circuits. Finally, the regulation system with the 

integrases was combined with the optogenetic system in order to have a dual regulated system. 

The final system obtained was functional and still requires adjustments in the red light/dark 

light exposure conditions. 

 

 



Resumen 

xix 

 

RESUMEN 

La levadura Komagataella phaffii (Pichia pastoris) ha sido utilizada como plataforma 

para la producción de proteínas heterólogas durante más de 20 años debido, entre otras ventajas, 

por sus altos niveles de expresión génica mediante el uso del promotor del gen AOX1 (PAOX1), 

inducido por metanol. Sin embargo, el metanol, un inductor químico, es tóxico e inflamable. 

En los últimos años, la optogenética se ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada 

para la regulación de procesos biológicos, como la expresión génica, la localización de 

proteínas, la transducción de señales y las interacciones proteína-proteína. Se basa en el uso de 

la luz, un inductor físico, para desarrollar sistemas regulables. La aplicación de un circuito 

optogenético en K. phaffii para la regulación de la expresión génica permite utilizar un sistema 

inducido que no afecta al metabolismo de la levadura ni sufre interferencias del metabolismo 

celular. En el presente proyecto, buscamos por primera vez el desarrollo de un circuito 

optogenético en la levadura Komagataella phaffii que responde a la luz roja e se basa en el 

factor de transcripción Mit1 presente en el mecanismo de regulación del promotor AOX1. Este 

sistema se basaba en la interacción sensible a la luz de proteínas de fusión que se unen al 

promotor PAOX1. El sistema optogenético se construyó con éxito, pero requiere ajustes 

metodológicos para su aplicación. Otro sistema de regulación estudiado en este trabajo se basó 

en el uso de integrasas, una clase de proteínas virales que median la integración y escisión del 

fago en el genoma. Recientemente, se han caracterizado 11 integrasas ortólogas y, hasta la fecha, 

no existen informes sobre su uso en la construcción de circuitos en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae. Esta levadura es reconocida como modelo para el estudio de la biología de los 

organismos eucariotas, siendo uno de los microorganismos más estudiados y caracterizados. Se 

evaluó la integrasa 13, junto con la integrasa 4 bajo el control del promotor sensible a galactosa. 

Estas integrasas mostraron la capacidad de activar el dispositivo genético allanando el camino 

para su uso como nuevas herramientas moleculares para el desarrollo y construcción de 

circuitos sintéticos. Por último, el sistema de regulación con integrasas se combinó con el 

sistema optogenético para disponer de un sistema doblemente regulado. El sistema final 

obtenido era funcional y aún requiere ajustes en las condiciones de exposición a la luz roja/luz 

oscura. 
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1. INTRODUÇÃO 

A biologia sintética é definida como a aplicação de um paradigma de engenharia de 

design de sistemas aos seres vivos visando aumentar a previsibilidade e robustez dos mesmos 

(Ho and Morsut, 2021). A biologia sintética ⸻ área interdisciplinar que engloba ciências 

biológicas, da computação, biotecnologia, matemática, engenharias, física e química ⸻ tem se 

desenvolvido cada vez mais no sentido de modificar organismos para gerar células que 

produzam de forma eficiente e com menor desvio metabólico um produto de interesse. A 

biologia sintética vem contribuir no sentido de ajustar de forma fina o fluxo metabólico. 

Dentre as abordagens em biologia sintética podemos citar a engenharia de promotores 

⸻ uso de promotores sintéticos e híbridos ⸻, e o uso de circuitos genéticos para controle fino 

e preciso de pontos chaves de vias metabólicas e até mesmo para a identificação de novas vias 

metabólicas (Medema et al., 2011). Visando um bom rendimento do produto de interesse, além 

de expressar os genes que codificam as enzimas da respectiva via, é necessária a regulação do 

nível de expressão de cada uma para que não haja acumulo de produtos intermediários da via 

(Nielsen, 2013). 

Um mecanismo de regulação bastante explorado atualmente baseia-se em estudos 

optogenéticos que começaram na área de neurociência quando a canalrodopsina-2, uma 

proteína presente em algas, foi utilizada para controlar a transmissão sináptica excitatória ou 

inibitória de neurônios de mamíferos pela luz (Boyden et al., 2005, Deisseroth et al., 2006). A 

partir desses primeiros estudos, aumentou o repertório de proteínas sensíveis à luz como, por 

exemplo, bacteriorrodopsina e halorrodopsina. Enquanto essas proteínas sensíveis às luzes azul 

e verde, respectivamente, têm servido como base para vários sistemas optogenéticos, estes 

raramente têm sido utilizados em leveduras (Gautier et al., 2014). Inicialmente, os principais 

sistemas optogenéticos eram baseados em luz UV, vermelha e azul, mas o uso da luz tem se 

expandido a outros comprimentos de onda. 

A optogenética é uma técnica que usa luz para controlar proteínas e funções celulares. 

As diferentes vantagens da luz como agente indutor favorecem o uso da optogenética em 

diferentes sistemas biológicos (Wegner et al., 2022). Atualmente, a optogenética já foi utilizada 

em vários estudos para controlar a expressão gênica, crescimento, dinâmica cooperativa, e vias 

metabólicas (Wegner et al., 2022). 
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Desde o início dos anos 2000, os sistemas optogenéticos responsivos ao vermelho, 

verde, azul (Nagel et al., 2002, Shimizu-Sato et al., 2002, Boyden et al., 2005, Deisseroth et al., 

2006), bem como infravermelho próximo e ultravioleta (UV) (Shimizu-Sato et al., 2002, 

Crefcoeur et al., 2013, Pathak et al., 2014, Chernov et al., 2017) foram desenvolvidos usando 

diferentes proteínas que respondem à luz sendo aplicados em vários campos de pesquisa. 

Especificamente, no presente trabalho abordaremos o desenvolvimento de um sistema 

optogenético baseado na ativação por luz vermelha, que a diferença de sistemas optogenéticos 

responsivos a luz de outros comprimentos de onda, apresenta um comprimento de onda 

diferente para desligar o sistema. 

Outro sistema de regulação é baseado no uso de integrases, uma classe de proteínas 

virais que mediam a integração e a excisão de fagos no genoma bacteriano durante o ciclo de 

vida lisogênico e lítico (Smith and Thorpe, 2002). As integrases reconhecem dois sítios: attB 

(Attachment Bacteria ou sítio de ligação de bactéria) e attP (Attatchment Phage ou sítio de 

ligação do fago) e, dependendo da orientação dos mesmos, é possível realizar integração, 

excisão ou inversão da orientação do segmento de DNA (Grindley et al., 2006). 

As leveduras Komagataella phaffii e Saccharomyces cerevisiae são conhecidas por 

serem organismos modelo para o estudo de sistemas de regulação. Neste trabalho usaremos 

estes organismos para o estudo de sistemas optogenéticos responsivos a luz vermelha e sistemas 

de regulação baseados na utilização de integrases. 

1.1 Biologia sintética e sistemas de controle da regulação gênica 

Recentes avanços nas áreas de engenharia metabólica, biologia de sistemas e biologia 

sintética facilitaram a compreensão de sistemas biológicos como um todo e tornaram possível 

a construção e regulação de vias metabólicas em diversos organismos (Krivoruchko et al., 2011). 

Os sistemas de regulação permitem que os organismos sejam capazes de responder a 

condições ambientais transientes e podem promover respostas em uma célula de acordo com as 

condições do biorreator; gerar células terapêuticas que respondam a determinado estímulo 

relacionado a uma doença no corpo humano e serem usados no desenvolvimento de biosensores 

para monitoramento de condições ambientais e produção de kits de diagnósticos, dentre outros 

(Nielsen, 2013). 
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A montagem de sistemas biológicos capazes de produzir metabólitos como fármacos e 

biocombustíveis de maneira sustentável é cada vez mais uma exigência do mercado no contexto 

dos processos biotecnológicos (Ho and Morsut, 2021). Com as ferramentas adequadas de 

biologia sintética e computacional é possível realizar a regulação fina do metabolismo de um 

organismo para a produção dos compostos de interesse, a inserção de genes para 

complementação de uma via metabólica existente e até a construção de novas vias. 

Um avanço na área de biologia sintética foi o desenvolvimento de vias de sinalização 

sintéticas, muitas vezes baseadas em dispositivos de entrada-saída que são controláveis pelo 

usuário: de ferramentas optogenéticas a receptores sintéticos (Ho and Morsut, 2021). 

1.2 Leveduras como plataforma de expressão 

A biologia sintética é uma ferramenta para a construção de sistemas e o estudo de 

leveduras (Tullio, 2022). As leveduras são amplamente usadas e a levedura Komagataella. 

phaffii apresenta uma série de vantagens que a tornam uma ótima escolha como plataforma para 

diferentes aplicações de biologia sintética. Dentre estas, destacam-se a capacidade de realizar 

montagem de fragmentos de DNA in vivo (Gibson 2009), a produção de metabólitos de alto 

valor agregado (Dai, Liu et al. 2015, Li and Borodina 2015), assim como de proteínas para fins 

terapêuticos (Vogl, Hartner et al. 2013), biocombustíveis (Tsai, Kwak et al. 2015), além de 

diversas aplicações na engenharia metabólica (Salinas, Rojas et al. 2017). 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é reconhecida como modelo para o estudo da 

biologia dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais estudados e 

caracterizados. É amplamente utilizada para produzir um amplo espectro de produtos de valor 

agregado, por exemplo ácidos orgânicos (Borodina et al., 2015), ácidos graxos (Yazawa et al., 

2009), biocombustíveis avançados (Buijs et al., 2013), farmacêuticos (Paddon et al., 2013, 

Galanie et al., 2015), biofarmacêuticos (Wang et al., 2017), alcaloides (Li et al., 2018), 

carotenoides (Verwaal et al., 2007) e sabores (Tippmann et al., 2013) 

1.2.1 Komagataella phaffii 

K. phaffii é uma das leveduras mais utilizadas na atualidade no contexto da 

biotecnologia industrial. Nas últimas duas décadas, essa levedura tornou-se uma importante 

alternativa a E. coli ou linhas celulares de mamífero para a produção de proteínas recombinantes. 

Dentre suas principais vantagens destacam-se a habilidade de realizar modificações pós-
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traducionais como clivagem proteolítica, glicosilação e formação de ligações dissulfeto, além 

da ausência do padrão de hiperglicosilação presente em S. cerevisiae (Weinacker et al., 2013). 

Já foi descrito o uso do sistema CRISPR/cas9 em K. phaffii como ferramenta para realizar 

modificações genéticas específicas: mutação gênica e integração de cassetes de DNA homólogo 

(Weninger et al., 2016). Esta levedura tem a capacidade de crescer em meio contendo metanol, 

o que inibe o crescimento de contaminantes. É um sistema barato para o estabelecimento e 

manutenção de escala industrial. K. phaffii tem rápido crescimento celular, podendo chegar até 

altas densidades celulares (200 g/L) durante uma fermentação em batelada alimentada com 

limitação de glicose (Heyland et al., 2010). A secreção de poucas proteínas endógenas é outra 

importante vantagem, pois facilita a purificação de proteínas que sejam exportadas ao meio 

extracelular. Por último, a fácil manipulação genética faz com que as técnicas moleculares 

desenvolvidas para S. cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem caracterizados, 

sejam facilmente aplicáveis em K. phaffii (Cereghino and Cregg, 2000). 

Os vetores de expressão para K. phaffii são, geralmente, plasmídeos integrativos. Estes 

são desenhados para conter elementos genéticos para manipulação e propagação em E. coli; 

sequências regulatórias (promotores), induzíveis ou constitutivas, que são reconhecidas pela 

célula hospedeira; sequências terminadoras de transcrição de levedura (como por exemplo 

AOX1tt), marcas de seleção auxotrófica ou dominante e sítios múltiplos de restrição para 

clonagem (Cereghino and Cregg, 2000, Damasceno et al., 2012, Logez et al., 2012). Para a 

secreção de proteínas recombinantes ao meio extracelular, os vetores de expressão contêm um 

sinal de secreção, que é uma sequência que codifica um peptídeo sinalizador que direciona a 

exportação da proteína heteróloga para o meio extracelular, como é o caso do fator alfa (α-MF) 

de S. cerevisiae (Wang et al., 2016). Alguns vetores ainda podem conter sequências tag (HIS6 

ou c-myc), que facilitam a identificação e purificação da proteína heteróloga (Cereghino and 

Cregg, 2000). Sinais de localização nuclear (NLS - nuclear localization signal or sequence) 

estão presentes em alguns sistemas de expressão em K. phaffii, e são necessários para o 

transporte ativo de proteínas através de complexos de poros nucleares (Fahrenkrog and Aebi, 

2003). 

1.2.1.1 Controle do promotor do gene AOX1 (PAOX1) na presença de metanol 

Para a expressão de genes heterólogos, diferentes promotores endógenos, com 

diferentes forças, podem ser utilizados, de acordo com o objetivo a ser alcançado. Os 
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promotores utilizados nos vetores de expressão podem ser induzíveis ou constitutivos (Mokdad-

Gargouri et al., 2012). Dentre os promotores induzíveis, em K. phaffii o mais usado é o 

promotor do gene AOX1 (PAOX1). 

O gene AOX1 codifica a primeira enzima na via de utilização de metanol. O metanol é 

o agente indutor do PAOX1 e, apesar de ser o promotor mais estudado e, como consequência, o 

mais utilizado, nem sempre representa a melhor solução. Seu emprego na indústria 

biofarmacêutica é desaconselhado, uma vez que resíduos de metanol no produto final podem 

ter efeitos tóxicos em humanos. Seu uso em biorreatores de larga escala também pode ser 

problemático, já que o metanol é altamente inflamável e o armazenamento de grandes 

quantidades desse combustível é perigoso (Cereghino and Cregg, 2000, Deiters, 2010, Salinas 

et al., 2017). A atividade deste promotor é firmemente controlada em nível transcricional por 

um mecanismo de repressão/desrepressão mediado pela presença do agente indutor, o metanol 

(Wang et al., 2016). Ao mesmo tempo, é fortemente reprimido na presença de glicose ou 

glicerol, que são fontes de carbono preferenciais da levedura (Wang et al., 2017). 

1.2.1.2  Fatores de transcrição na regulação do PAOX1: Mit1 

Diferentes reguladores de transcrição são essenciais para expressar os genes envolvidos 

na via de utilização do metanol em K. phaffii. Dentre eles encontram-se Mxr1 (Lin-Cereghino 

et al., 2006), Prm1 (Sasano et al., 2008, Sahu et al., 2014) e Mit1 (Wang et al., 2016). Mxr1 

desempenha um papel importante, induzindo a transcrição do AOX1 e de outros genes 

envolvidos na via de utilização do metanol, assim como genes envolvidos na biossíntese do 

peroxissomo (Ohsawa et al., 2022). Este fator de transcrição liga-se especificamente a seis sítios 

no PAOX1 (Wang et al., 2016). Prm1, por sua vez, funciona como um regulador positivo dos 

genes envolvidos na via de utilização do metanol (Sasano et al., 2008, Sahu et al., 2014). 

Estudos demonstraram que em cepas com deleção deste fator de transcrição Prm1 (Δprm1) a 

expressão dos genes envolvidos na via de utilização do metanol AOX1, DHAS (dihidroxiacetona 

sintase), FDH (formato desidrogenase), FLD (formaldeído desidrogenase), PEX8, PEX5 e 

PEX14 (peroxinas 8, 5 e 14, respectivamente) foi severamente afetada (Sahu et al., 2014). Já 

Mit1 pertence à família de fatores de transcrição com domínios Zn(II)2Cys6 e desempenha um 

papel crítico no metabolismo do metanol (Wang et al., 2016, Camara et al., 2019, Liu et al., 

2022). Dessa forma, cada um desses reguladores da transcrição desempenha uma função na 
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ativação do PAOX1 na levedura K. phaffii. Entretanto, suas interações e funções sinérgicas não 

estão bem esclarecidas. 

Um estudo feito por Wang e colaboradores mostrou em um ensaio in vivo que a ligação 

de Mit1 e Prm1 ao PAOX1 era dependente da fonte de carbono e que a força dessa ligação é fraca 

(ou nula) na presença de glicose, leve na presença de glicerol, e era mais forte na presença de 

metanol. A ligação de Prm1 ao PAOX1 pode ser reprimida por repressores relacionados à glicose 

ou por modificações pós-transcricionais de Prm1 por quinases ou fosfatases (Wang et al., 2016). 

A Figura 1 mostra os sítios de ligação dos fatores de transcrição Mxr1, Prm1 e Mit1 ao PAOX1 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Sítios de ligação de Mit1, Prm1, e Mxr1 no PAOX1. Representação esquemática do PAOX1 

mostrando os diferentes sítios de ligação dos fatores de transcrição Mxr1 (amarelo) (Kranthi et al., 

2009), Prm1 (verde) (Wang et al., 2016) e Mit1 (azul) (Wang et al., 2016). 

Até agora, o modelo descrito para a ativação/regulação do PAOX1 envolve uma cascata 

de sinalização (Figura 2) (Wang et al., 2016). 

 

Figura 2. Modelo regulatório para a ativação do PAOX1 envolvendo os fatores de transcrição Mxr1, 

Prm1 e Mit1. Na presença de glicose, o promotor é reprimido porque Mxr1 fica no citoplasma. Na 

presença de metanol, Mxr1 é transportado para o núcleo. O sinal de indução do metanol é transmitido 
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de Prm1 a Mit1 e, em seguida, grandes quantidades de Mit1 induzem uma forte expressão do promotor 

(Wang et al., 2016). 

Em células crescidas na presença de glicose, Mxr1 localiza-se no citoplasma e é 

translocado ao núcleo na presença de glicerol, etanol e metanol como fontes de carbono (Lin-

Cereghino et al., 2006). Esse dado indica que a repressão induzida pela glicose pode ser 

regulada pela variação da localização de Mxr1 dentro da célula. Os resultados apresentados por 

Wang e colaboradores indicam que Mxr1 é essencial para a desrepressão do PAOX1, 

diferentemente de Mit1 e Prm1, os quais respondem principalmente à indução por metanol 

(Wang et al., 2016). A deleção do gene MXR1 bloqueou o sinal de indução por metanol devido 

à falha do mecanismo de desrepressão. Consequentemente, a superexpressão de Mit1 ou Prm1 

não melhoraram a expressão do AOX1 (Sahu et al., 2014, Wang et al., 2016). 

Durante a indução com metanol, o sinal foi transmitido do metanol para PMIT1, 

resultando em uma forte expressão de Mit1. Estudos adicionais indicaram que Prm1 transmitiu 

o sinal de indução de metanol para PMIT1. Visto que as células expostas a glicose, glicerol e 

metanol mostraram expressão sustentada de Prm1, é possível que Prm1 transmitisse o sinal de 

indução do metanol alterando sua estrutura ao invés de alterar a dose do sinal (Wang et al., 

2016). 

Mit1 é um fator de transcrição crítico na regulação do PAOX1 que apresenta estrutura e 

função que diferem de outros homólogos como Mpp1 de Hansenula polymorpha (Leao-Helder 

et al., 2003, Wang et al., 2016, Liu et al., 2022). Os estudos envolvendo esses fatores de 

transcrição, particularmente Mit1, podem ser muito importantes para elucidar o circuito de 

indução por metanol e ainda desenvolver sistemas de expressão livres de metanol em K. phaffii 

para a expressão de proteínas de interesse tanto na indústria farmacêutica com na indústria de 

alimentos. Já que o MIT1 atua diretamente sob a ativação do promotor, e não depende de 

entrada/saída da célula, é um fator interessante para estudar isoladamente e analisar se é capaz 

de formar parte de um sistema para ativar o PAOX1 independentemente do agente indutor 

(metanol). 

1.2.2 Saccharomyces cerevisiae 

A levedura S. cerevisiae é amplamente usada como um organismo modelo em pesquisas 

científicas e largamente empregado na indústria. Esta levedura é reconhecida como modelo 

para o estudo da biologia dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais 
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estudados e caracterizados (Ostergaard et al., 2000). A alta eficiência de transformação, além 

da disponibilidade da sequência completa do genoma da levedura, tem facilitado a manipulação 

genética desse microrganismo, e novas abordagens estão sendo constantemente adotadas para 

a engenharia metabólica desse organismo para atender necessidades específicas (Ostergaard et 

al., 2000). 

S. cerevisiae tem sido amplamente utilizada na biotecnologia industrial já que seu status 

GRAS é adequado para operação em grande escala, ou seja, não há restrição para o consumo 

humano, nem animal. Como um sistema eucariótico modelo, a biologia molecular e celular 

desta levedura tem sido estudada em profundidade com amplas ferramentas de engenharia 

disponíveis. Ao contrário dos procariontes, S. cerevisiae possui múltiplas organelas 

proporcionando diferentes ambientes e compartimentos para biossíntese. Além disso, S. 

cerevisiae apresenta alta tolerância a condições industriais adversas (Ostergaard et al., 2000, 

Hong and Nielsen, 2012). Portanto, S. cerevisiae tem sido desenvolvida como um 

microrganismo plataforma para engenharia metabólica. 

Dentre outras características esta que possui um rápido crescimento celular com tempo 

de geração de aproximadamente 90 minutos, facilidade de obtenção de réplicas e isolamento de 

mutantes, uma genética e fisiologia bem conhecida, permite que modificações genéticas 

robustas sejam realizadas, além de ser viável com diversos marcadores de seleção, seja por 

auxotrofia ou por resistência à drogas (Sherman, 2002). Além disso, os estudos nas áreas de 

transcriptômica, metabolômica, por exemplo, geraram dados que permitiram a construção de 

modelos computadorizados para realizar predições do comportamento in vivo da célula 

(Siddiqui et al., 2012). 

1.3 Sistemas de controle baseados na luz: optogenética 

Na última década, a optogenética tornou-se uma ferramenta muito utilizada na 

regulação e manipulação de processos biológicos. O termo optogenética é utilizado para 

descrever a combinação de métodos genéticos e ópticos para a ativação ou repressão de 

processos celulares pela luz (Deisseroth, 2011, Salinas et al., 2017). A optogenética é um 

método que usa a luz para modular eventos moleculares de maneira direcionada em células ou 

organismos vivos. Baseia-se no uso de proteínas geneticamente codificadas que mudam de 

conformação na presença de luz para alterar o comportamento celular, por exemplo, 

modificando o potencial de voltagem da membrana das células excitáveis (Guru et al., 2015). 
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A optogenética desenvolveu-se inicialmente na área de neurociência, porém agora é 

usada para estudar processos em diversas áreas da biologia, incluindo imunologia, biologia 

sintética, regulação gênica, desenvolvimento e motilidade celular (McCue and Kuhlman, 2022). 

Com relação à indução da expressão gênica, a optogenética provou ser um eficiente sistema de 

controle porque a luz pode ser rápida e facilmente aplicada ou removida do meio de cultura 

(Quail, 2002, Salinas et al., 2017, Perez et al., 2022). Além disso, é barata e altamente ajustável, 

e permite um controle espaço-temporal fino da expressão gênica (Drepper et al., 2011, Wang 

et al., 2012, Figueroa et al., 2021). Enquanto outros estímulos tais como pH, temperatura e 

agentes químicos podem variar nas condições de cultura, a luz proporciona um ajuste mais 

controlado e compatível com diversos sistemas; também não há resíduos de produtos químicos 

e o meio de cultura não precisa ser alterado, o que é mais econômico e minimiza o desperdício 

(Kumar et al., 2022). 

