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RESUMO

Leveduras S. cerevisiae tem sido amplamente utilizadas em diversos processos industriais como
a produgdo de bebidas alcodlicas, etanol combustivel e alimentos gragas i sua capacidade
de fermentar agucares eficientemente, mesmo em condigoes industriais. No Brasil, o etanol
combustivel ¢ produzido a partir da fermentacio do caldo de cana-de-agicar ou melago,
contendo altas concentragdes de sacarose. A principal vai de utilizacdo da sacarose pela
levedura S. cerevisiae ¢ através da hidrélise extracelular do agidcar, pela acio da enzima
extracelular (codificada pelos genes SUC), gerando mondmeros de glicose mais frutose no
meio de fermentagio. Entretanto, a hidrdlise extracelular do dissacarideo apresenta algumas
desvantagens, pois contribui para incrementar o estresse osmdtico das células, além de que os
monossacarideos liberados no meio podem servir de fonte de carbono para microrganismos
contaminantes do processo fermentativo. JA foi descrito uma via alternativa de utilizacio da
sacarose por S. cerevisiae, que consiste no transporte ativo deste dissacarideo pelo simporte com
prétons H" mediado pelo transportador AGTI, e posterior hidrélise intracelular pela agio de
hidrolases como a invertase intracelular ou a-glicosidases. Esta via de utilizagio de sacarose
€ uma alternativa interessante, pois as c€lulas fermentariam a sacarose com maior eficiéncia
para compensar o gasto energético do transporte do agicar, gerando mais etanol. No presente
trabalho, a levedura industrial diploide CAT-1, isolada de dornas de fermentacio, foi modificada
genomicamente de forma a utilizar a sacarose somente por meio do transporte ativo e hidrolise
intracelular. Para tal fim, foram construidas leveduras que expressassem constitutivamente
a forma intracelular da invertase (Papg1::iSUC2) sem expressar a invertase extracelular (por
exemplo através da delegio da segunda copia do gene, suc2A), além da sobre-expressio do
gene AGTI, caracteristica indispensdvel para o funcionamento da via proposta. Com estas
modificacdes inseridas nas leveduras industriais GMYO08 e GMY 15 foram obtidos incrementos
na produgio de etanol de aproximadamente 13%, redugdo de 50% na formagdo de glicerol,
além de ndo haver o acimulo de glicose e frutose no meio de fermentagdo. Para a aplicacio
direta das leveduras modificadas na indistria, foi necessdrio remover os marcadores heterdlogos,
submetendo as leveduras a diversos eventos de transformacio e remogio de plasmideos, que
culminaram numa diminui¢do de 30% na atividade invertase intracelular. Por outro lado, a
selecdo de clones em meio rico contendo sacarose e antimicina A, fez com que a atividade de
transporte de sacarose aumentasse 4 vezes em relacio as linhagens parentais. Estas linhagens
geneticamente modificadas sem marcadores (GMYwo) apresentaram um fendtipo de utiliza¢io
lenta da sacarose, porém com um maior rendimento na conversio de substrato a etanol em
relagdo a linhagem parental CAT-1. Também ndo foi observada secre¢io de glicerol, nem
a presenca de glicose e frutose extracelular. Estas leveduras geneticamente modificadas sem
a presenca de genes marcadores heterdlogos poderdo ser utilizadas para testes com mostos
e condigbes industriais, como sistemas fermentativos de batelada alimentada com reciclo de

células, contribuindo para aumentar a eficiéncia deste setor industrial. ) o
Palavras-chave: S. cerevisiae, leveduras industriais, sacarose, engenharia gendmica, SUC2,

AGTI.






ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae yeasts have been largely employed in various industrial processes
such as production of alcoholic beverages or fuel ethanol due to their ability to ferment sugars
efficiently, even under industrial conditions. In Brazil, fuel ethanol is produced from the
fermentation of sugarcane juice or molasses, containing high concentrations of sucrose. The
main pathway of sucrose utilization by S. cerevisiae yeasts is through extracellular hydrolysis of
the sugar, by the action of the extracellular enzyme invertase (encoded by SUC genes), generating
monomers of glucose plus fructose in the fermentation medium. However, the extracellular
hydrolysis of the disaccharide is undesirable, since it contributes to increase the osmotic stress
of cells, and the monosaccharides released into the medium can serve as carbon source for
contaminant microorganisms of the fermentation process. An alternative pathway for sucrose
utilization by 8. cerevisiae has been described, involving the active transport of the disaccharide
by H" symport mediated by the AGT] transporter, and subsequent intracellular hydrolysis by the
action of hydrolases such as the intracellular invertase or at-glucosidase. This pathway of sucrose
utilization is an interesting alternative, since the cells will ferment sucrose more efficiently to
compensate the energy costs of transporting the sugar, producing more ethanol. In this study,
the diploid industrial yeast CAT-1, isolated from fermentation vats, was genomically modified in
order to utilize sucrose only by active transport and intracellular hydrolysis. To this end, yeasts
were constructed that constitutively express the intracellular form of invertase (Pypgy::iSUC2)
without expressing the extracellular invertase (by deleting, for instance, the second copy of the
gene, suc2A), besides over-expressing the AGTI gene, an indispensable characteristic for the
function of the proposed pathway. With these modifications inserted into the industrial yeasts
GMYO08 and GMY 15 approximately 13% higher ethanol production levels were obtained, 50%
reduction in the production of glycerol, besides no accumulation of glucose and fructose in
the fermentation medium. For the direct application of the modified yeasts in industry, it was
necessary to remove the heterologous markers by submitting the yeasts to several transformation
events and removal of plasmids, which resulted in a 30% decrease in the intracellular invertase
activity. Moreover, selection of clones in rich medium containing sucrose and antimycin A,
allowed a four-fold increase in the sucrose transport activity compared to the parental strains.
These genetically modified strains without markers (GMYwo) showed a slow sucrose utilization
phenotype, although with higher substrate to ethanol conversion yields when compared to the
parental strain CAT-1. It was also observed no secretion of glycerol, nor the presence of
extracellular glucose and fructose. These genetically modified yeasts without the presence of
heterologous gene markers can be readily used for testing musts and industrial conditions, such
as fed-batch fermentation systems with cell recycle, contributing to increase the efficiency of this

industrial sector.
Keywords: S. cerevisine, industrial yeast, sucrose, genomic engineering, SUC2, AGT /.
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1 INTRODUCAO