No entanto, a luz em si pode influenciar o crescimento de leveduras, causando danos no 

citocromo mediante um aumento na espécies reativas de oxigênio e a regulação positiva da 

oxidação como resposta ao estresse (Robertson et al., 2013). Apesar desses efeitos, a luz 

demonstrou ser uma ferramenta ortogonal e conveniente para superar o uso de indutores 

químicos no controle de processos celulares e da expressão gênica em células de levedura 

(Pathak et al., 2014). 

Em termos gerais, a utilização da luz para controlar a expressão gênica é possível pelo 

uso de fotorreceptores, ou seja, proteínas que percebem a luz através de domínios 

especializados que após a estimulação na presença da luz, sofrem uma mudança conformacional 

passando para um estado ativo (Schmidt and Cho, 2015). Essa capacidade natural dos 

fotorreceptores impulsionou o desenvolvimento de um novo conjunto de sistemas sintéticos 

ativados pela luz, denominados sistemas optogenéticos (Pathak et al., 2014). 

Até o presente, vários sistemas de dimerização óptica foram descritos e utilizados em 

leveduras (Figura 3) com base em diferentes domínios sensores de luz presentes em plantas 

como por exemplo fitocromos, criptocromos, domínios LOV (Light, Oxygen, Voltage) e UVR8 

(Pathak et al., 2014). Dois sistemas diferentes baseados no fitocromo B (PHYB) de Arabidopsis 

já foram desenvolvidos: PHYB-PIF3 (Shimizu-Sato et al., 2002) e PHYB-PIF6 (Levskaya et 

al., 2009). 
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Figura 3. Principais sistemas de indução optogenética usados em leveduras. A. Os circuitos 

optogenéticos baseados em luz vermelha/vermelho distante são baseados na interação entre os 

fotorreceptores fitocromo B (PhyB) e uma proteína da família PIF (como PIF3 ou PIF6) de Arabidopsis 

thaliana. Através de uma ligação covalente com o cromóforo ficocianobilina (PCB), PhyB muda de 

conformação quando exposto à luz vermelha (660 nm), reunindo os domínios de ligação e ativação de 

DNA (DBD e AD, respectivamente). A luz vermelho distante (740 nm) causa uma mudança de 

conformação que desmonta o complexo. B. O circuito optogenético baseado em luz azul (450–460 nm) 

pode usar o criptocromo 2 de Arabidopsis thaliana (CRY2) e seu parceiro de interação CIB1 ou o VVD 

LOV junto com WC-1 LOV de Neurospora crassa. C. O circuito optogenético baseado em luz UV-B 

utiliza a interação entre o fotorreceptor ultravioleta-B de Arabidopsis thaliana UVR8, que uma vez 

estimulado com luz UV (280-315 nm), forma monômeros que podem interagir com a proteína 

constitutiva da fotomorfogênese 1 (COP1). Fonte: (Perez et al., 2022) 

Em comparação com as técnicas convencionais, as abordagens com técnicas que 

apresentam indução com luz são muito superiores em termos de controle espaço-temporal, 

ajuste, rápida penetração nos tecidos e pelo fato de ser uma técnica não invasiva (Kawano et 

al., 2016, Salinas et al., 2017, Perez et al., 2022). É um agente físico não incorporado ao 

organismo ou ao ambiente (Figueroa et al., 2021). 

Neste trabalho, abordaremos o estudo da optogenética a partir de sistemas baseados em 

luz vermelha, especificamente no sistema formado pela região N-terminal do PHYB 

(PHYBNT) e o PIF3 (PHYNT-PIF3). Para isso nos próximos tópicos será falado de cada um 
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destes componentes necessários para o correto desenvolvimento desta ferramenta baseada na 

luz vermelha.  

1.3.1 Componentes de um circuito optogenético responsivo à luz vermelha 

1.3.1.1 Ficocianobilina (PCB) 

Os circuitos optogenéticos que se ativam por luz vermelha são baseados na presença 

dos fitocromos, proteínas que requerem o cromóforo ficocianobilina (PCB) para sua atividade. 

Este cromóforo está presente em plantas (fitocromobilina) e em cianobactérias (ficocianobilina) 

(Muller et al., 2013, Rockwell et al., 2017). Assim para utilização do sistema optogenético em 

outros organismos é necessário a síntese endógena de PCB ou sua suplementação exógena. 

A PCB é cara e altamente fotolábil, limitando, portanto, as aplicações biotecnológicas 

dos circuitos optogenéticos ativados por luz vermelha (Ge et al., 2013, Uda et al., 2017). O 

processo de extração e purificação da PCB envolve metanólise a elevada temperatura (70 °C) 

a partir da microalga Spirulina (Carra, 1970, Ge et al., 2013). 

Em cianobactérias, a PCB é sintetizada a partir do grupo heme em uma reação 

enzimática de duas etapas que compreende a oxidação do heme a biliverdina IXa pela ação da 

enzima heme oxigenase 1 (HO1) e a redução desse intermediário para 3Z-ficocianobilina pela 

enzima PCB: ferredoxina oxidoredutase (PcyA) (Muller et al., 2013). Em plantas, a PCB é 

sintetizada pela ação das enzimas heme oxigenase (Hy1) e fitocromobilina:ferredoxina 

oxidoreductase (Hy2) (Shin et al., 2014) (Figura 4). 
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Figura 4. Biossíntese do fitocromo em cianobactérias e plantas. HO1 ou HY1: heme oxigenase. 

PcyA: PCB: ferredoxina oxidoredutase e Hy2: fitocromobilina ferredoxina redutase. (Shin et al., 2014) 

No entanto, a exigência do cromóforo PCB foi superada através da engenharia desta via 

metabólica em células de mamíferos (Muller et al., 2013, Uda et al., 2017), bactérias (Ge et al., 

2009, Ge et al., 2013, Horner et al., 2019) e até leveduras (Wu and Lagarias, 1996, Shin et al., 

2014, Hochrein et al., 2017). Um estudo feito em K. phaffii demonstrou que as enzimas Hy1 e 

Hy2 de plantas foram mais eficazes na biossíntese da PCB do que as enzimas presentes em 

cianobactérias. Esses resultados sugerem que as enzimas procarióticas HO1 e PcyA são menos 

ativas em K. phaffii do que as enzimas eucarióticas Hy1 e Hy2, possivelmente devido a 

diferentes dobramentos de proteínas nas células (Shin et al., 2014). 

1.3.1.2 Proteínas que respondem à luz vermelha: PHYB e PIF3 

Os fitocromos (PHY), encontrados em bactérias, cianobactérias e plantas, são uma 

família de fotorreceptores (desde PHYA até PHYE) que regulam o crescimento e 
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desenvolvimento das plantas em resposta a sinais mediadas pela luz (Quail, 2002, Shimizu-

Sato et al., 2002, Ni et al., 2013, Kumar et al., 2016, Krueger et al., 2019). Eles detectam luz 

vermelha e vermelho distante através da fotoisomerização de um cromóforo de tetrapirrol 

covalentemente ligado à PCB. Esse evento de fotoisomerização é acoplado a uma transição 

alostérica no fitocromo entre dois estados conformacionais chamados Pr (absorção de 

vermelho) e Pfr (absorção de vermelho distante) (Levskaya et al., 2009). 

PHYA é abundante em mudas jovens cultivadas no escuro e desempenha papéis 

importantes na desetiolação de plântulas induzida pela luz (Tepperman et al., 2006). PHYA é 

rapidamente degradado para níveis muito baixos na presença de luz contínua. PHYB é mais 

estável à luz e desempenha um papel importante na mediação da inibição do hipocótilo sob luz 

vermelha (660 nm) contínua a longo prazo. Os fitocromos alternam reversivelmente entre sua 

forma Pr, biologicamente inativa e sua forma Pfr, ativa (Tepperman et al., 2006, Levskaya et 

al., 2009, Ni et al., 2013). 

O fator de transcrição PIF3 (Fator de Interação do Fitocromo 3) é o membro fundador 

que faz parte de um conjunto de fatores, denominados fatores de interação do fitocromo (PIF), 

que interagem de maneira reversível e dependente da luz com a forma Pfr ativa de PHYB (Ni 

et al., 1999). Todas as proteínas PIF têm um motivo no domínio N-terminal, chamado de ligação 

ao PHYB, que se liga ao PHYB com elevada afinidade (Khanna et al., 2004). 

O fitocromo existe normalmente na forma Pr inativa e predominantemente no citosol. 

A exposição à luz vermelha (660 nm) converte o fotorreceptor em sua forma Pfr ativa e essa 

forma transloca-se para o núcleo, seguida pela rápida formação do complexo PHYB-PIF 

(Horner et al., 2019). Induzido pela luz, a translocação nuclear é necessária para a maioria das 

funções biológicas de PHYB. No núcleo, os fitocromos iniciam mudanças na expressão de 

aproximadamente 10% dos genes do genoma de Arabidopsis (Tepperman et al., 2006) (Figura 

5). 
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Figura 5. Formação do complexo PHYB-PCB e do complexo PHYB-PIF3 na presença de luz 

vermelha. Formação do complexo a 660 nm e separação a 740 nm. 

PIF3 se liga apenas à forma exposta a luz vermelha do fitocromo, Pfr, e não mostra 

afinidade de ligação mensurável para o estado Pr exposto ao escuro ou ao vermelho distante. 

Assim, essa interação pode ser revertida pela luz vermelho distante (740 nm) (Levskaya et al., 

2009). Essa interação sensível à luz foi mapeada para o núcleo fotossensorial N-terminal de 

650 resíduos de PHYB e para um domínio de ligação de fitocromo ativado (APB) de 100 

resíduos N-terminal conservado de PIF3 (Ni et al., 1999, Ni et al., 2013). Também em outros 

estudos foi demonstrado que essa região N-terminal da proteína PHYB (PHYBNT) é suficiente 

para sua atividade e ligação ao cromóforo e posteriormente ao PIF3 (Levskaya et al., 2009, 

Pathak et al., 2014). Ainda, estudos feitos por Pathak et al. demonstraram que atividade da β-

galactosidase foi muito maior num sistema optogenético com PHYBNT quando comparado 

com PHYB (Pathak et al., 2014). 

De forma geral, a interação PHY-PIF pode ser funcionalmente acoplada a uma ampla 

variedade de processos de sinalização através da construção de proteínas de fusão. A ausência 

de fotorreceptores no genoma de leveduras faz com que seja possível a implementação de 

diferentes circuitos optogenéticos nesse tipo de organismos (Salinas et al., 2017). A profunda 

caracterização do sistema PHYB e PIF3 de A. thaliana permitiu o desenvolvimento do primeiro 

sistema em leveduras capaz de controlar a expressão gênica a partir de um promotor na presença 

de luz (Shimizu-Sato et al., 2002). Estudos feitos pelo grupo de Peter Quail (Professor, Research 

Director, PGEC, Albany, NY, EUA), utilizando um sistema com o domínio de ligação ao DNA 

de Gal4 fusionado ao PHYBNT (PHYBNT-GBD) e o domínio de ativação de Gal4 fusionado 

ao PIF3 (PIF3-GAD) em S. cerevisiae demonstraram que o gene repórter lacZ, foi inativado na 

ausência do cromóforo PCB, e a PCB foi inativa na ausência de luz (Quail, 2002). Em estudos 
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em células de mamíferos, em células NIH3T3, foi observada fluorescência após 30 minutos de 

exposição a 5 µM de PCB, o que mostrou a rápida autoligação em condições fisiológicas 

(Levskaya et al., 2009). 

A fotorreversibilidade única do sistema do PHYB faz possível o uso do fotorreceptor 

como um interruptor molecular. A interação induzida pela luz vermelha entre o PHYB-PIF3 in 

vitro é rapidamente revertida pela luz vermelho distante (Ni et al., 1999). 

O uso de circuitos optogenéticos para controlar fenótipos biotecnologicamente 

relevantes com impacto direto nos processos industriais ainda é pouco explorado em leveduras. 

Por exemplo, a aplicação de circuitos optogenéticos só foi reportado em um trabalho em K. 

phaffii especificamente sob o controle da luz azul (Wang et al., 2022). O controle da expressão 

de genes pela luz certamente proporcionará uma valiosa ferramenta para expressão heteróloga 

e engenharia metabólica de leveduras podendo colaborar com a dissecção molecular de 

fenótipos associados ao processo de fermentação. No presente projeto buscaremos pela 

primeira vez a construção no nosso laboratório de um circuito optogenético baseado na luz 

vermelha para K. phaffii capaz de regular a atividade do promotor PAOX1, independente de 

metanol. 

1.4 Sistemas de controle baseados no uso de recombinases sítio-específicas: integrases 

Os rearranjos do DNA mediante recombinação sítio-específica são necessários para os 

processos de replicação, diferenciação e patogênese do genoma bacteriano, e desempenham um 

papel essencial no movimento de elementos genéticos tais como transposons, plasmídeos, 

bacteriófagos e integrons (Nash, 1996) (Grindley et al., 2006). A recombinação sítio-específica 

envolve (a) duas moléculas de DNA, (b) uma proteína recombinase especializada que é 

responsável pelo reconhecimento dos sítios e pela quebra e junção do DNA, e (c) um 

mecanismo que envolve a quebra do DNA e junção com a conservação da energia da ligação 

fosfodiéster (Grindley et al., 2006). 

Recombinases sítio-específicas são proteínas que realizam a recombinação de 

determinada sequência de DNA por um mecanismo de reconhecimento de sítio, que são 

sequências nucleotídicas curtas e específicas. Esse processo pode desencadear inserção, excisão 

ou inversão do DNA dependendo do arranjo inicial dos sítios (Figura 6) (Smith and Thorpe, 

2002, Grindley et al., 2006). 
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Figura 6. Resultados da recombinação sítio-específica: inserção, excisão ou inversão do DNA. A. 

A recombinação intermolecular entre sítios att resulta na integração de uma molécula de DNA circular 

em um locus genômico correspondente. Na reação inversa, a recombinação intramolecular de sítios att 

compatíveis arranjados em “cabeça a cauda” resulta em um resultado de excisão. B. Em contraste, 

quando os sites estão em orientação “cabeça a cabeça” (ou “repetição invertida”), o resultado do evento 

de recombinação é a inversão, que isto é, “virar” o segmento de DNA flanqueado pelos sítios att de 

recombinação. C. Finalmente, a recombinação intermolecular envolvendo moléculas lineares de DNA 

gera duas moléculas recombinantes lineares diferentes. Adaptado de (Abioye et al., 2022). 

Estes possíveis resultados são usados para uma ampla variedade de propósitos em 

sistemas biológicos. Mais comumente, o uso de recombinação sítio-específica por um 

organismo ou elemento genético é impulsionado por uma necessidade primária para unir ou 

separar fisicamente segmentos de DNA. Além da integração e excisão de fagos e resolução de 

cointegração, os exemplos incluem redução de dímeros de replicação a monômeros e 

transposição de DNA (Grindley et al., 2006). No entanto, a recombinação sítio-específica 

também é usada como um meio de ativar ou mudar o a expressão de um gene, bem como um 
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meio de gerar diversidade genética através da aquisição de genes ou segmentos de genes 

vantajosos (Merrick et al., 2018). 

As recombinases sítio-específicas geralmente se enquadram em uma das duas famílias 

distintas que usam diferentes mecanismos de catálise, das tirosina (também conhecida como a 

família λ integrase) ou das serina recombinases (também conhecida como a família resolvase, 

em homenagem a recombinase de resolução de cointegração codificada por transposons como 

Tn3 e γδ) (Smith and Thorpe, 2002). Estas duas famílias de recombinases não apresentam 

relação em quanto a sequência ou estrutura da proteína e empregam diferentes mecanismos de 

recombinação; cada família parece ter surgido e evoluído separadamente (Poulter and Goodwin, 

2005, Grindley et al., 2006). A família das tirosina recombinases é estruturalmente diversificada 

e extremamente versátil e inclui integrases, resolvases, invertases e transposases (Poulter and 

Goodwin, 2005, Grindley et al., 2006). A família das serina recombinases é mais heterogênea, 

variando em tamanho de 180 a quase 800 resíduos de aminoácidos e com variações inesperadas 

na organização dos domínios (Smith and Thorpe, 2002, Smith, 2015). 

As integrases reconhecem dois sítios com aproximadamente 50 pb conhecidos como 

attB (attachment Bacteria ou sítio de ligação de bactéria) e attP (Attatchment Phage ou sítio de 

ligação do fago) (Abioye et al., 2022). Dependendo da orientação dos sítios, elas são capazes 

de realizar a integração/excisão ou a inversão da orientação do segmento de DNA, gerando dois 

outros sítios denominados attL (attachment Left ou sítio de ligação esquerdo) e attR (attachment 

Right ou sítio de ligação direito) (Smith and Thorpe, 2002, Grindley et al., 2006, Smith, 2015). 

Para a reversão da ação da integrase, é necessária a expressão de um fator proteico denominado 

RDF (Recombination Directionality Factor ou fator direcional de recombinação) que auxilia a 

integrase a agir nos sítios attL e attR, não sendo possível a reversão pela própria integrase 

devido à modificação dos sítios attP e attB (Figura 7) (Smith and Thorpe, 2002, Merrick et al., 

2018). 
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Figura 7. Exemplos de rearranjos de DNA mediados por integrases e RDF. Na presença de uma 

integrase, sítios attP e attB se recombinam para formar os sítios attL e attR. Na presença de um RDF, 

esta reação é revertida. Para a integração e excisão de DNA, os sítios att estão na mesma orientação. 

Para a inversão do DNA, os sítios att estão em orientações opostas. (a) Integração de DNA mediada pela 

recombinação attP × attB, e excisão por recombinação attL × attR. (b) Integração mediada por 

recombinação attL × attR, e excisão por recombinação attP × attB. (c) Recombinação entre sítios att no 

DNA linear. (d) Inversão de DNA por recombinação attP × attB e revertida por recombinação attL × 

attR . Fonte: Merrick et al. (Merrick et al., 2018). 

Dito isso, as integrases do tipo serina apresentam características tais como sítios de 

reconhecimento pequenos (40 a 60 pb), ausência de necessidade de sítios e proteínas acessórias 

para dobras do DNA e recombinação ou determinadas conformações específicas do DNA, e 

por seus resultados de recombinação serem unidirecionais, ou seja, são capazes de realizar a 

inversão de um segmento de DNA de forma permanente e irreversível pela mesma, são um alvo 

importante como ferramenta para a biotecnologia e a biologia sintética (Merrick et al., 2018). 

Até o presente, já foram estudadas bioquimicamente 14 integrases do tipo serina, das 

mais de 4.000 identificadas (Van Duyne and Rutherford, 2013, Merrick et al., 2018). Yang et 

al (2014) descreveram 11 integrases funcionais em E. coli, sendo altamente ortogonais. Essa 

propriedade confere a integrase a característica de não reconhecer o sítio de outra integrase, 

evitando a inversão do segmento de DNA no lugar errado (Yang et al., 2014). 

A utilização das integrases tem sido descrita no campo da engenharia de genomas, por 

exemplo, na integração genômica de DNA em um único sítio att, ou a integração direcionada 

GripTite Jump-In (Merrick et al., 2018). Outro exemplo é o intercâmbio de cassete mediado 

por recombinase (RMCE) com uma serina integrase (Merrick et al., 2018). Outro caso é a troca 

dupla de cassete de integrase (DICE). Um cassete de DNA carregando genes para resistência a 

neomicina (neo) e a proteína fluorescente verde (GFP) ladeada por sítios attP para as integrases 

phiC31 e Bxb1 é inserida no genoma de embriões de células-tronco ou células-tronco 

pluripotentes induzidas por recombinação homóloga. Um vetor doador carrega um gene de 
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resistência à puromicina (puroR), uma proteína fluorescente (mCherry), e um gene de interesse 

flanqueado pelos sítios phiC31 e Bxb1 attB. Na presença de integrases phiC31 e Bxb1, 

expressadas a partir de vetores de expressão separados, os sítios attP e attB se recombinam para 

remover o cassete neo-GFP do genoma, substituindo-o pelo cassete puroR-mCherry-GOI 

(Merrick et al., 2018). 

Estes exemplos utilizando as integrases, possibilitam a utilização das mesmas na 

construção de um circuito ou interruptor genético. Especificamente as aplicações onde o que 

acontece é a inversão da sequência, tem ganhado importância para a construção de portas e 

circuitos lógicos. Os circuitos genéticos biológicos sintéticos são baseados na álgebra binária 

dos circuitos eletrônicos, onde se colocam partes genéticas sob um controle de entrada e saída 

(input-output) para a geração de interruptores (switches), portas lógicas e redes genéticas 

sintéticas (Moon et al., 2011). Falando da construção de circuitos lógicos, a literatura apresenta 

alguns exemplos: as serina-integrases já foram testadas em bactérias (Siuti et al., 2013, Yang et al., 

2014, Hsiao et al., 2016), leveduras (Xu and Brown, 2016) e células de mamíferos (Weinberg et al., 

2017). 

Siuti et al. descreveram uma estratégia, mediante o uso das integrases phiC31 e Bxb1 e 

combinações de promotores e terminadores, que permitiu criar todas as 16 funções de lógica 

booleana de duas entradas em células vivas de E. coli sem a necessidade de cascatas compostas por 

múltiplas portas lógicas (Siuti et al., 2013). Em 2017, Weinberg et al, desenvolveram uma 

ferramenta, testada em células de mamíferos, capaz de predizer a resposta de circuitos lógicos 

baseados em integrases. Foram montados 113 circuitos sintéticos lógicos, dos quais 109 foram 

funcionais (Weinberg et al., 2017). Yang et al. (2014) usaram diferentes integrases para a 

construção de circuitos de memória permanente em E. coli. Mediante análise bioinformática, foram 

identificadas 34 integrases de fago (e seus sítios de reconhecimento attB e attP), a partir do qual 

foram construídos 11 circuitos de memória perfeitamente ortogonais entre si e as invertases 

bacterianas FimE e HbiF (Yang et al., 2014). 

A integrases têm sido usadas como componentes de circuitos genéticos. Pham et al 2017 

descreveram um conjunto de dispositivos genéticos em bactérias, para a detecção baseada em pH 

para permitir o controle da expressão de acordo com a diferença no pH ambiental (Pham et al., 

2017). Especificamente, a integrase 2 foi utilizada formando parte de um circuito baseado em RNA 

capaz de gerar uma memória genética em E. coli. Quando pH do meio é alterado, a integrase 2 é 

produzida, promovendo uma inversão na sequência, ativando o gene repórter permanentemente, 
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gerando assim uma memória genética (Pham et al., 2017). Por outro lado, as integrases 5, 7, Bxb1 

e Tp901 foram utilizadas em um circuito baseado em portas lógicas do tipo NOT em cascata. Neste 

circuito, só haverá um sinal de saída (produção de sfGFP) na ausência de um sinal de entrada. Na 

presença do sinal de entrada as integrases atuaram invertendo a sequência do promotor P7, de forma 

que não haveria mais a produção do gene repórter (Guiziou et al., 2019). 

Considerando que as leveduras tais como S. cerevisiae e K. phaffii são organismos 

amplamente utilizados em biotecnologia, nesses organismos também foi avaliada a atividade de 10 

serina-integrases diferentes: phiBT1, TP901, R4, Bxb1, MR11, A118, phiK38, phiC31, Wβ e SPBC. 

Todas elas apresentaram atividade o que confirma a potencial aplicação destas proteínas nas 

leveduras (Xu and Brown, 2016). 

Portanto, com as vantagens da levedura S. cerevisiae apresentadas anteriormente, junto 

as características apresentadas dos sistemas optogenéticos e dos sistemas de regulação por 

integrases, neste trabalho, serão utilizadas as integrases do tipo serina e um sistema 

optogenético para a construção e validação de um circuito duplamente regulado na levedura S. 

cerevisiae. Especificamente nesta levedura, recentemente, Yang et al., que desenvolveram os 

sistemas LightOn e LightOff em células de mamíferos, apresentaram o sistema yLightOn 

adequado para S. cerevisiae (Levskaya et al., 2009, Xu et al., 2018). O sistema contém apenas 

uma proteína monomérica sensível à luz LVAD, que é uma fusão do LexA-VVD (LEVI) e o 

domínio de ativação da proteína Gal4 (Gal4AD) (Xu et al., 2018). Por outro lado, em S. 

cerevisiae também foi desenvolvido um sistema de expressão gênica baseado em EL222, capaz 

de produzir até 8,49 ± 0,31 g/L de isobutanol e 2,38 ± 0,06 g/L de 2-metil-1-butanol (Zhao et 

al., 2018), que foi usado para regular o fluxo metabólico e estudar o mecanismo de regulação 

da tradução em leveduras. Recentemente, foi descrito um sistema optogenético responsivo à 

luz azul (CRY-CIB) em um modelo de interação cooperativa a partir da expressão da enzima 

invertase (Suc2) que S. cerevisiae utiliza para hidrolisar sacarose e utilizá-la como fonte única 

de carbono (Moreno Morales et al., 2021). Até o presente, em S. cerevisiae não foi testada a 

combinação da regulação utilizando um sistema baseado em optogenética e o uso das 

integrasses. Combinar estes dos sistemas de regulação apresenta-se como uma alternativa 

promissora e brindaria ao grupo e aos outros laboratórios uma ferramenta de controle fino e 

altamente regulável. 
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2. OBJETIVO  

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver sistema para controle da expressão gênica em leveduras baseado em 

optogenética e no uso de integrases. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Obter uma linhagem de K. phaffii expressando PCB.  

• Obter linhagens com o sistema de luz vermelha em K. phaffii e S. cerevisiae.  

• Validar o sistema de luz vermelha com o gene repórter EGFP ou Venus. 

• Obter um sistema para a expressão e atividade da integrase 13 em S. cerevisiae 

• Obter linhagens de S. cerevisiae com o sistema optogenético e integrases 4 ou 13 

• Validar o sistema final com o gene repórter Venus



Estratégia 

22 

 

3. ESTRATÉGIA 

A estratégia utilizada para o estudo optogenético induzível por luz vermelha em K. 

phaffii está descrita na Figura 8. 

 

Figura 8. Estratégia de trabalho para a construção de um sistema optogenético ativado por luz 

vermelha.  
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A estratégia utilizada para a regulação mediante o uso de um circuito optogenético 

induzível por luz vermelha e o sistema de regulação com a integrases 4 e 13 em S. cerevisiae 

está descrita na Figura 9. 

 

Figura 9. Estratégia de trabalho para a construção de um sistema optogenético induzível por luz 

vermelha e o sistema de regulação com a integrases 4 e 13 em S. cerevisiae.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

4.1.1 Células 

Bactérias 

• Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tetr Δ(mcrA)183Δ(mcrCB-

hsdSMR- mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´proAB lacIqZΔM15 

Tn10 (Tetr) Amy Camr] 

Leveduras 

• K. phaffii X-33: arg4::HIS4 (derivada da linhagem GS115) (Invitrogen, Waltham, MA, 

EUA) 

• S. cerevisiae RE1006: (MATa can1-100, his3-11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-52) (R. 

Strich) (R. Strich) (Torres and Bonner, 1995). 

4.1.2 Meios de cultura para bactérias e leveduras 

Meio Luria-Bertani – LB 

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

Peptona  1% (p/v) 

NaCl 1% (p/v) 

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio sólido, foi adicionado ágar 2% (p/v) 

SOB 

Triptona  20 g/L 

Extrato de levedura  5 g/L  

NaCl  0,6 g/L  

KCl  0,5 g/L  

MgCl2  10 mM  

MgSO4  10 mM  

Foram feitas soluções de MgCl2 e MgSO4 na concentração de 1 M e filtradas. Depois 

do meio ser autoclavado foram adicionadas as soluções para a concentração final de 10 mM. 

YPD 

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

Glicose 2% (p/v) 

Para o meio sólido, foi adicionado ágar 2% (p/v) 

MD (Meio Mínimo com Dextrose) 

YNB com sulfato de amônio 1,34% (p/v) 

Biotina (para K. phaffii) 4x10-5% (p/v) 

Glicose 2% (p/v) 

Para o meio sólido, foi adicionado ágar 2% (p/v).  

Quando necessário foi adicionado 0,003% L-leucina, 0,002% de L-histidina, 0,002% de 

L-triptofano e 0,002% de uracila. 

MGal (Meio Mínimo com Galactose) 

YNB com sulfato de amônio 1,34% (p/v) 

Galactose 2% (p/v) 

Para o meio sólido, foi adicionado ágar 2% (p/v) 

4.1.3 Soluções 

Soluções estoque para meios de cultura 

• Solução YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de amônio 10X 

Yeast Nitrogen Base w/o ammonium 

sulfate (Difco) 

3,4% (p/v) 

Sulfato de Amônio (NH4)2SO4 10% (p/v) 

Esterilizada por filtração 

• Solução de glicose 10X 

Glicose 20% (p/v) 

• Solução de galactose 10X 

Galactose 20% (p/v) 

• Solução de Biotina 500X 
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Biotina 0,02% (p/v) 

Esterilizada por filtração 

Antibióticos  

• Solução de ampicilina (1000X)  

Ampicilina 100 mg/mL 

Dissolvida em água milli Q e esterilizada por filtração 

• Solução de kanamicina (1000X)  

Kanamicina 50 mg/mL 

Dissolvida em água milli Q e esterilizada por filtração 

• Solução de G418 (100X)  

G418 50 mg/mL 

Dissolvida em água milli Q e esterilizada por filtração 

• Solução de higromicina B (300 μg/mL e 900 μg/mL e 900) 

Higromicina B 50 mg/mL 

Dissolvida em PBS (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) 

• Solução de zeocina (50 μg/mL e 100 μg/mL) 

Zeocina 100 mg/mL 

Dissolvida em água (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) 

Aminoácidos 

Os aminoácidos foram esterilizados por filtração em membrana de 0,22 μm ou autoclavados. 

Aminoácido Concentração estoque Concentração Final 

L-Leucina 1% (p/v) 0,03% 

L-Histidina 1% (p/v) 0,02% 
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L-Triptofano 1% (p/v) 0,02% 

Uracila 0,2% (p/v) 0,02% 

Soluções para células bacterianas competentes 

• Tampão de transformação I 

RbCl 12 g/L 

MnCl2·4H2O 9,9 g/L 

Acetato de potássio 0,03 M 

CaCl2·2H2O 1,5 g/L 

Glicerol 150 g/L 

Uma solução estoque de acetato de potássio 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 

7,5 com ácido acético glacial. A solução foi esterilizada por filtração. O pH do tampão de 

transformação foi ajustado para 5,8 com ácido acético 0,2 M e a solução foi esterilizada por 

filtração. 

• Tampão de transformação II 

MOPS 0,02 M 

RbCl  1,2 g/L 

CaCl2 11 g/L 

Glicerol 150 g/L 

Uma solução estoque de MOPS 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 6,8 com 

NaOH. A solução foi esterilizada por filtração. O pH do tampão de transformação foi ajustado 

para 6,8 com NaOH e a solução foi esterilizada por filtração. 

Soluções para preparação de DNA plasmidial (miniprep) 

• Solução I 

Tris-HCl pH 8,0 25 mM 

EDTA pH 8,0 10 mM 

• Solução II 

NaOH 0,2 M 
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SDS  1% (p/v) 

Solução preparada no momento de uso. 

• Solução III 

Acetato de sódio 3 M 

Ácido acético 2 M 

O pH foi ajustado para 5,0. 

Soluções para eletroforese em gel de agarose 

• Brometo de Etídio 

EtBr 10 mg/mL 

• Tampão Tris-acetato EDTA (TAE) 50X 

Tris 2 M 

Ácido acético 1 M 

EDTA pH 8,0 0,05 M 

• Tampão de amostra 

TAE 20X  50% (p/v)  

Glicerol 30% (v/v) 

Azul de bromofenol 0,25 (p/v) 

4.1.4 Kits 

• Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen): purificação de plasmídeos em grande escala. 

• In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech): clonagem de fragmentos por recombinação homóloga 

in vitro. 

• NEBBuilder HiFi DNA Assembly (NEB): Clonagem de fragmentos por recombinação 

homóloga 

• Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega): purificação de fragmentos de DNA 

a partir de gel de agarose e purificação de produtos de PCR. 

• Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega): extração de DNA genômico da levedura. 

• QIAquick® PCR and Gel Cleanup Kit (Qiagen): purificação de fragmentos de DNA a partir 

de gel de agarose e purificação de produtos de PCR. 
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4.1.5 Oligonucleotídeos (primers) 

A Tabela 1 apresenta os primers utilizados neste trabalho com seus respectivos sítios de 

restrição sublinhados. 

Tabela 1. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. Os sítios de restrição estão 

sublinhados. As sequências em minúscula representam regiões de identidade com o template para 

recombinação homóloga. 

Primer Sequência (5΄- 3΄) Sítio de 

Restrição 

TEFBGL2 TCATGAGATCAGATCTATAACTGTCGCCTCTTTT

ATC 

BglII 

TEFBSTBI AATCTCATCGTTTCGAACGAATAACTAAAATGTA

TG 

BstBI 

ttTEF1-F: TTAGTTATTCGTTCGAACTCTCGAGTTGCGGCCG

CATTGCTTGAAGCTTTAATTTATTTTATTAACA 

XhoI, 

NotI 

ttTEF1-R TGGTGTGTGGGGGATCCGCTGTGTACTTGCCCTT

CGGTTGAA 

 

ZFMIT1-F AGCGAAGGCGGCGGCAGCGAAGGCGGCACCAG

CGGCGCGACCACCGGCCATATGAGTACCGCAGC

CCCAATCA 

NdeI 

ZFMIT1-R ATGATGATGATGGTCGACGCGGCCGCTCATTCCA

ATCCAATTGAGGAAAGCGA 

 

PHYBNT-F GCCCAATTGATTACGAAATTCGAAACGATGCCA

AAGAAGAAAAGAAAAGTTGTTTCCGGAGTCGGG

GGTAGT 

 

PHYBNT-R TTCGCTGCCGCCGCCTTCGCTGCCGCCCGCGCCG

CTCGCGCCGGTAGATTCTTTAAAAGAGTCTCTCA

GA 

 

VP16-F TTAGTTATTCGTTCGAAAAAATGCCAAAGAAGA

AAAGAAAAGTTTCTACGGCCCCCCCGACCGAT 

 

VP16-R CTTCGCTGCCGCCGCCTTCGCTGCCGCCCGCGCC

GCTCGCGCCGGTCCCACCGTACTCGTCAATTCCA

A 
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PIF3-F CGAAGGCGGCGGCAGCGAAGGCGGCACCAGCG

GCGCGACCACCGGCATGCCTCTGTTTGAGCTTTT

CAG 

 

PIF3-R GTTAATAAAATAAATTAAAGCTTCAAGCAATGC

GGCCGCTCACGACGATCCACAAAACTGAT 

 

FINAL-F GGGCAAGTACACAGCGGATCAGATCTGCGAGGC

AAGCATCTAC 

BglII 

FINAL-R CTATGGTGTGTGGGGGATCCGCACAAACGAAGG

TCTCACTT 

 

PGKD8 AGATCTCGAGCAAGTGTCCTATGCTG BglII 

qPHYBNT-F GAAGAGGAGGAGAACAAGCTC  

qPHYBNT-R TGGAGTCTTGCGTCGACGGT  

qMIT1-R GAAGGTATATCCTTGTTCATTAGG  

qVP16-F CTAGACGATTTCGATCTGGAC  

qVP16-R AACTCGAAGTCGGCCATATCC  

qPIF3-F ACGGACCACAGTTCCAAGTC  

qPIF3-R CATTGCCAATCGTCGAAGAAC  

qPIF3II-F   

GAPBGL-F GCAAGATCTTTTTTGTAGAAA BglII 

3´AOX-R CTATGGTGTGTGGGGGATCCGCACAAACGAAGG

TCTCACTT 

 

EGFP-F GGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAG  

EGFP-R GGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG  

PCBin-R ATGAGCAAAGTAGATGTTGTAGAA  

qmHy1-F CAGAACCAACAGCTCCTGGTA  

qmHy1II-R ATGAGACGAAGTATCTCACC  

Venus-F AGGGAATATTAAGCTTATAATGGTGAGCAAGGG

CGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGT 

HindIII  

Venus-R TAGATGCATGCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTC

CATG 

XhoI 

GALIN-F  cggtacccggggatccACGGATTAGAAGCCGCCGA  BamHI  

CYCIN-R  ccaagcttgcatgcctgcagCCGCAAATTAAAGCCTTCGA  PstI  
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VenusI-F tctaagttttaattacaaaggatccataATGGTGAGCAAGGGCGA

GG 

BamHI 

VenusI-R ttcaattcaattcaatgcggccgcTTACTTGTACAGCTCGTCCA

TG 

NotI 

TEFVenus-F TACGCTGCAGGTCGACgGATCccccacacaccatagcttca  

VenusPGK-R gaggCAAGCTAAACAGATCTtaacgaacgcagaattttcg  

HO-F CGGCGTTGTTGTACTGTTGCA   

HO-R TGAGATGGCGTATTTCTACTCCA   

HO-UKG-F CCCCACACACCATAGCTTCAA  

HO-UKG-R TAACGAACGCAGAATTTTCGAGT  

VenusI-F tctaagttttaattacaaaggatccataATGGTGAGCAAGGGCGA

GG 

 

VenusI-R ttcaattcaattcaatgcggccgcTTACTTGTACAGCTCGTCCA

TG 

 

4.1.6 Marcadores de massa molecular para DNA 

• 2-log DNA ladder, 100-10.000 pb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

• O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA). 

• DNA Ladder 1 kb PLUS (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) 

• DNA Ladder 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) 

• DNA Ladder 100 bp (Promega, Madison, WI, EUA) 

4.1.7 Vetores 

A Tabela 2 exibe todos os vetores usados neste trabalho e apresenta uma breve descrição 

de cada um deles. 

Tabela 2. Vetores base utilizados 

Vetor Descrição 

K. phaffii 

pPICK2 Vetor construído em nosso laboratório. 

pPICK3 Vetor construído neste trabalho contendo o promotor e o terminador 

do TEF1 
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pPIC9∆BGAL4:V

P16 

Vetor construído no nosso laboratório contendo a sequência de VP16 

pGAPZB Vetor comercial (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) utilizado para 

colocar os genes para a expressão da PCB 

pAMDS-EGFP Vetor construído no nosso laboratório usado para a expressão do 

EGFP (Piva et al., 2018) 

S. cerevisiae 

YCplac111 Vetor centromérico contendo a marca de seleção LEU2 

YCplac33 Vetor centromérico contendo a marca de seleção URA3 

HO-Poly-

KanMX4- 

HO 

Vetor de levedura para integração no locus HO com marca de 

seleção que confere resistência a G418 

pYES2 Vetor desenvolvido pela Invitrogen contendo o promotor PGal1,10 e o 

terminador CYC1 com a marca de seleção URA3 

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Células e meios de cultura 

As bactérias foram cultivadas a 37 °C e as leveduras a 28 °C. Para ambos casos, uma 

velocidade de agitação de 250 rpm foi usada quando o crescimento foi em meio líquido. 

Para o caso da levedura K. phaffii as linhagens utilizadas nesse trabalho foram a 

linhagem comercial X-33 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) e a linhagem Xhis23 (X-33 

transformada com um vetor derivado do plasmídeo comercial pPIC9 contendo o gene da 

proteína fluorescente verde (EGFP) sob o controle do PAOX1) (Piva et al., 2018). Para o caso da 

levedura S. cerevisiae foi utilizada a linhagem RE1006 (Torres and Bonner, 1995). 

Os meios utilizados para o cultivo de leveduras foram: o meio complexo YPD (extrato 

de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%), e os meios mínimos MD ( YNB 1,34%, sulfato de 

amônio 1%, biotina 4 x 10-5% e glicose 2%, BMD (meio MD tamponado com tampão fosfato 

100 mM pH 6.0), BMM (YNB 1,34%, sulfato de amônio 1%, biotina 4 x 10-5%, metanol 0,5% 

e tampão fosfato 100 mM pH 6.0), BMG (YNB 1,34%, sulfato de amônio 1%, biotina 4 x 10-

5%, glicerol 1% e tampão fosfato 100 mM pH 6.0). Para meios sólidos foi adicionado ágar 1%. 

Para as leveduras transformadas com vetores contendo zeocina como marca de seleção, foi 

usado o meio YPDS (sorbitol 1M foi adicionado ao meio YPD ágar). Quando necessário, foram 

adicionados 100 µg/mL de zeocina ou 500 µg/mL de G418. 
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As etapas de clonagem foram feitas em E. coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA). 

O cultivo de bactérias foi feito em meio LB (0,5% extrato de levedura, 1% peptona e 1% NaCl. 

Para o meio sólido foi adicionado ágar 1,5%). Para vetores com a marca de seleção de zeocina, 

foi usado o meio LB low-salt com 0,5% de NaCl. Quando necessário foram adicionados 25 

µg/mL zeocina, 50 µg/mL kanamicina e 100 µg/mL ampicilina. Para o preparo de células 

competentes, foi utilizado o meio SOB (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,06% NaCl, 

0,05% KCl e 10 mM de cada um dos sais: MgCl2 e MgSO4). 

4.2.2 Amplificação por PCR (primers) 

A amplificação de fragmentos por reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada 

com diferentes enzimas, dependendo da aplicação. Foram utilizadas a Phusion High-Fidelity 

DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen, Waltham, MA, EUA), Platinum Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA), Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, 

MA, EUA) e Taq DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). Todas as 

enzimas foram utilizadas de acordo com as instruções do fabricante. 

4.2.3 Preparação de células bacterianas competentes 

Células de E. coli XL10-gold foram semeadas em meio LB ágar a partir de um estoque 

armazenado a -80 °C e incubadas a 37 °C durante a noite. Uma colônia isolada foi inoculada 

em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37 °C sob agitação 

a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros desse pré-inóculo foram inoculados em 100 mL de meio 

SOB em um frasco Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37 °C sob agitação a 250 rpm por 

aproximadamente 1 h, até atingir uma OD600 de 0,3. A cultura foi resfriada por 15 min em banho 

de água-gelo e, posteriormente, as células foram coletadas a 3.000 x g por 5 min a 4 °C. O 

precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampão de transformação I e incubado no gelo por 

15 min. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugação sob as mesmas condições 

e ressuspendidas em 4 mL de tampão de transformação II. Finalmente, foram feitas alíquotas 

de 100 μL em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -80 °C. 

4.2.4 Manipulação do DNA 

As digestões de DNA foram realizadas segundo as instruções do fabricante das enzimas. 

A quantidade de enzima foi ajustada à quantidade de DNA a ser digerido considerando que o 
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volume da enzima não devia ser maior do que 10% do volume total de reação. Todas as reações 

foram incubadas por 2 horas. 

Para retirar sais e enzimas após a digestão, o DNA foi precipitado adicionando acetato 

de sódio para uma concentração final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado. Após 

incubação a -20 °C por 16 h, o sistema foi coletado por centrifugação a 10.000 x g por 10 min. 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 μL de etanol 70% 

por centrifugação a 10.000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e, uma vez seco, o 

precipitado foi ressuspendido em 10 μL de água milli Q. 

A análise de fragmentos de DNA foi feita utilizando a técnica de eletroforese em gel de 

agarose adaptada de Sambrook (1989) (Sambrook et al., 1989). O gel preparado na 

concentração de 1% (p/v) de agarose em tampão TAE 1X continha brometo de etídio na 

concentração final de 0,5 μg/mL. As amostras foram aplicadas no gel e submetidas à corrente 

elétrica (70 V) para permitir a migração e separação dos fragmentos de DNA. A visualização 

das bandas de DNA foi feita com a exposição do gel à luz ultravioleta. Os fragmentos de DNA 

eluídos de gel de agarose foram purificados utilizando kits de purificação, seguindo as 

orientações especificadas pelo fabricante. 

4.2.5 Construção de plasmídeos  

O processo de construção dos diferentes vetores foi feito por ligação ou por 

recombinação in vitro. Para a construção dos vetores por ligação, os produtos de PCR ou 

fragmentos de DNA provenientes de digestão foram unidos ao vetor numa proporção molar de 

3:1. A ligação utilizou T4 DNA ligase (Promega, Madison, WI, EUA) ou T4 DNA ligase (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. A reação foi 

feita a 16 ºC durante 16 h. As digestões de fragmentos de DNA com enzimas de restrição foram 

realizadas conforme instruções do fabricante (Promega, Madison, WI, EUA ou New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

A construção de vetores por recombinação in vitro foi feita com o kit In-Fusion Cloning 

Kit (Clontech, EUA) ou Nebuilder HiFi DNA assembly cloning kit (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). Os fragmentos foram amplificados com sequências homólogas ao vetor e 

a reação foi realizada de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 
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O sistema de ligação ou o sistema de recombinação in vitro foram utilizados para 

transformar células bacterianas competentes pelo método de choque térmico (Sambrook et al., 

1989). Para extrair os plasmídeos das células bacterianas, foi utilizado o protocolo de extração 

de plasmídeos por lise alcalina descrito por Sambrook et al., 1989 com adaptações. 

4.2.6 Sequenciamento de plasmídeos  

O sequenciamento para conferência da sequência dos plasmídeos construídos foi 

realizado pela empresa Myleus Biotecnologia (Belo Horizonte, Brasil), que utiliza o método de 

Sanger e a plataforma ABI 3730 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para 

eletroforese. 

4.2.7 Preparação de DNA plasmidial 

Para extrair os plasmídeos das células bacterianas em pequena escala (miniprep) foi 

utilizado o protocolo descrito por (Sambrook et al., 1989) com adaptações. Cinco mililitros de 

meio LB contendo o antibiótico adequado foram inoculados com uma colônia transformante e 

incubados a 37 °C por 16-18h sob agitação. Três mililitros da cultura foram coletados por 

centrifugação a 10.000 x g por 2 min e o precipitado de células foi ressuspendido em 200 μL 

de solução I. Em seguida, foram adicionados 360 μL de solução II recém-preparada; a mistura 

foi homogeneizada por inversão e incubada à temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, 

foram adicionados 300 μL de solução III gelada, a mistura homogeneizada e incubada no gelo 

por 5 min. Após esse tempo a amostra foi concentrada por centrifugação a 10.000 x g por 5 min. 