A histéria da planta cana de agtcar e da producdo do aclcar se
confundem com a colonizacdo do Brasil. Existem relatos da producio
de agucar que datam de 1532, época em que os portugueses trouxeram
as primeiras mudas dessa planta para o Brasil. O Brasil, que sempre se
destacou como produtor de agticar, também inovou na producéo e utilizagio
de dlcool combustivel na sua frota automobilistica. No anos 70, o mundo
foi surpreendido com uma crise oriunda da falta de petréleo negocidvel, o
que motivou o governo brasileiro a desenvolver uma forma alternativa de
combustivel. Esse advento é consequéncia da implantacdo de um programa
que estd completando quase 40 anos, o Prodlcool (Programa Nacional do
Alcool). Nasceu entio o etanol combustivel, obtido a partir da fermentacio
do caldo da cana de agticar, melago ou uma mistura de ambos (ANDRIETTA
et al., 2007; BASSO et al., 2008; WHEALS et al., 1999).

Leveduras, principalmente do género Saccharomyces, tém sido
amplamente utilizadas desde os primérdios da humanidade em diversos
processos biotecnolégicos para producido de bebidas alcodlicas, produtos
de panificac@o e etanol combustivel, entre outros. Sua utilizac@o se deve
a capacidade que estas leveduras apresentam de se adaptar e dominar o
ambiente devido & habilidade de fermentar os aglcares presentes no meio,
produzindo etanol, mesmo na presenca de oxigénio. Além disso, suportam
baixos niveis de pH, altas concentragoes de etanol e também o estresse
osmético decorrente das altas concentragdes de agicares. Saccharomyces
cerevisiae ¢ considerada o agente predominante nas fermentacoes, mas outras
espécies do complexo Saccharomyces sensu stricto, como S. bayanus e S.
paradoxus, tém sido isoladas a partir de processos industriais. Esta levedura
¢é utilizada em grande escala para producdo industrial de etanol a partir de
virios produtos agricolas ricos em aclcares, sendo que grande parte desta
producdo utiliza meios contendo altas concentragdes de sacarose, como € o
caso de caldo de cana e melaco (WHEALS et al., 1999; ZANIN et al., 2000).

Atualmente nas destilarias brasileiras, sdo utilizados meios de
fermentagdo (caldo de cana e melago) contendo entre 150 - 200 g L™ de
acucares totais (principalmente sacarose), através de sistemas de fermentacio
continuos ou descontinuos (batelada alimentada ou batelada simples). Nos
processos de fermentacdo em batelada simples o mosto € adicionado no
inicio da fermentagdo e ao término € totalmente removido, enquanto que nos
processos em batelada alimentada o mosto ¢ adicionado mais lentamente,
sendo que ao final do processo fermentativo é removido em parte e adicionado
o mesmo volume de mosto novo.
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O mecanismo tradicional de utilizacio da sacarose pela S. cerevisiae
consiste na hidrélise extracelular deste agtcar nos seus mondmeros (glicose
mais frutose), catalizada pela enzima invertase, sendo os monossacarideos
liberados transportados para o interior da célula por transportadores
de hexoses codificados pelos genes da familia HXT e metabolizados
durante a glicélise (BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004; MWESIGYE;
BARFORD, 1996). Entretanto um outro mecanismo de fermentacdo da
sacarose foi proposto para linhagens de laboratério de S. cerevisiae (BASSO
et al., 2011). Neste novo modelo, a sacarose ¢ transportada para o interior
da célula por um transportador de membrana com simporte de prétons
¢ hidrolisada no citosol da célula (BADOTTI et al., 2008; STAMBUK;
BATISTA; ARAUIJO, 2000; STAMBUK; ARAUJO, 2001), porém este
mecanismo s6 serd eficiente na auséncia da invertase extracelular. Jd foi
comprovado que este novo modelo de utilizagdo da sacarose produz um
maior rendimento na produgao de etanol combustivel ao final da fermentagao
(BASSO et al., 2011; WEUSTHUIS et al., 1993), além de prevenir os
efeitos deletérios sofridos pelas células de leveduras quando expostas a
altas concentracdes de agticares e etanol (ERASMUS; MERWE; VUUREN,
2000).

Com o desenvolvimento das tecnologias baseadas em DNA, é possivel
averiguar a constante mudan¢a na populacio de leveduras nas dornas
de fermentacdo. Utilizando a técnica de cariotipagem, os pesquisadores
conseguiram isolar e acompanhar o processo de fermentacio levando em
conta as populacdes de leveduras (ANDRIETTA et al, 2007; BASSO
et al., 2008). Técnicas modernas de biologia molecular permitiram o
sequenciamento do genoma das principais leveduras utilizadas na producio
de etanol combustivel no Brasil (ARGUESO et al., 2009; BABRZADEH
et al., 2012). A aplicacdo de conceitos da engenharia gendémica e
engenharia metabdlica poderdo contribuir de forma muito significativa
no desenvolvimento de linhagens de leveduras capazes de modular seu
metabolismo conforme o substrato a ser fermentado.