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 μL de isopropanol. A 

mistura foi homogeneizada por inversão e submetida a centrifugação a 10.000 x g por 5 min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 μL de solução I. Em seguida, 

foram adicionados 110 μL de acetato de amônio 7,5 M e a mistura homogeneizada 

vigorosamente seguido de centrifugação a 10.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e foram adicionados 750 μL de etanol 100% gelado. Após centrifugação a 

10.000 x g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 μL de 

etanol 70% seguido de uma nova centrifugação a 10.000 x g por 2 min. O sobrenadante foi 

descartado e o excesso de etanol foi seco à temperatura ambiente. O precipitado foi 

ressuspendido em 50 μL de água milli Q contendo RNase A (0,1 mg/mL) e incubado a 37 °C 

por 15 min. O DNA foi armazenado a -20 °C até seu uso. 
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Para a obtenção dos plasmídeos em maior quantidade foi utilizado o kit Qiagen Plasmid 

Maxi (Qiagen), seguindo as orientações do fabricante. 

4.2.8 Preparação de células bacterianas competentes por choque térmico 

Este protocolo foi adaptado de Sambrook et al., 1989. Células de E. coli XL10-gold 

foram semeadas em meio LB ágar a partir de um estoque armazenado a -80 °C e incubadas a 

37 °C durante a noite. Uma colônia isolada foi inoculada em 10 mL de meio SOB em um frasco 

Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37 °C sob agitação a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros 

desse pré-inóculo foram inoculados em 100 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 500 

mL e incubados a 37 °C sob agitação a 250 rpm por aproximadamente 1 h, até atingir uma 

OD600 de 0,3. A cultura foi resfriada por 15 min em banho de água-gelo e, posteriormente, as 

células foram coletadas a 3.000 x g por 5 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 32 

mL de tampão de transformação I (12 g/L RbCl, 9,9 g/L MnCl2·4H2O, 0,03 M acetato de 

potássio, 1,5 g/L CaCl2·2H2O e 150 g/L glicerol) e incubado no gelo por 15 min. Em seguida, 

as células foram concentradas por centrifugação sob as mesmas condições e ressuspendidas em 

4 mL de tampão de transformação II (0,02 M MOPS, 1,2 g/L RbCl, 11 g/L CaCl2 e 150 g/L 

glicerol). Finalmente, foram feitas alíquotas de 100 μL em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -

80 °C. 

Uma alíquota de células competentes armazenada a -80 °C foi descongelada em banho 

de gelo e em seguida foram adicionados 10 µL do sistema de ligação ou 2 µL do sistema de 

recombinação in vitro. As células foram incubadas no gelo por 30 min e posteriormente foram 

submetidas a choque térmico a 42 °C por 90 s. Foram adicionados 900 µL de meio LB ao 

sistema, que foi incubado a 37 °C por 1 h. As células foram semeadas em meio LB ágar 

contendo o antibiótico adequado. 

4.2.9 Transformação de K. phaffii por eletroporação 

A transformação com vetores integrativos foi feita por eletroporação segundo o 

protocolo descrito no EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) com 

algumas modificações. Uma colônia fresca de levedura foi inoculada em 5 mL de YPD. Após 

12 h de crescimento a 28 °C sob agitação de 250 rpm, 500 μL desse pré-inóculo foram usados 

para inocular mais 5 mL de meio. Após 8h de incubação, o volume necessário dessa nova 

cultura foi inoculado em 100 mL de meio YPD para atingir uma OD600 de 1,3 após 16 h de 
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crescimento. As células foram coletadas e lavadas 3 vezes com água estéril gelada (100 mL na 

primeira lavagem e 50 mL nas outras duas) e uma vez com sorbitol 1 M gelado (3 mL) 

centrifugando-se a 1.500 x g por 5 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram ressuspendidas 

em 300 μL de sorbitol 1 M gelado e 80 μL dessas células competentes foram misturadas com 

5-10 μg de DNA linearizado e transferidas a uma cubeta de eletroporação de 2 mm (Bio-Rad). 

A cubeta foi incubada no gelo por 5 min antes de aplicar um pulso elétrico sob as seguintes 

condições: 1500 V, 400 Ω, e 25 μF. Imediatamente após o pulso, 1 mL de sorbitol 1 M gelado 

foi adicionado. As células foram semeadas em meio mínimo para seleção de transformantes. 

4.2.10 Transformação de S. cerevisiae por eletroporação 

Foi utilizado o protocolo proposto por (Becker e Guarente, 1991 (Becker and Guarente, 

1991)) com adaptações. Uma colônia isolada foi crescida em 3 mL de YPD por 16 horas. Foi 

feito um inóculo em 100 mL de YPD com OD600 inicial de 0,1. Todas as centrifugações deste 

protocolo foram realizadas utilizando o rotor de ângulo fixo F15-6X100 da Thermo Scientific 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As células foram coletadas por centrifugação 

a 5.000 rpm por 5 minutos quando a cultura atingiu a OD600 de 0,8. As células foram 

ressuspendidas com 25 mL de tampão de transformação. As células foram incubadas em 

temperatura ambiente por 1 h, homogeneizando suavemente a cada 10 minutos. As células 

foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado com 25 mL de 

água milli-Q estéril gelada duas vezes. Após esse processo, o sedimento foi lavado novamente 

em 10 mL de 1 M de sorbitol gelado duas vezes. O precipitado celular foi ressuspendido em 

100 μL de 1 M sorbitol. Para cada transformação, foi utilizado 40 μL. Adicionou-se 1 μg de 

DNA em uma alíquota de célula, incubando no gelo por 5 minutos. A mistura foi transferida 

para uma cubeta de eletroporação de 0,2 mm e submetida ao choque nos seguintes parâmetros: 

1,5 kV, 25 uF, 200 Ω. Posteriormente foi adicionado 1 mL de sorbitol gelado imediatamente e 

incubado por 30 minutos, mesmo para seleção auxotrófica. Para seleção para marca de 

resistência a drogas, incubar entre 2-3 horas a 30 °C. 

4.2.11 Transformação de leveduras pelo protocolo One-Step 

O protocolo utilizado foi descrito anteriormente por Chen, 1992 (Chen et al., 1992). A 

cultura de levedura foi inoculada e crescida sob agitação a 30 ºC até a fase estacionária. Após 

este período, 200 μL de células foram coletadas em tubos do tipo Eppendorf e centrifugadas 

durante 5 segundos à velocidade máxima. As células foram ressuspendidas em tampão One 
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Step (0,2 M acetato de Lítio, 40% (p/v) de PEG 4000 e 100 mM de DTT). O plasmídeo foi 

adicionado na concentração entre 50 a 1000 ng em um volume final de 100 μL. As células 

foram incubadas durante 1 hora a 45 ºC e em seguida, plaqueadas em meio seletivo adequado. 

4.2.12 Extração de DNA total de leveduras 

O DNA genômico de leveduras foi extraído utilizando o kit Wizard Genomic DNA 

Purification (Promega, Madison, WI, EUA) seguindo as orientações do fabricante. 

4.2.13 Extração de DNA genômico de leveduras para PCR 

A extração de DNA de levedura que foi utilizado para as reações de PCR foi realizada 

conforme descrito por Drumonde, 2013, com modificações (Drumonde-Neves et al., 2013). 

Uma colônia isolada de levedura foi inoculada em 1 mL de meio de cultura adequado e incubada 

a 30 ºC por 16 horas. As células foram centrifugadas a 10.000 x g por 2 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 100 μL de Tampão I e 1, 66 

μL de liticase (20 mg/mL). As células foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Após a 

incubação, foram adicionados 100 μL de Tampão II e as células foram incubadas a 65 °C por 5 

minutos. Foram adicionados 80 μL de acetato de potássio 5 M e a amostra foi homogeneizada 

e incubada a -20 °C por 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g a 4 °C por 15 

minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 250 

μL de isopropanol e a solução foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. A solução 

foi centrifugada a 10.000 x g por 2 minutos, o sobrenadante removido e o precipitado foi lavado 

com 500 μL de etanol 70%. A seguir, o precipitado foi ressuspendido em 500 μL de água 

deionizada contendo 100 μg/mL de RNase A. 

4.2.14 Extração de RNA e tratamento com DNAse I 

A extração de RNA foi feita com o kit RNAeasy Plus Mini (Qiagen, Alemanha), de 

acordo com as orientações do fabricante. O RNA foi tratado com DNAse I (Promega, Madison, 

WI, EUA), seguindo as orientações do fabricante. 

4.2.15 RT-PCR do RNA de levedura 

A reação de RT-PCR a partir do RNA de K. phaffii foi feita com o kit Illustra Ready-

To-Go RT-PCR Beads (GE Healthcare, EUA), seguindo as orientações do fabricante.  

4.2.16 Indução por galactose  
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Protocolo adaptado de (Guthrie e Fink, 1991). As leveduras foram inoculadas a partir 

de colônias isoladas em frasco de 125 mL com 10 mL de meio mínimo com glicose. As colônias 

foram crescidas por 21 horas a 28 °C e 200 rpm e foram inoculadas em 10 mL de meio mínimo 

contendo 2% galactose. As leveduras foram inoculadas para OD600 de 0,3 para a indução com 

galactose. 

4.2.17 Indução da expressão e detecção de EGFP em meio líquido 

4.2.17.1 Indução por metanol 

Uma colônia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG e incubada por 

24 h a 28 °C e 250 rpm. Após esse tempo, as células foram lavadas com água destilada e 

ressuspendidas em 25 mL de BMM (meio de indução), que contém 1% metanol. Quando 

necessário, foi adicionado metanol a cada 24 h, numa concentração de 1% (v/v). Amostras de 

cultura foram coletadas em diferentes tempos (0 e 24 h) para avaliar a presença de EGFP. 

4.2.17.2 Indução por luz vermelha (660 nm) 

Uma colônia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG e incubada por 

24 h a 28 °C e 250 rpm. Em seguida, as células foram ativadas com luz vermelha (660 nm) 

durante diferentes tempos de indução. Inicialmente foram testados os tempos 0, 12, 24 e 36 h 

de indução contínua. Amostras de cultura foram coletadas em diferentes momentos (0, 12, 24, 

36 e 48 h) para avaliar a presença de EGFP. O dispositivo para a emissão de luz vermelha 

utilizado foi o LED Grow Light 25W 660nm Luz Vermelha Dispositivo Luz da Planta para 

Planta Interior LED Growing Panel Lamp Adjus. 

A partir dos resultados dos primeiros ensaios serão testados outros tempos de indução, 

assim como outros tempos nos intervalos entre as diferentes induções. 

4.2.18 Análise de fluorescência por citometria de fluxo 

Para avaliar a produção intracelular de EGFP, ymUKG1 ou Venus, a respectiva 

levedura transformada foi submetida a análise por citometria de fluxo. As células foram 

crescidas em 25 mL do respectivo meio durante 24 h. Posteriormente as células foram lavadas 

2 vezes com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM) 

centrifugando a 3000 x g por 5 min a 4 °C. Finalmente, as células foram ressuspendidas no 

volume adequado de PBS a fim de ter aproximadamente 1 x 106 células/mL e foram mantidas 

a 4 °C até a análise no citômetro FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). A análise 
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dos dados adquiridos foi feita com o software FlowJo versão 10.8.1 (BD Biosciences, San Jose, 

CA, EUA). 

4.2.19 Análise por microscopia de fluorescência 

Cerca de 10 μL de cada cultura foram depositados numa lâmina e a fluorescência 

emitida por células expressando o gene o gene repórter foi detectada utilizando o microscópio 

invertido de fluorescência Zeiss Axio Observer Z1 equipado com uma objetiva 63x NA 1,4. As 

imagens foram capturadas com a câmera AxioCam MRm (Carl Zeiss) e coletadas com o 

programa Zen software (Carl Zeiss). 

4.2.20 Indução da expressão e detecção de ymUKG1 e Venus em meio sólido 

Uma colônia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG ou meio mínimo, 

dependendo do caso, e incubada por 24 h a 28 °C e 250 rpm. Em seguida, foi medido o 

crescimento e calculado para começar com uma OD600 de 1. A partir dessa diluição foram feitas 

duas diluições seriadas (1:10 e 1:100). Em uma placa de meio mínimo sólido foram colocadas 

4 μL de cada diluição e as placas foram incubadas sob as diferentes condições. A presença do 

gene repórter foi avaliada colocando as placas no aparelho Amersham (Fotodocumentador 

Amersham Imager 600, GE, tempo de exposição 1s).
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A fim de facilitar a leitura do documento e a compreensão dos resultados, estes foram 

divididos em três capítulos. O capítulo 1 trata do estudo da regulação com luz mediante a 

construção de um sistema optogenético em K. phaffii. O capítulo 2 trata do estudo de um sistema 

de regulação com luz a partir da construção de um sistema optogenético em S. cerevisiae. Já o 

capítulo 3 descreve os resultados obtidos na combinação do sistema optogenético em S. 

cerevisiae com o sistema de regulação contendo as integrases 4 e 13 para a ativação do gene 

repórter Venus.  
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5.1 Capítulo 1: Construção de um sistema optogenético na levedura Komagataella phaffii 

K. phaffii é o organismo de escolha para a produção comercial de muitas proteínas 

importantes. A primeira parte do trabalho teve como objetivo a construção de um sistema 

optogenético para ser empregado nesse organismo. 

5.1.1 Construção dos vetores de expressão 

Com o objetivo de construir dois vetores para a expressão das proteínas responsivas à 

luz, PHYBNT e PIF3, fusionadas aos domínios de ligação ao DNA (ZFMIT1) e de ativação 

(VP16), respectivamente, foram utilizados os vetores pPICK2 (Anexo 1) e pPICK3. A diferença 

entre esses dois vetores está nas sequências regulatórias: o vetor pPICK2 (construído no nosso 

laboratório) tem o promotor do gene PGK1 (PPGK1) e o terminador do gene AOX1 (AOX1tt), 

enquanto o vetor pPICK3 (construído neste trabalho) tem o promotor e o terminador do gene 

TEF1 (PTEF1 e TEF1tt). Foram utilizados dois vetores diferentes para que as construções 

estivessem sob o controle de diferentes promotores e terminadores, assim evitando perdas de 

fragmentos por recombinações intramoleculares comuns em K. phaffii (Cregg et al., 1985, Vogl 

et al., 2018). 

5.1.1.1 Construção do vetor pPICK3 

A estratégia de construção do plasmídeo pPICK3 está representada na Figura 10. O 

vetor pPICK2, construído no nosso laboratório, foi utilizado como base para a construção do 

vetor pPICK3.  

 

Figura 10. Estratégia para a construção do vetor pPICK3. Este vetor contém as sequências do PTEF1 

e o TEF1tt e a marca de seleção kanamicina para bactérias e geneticina (G418) para leveduras. Na etapa 

1 acontece a mudança do promotor do PGK pelo promotor do TEF1 e na segunda etapa a mudança do 

terminador do AOX1 pelo terminador do TEF1. 
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Tanto o PTEF1 quanto o TEF1tt foram amplificados a partir do DNA genômico da 

linhagem X-33 de K. phaffii com os primers TEFBGL2-F/TEFBSTBI-R (Figura 11A) ttTEF1-

F/ttTEF1-R (Figura 11B) (Vogl et al., 2016). 

 

Figura 11. Amplificação de PTEF1 e TEF1tt do genoma de X-33. Eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio. A. Amplificação do PTEF1 (426 pb): Poços 1, 3, 5: controle negativo. 

Poços 2, 4, 6: Amplificação do fragmento do PTEF1. B. Amplificação do TEF1tt (303 pb): Poços 1, 3: 

controle negativo. Poços 2, 4: Amplificação do fragmento do TEF1tt. M: Marcador 100 pb DNA Ladder 

(Promega, Madison, WI, EUA). 

O vetor pPICK2 foi digerido com as enzimas BglII e BstBI (digestão sequencial), 

liberando um fragmento de 625 pb que corresponde ao PPGK1. O outro fragmento resultante da 

digestão (3022 pb) foi purificado a partir do gel de agarose e ligado ao fragmento 

correspondente ao PTEF1 (426 pb), por sua vez amplificado por PCR, digerido e purificado 

(Figura 11A). Esta ligação deu origem ao vetor intermediário pPICK212, que contém o PTEF1 e 

o AOX1tt. O vetor pPICK212 foi digerido com as enzimas BstBI e NotI (digestão sequencial), 

liberando um fragmento de 664 pb que correspondia ao fator α e ao AOX1tt. O outro fragmento 

resultante da digestão (2784) foi eluído e purificado, sendo utilizado para a montagem por 

recombinação homóloga com o TEF1tt (303 pb) amplificado por PCR (Figura 11B). O vetor 

resultante foi nomeado pPICK3 (3057 pb). 

Após a transformação de XL10-gold com o sistema de recombinação homóloga e 

seleção em antibiótico adequado, diferentes clones foram submetidos a extração de plasmídeos 

por lise alcalina e analisados por digestão com enzimas de restrição. A digestões com as 

enzimas BglII e BamHI, separadamente, linearizaram o vetor (3057 pb). A Figura 12 mostra o 

resultado da digestão de dois clones selecionados. 
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Figura 12. Análise de restrição do vetor pPICK3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio apresentando o DNA plasmidial intacto (1, 4) e digerido com as enzimas BglII (2, 5) 

e BamHI (3, 6) de 2 clones transformantes. M: Marcador 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). 

A partir da construção do vetor pPICK3, obteve-se mais um vetor no nosso laboratório 

com uma combinação diferente de promotor e terminador: foi o primeiro vetor construído com 

o TEF1tt. É muito importante ter uma variedade de vetores com diferentes promotores e 

terminadores para ter várias opções de escolha a fim de evitar recombinações entre fragmentos 

indesejados. 

5.1.1.2 Construção do vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1 

O vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi construído mediante recombinação homóloga de 

três partes (Figura 13). A partir do DNA genômico da linhagem de K. phaffii X-33, foi 

amplificada a sequência ZFMIT1 (codificando os primeiros 150 resíduos de aminoácidos da 

proteína Mit1), contendo regiões de homologia com a sequência linker 

(accggcgcgagcggcgcgggcggcagcgaaggcggcggcagcgaaggcggcaccagcggcgcgaccaccggc) e com o 

AOX1tt (fragmento amplificado de 531 pb, primers ZFMIT1-F e ZFMIT1-R) (Figura 14A). O 

primer ZFMIT1-F contém homologia com o linker que estará entre PHYBNT e ZFMIT1 e 

contém um sítio para NdeI que estará dividindo o linker e o ZFMIT1. O primer ZFMIT1-R 

contém homologia com o AOX1tt (Figura 14A). 
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Figura 13. Estratégia para a montagem do vetor pPICK2-PhyBNT-ZFMIT1. O vetor pPICK2-

PhyBNT-ZFMIT1 foi montado por recombinação homóloga de três partes.  

A amplificação da região N-terminal da proteína PHYB (PHYBNT) foi feita a partir do 

vetor pD153phyBN (pPHYBNTGal4DBD), gentilmente doado pelo professor Peter Quail 

(Professor, Research Director, PGEC, Albany, NY, EUA) (Ni et al., 1998). A partir deste vetor, 

foi feita uma PCR para amplificar a região PHYBNT contendo homologia com o PPGK1 e a 

sequência linker, respectivamente (Fragmento amplificado de 1957 pb, primers PHYBNT-F e 

PHYBNT-R) (Figura 14B). O primer PHYBNT-F contém homologia com o PPGK1 e inclui a 

sequência Kozak (ACG) do PAOX1 e o sinal de localização nuclear (NLS) SV40 

(atgCCAAAGAAGAAAAGAAAAGTT) (Weninger et al., 2015). O NLS utilizado foi o do já 

bem caraterizado antígeno T do vírus símio 40 (SV40), que já foi aplicado em K. phaffii com o 

objetivo de importar para o núcleo uma proteína heteróloga, a RNA polimerase do bacteriófago 

T7 de procariotos (Hobl et al., 2013, Weninger et al., 2015). Além de K. phaffii, este NLS já 

foi utilizado com sucesso em S. cerevisiae (Nelson and Silver, 1989) e Schizosaccharomyces 

pombe (Fleig et al., 2000). Além do emprego do SV40 em K. phaffii para os fins explicados 

anteriormente, um estudo publicado recentemente utilizou um fator de transcrição fotossensível 

contendo este SV40 para a construção do primeiro sistema optogenético em K. phaffii baseado 

em EL222, responsivo à luz azul (Wang et al., 2022).O primer PHYBNT-R contém homologia 

com a sequência linker projetada para ficar entre o PHYBNT e o ZFMIT1. 
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Figura 14. Amplificação do ZFMIT1 e do PHYBNT do genoma de X-33 e do vetor obtido por 

doação, respectivamente. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. A. 

Amplificação do ZFMIT1 (531 pb) B. Amplificação do PHYBNT (1957 pb). 1: controle negativo da 

PCR. 2: Amplificação do fragmento correspondente. M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). 

Após a amplificação dos dois cassetes (PHYBNT e ZFMIT1), foi construído por 

recombinação homóloga, junto com o vetor pPICK2 digerido com as enzimas BstBI e NotI, o 

vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1 (5774 pb). Diferentes extrações plasmidiais e digestões 

utilizando enzimas de restrição permitiram confirmar a clonagem a partir de clones 

selecionados. Foram feitas digestões com as enzimas BglII e BamHI e com a enzima PvuI. No 

caso de uma recombinação bem-sucedida, a primeira digestão daria fragmentos de 2358, 2191, 

1143 e 82 pb, e a segunda digestão linearizaria o vetor (5744 pb). A Figura 15 mostra o resultado 

da digestão para os clones selecionados. 
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Figura 15. Análise da clonagem, perfil de restrição do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio apresentando o DNA plasmidial 

intacto (1) e digerido com as enzimas BglII e BamHI (2, 4, 6) e PvuI (3, 5, 7) para 3 clones 

transformantes. M: Marcador 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

5.1.1.3 Construção do vetor pPICK3-VP16-PIF3 

A partir do vetor pPICK3, foi construído o vetor pPICK3-VP16-PIF3, que contém a 

proteína PIF3, que responde à luz vermelha, e o domínio de ativação da transcrição VP16, 

unidos por uma sequência linker de 72 pb. A proteína PIF3 foi escolhida para a montagem do 

sistema optogenético, pois foi demonstrado que o sistema PHYBNT/PIF3 mostrou vantagens 

significativas sobre os sistemas PHYB/PIF3, CRY2/CIB, TULIPs e PHYB/PIF6 em relação ao 

controle transcricional, mostrando níveis mais altos de ativação, baixo background e controle 

reversível no vermelho distante (740 nm) (Pathak et al., 2014). 

Da mesma forma que o vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1, o vetor pPICK3-VP16-PIF3 

foi montado por recombinação homóloga de três partes (Figura 16). A sequência VP16 foi 

amplificada a partir do vetor de expressão pPIC9∆BGAL4:VP16 (Anexo 2) construído no 

nosso laboratório (fragmento amplificado de 331 pb, primers VP16-F e VP16-R) (Figura 17A). 

O primer VP16-F contém homologia com o PTEF1 e o primer VP16-R, com a sequência linker 

situada entre o VP16 e o PIF3. Foi publicado recentemente o uso do VP16, no primeiro estudo 

optogenético em K. phaffii, indicando que este fator de ativação pode ser utilizado para a 
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construção de um sistema optogenético, no caso em questão, um sistema responsivo à luz azul 

(Wang et al., 2022). 

 

Figura 16. Estratégia para a montagem do vetor pPICK3-VP16-PIF3. O vetor pPICK3-VP16-PIF3 

foi montado por recombinação homóloga de três partes. 

A amplificação do PIF3 foi feita a partir do vetor de expressão pGAD-PIF3 

(pGADPIF3), também doado pelo professor Peter Quail, adicionando sequências de homologia 

com a sequência linker e o TEF1tt (Fragmento amplificado de 1575 pb, primers PIF3-F e PIF3-

R) (Figura 17B). O primer PIF3-F contém homologia com a sequência linker situada entre 

VP16 e PIF3 e inclui a sequência Kozak (ACG) e o sinal de localização nuclear (NLS) SV40 

(atgCCAAAGAAGAAAAGAAAAGTT) (Weninger et al., 2015). O primer PIF3-R tem 

homologia com o TEF1tt. 
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Figura 17. Amplificação das sequências VP16 e PIF3 do vetor pPIC9∆BGAL4:VP16 e do vetor 

pGAD-PIF3, respectivamente. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. A. 

Amplificação da sequência VP16 (331 pb) B. Amplificação de PIF3 (1575 pb). 1,3: Controle negativo 

da PCR. 2,4: Amplificação do fragmento correspondente. M1: Marcador 100 pb DNA Ladder (Promega, 

Madison, WI, EUA) e M2: Marcador1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Após a amplificação dos dois cassetes, foi construído por recombinação homóloga, 

juntamente com o vetor pPICK3 digerido com as enzimas BstBI e NotI, o vetor pPICK3-VP16-

PIF3 (4961 pb). Foram feitas digestões com as enzimas BglII; ScaI e XbaI; BamHI; XbaI; e 

SpeI e ScaI para confirmar a clonagem. A Figura 18 mostra o resultado da digestão para os 

clones selecionados. 

 

Figura 18. Análise da clonagem, perfil de restrição do vetor pPICK3-VP16-PIF3. Eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídio apresentando o DNA plasmidial intacto e digerido com 

as enzimas BglII, ScaI e XbaI, BamHI, XbaI, e SpeI e ScaI para 2 clones transformantes. A: DNA intacto 
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(1,4). DNA digerido com BglII (2, 5) e com ScaI e XbaI (3, 6). B: DNA intacto (1,6). DNA digerido 

com BamHI (2,7), XbaI (3,8), SpeI e ScaI (4,9) e BglII (5,10) M: 1 kb DNA Ladder (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Com estes resultados obtidos, foram construídos os dois vetores contendo as proteínas 

de fusão para a construção do sistema optogenético na levedura K. phaffii. 

5.1.1.4 Construção do vetor pPICOPTORED 

Uma vez construídos e confirmados os vetores pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1 e pPICK3-

VP16-PIF3 o próximo passo foi a união deles para formar o vetor final pPICOPTORED, 

contendo as proteínas que respondem à luz e os elementos de ligação ao DNA e de ativação 

(Figura 19). O vetor final contém as construções PHYB-ZFMIT1 e VP16-PIF3 sob o controle 

de diferentes promotores e terminadores. Resumindo, a partir do vetor pPICK2, foi construído 

o vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1, contendo a região codante da região N-terminal da 

proteína PHYB (aminoácido 1-621) — que responde à luz vermelha — fusionada à região 

codante do domínio de ligação ao DNA do fator de transcrição MIT1 (ZFMIT1) (Wang et al., 

2016), com uma sequência linker de 72 pb. Foi escolhida a versão truncada do PHYB 

(PHYBNT) pois estudos prévios demonstraram que esta é suficiente para a ligação a PCB e 

posteriormente ao PIF3 (Pathak et al., 2014). 
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Figura 19. Estratégia para a construção do vetor pPICOPTORED. O vetor pPICK3-VP16-PIF3 

(construído a partir do vetor pPICK3) foi digerido com a enzima BamHI e utilizado para fazer 

recombinação homóloga com o fragmento PPGK1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt, amplificado por PCR 

do vetor pPICK2-PHYB-ZFMIT1 (construído a partir do vetor pPICK2).  

A estratégia foi a seguinte: a partir do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1 foi amplificado 

o fragmento que contém a região com o promotor, a proteína de fusão e o terminador (PPGK1-

PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt) com primers com homologia com o vetor pPICK3-VP16-PIF3 

digerido com a enzima BamHI (primers Final-F e Final-R) (Figura 20). 

 

Figura 20. Mapa contendo a região amplificada a partir do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1. 

Região contendo a região do PPGK1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt (3457 pb), amplificada por PCR com os 

primers Final-F e Final-R.  

Uma vez amplificada a região de 3457 pb, foi feita recombinação homóloga para obter 

o vetor final pPICOPTORED (Figura 21). 
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Figura 21. Construção do vetor pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio. A. Amplificação do fragmento PPGK1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt (3457 pb) por PCR 

B. DNA plasmidial intacto (1, 3) e digerido com a enzima BamHI (2, 4) para 2 clones transformantes. 

M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa físico do vetor 

pPICOPTORED (8382 pb). Em verde claro, a sequência do promotor do TEF1. Em azul turquesa, a 

sequência do VP16. Em rosa o linker, em vermelho, a sequência do PIF3 e em marrom o terminador do 

TEF1. Em roxo o promotor do PGK1, em amarelo o sinal de localização nuclear SV40, em roxo claro a 

sequência do PHYBNT, em azul turquesa o domínio de ligação ao DNA do MIT1 e em roxo o 

terminador do AOX1. EM rosa o gene de resistência a kanamicina (KanR). Origem de replicação 

bacteriana é indicada em roxo escuro. 

Uma vez feita a recombinação homóloga, a clonagem foi confirmada por digestões com 

as enzimas BamHI, ScaI e SpeI, e PvuI (Figura 22A,B). Além de digestões, foram feitas 

confirmações da montagem do vetor pPICOPTORED por PCR (Figura 22C,D).  
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Figura 22. Confirmação da construção do vetor pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio. Análise do perfil de restrição A. DNA plasmidial intacto (1) e 

digerido com as enzimas BamHI (2,5), ScaI e SpeI (3,6), e PvuI (4,7) para 2 clones transformantes. B. 

DNA plasmidial intacto (1,3) e digerido com a enzima PvuI (2,4) para 2 clones transformantes. 

Amplificação por PCR. C. Amplificação por PCR do fragmento PIF3-PHYBNT (2176 pb) (2,3,4) e do 

fragmento PIF3-PHYBNT (3169 pb) (6,7). Controle negativo (1,3). D. Amplificação do fragmento 

PIF3-PHYB (2). Controle negativo (1). M1: 2-log DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, 

EUA) e M2: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

5.1.2 Construção do vetor para a expressão de PCB 

Para a expressão da PCB é necessária a atuação de duas proteínas, a heme oxigenase 

(Hy1) e a fitocromobilina ferredoxina redutase (Hy2) presentes normalmente em plantas. 

Foram escolhidas essas enzimas para a síntese da PCB ao invés das enzimas presentes em 

cianobactérias, pois em um estudo feito em K. phaffii, as enzimas presentes em plantas foram 
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mais eficazes na síntese deste cromóforo quando comparadas com as correspondentes em 

cianobactérias (Shin et al., 2014). 

Um cassete contendo as sequências dos genes para as duas enzimas, assim como uma 

região de autoclivagem (T2A1, do vírus Thosea asigna) (Geier et al., 2015) e o sinal de 

localização mitocrondrial (MTS) do gene FUM1 de K. phaffii (Shin et al., 2014) (Figura 23) 

foram sintetizados pela empresa Epoch Life Science (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA). 

 

Figura 23. Cassete de expressão para a síntese da PCB em K. phaffii. Cassete de expressão contendo 

o MTS, os genes mHy1 e mHy2 e a região de autoclivagem T2A1. 

O vetor GS63751-2 pUC_PCB_cassete (Anexo 3) recebido pela empresa Epoch Life 

Science (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA) foi digerido com as enzimas EcoRI e NotI 

(1786 pb) e clonado por ligação no vetor pGAPZB (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) digerido 

com as mesmas enzimas (2882 pb). O vetor resultante, pGAPZB-PCB (4678 pb) (Anexo 4) foi 

confirmado por digestão com as enzimas XhoI, e EcoRI mais NotI (Figura 24). 

 

Figura 24. Análise da clonagem, perfil de restrição do vetor pGAPZB-PCB. Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio apresentando o DNA plasmidial intacto (1, 4, 7) e digerido 

com as enzimas XhoI (2, 5, 8) e EcoRI e NotI (3, 6, 9) para 3 clones transformantes. M: 1 kb DNA 

Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 
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5.1.3 Construção e confirmação das diferentes linhagens  

Em K. phaffii, os cassetes de expressão contendo os elementos de interesse são 

tipicamente integrados no genoma para a obtenção de clones recombinantes (Vogl et al., 2018). 

O DNA linearizado, resultando em cassetes do tipo ends-in, pode gerar transformantes estáveis 

de K. phaffii via recombinação homóloga entre o DNA transformador e regiões de homologia 

dentro do genoma (Cereghino and Cregg, 2000). A integração do tipo ends-in leva à inserção 

aditiva do gene alvo, resultando na inserção do fragmento desejado sem deleções (Schwarzhans 

et al., 2016, Vogl et al., 2018). 

Foram utilizados três vetores para a construção de uma linhagem da levedura K. phaffii 

capaz de expressar um gene repórter na presença de luz vermelha. Cada vetor contém um 

componente para o funcionamento do sistema. Para a avaliação do sistema de expressão 

optogenético foi utilizado como gene repórter que codifica para a proteína verde fluorescente 

(EGFP). O EGFP encontra-se num vetor sob o controle do PAOX1, construído no nosso 

laboratório (pAMDS-EGFP) (Anexo 5) (Piva et al., 2018). O gene repórter encontra-se sob o 

controle do PAOX1 pois é especificamente este promotor que será ativado com a luz, ao invés de 

com seu agente indutor (metanol). 

Previamente à transformação, os vetores pPICK2 (3647 pb) e pPICOPTORED (8382 

pb) foram linearizados com a enzima PvuI (que digere dentro da região do PPGK1), e os vetores 

pGAPZB (2900 pb) e pGAPZB-PCB (4618 pb) com a enzima BspHI (que digere dentro da 

região do PGAP). 

A partir da linhagem Xhis23, construída no nosso laboratório, que contém o vetor 

pAMDS-EGFP, foram construídas todas as linhagens com a presença do gene repórter EGFP. 

Foram construídas diferentes linhagens com cada um dos vetores integrados, contendo as 

diferentes proteínas, e com vetores vazios. A Tabela 3 mostra todas as linhagens construídas 

com seus respectivos componentes. 

Tabela 3. Linhagens construídas neste trabalho (Parte I). EGFP: vetor pAMDS-EGFP, PHYB-PIF3: 

vetor pPICOPTORED, PCB: vetor pGAPZB-PCB. + : presença do vetor, O: presença do vetor vazio-: 

ausência do vetor. 

Linhagens EGFP PHYB-PIF3 PCB 

Xhis23 + - - 

Xhis23 pPICK2 + O - 
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Xhis23 pPICOPTORED + + - 

Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-

PCB 
+ + + 

Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB + + O 

Xhis23 pPICK2 pGAPZB + O O 

Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB + O + 

X-33 pPICOPTORED pGAPZB-

PCB 
- + + 

X-33 - - - 

Por outro lado, foram construídas também as linhagens contendo apenas uma das 

proteínas de fusão e uma linhagem contendo as duas proteínas de fusão, mas sem o gene 

repórter (Tabela 4). 

Tabela 4. Linhagens construídas neste trabalho (Parte II). EGFP: vetor pAMDS-EGFP, PHYB: 

vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1, PIF3: vetor pPICK3-VP16-PIF3, PHYB-PIF3: vetor pPICOPTORED. 

+ : presença do vetor, -: ausência do vetor. 

Linhagens EGFP PHYB PIF3 PHYB-PIF3 

Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 + + - - 

Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 + - + - 

X33 pPICOPTORED - - - + 

As diferentes linhagens construídas e mostradas nas Tabelas 3 e 4 foram confirmadas 

por PCR utilizando DNA genômico como molde, tanto de fragmentos individuais como 

amplificando regiões que continham mais de um fragmento e as suas junções, para garantir que 

o cassete estivesse completamente integrado. A correta localização da integração também foi 

analisada por PCR. 

A Figura 25 mostra todas as PCR realizadas para a confirmação da linhagem Xhis23 

pPICOPTORED. Foram realizadas PCRs para amplificar os fragmentos VP16 (331 pb, primers 

VP16-F e VP16-R), PHYBNT (1900 pb, primers PHYBNT-F e PHYBNT-R), fragmentos 

dentro das regiões PHYBNT-MIT1 (1922 pb, primers qPHYBNT-F e qMIT1 e 2500 pb, 

primers PHYBNT-F e MIT1-R) e VP16-PIF3 (1628 pb, primers qVP16-F e qPIF3-R). Para 

confirmar o local de integração foi realizada uma PCR com um primer que amplifica uma região 

do PPGK1 que não está presente na sequência do vetor, já que o vetor apresenta uma versão 

truncada do promotor (2500 pb, primers PGKD8 e PHYBNT-R) (Arruda et al., 2016). 
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Figura 25. Confirmação da linhagem Xhis23 pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio. Amplificação das regiões: A. VP16 (331 pb) B. PHYBNT (1900 pb) C. 

PHYBNT-MIT1 (1922 pb) e VP16-PIF3 (1628 pb) D. PHYBNT-MIT1 (2500 pb) E: PGKD8-PHYBNT 

(2500 pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: Marcador 1 kb Plus DNA Ladder 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

As linhagens Xhis23 pPICK2 pGAPZB e Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB foram 

confirmadas com uma PCR com os primers que anelam no começo do PGAP1 e no final do 

AOX1tt. Como esses vetores foram linearizados para a transformação justamente dentro da 

sequência do promotor e o fragmento que corresponde ao cromóforo PCB clonado dentro dessa 

combinação de promotor-terminador, essa PCR pode confirmar tanto a integração do fragmento 

desejado quanto a integração no local certo. Para o caso da linhagem Xhis23 pPICK2 pGAPZB, 

que possuía o vetor pGAPZB vazio, se o vetor tivesse sido integrado no locus GAP1, a PCR 

amplificaria um fragmento de 988 pb. Para o caso da linhagem Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB, 

como ela apresenta o vetor contento o cassete para a expressão da PCB, a mesma PCR 

amplificaria um fragmento de 2700 pb. A Figura 26 mostra o resultado para as duas linhagens. 
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Figura 26. Confirmação das linhagens Xhis23 pPICK2 pGAPZB e Xhis23 pPICK2 pGAPZB-

PCB. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação das regiões GAP-

AOX na linhagem A. Xhis23 pPICK2 pGAPZB (988 pb) e B. Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB (2700 

pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA). 

A linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB é a que contém todos os 

componentes do circuito optogenético, ou seja, o gene repórter, os cassetes com as proteínas 

que respondem a luz vermelha com seus respectivos fatores fusionados, e as enzimas para a 

produção da PCB. Para a confirmação dessa linhagem foram feitas PCR que avaliaram a 

presença de todos os componentes do sistema. Para confirmar o local de integração foi feita a 

PCR para amplificar o fragmento PGKD8-PHYBNT (2500 pb) para o caso do vetor 

pPICOPTORED e os fragmentos GAP-PCBin (1054 pb) e GAP-AOX (2722) para o caso do 

vetor pGAPZB-PCB. Foi feita também uma PCR para amplificar uma região dentro do 

PHYNBT (qPHYBNT, 113 pb), uma região dentro do VP16 (qVP16, 110 pb) e outra para 

amplificar uma região dentro do cassete PHYBNT-MIT1 (qPHYBNT-qMIT1, 1922 pb). A 

Figura 27 mostra todos os resultados das confirmações da linhagem Xhis23 pPICOPTORED 

pGAPZB-PCB.  
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Figura 27. Confirmação da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB. Eletroforese em gel 

de agarose 1% (A-E) ou 2% (F) corado com brometo de etídio. Amplificação das regiões: A. PGKD8-

PHYBNT (2500 pb) B. qPHYBNT (113 pb) C. GAP-PCBin (1054) D. qPHYBNT-qMIT1 (1922 pb) E: 

GAP-AOX (2722 pb) e E: qVP16 (110 pb). Controle negativo (1). Fragmento Amplificado (2-4). M: 1 

kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

A linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB foi confirmada com duas PCRs. O vetor 

pGAPZB foi confirmado com a PCR que amplifica o fragmento GAP-AOX (988 pb, primers 

GAPBGL-F e 3´AOX-R) e o vetor pPICOPTORED com a PCR que amplifica o fragmento 

qPHYB-qMIT1 (1922 pb, primers qPHYBNT-F e qMIT1-R). A Figura 28 mostra os resultados 

da confirmação por PCR. 



Resultados e Discussão 

60 

 

 

Figura 28. Confirmação da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB. Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação das regiões A. GAP-AOX (988 pb) e B. 

qPHYBNT-qMIT1 (1922 pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: 1 kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

Todas as linhagens que apresentam o gene repórter contêm o vetor pAMDS-EGFP. Para 

confirmar a presença do EGFP foi feita uma PCR (190 pb, primers: EGFP-F e EGFP-R) nas 

diferentes linhagens (Figura 29).  

 

Figura 29. Confirmação da presença do EGFP nas diferentes linhagens. Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação do EGFP (190 pb) com os primers EGFP-F e 

EGFP-R nas linhagens Xhis23 (2), Xhis23 pPICOPTORED (3) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-
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PCB (4 e 5). Controle negativo, sem DNA (1) M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA). 

A linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi confirmada com duas PCRs. O vetor 

pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi confirmado com a PCR que amplifica o fragmento PGKD8-

PHYBNT (2500 pb, primers PGKD8 e PHYBNT-R) e com a PCR que amplifica o fragmento 

qPHYBNT-qMIT1 (1922 pb, primers qPHYBNT-F e qMIT1-R). A Figura 30 (A e B) mostra 

os resultados da confirmação por PCR. A linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 foi confirmada 

com três PCRs. O vetor pPICK3-VP16-PIF3 foi confirmado com a PCR que amplifica o 

fragmento VP16-PIF3 (1970 pb, primers VP16-F e PIF3-R), com a PCR que amplifica o 

fragmento qVP16-qPIF3 (1628 pb, primers qVP16-F e qPIF3-R) e com a PCR que amplifica o 

fragmento VP16 (331 pb, primers VP16-F e VP16-R). A Figura 30 (C-E) mostra os resultados 

das confirmações por PCR. 

 

Figura 30. Confirmação das linhagens Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 e Xhis23 pPICK3-VP16-

PIF3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação das regiões A. 

PGKD8-PHYBNT (988 pb) e B. qPHYBNT-qMIT1 (1922 pb) da linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-

MIT1 e C. VP16-PIF3 (1970 pb), D. qVP16-qPIF3 (1628) e E. VP16 (331 pb). Controle negativo (1). 

Fragmento amplificado (2-7). M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA) ou 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 
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5.1.4 Análise da expressão: extração de RNA, tratamento com DNAse I e RT-PCR 

A extração de RNA é o primeiro passo para estudos de expressão gênica e caracterização 

de transcritos (King, 2010). Uma vez construídas e confirmadas todas as linhagens de K. phaffii 

para a construção do sistema optogenético, foram escolhidas as linhagens Xhis23, Xhis23 

pPICOPTORED e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB para a extração de RNA e avaliação 

da transcrição de diferentes genes presentes no sistema. Para verificar a integridade do RNA 

extraído as amostras foram analisadas em gel de agarose 0.8%. A Figura 31 mostra o resultado 

da extração de RNA antes e após o tratamento com DNAse I, para diferentes clones de algumas 

linhagens escolhidas. 

 

Figura 31. Extração de RNA e tratamento do RNA com DNAse I. Eletroforese em gel de agarose 

0.8% corado com brometo de etídio. RNA extraído antes (A, B) e após o tratamento com DNAse I (C) 

de clones das linhagens Xhis23 (1), Xhis23 pPICOPTORED (2) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-

PCB (3, 4).  

Uma vez obtido o RNA total para cada linhagem, e tratado com DNAse I para eliminar 

todos os possíveis restos de DNA, o cDNA foi obtido utilizando como primer 3’ um 

oligonucleotídeo rico em timina (oligo dT) para amplificar sequências de mRNA que possuíam 

caudas poli-A. A partir deste material, foi feita uma PCR convencional utilizando diferentes 

pares de primers de acordo com a região a ser amplificada. Foram utilizados primers para 

amplificar regiões dentro da sequência do PHYBNT, do PIF3 e do mHy1. Como controle, foi 

feita uma PCR usando como molde o RNA sem tratamento com transcriptase reversa (controle 

negativo). A Figura 32 mostra o resultado para todas as regiões amplificadas. 
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Figura 32. Análise da expressão dos genes PHYBNT, PIF3 e mHy1 nas linhagens Xhis23 (1), 

Xhis23 pPICOPTORED (2) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB (3,4). Eletroforese em gel de 

agarose 1% (C) ou 2% (A, B) corado com brometo de etídio. Controle (c). M: Marcador 1 kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)  

Os resultados da Figura 32 evidenciam que tanto as proteínas que respondem a luz 

(PHYBNT e PIF3), quando uma das proteínas necessárias para a síntese da PCB (mHy1) 

estavam sendo expressas nas linhagens onde os respectivos genes foram integrados. Os 

resultados mostraram que na linhagem Xhis23, como esperado, não foi observada amplificação 

de nenhuma região, confirmando a ausência de todas essas proteínas. 

5.1.5 Avaliação da atividade do gene repórter EGFP 

Com o objetivo de construir um sistema optogenético capaz de regular a atividade do 

PAOX1 independente de metanol, o vetor que contém o gene repórter (pAMDS-EGFP) apresenta 

o EGFP sob o controle deste promotor. Para avaliar a fluorescência do EGFP, foram 

comparadas a ativação na presença de metanol (seu indutor natural) e na presença de luz 

vermelha. 
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5.1.5.1 Indução de EGFP na presença de metanol  

Todas as linhagens construídas a partir da linhagem Xhis23 apresentam o EGFP sob o 

controle do PAOX1. Para avaliar a atividade do promotor na presença do seu agente indutor, o 

metanol, foram feitos ensaios de citometria de fluxo e de microscopia de fluorescência. As 

células foram crescidas incialmente em glicerol como fonte de carbono e posteriormente na 

presença de metanol para avaliar a indução de EGFP. 

5.1.5.1.1 Fluorescência de EGFP avaliada por citometria de fluxo 

A atividade da proteína EGFP foi avaliada na presença de metanol por citometria de 

fluxo. As diferentes linhagens foram crescidas em meio mínimo na presença de 1% de metanol 

durante 24 h e as células foram coletadas e preparadas para a citometria de fluxo (Figura 33). 

 

Figura 33. Expressão intracelular de EGFP nas diferentes linhagens. Análise da expressão de EGFP 

por citometria de fluxo. Xhis23: controle positivo e X-33: controle negativo. 

Os resultados observados no experimento de citometria de fluxo confirmaram a 

atividade da proteína EGFP em todos os clones avaliados. Pode-se observar que todos os clones 

transformantes das diferentes linhagens apresentam fluorescência quando comparados com a 

levedura não-transformada (X-33). 

5.1.5.1.2  Fluorescência de EGFP avaliada por microscopia de fluorescência. 

A atividade da proteína EGFP foi analisada também por microscopia de fluorescência. 