O objetivo deste trabalho é utilizar as técnicas baseadas em PCR
e engenharia gendmica, para modificar a expressio de genes alvos na
levedura industrial CAT-1, alterando a topologia do consumo de sacarose
nessa linhagem. Também serd abordada técnicas de self-clonig e a retirada
dos marcadores dominantes utilizados nas transformacoes de leveduras
industriais. O resultado esperado € a obtencdo de uma levedura com o seu
gendtipo estdvel, e que resulte em um maior rendimento da producdo de
etanol combustivel a partir da fermentacdo de sacarose, sem a expansio
da drea cultivada com cana de aglcar ou adequagio da estrutura fisica das
destilarias.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ETANOL COMBUSTIVEL

A auto suficiéncia no requerimento de energia é uma determinante
critica para o sucesso e desenvolvimento de qualquer economia. A
diminuic¢do das fontes de petroleo, associado com instabilidade dos precos e o
impacto negativo causado no meio ambiente com a utilizagio de combustiveis
fosseis, renova a busca de fontes e estratégias alternativas para a producéo de
biocombustiveis.

O Brasil é o mais competitivo produtor de etanol combustivel no
mundo, com um mercado doméstico bem desenvolvido e cada vez mais
estimulado pelas vendas crescentes de carros bi combustiveis. A producio
de etanol combustivel tem sido apoiada pelo desenvolvimento de novas
variedades de cana, varidveis meteorologicas favordveis, solos férteis e
tecnologias agricolas (LEITE et al., 2009). No entanto, até 1975, a producio
de etanol combustivel foi marginal, totalizando menos de 600 milhdes de
litros por ano. Dois anos apds a crise mundial do petréleo de 1973, o governo
Brasileiro langou o programa “Prodlcool”, com o objectivo de reduzir os
precos elevados dos combustiveis e da dependéncia da importacéo de petroleo
(GOLDEMBERG, 2008; ZANIN et al., 2000). Em 1993, o governo aprovou
uma lei em que deverd ser adiconado 20 - 25% de etanol combustivel na
gasolina comercializada no Brasil. Posteriormente, o programa evoluiu e
caracterizou-se pela concessdo de subsidios: s montadoras para producao de
veiculos movidos totalmente a etanol hidratado, aos compradores desse tipo
de veiculos e aos produtores de etanol. A frota nacional de veiculos movida
a etanol aumentou de forma significativa com os subsidios, e juntamente
com o aumento do consumo de gasolina, a producdo do etanol combustivel
se tornou insuficiente para suprir o consumo do mercado brasileiro. Crises
de abastecimento no comércio de combustiveis geraram desconfianca dos
consumidores sobre a viabilidade do Prodlcool, que foi praticamente extinto
no periodo que compreendeu o fim da década de 80 e inicio da década de 90
(AMORIM et al., 2011; GOLDEMBERG, 2008; SANTOS, 1993).

O etanol combustivel é produzido a partir de matérias primas
renovdveis incluindo diversos produtos agricolas que contenham agticares,
amido ou outras estruturas polissacaridicas, que podem ser fermentados a
etanol e, posteriormente purificado por operacoes de destilacio e absorgao.
As matérias-primas utilizadas na produ¢io de dlcool combustivel podem ser
classificadas em trés tipos basicamente: 1) matérias primas contendo sacarose



(cana de acicar, beterraba, sorgum); 2) materiais amildceos (trigo, milho,
mandioca); e biomassa lignocelulésica (madeira, bagaco de cana de agtcar).

O Brasil é um dos maiores produtores de etanol combustivel do
mundo, sendo sua produgdo derivada quase totalmente da cana de aclcar
(Saccharum officinarum). A cana de agiicar contém 12-17% de acticares
totais, sendo 90% sacarose e 10% glicose ou frutose. Tanto o suco de cana
como o melaco (gerado apods a cristalizac@o do aglicar) apresentam minerais
e nutrientes orginicos e podem ser diretamente fermentados a etanol pela
levedura S. cerevisiae (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001), dispensando pré-
tratamentos para este processo. No Brasil, a cana de a¢tcar foi a cultura
escolhida para a geracdo de etanol combustivel, por ser uma monocultura
bastante antiga no paifs, além de possuir no seu caldo altas concentragdes de
acucares livres, caracteristica ideal para processos de fermentacao eficientes
e econdmicos. Foi introduzida no século XVI durante a época colonial e
participou durante anos como base da economia Brasileira, principalmente
pela extracdo do seu caldo para producdo e exportacio de agticar. O dlcool,
que sempre fora considerado subproduto do agtcar, passou a desempenhar
papel estratégico na economia brasileira e, diante do sucesso da iniciativa,
deixou de ser encarado apenas como resposta a uma crise tempordria, mas
como solucdo permanente, enquanto especialistas, alertavam o mundo para o
risco das reservas petroliferas nio serem infinitas.

Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor de etanol combustivel
do mundo, ficando atras somente do EUA (EIA, 2012). O cultivo de cana de
acucar no Brasil ocupa uma drea de aproximadamente 9 milhdes de hectares
destinados para a producdo de agtcar, cachaca, forragem e etanol, entre
outros. Para a safra de 2012/13 estima-se uma producao de 27 bilhoes de
litros de etanol combustivel e importacio de cerca de 219 milhdes de litros.
O Brasil também ird exportar cerca de 2 bilhdes de litros de etanol, sendo
70% das exportacoes para os EUA, seguido da Jamaica (6,63%) e Coréia do
Su (5,11%).