A Figura 34 mostra os resultados para um clone da linhagem Xhis23 pPICOPTORED e para 
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dois clones da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB, além dos controles positivo 

(Xhis23) e negativo (X-33) do experimento. 

 

Figura 34. Expressão intracelular de EGFP nas diferentes linhagens. Análise da expressão de EGFP 

por microscopia de fluorescência na presença de metanol. Xhis23: controle positivo e X-33: controle 

negativo. Coluna 1: campo claro. Coluna 2: campo fluorescente. Coluna 3: superposição dos campos. 

Os dois experimentos para avaliar a atividade de EGFP, tanto por citometria de fluxo 

quanto por microscopia de fluorescência, reafirmaram que o EGFP estava sendo expresso e 

ativo na presença de metanol como agente indutor, ou seja, sob o controle do PAOX1. O próximo 

passo foi então avaliar a atividade do gene repórter na presença de luz vermelha (660 nm) como 

gente indutor. 
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5.1.5.2 Indução de EGFP na presença de luz vermelha 

5.1.5.2.1 Testes iniciais da indução com luz vermelha 

Para construir um circuito optogenético funcional é necessária a expressão das proteínas, 

importação do cromóforo PCB, e a montagem do complexo. Por isso, é necessário testar 

diferentes condições de preincubação e fotoindução para avaliar qual será a condição ideal para 

a ativação do sistema. Estudos mostraram que uma condição de ativação eficiente é a 

preincubação das células com o cromóforo na escuridão e a incubação posterior na presença de 

luz (Quail, 2002). 

A nossa estratégia inicial para a construção de um sistema optogenético em K. phaffii 

incluiu a construção de um vetor contendo os dois genes necessários para a produção da PCB. 

O objetivo é fazer com que a própria levedura use esse cromóforo necessário para o correto 

funcionamento do sistema. A produção da PCB já foi testada em vários organismos, incluindo 

K. phaffii (Ge et al., 2013, Muller et al., 2013, Shin et al., 2014, Hochrein et al., 2017). 

Para todos os experimentos realizados as células das linhagens com os componentes do 

circuito optogenético foram crescidas em meio complexo, com glicerol como fonte de carbono. 

Nos primeiros experimentos realizados para analisar a funcionalidade do circuito os clones 

escolhidos foram incubados durante diferentes tempos, primeiro uma preincubação no escuro 

e depois na presença de luz vermelha. Foram coletadas amostras 12 e 24 h após ativar o sistema 

com a luz vermelha. Após 12 h de indução continua com luz vermelha, não se observou 

praticamente nenhuma fluorescência nos clones avaliados. Só o controle positivo que 

apresentou fluorescência. Cabe mencionar que para o controle positivo de fluorescência, a 

linhagem Xhis23 é crescida em meio com metanol. 

A Figuras 35 mostra o resultado do experimento depois de 24 h após indução, 

respectivamente. 
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Figura 35. Expressão intracelular de EGFP após 24 h de indução continua. Análise da expressão 

de EGFP por microscopia de fluorescência na presença de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle 

positivo e X-33: controle negativo. As células foram induzidas por 24 h na presença de luz vermelha. 

Já após 24 h após o sistema ser ligado, pode-se observar uma determinada fluorescência 

nos clones avaliados, quando comparado com os controles do experimento (Figura 35). Ainda 

o controle positivo segue mostrando uma fluorescência superior. Nesses primeiros resultados 

foram usadas as linhagens construídas no trabalho contendo todos os componentes do sistema, 

incluídos os genes para a síntese da PCB. 
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5.1.5.2.2  Indução na presença da PCB exógena 

A partir dos resultados apresentados no experimento anterior, decidiu-se utilizar a PCB 

exógena nos experimentos. O experimento foi feito em meio mínimo com glicerol e foi 

adicionado a PCB (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) na concentração final de 20 

μM na amostra correspondente. As amostras foram incubadas na presença de luz vermelha 

contínua, e foi avaliada a fluorescência do gene repórter após 24 e 48 horas de incubação. 

A Figura 36 mostra os resultados obtidos após 24 horas de indução. Pode-se observar 

que a linhagem contendo todos os componentes do sistema optogenético e com a adição de 

PCB (c3 + PCB) mostrou fluorescência no experimento de microscopia. Quando se analisaram 

os controles, a linhagem Xhis23 crescida em metanol (controle positivo) mostrou fluorescência 

como esperado. As linhagens X-33 (controle negativo) e a linhagem c3-PCB não mostraram 

fluorescência. 
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Figura 36. Expressão intracelular de EGFP após 24 h de indução continua. Análise da expressão 

de EGFP por microscopia de fluorescência na presença de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle 

positivo e X-33: controle negativo. Amostras: c3+PCB e c3-PCB 

Após 48 horas de indução na luz vermelha, se confirmou o mesmo resultado observado 

após 24 horas (Figura 37). 
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Figura 37. Expressão intracelular de EGFP após 48 h de indução continua. Análise da expressão 

de EGFP por microscopia de fluorescência na presença de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle 

positivo e X-33: controle negativo. Amostras: c3+PCB e c3-PCB 

Com estes resultados preliminares, pode-se observar que na presença de PCB e indução 

na luz vermelha, a amostra c3 mostrou fluorescência a partir de 24 horas de indução e que se 

manteve durante as 48 horas de indução. 

5.1.5.2.3 Indução na presença de PCB exógeno, em diferentes tempos de indução 

A partir dos resultados obtidos, foi planejado um novo experimento sob as mesmas 

condições e os resultados foram analisados também por citometria de fluxo. As linhagens foram 

crescidas nos seus respectivos meios de cultura e o crescimento foi medido em diferentes 
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tempos (0 h, 0,5 h, 2 h, 4 h, 6 h 24 h, 30 h, 48 h e 52 h) (Figura 38A). Foram coletadas amostras 

nos tempos 0 h, 2 h, 6 h, 24 h, 30 h e 48 h para análise por citometria de fluxo (Figura 38B).  

 

Figura 38. Indução na presença da PCB exógena. A. Curva de crescimento das diferentes linhagens 

no tempo. B. Análise da expressão de EGFP por citometria de fluxo em diferentes tempos. 

Os resultados obtidos da curva de crescimento (Figura 38) mostram que a linhagem 

controle positivo (Xhis23, crescida em metanol), mostrou menos crescimento que as outras 

linhagens. Isto faz sentido com o fato de que o metanol inibe o crescimento, então é esperado 

que na presença deste agente indutor o crescimento seja mais devagar. Por outro lado, nas 
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linhagens X33 e c3-PCB o crescimento é semelhante, o que indica que a presença dos 

componentes do sistema optogenético não interferem no crescimento da levedura. A linhagem 

c3+PCB que apresenta a adição do cromóforo, inicialmente o crescimento é mais lento, mas 

depois chega na mesma magnitude das outras linhagens. Os resultados da citometria de fluxo 

(Figura 38) confirmaram os resultados obtidos por microscopia de fluorescência no 

experimento anterior. Os resultados no tempo t6 (30 h de indução) mostraram uma diferença 

maior entre a amostra da linhagem c3+PCB e o controle negativo e a amostra c3-PCB e 

resultados similares quando comparados com o controle positivo. 

5.1.5.2.4  Indução da linhagem Xhis23 pPICOPTORED nas diferentes condições 

A partir dos resultados obtidos onde se observou fluorescência na linhagem contendo 

os componentes do sistema optogenético e com a adição da PCB exógena, o próximo 

experimento incluiu a avaliação dessa linhagem junto com a PCB na presença de luz e no escuro. 

A mesma linhagem foi utilizada para avaliar as diferentes condições de indução. Ou seja, na 

presença de metanol como controle positivo, sem PCB como controle negativo e na presença 

de PCB na luz e no escuro. Todas as amostras foram incubadas inicialmente em meio mínimo 

com glicerol (com a adição da PCB nas amostras necessárias) e mantidas no escuro durante 18 

h. A partir desse tempo, foram induzidas na presença de luz vermelha durante 72 h. A 

fluorescência foi analisada nos tempos 0 h, 24 h, 48 h e 72 h por citometria de fluxo (Figura 

39). 
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Figura 39. Avaliação da linhagem Xhis23 pPICOPTORED em todas as condições. Análise da 

expressão de EGFP por citometria de fluxo em diferentes tempos. t0: momento antes de colocar na luz 

vermelha, t1, t2 e t3: 24 h, 48 h e 72 h respectivamente de incubação na presença de luz vermelha ou no 

escuro. 

Pode-se observar dos resultados obtidos na citometria de fluxo, que a linhagem Xhis23 

pPICOPTORED em presença de metanol mostrou fluorescência, a diferença do observado no 

caso da linhagem crescida em glicerol. Quando observamos a linhagem Xhis23 

pPICOPTORED + PCB foi observada fluorescência na amostra na presença de luz, 

diferentemente da amostra incubada no escuro. 

5.1.5.2.5  Indução de todas as linhagens nas diferentes condições 

Considerando os resultados obtidos em todos os experimentos anteriores, o próximo 

passo foi a realização de um experimento contendo todas as linhagens construídas no trabalho 

nas diferentes condições. Diferentemente dos experimentos anteriores que foram feitos em 

frascos de 250 mL com um volume final de 20 mL, este último experimento foi feito em placas 

de 12 poços com um volume final de 1 mL para cada amostra. Todas as linhagens foram 

incubadas durante 18 horas no escuro e a fluorescência foi avaliada por citometria de fluxo nos 

tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h de exposição (ou não) a luz vermelha. O experimento foi feito em 

quadruplicata. Neste experimento, além da linhagem Xhis23 pPICOPTORED (metanol, 

glicerol e com PCB), foram analisadas as linhagens X33 (controle negativo), Xhis23 (metanol, 
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controle positivo), Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 (linhagem contendo uma proteína de fusão 

(c1)), Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 (linhagem contendo a outra proteína de fusão (c10)) e X33 

pPICOPTORED (linhagem com as duas proteínas de fusão e sem o gene repórter (c45)). 

Para observar melhor os resultados, o experimento foi dividido em duas figuras. A 

Figura 40A mostra os resultados obtidos para o caso dos controles do experimento (controle 

positivo, ctrole+ e negativo, ctrole-) e a amostra contendo os componentes do sistema 

optogenético nas condições na Luz (c3 + PCB L) e no Escuro (c3 + PCB E). A Figura 40B 

mostra as linhagens restantes nas duas condições. 
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Figura 40. Indução de todas as linhagens nas diferentes condições. Análise da expressão de EGFP 

por citometria de fluxo nos tempos 0, 24, 48 e 72 h. A. Amostras: c3 + PCB L: linhagem Xhis23 

pPICOPTORED na luz; c3 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICOPTORED no escuro; ctrole+: linhagem 

Xhis23, em metanol; ctrole-: linhagem X33. B. Amostras: c3 + PCB L: linhagem Xhis23 

pPICOPTORED na luz; c3 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICOPTORED no escuro; c45 + PCB L: 

linhagem X33 pPICOPTORED na luz; c45 + PCB E: linhagem X33 pPICOPTORED no escuro; c1 + 

PCB L: linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 na luz; c1 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICK2-
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PHYBNT-MIT1 no escuro; c10 + PCB L: linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 no escuro; c10 + PCB 

L: linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 no escuro. 

A partir destes resultados pode-se observar que, à diferença dos resultados dos 

experimentos anteriores, quando analisamos a fluorescência incluindo todos os controles do 

experimento, todas as linhagens onde foi adicionada a PCB apresentaram fluorescência quando 

na presença de luz vermelha. Ou seja, alguma interferência está acontecendo com a adição do 

cromóforo, o que fez todas as linhagens fluorescerem. 

A partir de todos os resultados obtidos na construção e implementação de um sistema 

optogenético em K. phaffii, o objetivo foi entender os possíveis fatores que levaram ao não 

funcionamento do nosso sistema. O vetor utilizado, contendo todos os componentes do sistema, 

foi o vetor pPICOPTORED, vetor integrativo que compreende as duas proteínas de fusão que 

compõem o sistema optogenético. Um estudo recente em S. cerevisiae utilizando um sistema 

responsivo à luz azul (CRY2/CIB1) que também utilizou as duas proteínas de fusão na mesma 

construção integrativa (no caso, no locus HO) incluiu no desenho do sistema um DNA 

espaçador de aproximadamente 1,4 kb entre as duas proteínas de fusão. Demonstraram, com 

base em testes iniciais nesse estudo, que o espaçamento entre os dois marcos abertos de leitura 

que codificam os fatores de transcrição do sistema é importante para o funcionamento ideal do 

sistema optogenético (Moreno Morales et al., 2021). Não temos garantia que esse fosse o 

problema no nosso caso, mas em testes futuros, poderá ser incluído no desenho do nosso sistema 

esta sequência espaçadora. 

Os sistemas optogenéticos responsivos à luz vermelha são baseados no sistema de duplo 

híbrido de leveduras No caso deste trabalho, as proteínas de fusão que compõem os sistemas 

de duplo híbrido de leveduras são: a fusão do PHYBNT com o domínio de ligação ao DNA do 

Mit1 (PHYBNT-MIT1) e o PIF3 fusionado ao fator de ativação VP16 (VP16-PIF3). O sistema 

baseado no PHYBNT/PIF3 mostrou superioridade quando comparado com outros sistemas 

responsivos às luzes vermelha e azul (Pathak et al., 2014). Na nossa proposta, para a introdução 

do estudo da optogenética em nosso grupo de pesquisa, optamos por estudar também um dos 

fatores de transcrição envolvido na regulação do promotor do AOX1 como uma alternativa à 

regulação por metanol, combinando então o estudo da optogenética com a regulação deste 

promotor. A escolha deste fator de transcrição foi baseada nos estudos do grupo de trabalho de 

Wang et al, que descreveu o funcionamento do Mit1 e como funciona a regulação do PAOX1 

envolvendo os diferentes fatores de transcrição. Ainda este grupo de trabalho descreveu a região 
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pertencente ao domínio de ligação ao DNA do Mit1 e a sua capacidade de ativar o promotor 

(Wang et al., 2016). 

A partir dos resultados obtidos com o fator de transcrição Mit1, decidimos explorar o 

funcionamento dos componentes responsivos à luz vermelha, ou seja, PHYBNT/PIF3 

utilizando um sistema de ligação ao DNA/ativação já estudado e conhecido. A resposta baseada 

na indução por galactose tornou-se um exemplo canônico para integração de sinal combinatória 

com base em um interruptor genético (Escalante-Chong et al., 2015). Escolhemos o sistema de 

regulação baseado no Gal4: domínio de ligação ao DNA do Gal4 e o domínio de ativação do 

Gal4. O sistema de regulação responsivo à galactose já foi estudado em S. cerevisiae e por isso 

escolhemos ele para testar o nosso sistema optogenético em S. cerevisiae. 
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5.2 Capítulo 2: Construção de um sistema optogenético na levedura Saccharomyces 

cerevisiae 

A optogenética é importante como uma ferramenta para o controle transcricional e a 

levedura S. cerevisiae tem sido utilizada como plataforma para a aplicação da mesma (Quail, 

2002, Shimizu-Sato et al., 2002, An-Adirekkun et al., 2020). Neste capítulo se abordará a 

construção de um sistema optogenético na levedura S. cerevisiae utilizando um sistema de 

duplo híbrido de leveduras com o sistema de regulação do Gal4. Como um fator de transcrição 

de ligação ao DNA eucariótico bem caracterizado, Gal4 tem sido extensivamente empregado 

para construir sistemas de expressão gênica controláveis em S. cerevisiae (Zhou et al., 2020). 

A galactose é um agente indutor que tem sido muito utilizado em sistemas de duplo 

híbrido e utilizar este sistema junto com a ativação por luz ajuda a estudar o funcionamento do 

sistema optogenético além de oferecer uma alterativa a indução com galactose (Stockwell et al., 

2015). Apesar de ser efetiva e muito utilizada na ativação de genes, ela possui alguns pontos a 

se refletir. Como fonte de carbono, ela é consumida pela levedura e precisa ser reposta no meio 

para manter a indução. Além disso, o sistema é reprimido pela presença da glicose, o que requer 

uma mudança de meio para a indução. Outra desvantagem é a influência da galactose na 

fisiologia da levedura em vias não relacionadas ao gene de interesse (Ikushima and Boeke, 

2017). Então, apresenta-se realmente favorável o estudo do sistema optogenético baseado no 

sistema induzido por galactose. 

5.2.1 Construção do vetor contendo o gene repórter 

Com os resultados obtidos no Capítulo 1, com o gene repórter EGFP, uma alternativa 

viável foi a troca para outro gene repórter. Dentre as variantes de GFP presentes em Aequorea, 

as proteínas fluorescentes amarelas (YFP) são uma alternativa para resolver o problema. Dentre 

as YFP, foi descrita uma versão melhorada chamada “Venus”. Venus é uma proteína 

fluorescente amarela básica (constitutivamente fluorescente) publicada em 2002, derivada de 

Aequorea victoria. É um dímero fraco de maturação rápida com sensibilidade moderada a 

ácidos (Nagai et al., 2002, Genove et al., 2005). Com essas informações, foi escolhido esse 

novo gene repórter (Venus) para os próximos testes. 

O gene repórter Venus foi amplificado por PCR com os primers Venus-F e Venus-R a 

partir do vetor pET21 FLIP XY/P e recombinado in vitro no vetor pYES2 (Thermo Fisher 
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Scientific, Waltham, MA, EUA, digerido com HindIII e SlaI), formando o vetor pYVenus 

(Figura 41). 

 

Figura 41. Construção do vetor pYVenus. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 

de etídio. A. Amplificação do gene Venus por PCR com os primers Venus-F e Venus-R. M: 1 kb Plus 

DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) B. Confirmação do vetor pYVenus por 

digestão. Poços 1 e 2: digerido com HindIII e SlaI (5.7 kb e 750 pb); Poço 3: vetor intacto, não digerido. 

M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa físico do vetor pYVenus. 

Em azul turquesa, a sequência do promotor do GAL1 e do terminador do CYC1. EM amarelo a sequência 

da Venus. Origem de replicação bacteriana é indicada em cinza. Origem de replicação de leveduras é 

indicada em cinza. Em alaranjado a marca auxotrófica para URA3 e em branco o promotor do gene 

URA3. Em verde o gene de resistência a ampicilina (AmpR). 

Em seguida, o vetor pYVenus foi utilizado para transformação na levedura RE1006 (R. 

Strich) (Torres and Bonner, 1995), gerando a linhagens RE1006 pYVenus. O vetor vazio, 

pYES2, também foi transformado na levedura, gerando a linhagem RE1006 pYES. 
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5.2.2 Indução com galactose 

O plasmídeo pYVenus (Figura 41C) construído anteriormente é necessário para a 

expressão do gene repórter Venus. Por ser um vetor epissomal, espera-se que ele esteja presente 

em mais cópias na levedura (Da Silva and Srikrishnan, 2012), o que leva a uma quantidade 

maior do gene repórter sendo expresso no estado induzido, facilitando sua detecção. 

As linhagens RE1006 pYVenus e RE1006 pYES foram induzidas na presença de 

galactose em experimentos em placas com meio mínimo e em experimentos em meio líquido 

(Figura 42). 

 

Figura 42. Avaliação da fluorescência após 48 h de indução com galactose. A. Fluorescência no 

fotodocumentador de placas de meio mínimo com galactose ou glicose contendo diluições seriadas de 

cada clone pYES ou pYVenus. (B) Citometria de fluxo a partir de inóculos com galactose. A 

fluorescência obtida pela linhagem RE1006 pYES está representada em preto, enquanto por RE1006 

pYVenus está representada em cores. 
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Em ambos os ensaios, a levedura RE1006 pYVenus mostrou fluorescência quando 

comparada com a linhagem com o vetor vazio (RE1006 pYES) na presença do agente indutor 

(Figura 42). Como esperado, não foi observada fluorescência na presença de glicose, agente 

repressor do sistema de regulação. 

5.2.3 Construção e confirmação da linhagem contendo os componentes do sistema 

optogenético em S. cerevisiae 

Os vetores pD153phyBN (pPHYBNTGal4DBD) e pGAD-PIF3 (pGADPIF3), doados 

gentilmente pelo professor Peter Quail, foram utilizados para a construção de um sistema 

optogenético responsivo a luz vermelha e foram transformados na linhagem RE1006 pYVenus 

obtida anteriormente. A linhagem RE1006 pYVenus foi transformada primeiro com o vetor 

pGAD-PIF3 e a linhagem resultante foi transformada então com o vetor pD153phyBN. As 

linhagens intermediárias, assim como linhagem final (RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-

PIF3), foram confirmadas por PCR utilizando DNA genômico como molde e crescidas em 

placas de meio mínimo para comprovar as respectivas auxotrofias (Figura 43). Ou seja, em 

placas de meio mínimo, sem a presença dos aminoácidos uracila, triptofano e leucina, só seria 

capaz de crescer a linhagem final contendo todos os vetores de expressão para cada uma das 

partes do sistema optogenético. Esse resultado esperado foi confirmado nas placas de meio 

mínimo na ausência desses três aminoácidos (Figura 43). 

 

Figura 43. Avaliação do crescimento em meio mínimo das linhagens obtidas. A. Crescimento das 

linhagens construídas em meio mínimo suplementado com uracila, triptofano e leucina. B. Crescimento 

das linhagens em meio mínimo sem uracila, triptofano e leucina. 
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A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN foi confirmada com os primers PhyBNT-

F e qPhyBNTII-R (680 pb) e a linhagem RE1006 pYVenus pGAD-PIF3 com os primers 

qPIF3II-F e PIF3-R (668 pb). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi 

confirmada com os primers qPhyBNT-F e qPhyB-R (112 pb), Venus-F e Venus-R (755 pb) 

(Figura 44). 

 

Figura 44. Confirmação das linhagens. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio. Amplificação das regiões: A. PHYBNT (680 pb), poços 1-3 na linhagem RE1006 pYVenus 

pD153phyBN e PIF3 (668 pb), poços 3-8 na linhagem RE1006 pYVenus pGAD-PIF3. B. PhyBNT (112 

pb), poços 2-8 na linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3. C. Venus (755 pb), poços 2-

5 na linhagem RE1006 pYVenus. M: marcador 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Uma vez confirmadas as linhagens construídas, o próximo passo foi avaliar a atividade 

do gene repórter na presença de luz vermelha e compará-la com a ativação da presença do 

agente indutor, no caso galactose. 

5.2.4 Avaliação da atividade do gene repórter Venus na presença de luz vermelha (660 nm) 

5.2.4.1 Experimento 1 

Da mesma forma que em K. phaffii, para construir um circuito optogenético funcional 

em S. cerevisiae é necessário um tempo prévio de incubação para a expressão das proteínas e 

demais fatores explicados anteriormente. A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-
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PIF3 foi crescida inicialmente em meio mínimo com glicose como fonte de carbono para o 

crescimento da linhagem prévio à etapa de indução. 

No primeiro experimento, o pré-inóculo foi incubado durante 24 h. Depois desse tempo, 

foi medido o crescimento e foi feito um experimento em placas de meio mínimo com as 

diferentes condições. Ou seja, placas de meio mínimo com galactose como controle positivo 

(agente indutor) e glicose como controle negativo (agente repressor). Para avaliar a ativação na 

presença de luz vermelha (660 nm), foram feitas placas de meio mínimo com glicose e a adição 

do cromóforo PCB (necessário para o completo funcionamento do sistema optogenético) e 

colocadas nas duas condições (luz e escuro). Todas as placas foram mantidas 48 h no escuro. 

Após esse período de incubação, uma placa de meio mínimo com glicose e PCB foi colocada 

na luz vermelha e a outra foi mantida no escuro. Após 96 horas de crescimento, foi analisada a 

fluorescência e o resultado se mostra na figura a seguir (Figura 45). 
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Figura 45. Expressão intracelular da proteína Venus após 48 h no escuro e 96 h de indução na 

presença de luz vermelha. Análise da expressão da Venus em placas de meio mínimo na presença de 

luz vermelha (660 nm). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi avaliada na 

presença de galactose (controle positivo), glicose (controle negativo) e glicose + PCB (luz e escuro). 

Após 96 horas de crescimento, na placa que foi colocada sob a luz vermelha, pode-se 

observar a fluorescência da proteína Venus a diferença da placa que foi mantida no escuro. Ou 

seja, o sistema optogenético foi ativado na presença da luz de comprimento de 660 nm. 

5.2.4.2 Experimento 2 

A partir dos resultados obtidos no Experimento 1, foi feito um novo experimento, para 

avaliar se 24 horas de incubação no escuro, ao invés de 48 horas (Experimento 1), eram 

suficientes para ativar o sistema optogenético. A Figura 46 mostra os resultados obtidos neste 

experimento. 
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Figura 46. Expressão intracelular da Venus após 24 h no escuro e 48 h de indução na presença de 

luz vermelha. Análise da expressão da Venus em placas de meio mínimo na presença de luz vermelha 

(660 nm). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi avaliada na presença de 

galactose (controle positivo), glicose (controle negativo) e glicose + PCB (luz e escuro). 

A partir destes resultados pode-se concluir que com 24 horas de incubação no escuro e 

48 horas de indução, obteve-se o resultado desejado. Ou seja, a fluorescência da proteína Venus 

foi observada na amostra incubada na luz vermelha e na amostra controle positivo, na presença 

de galactose, e não foi observada no escuro e no controle negativo. 

O estudo de sistemas optogenéticos, composto por proteínas sensíveis a luz codificadas 

geneticamente que podem controlar eventos celulares como expressão gênica ou localização de 

proteínas, está sendo explorado atualmente (Figueroa et al., 2021, Moreno Morales et al., 2021, 

Kumar et al., 2022, Perez et al., 2022, Wang et al., 2022, Wegner et al., 2022). A disponibilidade 
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da indução por luz representa uma ferramenta a mais para sistemas de expressão que precisam 

de regulação fina.  

Falando em mecanismos de regulação fina, as integrasses tem esta capacidade e por isso 

pensamos na união da regulação mediante sistemas optogenéticos e sistemas baseados no uso 

das integrasses, para ter uma levedura S. cerevisiae que tenha um sistema muito bem regulável 

com um agente indutor que não precisa ser adicionado ao meio. 
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5.3 Capítulo 3: Combinação do sistema de indução optogenético em S. cerevisiae com o 

sistema contendo integrases 

5.3.1 Construção de um sistema contendo os componentes para a expressão e atividade da 

integrase 13 

No nosso laboratório, anteriormente foi avaliada a expressão e funcionalidade da serina-

integrase Int 4 (Streptococcus equi subsp equi 4047) assim como o não funcionamento das 

serina-integrases Int 5 (Streptomyces phage PhiK38-) e Int 8 (Staphylococcus haemolyticus 

JCSC1435) (Duarte, 2019), descritas inicialmente para a construção de um circuito lógico 

utilizando diferentes integrases em bactérias (Yang et al., 2014). A partir dos resultados obtidos 

no nosso laboratório, outras análises indicaram que a serina-integrase Int 13 (Bacillus 

cytotoxicus NVH 391-98) também possuía ortogonalidade com as integrases 4 e 8, de forma 

que poderia substituir a integrase 5 em um novo circuito (Yang et al., 2014). A escolha dessas 

integrases foi feita tendo em consideração os dados obtidos de ortogonalidade entre essas 

integrases e a formação dos sítios attL e attR das mesmas (Yang et al., 2014). Foi analisada a 

presença de códons de iniciação seguidos por códons de terminação dentro das sequências que 

seriam formadas após a inversão do promotor nos sítios attL e attR, para evitar que se pudesse 

causar uma parada prematura da transcrição. As integrases 4, 5, 8 e 13 atenderam aos critérios 

de ortogonalidade e não possuíam sítios de iniciação seguidos por códons de terminação dentro 

dos sítios que foram formados após a inversão. As integrases 5 e 8 embora atenderam esses 

critérios, não se apresentaram funcionais. 

A partir dessas análises, um sistema de dois plasmídeos foi construído para testar a 

funcionalidade da Int 13. O primeiro plasmídeo contém o gene da int13 sob o controle do 

promotor induzível por galactose (PGAL). Um segundo plasmídeo repórter contém os sítios attB 

e attP que flanqueiam o gene repórter de proteína fluorescente ymUkG1. Para estes 

experimentos, foi utilizada a proteína ymUkG1 do coral Umi-Kinoko (Sarcophyton sp.), já que 

o estudo publicado por o Kaishima et al. mostrou que entre diferentes GFP testadas, a ymUkG1, 

a versão monomérica com códon otimizado para S. cerevisiae, mostrou níveis mais altos de 

expressão e fluorescência (Kaishima et al., 2016). 

Um promotor constitutivo (PTEF1) foi colocado na frente do sítio attB e transcreve o gene 

repórter na orientação contrária. Depois que a integrase é expressa, a orientação do gene 
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repórter é invertida e sua sequência codante é transcrita. Após a inversão, os sítios attB e attP 

recombinados resultam na formação de attL e attR (Figura 47). 

 

Figura 47. Sistema de dos plasmídeos para testar a funcionalidade da integrase 13. O sistema de 

dois plasmídeos é mostrado para testar a integrase e seus locais de reconhecimento. O promotor 

constitutivo PTEF1 controla a expressão do gene repórter ymUkG1 após a inversão de DNA. O promotor 

induzível PGAL é utilizado para expressão da integrase 13. 
Na primeira etapa, a linhagem RE1006 de S. cerevisiae foi transformada com o vetor 

contendo um fragmento com os sítios únicos para a Int 13 (attB 13 e attP 13) flanqueando a 

sequência do gene repórter ymUGK1 com orientação invertida (YCUKGyINT13). O vetor sem 

sítios únicos para a Int13 com a sequência do gene repórter na orientação correta (YCyUKG) 

foi transformado também para ser utilizado como controle positivo na expressão do gene 

repórter (Figura 48). 
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Figura 48. Cassete de expressão do gene repórter ymUkG1. A. Esquema contendo os cassetes de 

expressão do gene repórter. A. Cassete de expressão com o gene ymUkG1 na orientação correta 

(Controle positivo). B. Cassete de expressão com o gene ymUkG1 na orientação invertida. TEF1-pp: 

promotor do TEF1, ymUkG: gene repórter umUkG1, PGK-tt: terminador do PGK1. attB 13 e attP 13: 

sítios únicos para a Int 13. 

5.3.1.1 Construção do vetor centromérico contendo a integrase 13 

A serina-integrase Int 13 (Bacillus cytotoxicus NVH 391-98) foi sintetizada (Epoch Life 

Science, Missouri, TX, EUA) e clonada no vetor pYES2, que contém o PGAL1,10 (resultando no 

vetor pYINT13). O gene referente à Int 13 foi amplificado por PCR a partir do vetor pYINT13 

com os pares de primers GALIN-F e CYCIN-R, para amplificar todo o cassete de expressão 

(contendo o PGal1,10, a integrase 13 e o terminador CYC1, 2189 pb) (Figura 49A). Por outro 

lado, o vetor YCplac111 foi digerido com as enzimas de restrição BamHI e PstI (Figura 49B). 

Tanto o fragmento com a Int 13 como o vetor YCplac111 digerido foram purificados para 

posterior recombinação in vitro, resultando no vetor YCINT13. 
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Figura 49. Construção do vetor YCINT13. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 

de etídio. A. Amplificação por PCR do fragmento contendo o PGal1,10, a integrase 13 e o terminador 

CYC1 com os primers GALIN-F e CYCIN-R. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). B. Perfil de restrição do vetor YCPLAC111 digerido com as enzimas BamHI e 

PstI. Poço 1. Vetor intacto, não digerido. Poços 2 e 3: YCPLAC111 digerido com BamHI e PstI (6089 

pb e 14 pb); M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Para a confirmação da clonagem do vetor YCINT13 foi feita a PCR utilizando os 

primers GALIN e CYCIN resultando em um produto com 2189 pb (Figura 50A); a análise de 

restrição utilizou a enzima PvuI, cujos produtos seriam de 3949, 2265 e 2048 pb, e NcoI cujo 

produto seria o vetor linearizado (8262 pb) (Figura 50B). 
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Figura 50. Confirmação da construção do vetor centromérico contendo o cassete de expressão da 

integrase 13. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. M: Marcador 1 kb Plus 

DNA Ladder. A. Amplificação por PCR do fragmento contendo o PGal1,10, a integrase 13 e o terminador 

CYC1 com os primers GALIN-F e CYCIN-R. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). B. Perfil de restrição do vetor YCINT13. Poços 1 e 4: YCINT13 intacto. Poços 2 

e 5: YCINT13 digerido com PVUI. Poços 3 e 6: YCINT13 digerido com NcoI.  

Com esses resultados, foi construído o vetor centromérico YCINT13 (Figura 51) 

contendo o PGal1,10, a Int 13 e o CYC1tt, que será utilizado para transformar a linhagem RE1006 

de S. cerevisiae. 
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Figura 51. Mapa físico do vetor YCINT13. Vetor construído para a expressão da integrase 13 sob o 

controle do promotor induzível por galactose. Em roxo, a sequência para a integrase 13 de S. cerevisiae. 

de K phaffii. Em branco o promotor GAL1 e o terminador CYC1 de S. cerevisiae. Em cinza a sequência 

CEN/ARS. Em alaranjado a marca de seleção LEU2. Em verde claro a marca de resistência a ampicilina 

(AmpR). Origem de replicação bacteriana é indicada em amarelo. 

Os vetores centroméricos apresentam maior estabilidade mitótica e podem fornecer 

segregação adequada durante a mitose. Uma maior estabilidade mitótica, bem como baixo 

número de cópias, permitem a expressão constante e estável da proteína de interesse (Cao et al., 

2017, Piva et al., 2020). 

5.3.1.2 Construção da linhagem contendo a Int 13 e o gene repórter ymUkG1 com os sítios de 

reconhecimento para a integrase 13 

A linhagem RE1006 UKG13 (contendo o vetor com o gene repórter ymUkG1 com 

orientação invertida e os sítios únicos de reconhecimento da integrase 13) de S. cerevisiae foi 

transformada com o vetor YCINT13, obtido anteriormente, gerando a nova linhagem RE1006 

UKG13 YCINT13. Foi extraído o DNA total e foram feitas PCRs com diferentes combinações 

de primers para confirmar a presença do vetor, além de observar o fenótipo da complementação 

da auxotrofia para leucina e uracila. Para a confirmação por PCR foram utilizados os primers 

GALIN e CYCIN, gerando um produto de 2189 pb (Figura 52). 
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Figura 52. Confirmação da linhagem RE1006 UKG13 YCINT13. Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio. M: Marcador 1 kb Plus DNA Ladder A. Reação de PCR com os 

primers GALIN e CYCIN. Poço 1: Controle da reação sem DNA. Poços 2-9: Amplificação do 

fragmento de 2189 pb com os primers GALIN e CYCIN. 

Com estes resultados, ficou pronta a levedura contendo um sistema constituído por um 

plasmídeo para a expressão da Int 13 sob o promotor responsivo a galactose e o sistema 

contendo o gene repórter ymUkG1 na orientação invertida flanqueado pelos sítios de 

reconhecimento da Int 13. 

5.3.1.3 Análise funcional da Int 13: análise em placas de meio mínimo e citometria de fluxo 

Em um trabalho anterior no nosso laboratório foram testadas as integrases 4 e 8 em S. 

cerevisiae, e os resultados concluíram com o correto funcionamento da integrase 4 nesta 

levedura. Por outro lado, a integrase 8 não se mostrou funcional nas condições avaliadas (Duarte, 

2019). A partir destes resultados decidiu-se continuar os estudos com a integrase 4 e testar 

também a integrase 13, com o objetivo futuro de ter duas alternativas de uso de integrases e 

construir um circuito genético para estudos de regulação e combinação com um sistema 

optogenético. 

A construção de um circuito de memória baseado em uma integrase (no caso a Int 4 ou 

a Int 13) requer tanto seu gene quanto os sítios de reconhecimento attB/P. Os vetores contendo 

ambos os componentes foram construídos anteriormente. O próximo passo foi analisar o 

funcionamento individual da Int 13. Para isso, foram feitos dois experimentos diferentes, um 

em placas de meio mínimo e um experimento de citometria de fluxo. 
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A Figura 53 mostra o resultado do experimento de indução com galactose em placas de 

meio mínimo. Quando comparamos os resultados, após 72 h de crescimento, observamos a 

ausência de fluorescência na placa de meio mínimo com glicose (agente repressor do sistema) 

e a presença de fluorescência na placa de meio mínimo com galactose para os 8 clones 

transformantes da linhagem RE1006 UKG13 YCINT13. O sistema contendo a integrase 4 já 

havia sido testado em nosso laboratório, provando seu funcionamento, enquanto o sistema 

contendo a integrase 8 não havia mostrado resultados satisfatórios (Duarte, 2019). 

 

Figura 53. Funcionalidade da integrase 13 em placas de meio mínimo. Avaliação da fluorescência 

após 72 h de indução com galactose. (A) Fluorescência no fotodocumentador de placas de glicose ou 

galactose contendo diluições seriadas de cada clone. INT4: linhagem RE1006 UKG4 YCINT4, INT8: 

linhagem RE1006 UKG8 YCINT8, 1-8: clones 1-8 da linhagem RE1006 UKG13 YCINT13. 

Fotodocumentador Amersham Imager 600, GE, tempo de exposição 1s. 
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O outro experimento para avaliar a funcionalidade da integrase 13 foi mediante 

citometria de fluxo. A Figura 54 mostra os resultados obtidos no experimento após 24 horas de 

indução com galactose, em todas as amostras avaliadas (Figura 54A) e em uma seleção de 

amostras para ver melhor a diferença entre os clones (Figura 54B), já que na Figura 54A foram 

colocadas todas as amostras avaliadas. A vantagem deste experimento é que a indução em 

galactose foi feita apenas durante 24 h, e só com esse tempo de incubação pôde-se observar a 

presença de fluorescência nos 8 clones da linhagem RE1006 UKG13 INT13 quando comparado 

com o controle negativo (RE1006 YCplac111 YCPlac33) e com o controle positivo (RE1006 

UKG13 (na orientação correta)) do experimento. 
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Figura 54. Funcionalidade da integrase 13 analisada por citometria de fluxo. Os histogramas 

mostram o número de células no canal FITC-FL-1. As amostras foram crescidas durante 24 horas em 

meio mínimo com galactose e sua fluorescência detectada através de citometria de fluxo. Mostram-se 

os histogramas das amostras avaliadas. A. Todas as amostras avaliadas. 8 amostras da linhagem RE1006 

UKG13 YCINT13 em crescidas em galactose e uma amostra destas também crescida em glicose. 1 

amostra da linhagem RE1006 UKG4 YCINT4 crescida em glicose e em galactose. Controle positivo: 

RE1006 UKG13. Controle negativo: RE1006 YCplac111 YCPlac33. B. Seleção de amostras para 

avaliar melhor a diferença entre os clones. Controles positivo e negativo. 1 amostra da linhagem RE1006 

UKG4 YCINT4 em glicose e em galactose e dois amostras da linhagem RE1006 UKG13 YCIN13. 
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A Figura 55 mostra os gráficos de pontos individuais do experimento de citometria de 

fluxo para 6 amostras selecionadas.  

 

Figura 55. Funcionalidade da integrase 13 analisada por citometria de fluxo em amostras 

selecionadas. As amostras foram crescidas durante 24 horas em meio mínimo com galactose e sua 

fluorescência detectada através de citometria de fluxo. Mostram-se os gráficos de FSC vs. FL1 para seis 

amostras selecionadas, assim como a porcentagem positiva para fluorescência. 
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Pode-se observar que em todos os clones há presença de uma população heterogênea. 

Isto acontece devido à expressão das integrases que estão sob o controle do promotor responsivo 

a galactose, então o tempo de indução leva em conta a síntese da integrase que irá atuar no gene 

repórter permitindo que haja a expressão deste último. Com estes resultados, pode-se concluir 

que a integrase 13 foi expressa com sucesso e a mesma é capaz de induzir, na presença de 

galactose, a recombinação e inversão do gene repórter ymUkG1. Com isso, somam-se duas 

integrases (Int 4 e Int 13) que podem ser usadas para a regulação da expressão gênica. Ou seja, 

estas duas integrases em conjunto podem ser utilizadas para ligar e desligar um sistema de 

expressão gênica (circuito gênico), já que cada uma dela tem seus respectivos sítios de 

reconhecimento. Colocando os sítios de reconhecimento de cada integrase em sequência, estas 

podem ser utilizadas para construção de circuitos lógicos destinados a ligar/desligar o transgene. 

Dessa forma, circuitos gênicos podem ser ligados e desligados várias vezes de acordo com a 

combinação de integrases utilizadas, culminando numa resposta lógica de expressão gênica via 

recombinação do DNA. Em E. coli, Yang et al, descreveram a utilização da combinação das 

integrases para a avaliação da ativação/inativação da GFP. (Yang et al., 2014). A partir dos 

nossos resultados em S. cerevisiae, pode-se extrapolar a construção desses novos circuitos 

combinando as diferentes integrases Int 4 e 13 nesta levedura. 

Além de experimentos utilizando mais de uma integrase, podem-se combinar 

experimentos para duplamente regular a expressão de genes, por exemplo, combinando o 

sistema de regulação com as integrases com o sistema de regulação optogenético. 

5.3.2 Combinação do sistema optogenético com o sistema contendo as integrases 4 e 13 

A partir dos resultados obtidos com a integrase 13, o objetivo dessa última parte do 

trabalho foi a utilização do sistema optogenético de S. cerevisiae junto com o sistema de 

regulação contendo a integrase 4 ou a integrase 13 para permitir um controle ainda mais fino e 

regulado da expressão gênica. A estratégia foi a seguinte: na presença de luz vermelha (660 

nm), se ativará o sistema optogenético, levando a ativação do PGal1,10 e com isso a expressão da 

integrase 4 ou a integrase 13 (Figura 56A-B), que reconhecerá os seus respectivos sítios e levará 

à ativação do gene repórter Venus (Figura 56C). O controle fino de sistemas biológicos tem 

aplicações potenciais na fabricação de produtos biológicos, de saúde e biossensores, além da 

geração de organismos geneticamente modificados. 
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Figura 56. Estratégia para a construção de um sistema de expressão regulado por optogenética e 

por integrases. Na presença de luz vermelha (660 nm), se ativa o sistema optogenético, levando a 

ativação do PGAL e com isso a expressão da integrase 4/integrase 13 (A-B), e levará à ativação do gene 

repórter Venus (C). 

5.3.2.1 Construção das linhagens 

Para a utilização do sistema optogenético foram utilizados os vetores de expressão 

pPHYBNTGal4DBD e pGAD-PIF3 (Shimizu-Sato et al., 2002).  

Com o objetivo de construir a linhagem contendo todos os componentes do sistema de 

regulação, primeiro foi construída a linhagem RE1006 contendo o gene repórter Venus. O 

cassete contendo a sequência do gene repórter Venus com orientação invertida e flanqueado 

pelas sequências de reconhecimento da Int 4 e a Int 13, com o promotor PTEF1 e o terminador 
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do PGK foi sintetizado (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA) com as enzimas de restrição 

BamHI e BglII nas extremidades (Figura 57). 

 

Figura 57. Cassete de expressão do gene repórter Venus. A. Esquema contendo o cassete de 

expressão do gene repórter Venus com os sítios de reconhecimento das integrases 4 (em preto, attB4 e 

attP4) e 13 (em roxo, attP13 e attP13). 

A estratégia a seguir incluiu a digestão do vetor HO-poly-KanMX4-HO (Figura 58A) 

(Voth et al., 2001) com as enzimas BamHI e BglII (Figura 58B). O fragmento de 

aproximadamente 6000 pb foi purificado e utilizado posteriormente. 

 

Figura 58. Digestão do vetor HO-poly-KanMX4-HO. A. Mapa físico do vetor HO-poly-KanMX4-

HO. Em preto, as regiões para a integração no locus HO. Em azul a marca de resistência a 

kanamicina/G418 (KanMX4) e, em verde, a marca de resistência a ampicilina (AmpR) B. Perfil de 



Resultados e Discussão 

101 

 

restrição do vetor HO-poly-KanMX4-HO. Poços 1 e 2: HO-poly-KanMX4-HO digerido com as enzimas 

BamHI e BglII. Poço 3: HO-poly-KanMX4-HO intacto. M: marcador 1 kb plus (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). 

Por outro lado, o vetor obtido da síntese (pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-

INT4_13), contendo o gene repórter Venus no sentido contrário e os sítios de reconhecimento 

das integrases 4 e 13, foi digerido com as enzimas BglII, BamHI e PvuI para liberar o cassete 

de interesse de 1692 pb (Figura 59). 

 

Figura 59. Digestão do vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. A. Mapa físico do 

vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. Em verde, a sequência que veio da síntese. Em 

amarelo, a origem de replicação bacteriana. Em verde claro, o gene de resistência a ampicilina (AmpR). 

B. Perfil de restrição do vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. Poço 1: vetor intacto. 

Poço 2: vetor digerido com as enzimas BamHI, BglII e PvuI. M: marcador 1 kb plus (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

 A banda de interesse (1692 pb) foi purificada e foi feita a clonagem por ligação desse 

fragmento com o fragmento de aproximadamente 6000 pb purificado anteriormente, para dar o 

vetor HO-13-4-Venus-4-13. O vetor resultante foi confirmado por digestão com a enzima SpeI 

(Figura 60). A confirmação mediante digestão com a enzima SpeI deu como resultado uma 

banda de 4648 pb e outra de 3079 pb. 
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Figura 60. Construção do vetor HO-13-4-Venus-4-13. A. Mapa físico do vetor HO-13-4-Venus-4-

13. Em verde a sequência que veio da síntese. Em alaranjado a marca de resistência a kanamicina/G418 

(kanMX) e em azul as sequências para o direcionamento para a integração no locus HO. Em amarelo, a 

origem de replicação bacteriana. Em verde claro, o gene de resistência a ampicilina (AmpR). B. Perfil 

de restrição do vetor HO-13-4-Venus-4-13. Poços 1, 3, 5 e 7: vetor intacto. Poços 2, 4, 6 e 8: vetor 

digerido com a enzima SpeI. M: marcador 1 kb plus (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Uma vez construído e confirmado o vetor HO-13-4-Venus-4-13, a digestão com a 

enzima SpeI, que libera o cassete para integração no locus HO, foi realizada e o DNA foi 

precipitado. O DNA obtido foi utilizado para a transformação da linhagem RE1006 por 

eletroporação e seleção dos transformantes obtidos na presença de G418. O vetor HO-poly-

KanMX4-HO foi também digerido com SpeI e o fragmento obtido foi utilizado para integração 

no locus HO (linhagem controle negativo, sem gene repórter). 