Devido a estes fatores, nos proximos anos a demanda internacional por
este produto sofrerd um forte incremento, trazendo inlimeras oportunidades
para a inddstria sucroalcooleira no Brasil. Para isso, serd necessdrio um
aumento na producdo e, principalmente, na eficiéncia do processo, a fim
de ndo elevar significativamente os precos, em especial, ao consumidor
brasileiro.



2.2 UTILIZACAO DE SACAROSE POR S. CEREVISIAE

A sacarose é a maior fonte natural de carbono para leveduras do género
Saccharomyces. E um dissacarideo ndo redutor formado por moléculas de
glicose e de frutose unidas através de ligag@o osidica, envolvendo ambos
os carbonos anoméricos, com conformacio Gli al-f2 Fru. E o actcar
mais utilizado industrialmente para a producio de etanol combustivel, e a
hidrolise deste dissacarideo pode ser realizada por duas enzimas diferentes: a
invertase (f3-frutofuranosidase) que € capaz de reconhecer a ligacao “f#2 Fru*
e a maltase (o-glicosidase) que é capaz de reconhecer a ligacdo "Gli o1”
(BADOTTTI et al., 2008). Estas enzimas sdo codificadas pelos genes SUC e
MAL, respectivamente.

A invertase (EC 3.2.1.26), também conhecida como f-frutosidase, 3-
frutofuranosidase ou sacarase, pertence a familia 32 glicosil hidrolase (GH32)
e possui dois dominios distintos. O dominio N-terminal (Glyco_hydro_32N)
forma uma estrutura de hélice com cinco folhas beta (f hélice), onde
encontram-se os sitios de ligacdo ao substrato. Ji o dominio C-terminal
(Glyco_hydro_32C) apresenta uma estrutura de sanduiche de folhas betas
(B sanduiche), caracteristico das enzimas pertencentes a familia GH32
(HENRISSAT et al., 1995). Apesar da invertase de S. cerevisiae ter
sido uma das primeiras enzimas estudadas na bioquimica, até o momento
sua estrutura ainda ndo tinha sido resolvida. Sainz-Polo et al. (2013)
publicaram recentemente a estrutura tridimensional da invertase da linhagem
de S. cerevisiae S288C, onde ¢ observada uma estrutura quaterndria nio
usualmente encontrada em outras invertases. Os mondmeros associam-se
em dois tipos diferentes de dimeros que estdo por sua vez unidas em um
octimero, melhor descrito como um tetrimero de dimeros. A dimerizacio
desempenha um papel determinante na especificidade do substrato, pois esta
estrutura limita o acesso do dissacdrido (sacarose) ou oligossacarideos curtos
de até quatro unidades ao sitio ativo da enzima. A andlise comparativa
de enzimas de GH32 mostra que a formagdo da invertase em octimeros
ocorre através de uma extensdo das folhas 3 que parece tnica para esta
enzima. A interaccfo entre dimeros ¢ determinado por uma sequéncia curta
de aminodcidos no inicio do dominio f3 sanduiche. Também foram descritos
13 sitios previstos para adi¢do de N-glicosila¢io na forma da enzima que é
exportada para a espaco periplasmdtico. Na Figura 1 podemos observar a
estrutura tridimensional da enzima invertase de S. cerevisiae S288c¢, e sua
complexacido em tetrdmeros.

A enzima invertase possui um papel importante no metabolismo de
acucares pelas leveduras. Esta cataliza a hidrélise do dissacarideo sacarose
(produzindo monomeros de glicose e frutose) e do trissacarideo rafinose
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Figura 1 — Estrutura tridimensional da enzima invertase de S. cerevisiae
(SAINZ-POLO et al., 2013). Fonte: Protein Data Base.

(produzindo frutose e melibiose) (GASCON; NEUMANN; LAMPEN, 1968;
TAUSSIG; CARLSON, 1983). Embora as linhagens de leveduras possam
conter qualquer niimero e combinacio dos genes SUC, a andlise de leveduras
isoladas em diferentes ambientes industriais, revelou que S. cerevisiae
apresenta alta atividade invertase e também vérios loci SUC no genoma,
quando isoladas de ambientes onde a sacarose ¢ o principal aglcar a ser
fermentado (como caldo de cana ou melaco). Isso inclui leveduras de
panificacdo e as utilizadas na produ¢ao de bebidas destiladas. Por outro lado,
¢é extremamente raro a detecc@o de linhagens utilizadas na producédo de vinho
com amplificacdo dos genes SUC, pois a glicose e frutose sio os principais
acucares a serem fermentados na producdo dessa bebida (BIDENNE et al.,
1992; DENAYROLLES et al., 1997; NADAL et al., 1999).

Evidéncias na literatura sugerem um alto polimorfismo nos genes
da familia SUC em leveduras S. cerevisiae. O gene da B-frutosidade
SUC2, ¢ geralmente, o responsdvel pela sintese da invertase. Entretanto
existem diversos outros genes SUC descritos na literatura. Todos os
genes da familia SUC, com excecdo do SUC2, estdo localizados em
regides teloméricas de diferentes cromossomos: SUCI estd localizado no
cromossomo VII, SUC3 no cromossomo II, SUC4 no cromossomo XIII,
SUCS no cromossomo IV, SUC7 no cromossomo VIII, SUCS, localizado no
cromossoma X, SUC9 no cromossoma XIV e SUC/0 no cromossoma XVI ou
XIII (CARLSON; BOTSTEIN, 1983; CARLSON; CELENZA; ENG, 1985;
NAUMOV; NAUMOVA, 2010a, 2010b). De acordo com Carlson e Botstein



(1983), Carlson, Celenza e Eng (1985), o polimorfismo nos genes SUC ¢é
resultado da recombinacio de sequéncias teloméricas homdlogas de virios
cromossomos. Devido o gene SUC2 estar localizado na parte terminal do
cromossomo IX, porém ndo na regido telomérica, assume-se este gene como
ancestral da familia de genes que codificam para a enzima invertase.