A confirmação da integração no locus HO de S. cerevisiae RE1006 foi feita por PCR 

após extração de DNA genômico de clones selecionados aleatoriamente. Para a linhagem 

RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 foram utilizados os pares de primers HO-UKG-F e HO-UKG-R 

(1686 pb), HO-F e HO-UKG-R (2700 pb), e HO-F e HO-R (4800 pb) (Figura 61). Para o caso 

da linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO foram utilizados os primers HO-F e HO-R (3100 

pb) (Figura 61). 
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Figura 61. Confirmação das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 e RE1006 HO-poly-

KanMX4-HO. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação das 

regiões: A. Promotor-ymUkG1-Terminador (1686 pb), poços 1-3 na linhagem RE1006 HO-13-4-

Venus-4-13. B. HO-UKG (2700 pb), poços 1-4 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 e C. Locus 

HO na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 (poços 1-4, 4800 pb) e na linhagem RE1006 HO-poly-

KanMX4-HO (poço 5, 3100 pb). M: marcador 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

As linhagens obtidas anteriormente foram utilizadas para a inserção do resto dos 

componentes para a construção do sistema combinando a utilização das integrases e o sistema 

optogenético. Todas as linhagens construídas para a avaliação do sistema encontram-se na 

Tabela 5. 

Tabela 5. Linhagens construídas. Venus: vetor HO-13-4-Venus ou vetor HO-Venus (controle 

positivo), Int4 ou Int13: vetor pYINT4 ou pYINT13, PhyB: vetor pPHYBNTGal4DBD, PIF3: vetor 

pGAD-PIF3. +: presença do vetor, O: presença do vetor vazio, -: ausência do vetor. 

Linhagens Venus Int 4 ou Int 13 PhyB PIF3 

RE1006 HO-13-4-Venus Int4 PhyBNT PIF3 

RE1006 HO-13-4-Venus Int13 PhyBNT PIF3 

+ + + + 

RE1006 HO-Kan-HO Int4 PhyBNT PIF3 

RE1006 HO-Kan-HO Int13 PhyBNT PIF3 

O + + + 

RE1006 HO-Venus (Controle Positivo) + - - - 

RE1006 HO-13-4-Venus pYES2 + O - - 

Os vetores utilizados para a construção das diferentes linhagens foram os seguintes: 

pYINT4 ou pYINT13 (para a expressão das respectivas integrases: integrase 4 e integrase 13), 

pD153phyBN (PhyBNT) e pGAD-PIF3 (PIF3). Foram construídas as linhagens contendo todos 

os vetores com o gene repórter na orientação invertida ou sem o gene repórter (C-), a linhagem 

controle positivo (C+) e uma linhagem contendo o gene repórter na orientação invertida e o 
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vetor pYES2 (vetor vazio, sem as respectivas integrases). A confirmação de cada uma das 

linhagens obtidas foi feita por PCR utilizando como molde DNA genômico de clones 

selecionados em cada caso. 

As linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 e RE1006 HO-poly-KanMX4-HO 

pYINT4 foram confirmadas com os primers GAL-IN e CYC-IN (2232 pb) (Figura 62). 

 

Figura 62. Confirmação das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 e RE1006 HO-poly-

KanMX4-HO pYINT4. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

Amplificação da região: A. Promotor-INT4-Terminador (primers GALIN-F e CYCIN-R, 2232 pb), 

poço 1 é o controle negativo, poços 2-3 região na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4, 

poços 4-6 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4. M: marcador 1 kb (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). B. Mapa físico do vetor pYINT4. Em verde a sequência para a integrase 

4. Em alaranjado o promotor GAL1 e em azul o terminador CYC1. Em cinza se mostra a origem de 

replicação bacteriana e em preto a origem de replicação 2μ de leveduras. Em vermelho a marca de 

resistência a ampicilina. Em verde claro a marca auxotrófica para URA3. 

Para o caso da integrase 13, as linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 e 

RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 também foram confirmadas com os primers GAL-

IN e CYC-IN (2189 pb) (Figura 63A-B). A linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2 

também foi confirmada com os primers GAL-IN e CYC-IN. A diferença é que neste caso, o 

vetor não contém nenhuma integrase (vetor vazio). Então, o fragmento a ser amplificado com 

este par de primers é de 752 pb (Figura 63C). 
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Figura 63. Confirmação das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13, RE1006 HO-poly-

KanMX4-HO pYINT13 e RE1003 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2. Eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio. Amplificação da região: A. Promotor-INT13-Terminador (2189 pb), 

poço 1 é o controle negativo, poços 2-5 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13. B. 

Promotor-INT13-Terminador (2189 pb), poço 1 é o controle negativo, poços 2-7 na linhagem RE1006 

HO-poly-KanMX4-HO pYINT13. C. Promotor-Terminador (752 pb), poço 3 é o controle negativo, 

poços 1-2 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2. M: marcador 1 kb (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). D. Mapa físico do vetor pYINT13. Em alaranjado, o promotor GAL1 e, em cinza, 

o terminador do CYC1. Em vermelho, a sequência da integrase 13. Em amarelo, a origem de replicação 

bacteriana. Em verde claro o gene de resistência a ampicilina (AmpR). Em alaranjado claro, a marca 

auxotrófica URA3. Em amarelo, a origem de replicação 2μ de leveduras. E. Mapa físico do vetor pYES2. 

Em branco, o promotor do GAL1 e, em cinza, o terminador CYC1. Em amarelo, a origem de replicação 

bacteriana. Em verde claro, o gene de resistência a ampicilina (AmpR). Em alaranjado claro, a marca 

auxotrófica URA3. Em amarelo, a origem 2μ de replicação. 

Uma vez construídas as linhagens com ou sem o gene repórter e as integrases, o próximo 

passo foi colocar os componentes do sistema optogenético, PHYBNT (vetor 

pPHYBNTGal4DBD) e PIF3 (vetor pGAD-PIF3. A presença do gene PHYBNT foi confirmada 

utilizando os primers PHYBNT-F e qPHYBNT-R (250 pb) (Figura 64). 
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Figura 64. Confirmação das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT, RE1006 

HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT, RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT e 

RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio. Amplificação da região: A. PHYBNT (250 pb), poço 1 é o controle negativo, poço 2 

na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT, poços 3-4 na linhagem RE1006 HO-

poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT. B. PHYBNT (250 pb), poço 1 é o controle negativo, poços 2-4 

na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT. M: marcador 1 kb (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. PHYBNT (250 pb), poço 1 é o controle negativo, poços 2-6 na 

linhagem RE1006 poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT. M: marcador 1 kb (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA).  

Por outro lado, a presença do PIF3 em todas as linhagens foi confirmada utilizando os 

primers qPIF3II-F e qPIF3-R (512 pb) (Figura 65). 

 

Figura 65. Confirmação das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3, 

RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3, RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 

PHYBNT PIF3 e RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT PIF3. Eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação da região: A. PIF3 (512 pb), poço 1 é o 

controle negativo, poços 2-5 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3, 

poços 6-8 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3. M: Marcador: 2-log 

DNA Ladder B (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). PIF3 (512 pb), poço 1 é o controle 

negativo, poços 2-7 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT PIF3. M: Marcador 

1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. PIF3 (512 pb), poço 1 é o controle negativo, poços 

2-5 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT PIF3. M: Marcador: 2-log DNA 

Ladder B (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 
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Para o desenvolvimento do sistema, foi construída uma linhagem controle positivo, 

contendo o gene repórter da orientação certa sob o controle do promotor constitutivo do gene 

TEF1. A estratégia foi a seguinte: o gene repórter foi amplificado do vetor pYVenus (Anexo 6) 

utilizando primers com homologia ao vetor YCUKGyIN4 (Anexo 7) digerido com as enzimas 

de restrição BamHI e NotI (Primers: VenusI-F e VenusI-R, fragmento de 776 pb). O fragmento 

amplificado foi utilizado para fazer recombinação homóloga com o vetor YCUKGyIN4 

digerido com BamHI e NotI, dando o vetor YCVenus (Figura 66). O vetor YCVenus foi 

confirmado por digestão com as enzimas de restrição BamHI e HindIII e com a enzima PstI 

(Figura 66). 

 

Figura 66. Construção do vetor YCVenus. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 

de etídio. A. Amplificação por PCR do fragmento contento o gene repórter Venus com homologia com 

o vetor YCUKGyIN4 digerido com BamHI e NotI, primers VenusI-F e VenusI-R (776 pb). B. Perfil de 

restrição do vetor YCUKGyIN4 digerido com as enzimas BamHI e NotI. Poços 1 e 3. Vetor intacto, não 

digerido. Poços 2 e 4: YCUKGyIN4 digerido com BamHI e NotI (6276 pb e 824 pb); M: 1 kb Plus DNA 

Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa físico do vetor YCVenus obtido por 

recombinação homóloga. Em marrom, o promotor do TEF1 e, em azul, o terminador PGK1. Em 

amarelo, a sequência da Venus. Em vermelho, a marca de resistência a ampicilina. Em amarelo, a origem 

de replicação bacteriana. Em verde, a marca auxotrófica URA3. Em cinza, o CEN/ARS. D. Perfil de 
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restrição do vetor YCVenus digerido com as enzimas BamHI e HindIII. Poços 1, 3, 5 e 7. Vetor intacto, 

não digerido. Poços 2, 4, 6 e 8: YCVenus digerido com BamHI e HindIII (5993 pb e 1013 pb). E. Perfil 

de restrição do vetor YCVenus digerido com a enzima PstI. Poços 1, 4 e 6. Vetor intacto, não digerido. 

Poços 2, 3 e 5: YCVenus digerido com PstI (7006 pb) M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, EUA). 

A partir do vetor YCVenus construído e confirmado anteriormente, foi amplificado o 

cassete contendo o promotor do TEF1, o gene repórter e o terminador do PGK (cassete: TEF-

Venus-PGK) com primers contendo homologia com o locus HO no genoma da levedura S. 

cerevisiae (primers: TEFVenus-F e VenusPGK-R, 1478 pb). O cassete resultante da 

amplificação foi utilizado para fazer recombinação homóloga com o vetor HO-

Int13Int4VENUSInt4INt13 digerido com as enzimas de restrição BglII e BamHI, dando o vetor 

final HO-Venus (controle positivo). O vetor final foi confirmado por digestão com as enzimas 

de restrição BglII e SalI, PstI e SpeI (Figura 67). 

 

Figura 67. Construção do vetor HO-Venus (controle positivo). Eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio. A. Amplificação por PCR do fragmento contendo o promotor do TEF1, 



Resultados e Discussão 

109 

 

o gene repórter e o terminador do PGK (cassete: TEF-Venus-PGK), primers TEFVenus-F e VenusPGK-

R, (1478 pb). B. Perfil de restrição do vetor HO-Venus (Controle positivo) digerido com as enzimas 

SalI e BglII. Poços 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13. Vetor intacto, não digerido. Poços 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14: HO-

Venus (Controle positivo) digerido com SalI e BglII (6029 pb e 1447 pb). C. Perfil de restrição do vetor 

HO-Venus (Controle positivo) digerido com a enzima PstI. Poços 1 e 3. Vetor intacto, não digerido. 

Poços 2 e 4: HO-Venus (Controle positivo) digerido com PstI (5813 pb, 1010 pb e 653 pb). D. Perfil de 

restrição do vetor HO-Venus (Controle positivo) digerido com a enzima SpeI. Poços 1, 3 e 5. Vetor 

intacto, não digerido. Poços 2, 4 e 6: HO-Venus (Controle positivo) digerido com SpeI (4397 pb e 3079 

pb). M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). E. Mapa físico do vetor 

HO-Venus (Controle positivo) obtido por recombinação homóloga. Em azul, as sequências para o 

direcionamento para a integração no locus HO. Em marrom, o promotor TEF1 e, em azul, o terminador 

PGK1. Em amarelo, a sequência da Venus. Em alaranjado, a marca de resistência a kanamicina/G418 

(kanMX). Em amarelo, a origem de replicação bacteriana. Em verde claro o gene de resistência a 

ampicilina (AmpR). 

Com os resultados obtidos até este ponto, foram construídas todas as linhagens para a 

construção do sistema de regulação combinando o uso das integrases 4 e 13 e o sistema 

optogenético responsivo à luz vermelha baseado no uso do PHYBNT e do PIF3. 

5.3.2.2 Avaliação do funcionamento do sistema integrases-optogenética 

5.3.2.2.1 Experimento em placas para avaliar a fluorescência da Venus 

A optogenética permite novas modalidades de controle dinâmico, em que a luz ou a 

escuridão agem como agentes indutores. Para avaliar o funcionamento do sistema combinando 

o uso da optogenética com as integrases 4 ou 13, foi feito um experimento em placas de meio 

mínimo na presença de luz vermelha/escuridão. Para este experimento os clones foram 

crescidos em meio seletivo com glicose como fonte de carbono. Após 24 h de crescimento, 

foram feitas as placas. As placas foram incubadas por 48 h. Após esse tempo, a placa com 

galactose como fonte de carbono, glicose sem a presença da PCB e uma placa de glicose + PCB 

foram mantidas no escuro durante 96h. A outra placa de glicose + PCB foi colocada na presença 

da luz vermelha por esse mesmo tempo. No final do experimento, as placas foram colocadas 

no fotodocumentador para avaliar a fluorescência da Venus (Figura 68). 
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Figura 68. Expressão intracelular da proteína Venus após 48 h no escuro e 96 h de indução na 

presença de luz vermelha. Análise da expressão da Venus em placas de meio mínimo na presença de 

luz vermelha (660 nm). A linhagens foram avaliadas na presença de A. Galactose, no escuro; B. Glicose 

+ PCB, na presença de luz vermelha; C. Glicose – PCB, no escuro; D. Glicose + PCB, no escuro. 

Amostras analisadas: c7: RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2, c13: RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 

pYINT13 PHYBNT PIF3, c29: RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3, c12: RE1006 

HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3, c+: RE1006 HO-Venus, c-: RE1006. 

Os resultados obtidos mostraram que na condição na luz (Glicose + PCB, LUZ), as 

linhagens apresentam fluorescência quando comparadas com a mesma condição no escuro e na 

amostra c7 (RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2) e a amostra controle negativo (RE1006). 

Na placa nas condições em galactose o resultado é o esperado assim como na placa sem PCB. 

Só a amostra c29 que não deveria ter fluorescência nenhum, pois não apresenta gene repórter 

que está dando um resultado diferente ao esperado. 
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5.3.2.2.2 Análise da orientação do gene repórter Venus 

Uma vez desenvolvidas e confirmadas todas as linhagens, o próximo passo foi testar o 

funcionamento do sistema, que foi avaliado primeiro em experimentos em placas de meio 

mínimo (Figura 68) e depois mediante experimentos de PCR. Com os experimentos a partir de 

PCR o objetivo é ver se na presença do agente indutor (luz vermelha ou galactose), o gene 

repórter é invertido e fica na orientação correta. A Figura 69 mostra os dois possíveis cenários 

que podem acontecer, ou seja, na orientação invertida e na orientação correta, e os pares de 

primers que amplificam em cada caso. 

 

Figura 69. Análise da orientação do gene repórter Venus nas diferentes condições. Para a orientação 

correta, os pares de primers que amplificam são VenusI-F e VenusPGK-R; e TEFVenus-F e VenusI-R. 

Para a orientação invertida os pares de primers que amplificam são VenusI-R e VenusPGK-R; e 

TEFVenus-F e VenusI-F. 

Para avaliar a orientação correta do gene Venus, primeiramente foi feita a PCR com os 

vetores como controles do experimento. Para a orientação correta foi utilizado como molde o 

vetor HO-Venus (controle positivo), e para a orientação invertida foi utilizado o vetor HO-13-

4-Venus-4-13. Foram utilizados os pares de primers VenusI-F e VenusI-R, VenusI-F e 

VenusPGK-R, e VenusI-R e VenusPGK-R. O resultado esperado é o seguinte: sempre que a 

linhagem tiver o gene repórter, amplificam os pares de primers VenusI-F e VenusI-R. Para ver 

a orientação, se o gene repórter estiver na orientação correta amplificará o par de primers 

VenusI-F e VenusPGK-R e se o gene repórter estiver na orientação invertida amplificará o par 

de primers VenusI-R e VenusPGK-R. A Figura 70 mostra os resultados obtidos com os 

controles do experimento. 
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Figura 70. Análise da orientação do gene repórter nos controles do experimento. Eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. A. Amplificação por PCR do fragmento contendo o 

gene repórter, primers VenusI-F e VenusI-R, (720 pb). B. Amplificação por PCR e análise da orientação 

do gene repórter, poços 1-3: primers VenusI-F e VenusPGK-R, poços 4-6: primers VenusI-R e 

VenusPGK-R e poços 7-9: primers VenusI-F e VenusI-R. →: Vetor HO-Venus. ←: Vetor HO-13-4-

Venus-4-13. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

 A partir deste primeiro resultado, foram feitas estas mesmos análises nas amostras das 

linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12) e RE1006 HO-13-4-

Venus-4-13 pYES2 (c7) após a indução com luz vermelha (Figura 71). 
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Figura 71. Análise da orientação do gene repórter na indução com luz vermelha. Eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Amplificação por PCR e análise da orientação do gene 

repórter, poço 1 e 4: controles negativos; poços 2 e 4: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 

PHYBNT PIF3 (c12); poços 3 e 5: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2 (c7). M: 1 kb Plus 

DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Os resultados observados na Figura 71 mostram o seguinte: na linhagem RE1006 HO-

13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12), amplificaram os primers que se correspondem 

com a orientação correta, ou seja, na presença da luz vermelha o sistema ontogenético expressou 

a integrase 4 e a integrase inverteu a orientação do gene repórter. No caso da linhagem RE1006 

HO-13-4-Venus-4-13 pYES2 (7), a amplificação ocorreu, como esperado, com os primers para 

a orientação invertida. Como esta linhagem não expressa a integrase, o gene repórter não teve 

sua orientação invertida em momento algum. Os resultados obtidos até aqui demostram que as 

integrases 4 e 13 avaliadas funcionaram e que o sistema tem dois níveis de regulação: a indução 

por luz e a atividade de integrase. Utilizando dois níveis de regulação o sistema de expressão 

fica mais robusto e permite, por exemplo a diminuição dos vazamentos do sistema ou diminuir 

o background. 

A partir desses resultados, foi avaliada a orientação do gene repórter nas diferentes 

condições de indução, ou seja, na presença de luz, no escuro e na presença de galactose. Os 

resultados obtidos se mostram na Figura 72. 
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Figura 72. Análise da orientação do gene repórter nas diferentes condições de indução na 

linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12). Eletroforese em gel de 1% 

agarose corado com brometo de etídio. Amplificação por PCR e análise da orientação do gene repórter, 

poço 1: controle negativo; poços 3-5: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 

(c12) nas diferentes condições, luz, escuro e galactose, respectivamente. M: 1 kb Plus DNA Ladder 

(New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). 

Os resultados obtidos na Figura 72 mostram que o gene repórter, como esperado, virou 

para a orientação correta tanto na indução com luz vermelha, quando na indução com galactose. 

Ao avaliar a linhagem na indução no escuro, pode-se observar que o gene repórter também 

virou, indicando que o sistema está sendo ativado no escuro também. Cabe mencionar que como 

é um ensaio de PCR com o mínimo nível de fundo que se obtenha vai se amplificar o gene na 

orientação que estiver. O sistema responsivo a luz vermelha baseado do PHYBNT/PIF3 foi 

demonstrado que responde a luz ambiente (luz branca) (Pathak et al., 2014). Uma coisa que 

pode ter acontecido é que em algum momento as linhagens, durante algum momento do 

processo ficaram expostas, embora minimamente, a luz branca e com isso o sistema se ativou. 
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Com este trabalho desenvolvido no nosso laboratório, estamos começando o estudo de sistemas 

optogenéticos e embora tenhamos uma sala com luz verde, para evitar a luz branca, nem todos 

os lugares por onde precisamos passar estão acondicionados para estudos optogenéticos. Então 

para os ensaios futuros, recomendamos a adaptação de todos os ambientes donde seja necessário 

trabalhar. 

Esse foi o primeiro trabalho de optogenética no nosso laboratório e, embora o sistema 

não tenha funcionado como esperado idealmente, abre uma nova possibilidade de estudo para 

um sistema de regulação baseado na luz como agente indutor. Um novo sistema mais sensível 

e regulável que junto ao sistema baseado no uso de integrases, oferecerá uma alternativa de 

sistema regulação fina e duplamente regulado que pode ser utilizado para a construção de 

circuitos genéticos. 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Nos últimos anos, a optogenética emergiu como uma alternativa promissora para 

substituir produtos químicos. A optogenética concentrou-se principalmente na otimização de 

sistemas existentes e aplicá-los a novos processos. Há uma necessidade contínua de 

interruptores que permitem um controle mais rígido da sinalização e podem ser facilmente 

aplicados em uma variedade de configurações, incluindo o tratamento de doenças humanas. 

Com o estudo da optogenética em leveduras neste trabalho, por um lado, estudamos um 

sistema optogenético responsivo a luz vermelha em K. phaffii, combinando-o com o estudo do 

domínio de ligação ao DNA do fator de transcrição Mit1, fator de transcrição presente na 

regulação do promotor do AOX1. O sistema optogenético precisa ser refinado, e analisar os 

principais problemas obtidos, tanto na construção do sistema baseado nas proteínas que 

respondem a luz, como no estudo do fator de transcrição. 

O sistema de regulação baseado no uso das integrases 4 e 13 em S. cerevisiae mostrou 

resultados favoráveis e promissores, e se obtiveram duas integrases funcionais que podem ser 

usadas para a construção de um circuito genético. O próximo passo é combinar as duas 

integrases para a construção de um circuito genético contendo um sinal para ligar e outro para 

desligar o sistema. 

O estudo de regulação estudado nesta levedura se voltou para a construção de circuitos 

estáveis e finamente regulados. O sistema optogenético baseado na luz vermelha em S. 

cerevisiae se apresentou funcional. A partir desses primeiros resultados positivos, se combinou 

a regulação baseada no uso das integrases com o sistema optogenético. Os resultados obtidos 

mostram que o sistema foi ativado e o gene repórter foi invertido para a orientação correta, mas 

precisam ser feito ajustes nas condições de escuridão para ver as diferenças na ativação/não 

ativação.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Mapa físico do vetor pPICK2.  

Vetor utilizado para a montagem do vetor pPICK2-PHYB-ZFMIT1. 
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Anexo 2. Mapa físico do vetor pPIC9∆BGAL4:VP16FPLC  

Vetor utilizado para a amplificação da região VP16 
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Anexo 3. Mapa físico do vetor GS63751-2 pUC_PCB 

Vetor com o cassete sintetizado que contém as duas enzimas para a síntese da PCB.  
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Anexo 4. Mapa físico do vetor pGAPZB-PCB 

Vetor utilizado com os genes para enzimas para a expressão da PCB.  
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Anexo 5. Mapa físico do vetor pAMDS-EGFP 

Vetor utilizado para a expressão do gene repórter EGFP 
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Anexo 6. Mapa físico do vetor pYVenus 

Vetor utilizado para a amplificação do gene repórter Venus 
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Anexo 7. Mapa físico do vetor YCUKGyINT4 

Vetor utilizado para a construção do vetor YCVenus 
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