Durante a expressido do gene SUC2 sdo codificadas duas formas da
invertase, uma extracelular e outra intracelular. A invertase extracelular
é um homodimero altamente glicosilado que é secretado para o espaco
periplasmdtico da célula, onde ocorre a hidrélise extracelular da sacarose.
A invertase intracelular também ¢ um homodimero, entretanto nido sofre
glicosilacao, pois permanece no citoplasma celular (GASCON; NEUMANN;
LAMPEN, 1968; TRIMBLE; MALEY, 1977). A diferencia¢iio das duas
forma de invertase durante sua sintese ocorre devido a geracdo de dois tipos
de mRNA, que diferem somente na sua regidio 5°. O transcrito maior,
com aproximadamente 1900 pares de base (pb) codifica para a invertase
extracelular e possui uma sequéncia sinal (20 aminoécidos) que direciona
a proteina que estd sendo sintetizada para o sistema de secretério. Esta
sequéncia sinal ndo € encontrada no transcrito menor, de aproximadamente
1800 pb, que codifica entdo para a invertase intracelular (CARLSON;
BOTSTEIN, 1982, 1983).

Durante a secrecdo da invertase periplasmitica o peptideo sinal
é retirado por protedlise e a proteina madura ¢é glicosilada. A forma
glicosilada ¢ mais estivel em relacio a forma ndo glicosilada (invertase
intracelular), porém ambas as enzimas apresentam propriedades enzimdticas
muito semelhantes, como o mesmo pH étimo (pH 4.6 a 5,0), a mesma
temperatura otima de atividade (35 a 50 °C) e a mesma afinidade (Km ~ 25
mM) pela sacarose (ANDJELKOVIC; PICURIC; VUICIC, 2010; GASCON;
NEUMANN; LAMPEN, 1968). Ambas proteinas possuem 532 aminodcidos,
mas massas moleculares diferentes: proximo de 135 kDa para a forma
intracelular e valores superiores a 270 kDa para a invertase extracelular, que
pode formar complexos com mais de 800 kDa. De acordo com Taussig e
Carlson (1983), existem pelo menos 13 sitios de N-glicosilacdo na sequéncia
de aminodcidos da invertase. A diferenca na massa molecular, entre as
diferentes formas desta enzima, se deve pela existéncia de glicosilagdes na
forma extracelular, adicionadas durante o processo de sintese e secrecio
da proteina. Essa modificacio ndo interfere na atividade de hidrdlise da
enzima, mas confere proteciao contra a acao de proteases e contribui para
a formacao de complexos proteicos na forma de tetrimeros, heximeros e até
mesmo octimeros da forma extracelular, garantindo a reten¢io dessa enzima
no espaco periplasmatico das células (ALVARADO et al., 1990; ARRUDA;
VITOLO, 1999; REDDY et al., 1988).



A transcricio das duas formas da invertase ¢ regulada
independentemente. A expressdo da forma intracelular da invertase
ocorre em baixos niveis de forma constitutiva, ndo sendo reprimida por
fontes de carbono disponiveis no meio (MWESIGYE; BARFORD, 1996;
OZCAN et al., 1997). Ji a expressdo da forma periplasmatica da enzima
ocorre de forma induzida, sendo reprimida em altas concentragbes de
diversos agticares como glicose, frutose, manose e xilose. Em condi¢des
de repressdo induzida por acticares, proteinas de regulacido se ligam ao
promotor do gene SUC2 e assume uma conformacio enovelada envolto
por uma matriz uniforme de nucleossomos (BELINCHON; GANCEDO,
2007; BU; SCHMIDT, 1998). Por outro lado, baixa concentracio de glicose
induz a expressdo do gene SUC2, bem como a presenca de sacarose no
meio de cultivo (CARLSON; BOTSTEIN, 1982; ECHEGARAY et al., 2000;
OZCAN et al., 1997; REDDY et al., 1988).

O mecanismo tradicional de utilizacio da sacarose pela S. cerevisiae
em ambientes industriais ja ¢ bastante conhecido (CARLSON, 1987).
Consiste na hidrolise extracelular deste aglcar nos seus mondmeros (glicose
mais frutose), pela enzima invertase extracelular. Estes mondémeros sdo entio
transportados para o interior da célula por transportadores de hexoses de
difusdo facilitada codificados pelos genes da familia HXT e metabolizados
durante a glicélise (BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004; MWESIGYE;
BARFORD, 1996). Até o momento jd foram identificados mais de 20
genes que fazem parte da familia dos genes HXT (WIECZORKE et al.,
1999). A expressdao dos genes HXT ¢ dependente de fatores ambientais,
como concentragdo da fonte de carbono no meio. A€ o momento
dois sistemas de captagdo de hexoses ja foram descritos: um sistema
de transportadores de alta afinidade e um sistema de transportadores de
baixa afinidade (BISSON; FRAENKEL, 1983; REIFENBERGER; BOLES;
CIRIACY, 1997). Os transportadores Hxtlp e Hxt3p sdo de baixa afinidade
para o transporte de hexoses (km 50 - 100 mM), ji o transportador Hxt4p
possui afinidade moderadamente baixa e Hxt2p, Hxt6p e Hxt7p sdo descritos
como transportadores de alta afinidade a hexose (km 1 - 4 mM). Ambos
sistemas, de alta e baixa afinidade, possuem uma elevada afinidade por glicose
em relacdo a frutose (REIFENBERGER; BOLES; CIRIACY, 1997).

Além da hidrélise extracelular, jd foi demonstrado que a sacarose
pode ser transportada para o interior da célula por um sistema de transporte
com simporte de H™ de baixa e um de alta afinidade, ambas permeases
codificadas por genes pertencente a familia dos genes MAL (BADOTTI et
al., 2008; HAN et al., 1995; STAMBUK; BATISTA; ARAUIJO, 2000). Este
transporte funciona com a utilizagfo de potenciais eletroquimicos juntamente
com prétons, com uma estequiometria de 1 proton para cada molécula de



acicar transportada (STAMBUK et al., 1996, 1999; WEUSTHUIS et al.,
1993). O potencial eletroquimico transmembrana ¢é gerado pelo gradiente
de pH entre o ambiente extracelular (pH préximo de 5,0) e intracelular (pH
proximo de 7,0). A homeostase do pH intracelular ¢ mantida por proteinas
H*-ATPase transmembrana, que funcionam como bombas, lancando os fons
H™ localizados no citoplasma para o ambiente extracelular.

Ao analisarem alelos naturais dos transportadores de maltose
codificados pelos genes MALx/, Han et al. (1995) caracterizaram um gene
presente em um locus MAL parcialmente funcional (no caso, mallg) que
passou a ser chamado AGT/, o qual codifica uma permease responsivel
pelo transporte ativo (através de simporte com H™) de uma série de o-
glicosideos. Este transportadore (TC § 2.A.1.1.11) possui alta afinidade
para o transporte de trealose (Km ~ 7 mM) e sacarose (Km ~ 8 mM)
e baixa afinidade para maltose (Km ~ 18 mM), da maltotriose (Km ~
18 mM) e do o-metil-glicosideo (Km ~ 34 mM) (STAMBUK; BATISTA;
ARAUJO, 2000; STAMBUK; ARAUJO, 2001). Este gene aparentemente ¢
regulado pelos mesmos mecanismos de regulacio génica dos genes MAL,
pois possui uma sequéncia UAS 4, na sua regido promotora (STAMBUK
et al., 1999; STAMBUK; BATISTA; ARAUJO, 2000). Os genes MALxT
codificam para transportadores de alta afinidade (Km 2 - 5 mM) para maltose,
mas baixa afinidade ( Km 90 - 120 mM) para trealose e sacarose, nio
sendo aparentemente capazes de transportar maltotriose ou a-metilglicosideo
(ALVES et al., 2008; CHENG; MICHELS, 1991; DUVAL et al., 2010; HAN
et al., 1995). Entretanto, este sistema de transporte de baixa afinidade ndo
¢é eficiente em processos industriais, onde o transporte do agicar é passo
limitante da fermentacdo. Em leveduras industriais a expressdao dos genes
da familia MAL ocorre de maneira induzivel, sendo os genes expressos
na presenca de maltose e reprimidos na presenca de outros aglicares como
glicose, comumente encontrados em grandes quantidades em mosto de
fermentagao alcodlica nas destilarias brasileiras.

Apés transportada para o interior da célula, a sacarose pode ser
hidrolisada pela invertase intracelular ou a maltase (BADOTTI et al., 2008).
A maltase ou o-glucosidase (E.C. 3.2.1.20) ¢ uma enzima citoplasmatica,
com pH étimo préximo a 6,8, capaz de hidrolisar a ligacdo osidica do
residuo de glicose em conformacdo “of”, encontrada em oligossacarideos
como na maltose, maltotriose e sacarose, e em substratos sintéticos como o
p-nitrofenil-o-D-glicopiranosideo (pNPaG) (ZASTROW et al., 2000, 2001).
Dessa maneira, o transporte ativo de sacarose pode justificar a presenca
de uma forma intracelular da enzima invertase. Em todos os casos, o
metabolismo de sacarose e maltose estdo intimamente ligados, dividindo os
mesmos sistemas de transportes de aglicares, enzimas hidroliticas e cascatas
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de regulagdo (BADOTTI; BATISTA; STAMBUK, 2005). A Figura 2 mostra
em detalhes as vias de metabolizacdo de sacarose e a expressdo dos genes
envolvidos no seu metabolismo.
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Figura 2 — Consumo de agticares por S. cerevisiae (DARIO, 2011).
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2.3 PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL COMBUSTIVEL NO
BRASIL

A cana de acgicar, que pode gerar até 160 Kg de sacarose e possui
um rendimento préximo a 80 litros de etanol, é até o presente momento, a
inica matéria prima utilizada em escala industrial para a producdo de etanol
combustivel no Brasil (ANDRIETTA et al., 2007; STAMBUK et al., 2008).
O maior custo da produgio de etanol no Brasil estd relacionado com o plantio
e manejo da cana de aglicar nos campos. Nos EUA, maior produtor de
etanol do mundo, o etanol é produzido a partir de milho, cujos grios sio
triturados e misturados com o-amilases sob alta temperatura, para formar o
mosto utilizado no processo fermentativo. Nesse processo, a hidrélise do
amido contido nos grios de milho é realizado antes de iniciar o processo de
fermentagao, liberando acticares fermentdveis as células de levedura (p. Ex:
maltose, maltotriose e glicose). Quando comparado ao processo brasileiro,
0 processo norte americano apresenta um maior tempo de fermentacio, além
de ndo empregar reciclo das células de leveduras, fatos que proporcionam
baixo rendimento & técnica utilizada nos EUA. Devido aos procedimentos
usados, consequentemente, o etanol norte americano apresenta maior custo
de producio e menor competitividade frente ao etanol brasileiro (AMORIM
et al., 2011; WHEALS et al., 1999).

Nos dias de hoje, a fermentacao exclusivamente do caldo de cana ndo
¢ uma pratica tdo frequente nas unidades industriais. Quando da implantacio
do Prodlcool muitas unidades fermentavam apenas o caldo. Atualmente quase
nenhuma dessas unidades fermenta exclusivamente o caldo de cana natural,
essas denominadas destilarias autbnomas, migraram para usinas produtoras
de acticar. Agora, o que elas fermentam ndo se restringe ao caldo da cana de
aclcar, mas sim o que obtém como subproduto da cristalizacdo da sacarose
do caldo, isto é o melago. Trata-se do produto do refino do ag¢ticar misturado
com caldo da cana de agtcar, que além de conter em média 90% de Brix
sendo 60% de actcares redutores, possui outros elementos necessarios para
que a fermentacgio ocorra sem a adi¢f@o de nutrientes. Vdrios sdo fatores que
influenciam na composic¢io do melago ou mel final, destacando-se entre eles
a natureza da matéria prima, a qualidade da cana processada, os métodos
da fabricac@o do acticar, o tempo de armazenamento e as regides de plantio
(ANDRIETTA et al., 2007; STAMBUK et al., 2008; ZANIN et al., 2000).

O Brasil possua cerca de 432 usinas e destilarias, e estima-se que estas
moerdo um total de 625 milhdes de toneladas de cana de agticar e produzirdo
cerca de 27 bilhdes de litros de etanol combustivel, bem como 37 milhoes
de toneladas de acicar na safra 2012/13 (PORTO; NETO; SOUSA, 2012).
O rendimento da producéo de etanol a partir de sacarose no Brasil atinge os



92 - 93%, entretanto a levedura também produz glicerol, biomassa celular,
succinato ¢ malato durante a fermentacdo alcodlica, sendo uma parte da
energia desviada para estes processos celulares (AMORIM et al., 2011).

O atual processo de fermentacao da sacarose utilizado no Brasil foi
desenvolvido por Firmino Boinot em destilarias Francesas da regido de Melle,
e sua tecnologia patenteada em 1937 (Figura 3) (AMORIM et al., 2011).
O processo chamado Melle-Boinot € o tipico processo para a producdo de
etanol por fermentacdo em batelada. Compreende a pesagem e limpeza
da matéria-prima, seguida pela reducdo do pH do meio com H2SO4 e
dilui¢io dos agiicares do mosto para valores préximos a 180 g L™, Apés
a fermentacdo do mosto por leveduras S. cerevisiae, o vinho produzido é
decantado, centrifugado e enviado para a destilacdo do etanol, enquanto que
as leveduras s@o reutilizadas para atingir concentracdes celulares elevadas nas
dornas de fermentagdo. Em culturas de batelada alimentada geralmente a
concentragdo de substrato durante a fermentacdo se mantém baixa, enquanto
o etanol é acumulado no meio de cultura, além da possibilidade de atingir
altos volumes de produtividade. O controle da vazao do meio de alimentacio
na dorna ¢ uma vantagem em relacdo ao processo em batelada simples, pois
os efeitos inibitérios causados pela alta concentragfo de substrato ou produto
no meio de fermentacio podem ser neutralizados. Foi observado que a adicio
de sacarose em concentra¢des decrescentes linear ou exponencial levam a um
aumento na produtividade de etanol em 10-14% (ECHEGARAY et al., 2000).

Nas usinas brasileiras as fermentacdes sdo realizadas em tanques
enormes que chegam a utilizar 3 milhodes de litros de mosto por batelada com
altas densidades celulares (10 - 15% p/v). Cerca de 85% destas destilarias
utilizam o processo de batelada alimentada, e somente 15% fermentacio
continua. As fermentacdes levam em média de 6 - 12 horas e ao final, a
concentracdo de dlcool pode atingir de 7 - 11% (v/v) e o agtcar residual
abaixo de 0,1%. O meio fermentado € entdo centrifugado para a separacdo da
levedura e o vinho ¢ enviado as torres de destilacdo. As leveduras retiradas
do fermentador sofrem um tratamento com dcido sulfiirico (pH 2,0 - 2,5)
para retirar bactérias contaminantes e leveduras mortas. Apoés 2 - 3 horas,
as leveduras retornam s dornas de fermentacfdo e inicia-se um nova nova
batelada (WHEALS et al., 1999). Células de leveduras sio recicladas cerca
de 400 a 600 vezes durante a safra da cana de acticar, que na regido Centro-
Sul do Brasil ocorre de abril a novembro, enquanto que no Nordeste do Brasil
vai de setembro a marco. O processo de producao de etanol de cana de aglicar
depende de virios fatores regionais como condig¢des climdticas, variedades de
cana de acicar e a demanda de mercado (AMORIM et al., 2011).

Apesar do processo de produgdo de etanol a partir de cana de aglcar
ser um dos mais bem estruturados e com menor custo de producio e maior
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Figura 3 — Processo de producio de etanol utilizado no Brasil (AMORIM et
al., 2011).

rendimento no mundo, este ainda apresenta alguns problemas. A atividade da
invertase extracelular durante a utiliza¢fo de sacarose pela S. cerevisiae, pode
gerar rapidamente uma taxa muito elevada de glicose mais frutose, que ficam
disponiveis no meio de fermentacdo. Devido & dificuldade de esterilizacio
de grandes volumes de matéria-prima e sucessivos reciclos das leveduras
durante toda a safra, as dornas de fermentacio tornam-se susceptiveis a
contamina¢do bacteriana e por leveduras selvagens (Saccharomyces e non-
Saccharomyces) oriundas da propria cana de acglicar. Ambos contaminantes
competem com as linhagens de leveduras inoculadas para a permanéncia
no fermentador. Atualmente as destilarias utilizam antimicrobianos para
conter a contaminacéo bacteriana, juntamente com a lavagem dcida e reciclo
celular, porém a contaminacio por leveduras selvagens é mais dificil de
ser controlada (BASILIO et al., 2008), pois seu metabolismo é muito
semelhante as leveduras industriais. As leveduras selvagens possuem
caracteristicas inapropriadas para o processo fermentativo como floculagio
celular, excessiva producido de espuma, baixo rendimento e fermentacio
incompleta dos acticares (BASSO et al, 2008; FIGUEIR]:ZDO, 2012),
entretanto, até 0 momento nao existe nenhum produto ou procedimento que
destrua somente as leveduras selvagens, sem afetar as leveduras S. cerevisiae
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selecionadas.

O rdpido aumento na concentragio de glicose e frutose no meio apos
a hidrolise da sacarose pode levar as células de leveduras a um estresse
osmoético. Quando submetidas a estas condi¢des estressantes apresentam
efeitos deletérios no seu metabolismo (TAKESHIGE; OUCHI, 1995) e
severas adaptacdes metabdlicas. S. cerevisiae consegue se adaptar ao
aumento do estresse osmotico aumentando a produgdo de glicerol, principal
soluto para contrabalancar a pressio osmotica. A sintese de glicerol
¢é realizada pela enzima citosélica glicerol-3-fosfato desidrogenase, que
é dependente de NADH. Duas isoformas desta enzima s@o codificadas
pelos genes GPDI e GPD2, sendo o primeiro gene fortemente induzido
em condigdes de estresse osmotico. Para que ocorra um aumento na
producdo de glicerol pela célula de levedura é necessdrio um aumento
equimolar da formacao de NADH, e este processo se di com a diminuic¢io
da reducgdo de acetaldeido a etanol e o aumento da oxidagdo do acetato
(BLOMBERG; ADLER, 1989; ERASMUS; MERWE; VUUREN, 2000).
Como consequéncia destas adaptacdes metabdlicas ao estresse osmotico,
menos etanol é produzido por cada unidade de agiicar metabolizado. De
acordo com Brumm e Hebeda (1988) o glicerol formado por leveduras S.
cerevisiae corresponde de 8 a 15 gramas por 100 gramas de etanol produzido.

A fermentagao eficiente da sacarose pelas leveduras industriais deve-se,
em grande parte, a expressio da invertase periplasmadtica (DARIO, 2007).
Em ambientes contendo alta concentragfo de sacarose, trabalhos demonstram
haver uma correlacfo inversa entre os niveis da invertase e a performance
fermentativa das células (ECHEGARAY et al., 2000; TAKESHIGE; OUCHI,
1995). Leveduras sem atividade invertase - niao possuem genes SUC no
genoma - podem ainda utilizar eficientemente a sacarose hidrolisada por
leveduras que produzem atividade dessa enzima, especialmente em situagdes
com alta densidade celular, ou seja, situacio semelhante a4 encontrada na
producao industrial de etanol combustivel brasileiro.

Apesar dos transportadores HXT de S. cerevisiae serem responsdveis
pela captacio de hexoses, os mesmos demonstram maior afinidade pela
glicose em relacdo a frutose, sendo esta Gltima vagarosamente utilizada
e frequentemente sobrando no mosto de fermentagdo apds o término do
processo. Outro problema encontrado no processo de fermentacao alcodlica
¢ o aumento gradativo do produto final, etanol, no mosto de fermentacao.
Berthels et al. (2004) demostraram que a utilizacdo de frutose ¢ amplamente
inibida em altas concentra¢cdes de etanol durante a produgao de vinho. Isto
ocorre devido a difusdo do etanol através da membrana plasmdtica causando
danos as proteinas de membranas, proteinas e estruturas intracelulares. Além
de modificar o equilibrio entre as formar tautoméricas frutopiranose para
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frutofuranose, que nao ¢ transportada pelos transportadores Hxtp (FLOOD;
JOHNS; WHITE, 1996).

Além dos problemas citados acima, a permease Agtlp pode sofrer
inativagdo catabodlica na presenca de glicose, sendo retirado da membrana
plasmatica e endocitado em vactolos (HOLLATZ; STAMBUK, 2001). Para
minimizar e evitar os efeitos da inativacdo catabdlica da permease Agtlp,
foram identificados os residuos de aminodcidos envolvidos no transporte
do agticar, translocacio dos prétons H™, reconhecimento do substrato, na
inativac@o catabdlica e os sitios de fosforilag@o da proteina. Dessa maneira,
muta¢des nesses residuos especificos de aminodcidos podem conferir uma
maior estabilidade ao transportador Agtlp e permanéncia na membrana
plasmatica por um tempo maior (TRICHEZ, 2007, 2012).

2.4 LEVEDURAS INDUSTRIAIS S. CEREVISIAE UTILIZADAS NA
PRODUCAO DE ETANOL COMBUSTIVEL

O principal microrganismo utilizado na producdo de etanol
combustivel, pelas usinas brasileiras ¢é a levedura S. cerevisiae.
Tradicionalmente, as destilarias no Brasil iniciavam o processo fermentativo
da sacarose com leveduras de panificacdio, devido aos seus baixos custos e
disponibilidade em grandes quantidades. Apos estudos dessas fermentagdes,
foi observada a substituicdo completa da levedura de panificag@o inoculada,
por linhagens de §. cerevisiae nativas (BASSO et al., 2008). Silva-Filho
et al. (2005) constatou que, na maioria das destilarias, durante o processo
fermentativo ocorria a sucessiao de leveduras mais adaptadas para o
processo industrial. Alguns trabalhos demonstram a existéncia de linhagens
capazes de dominar o processo de fermentagdo ao longo dos vdrios ciclos
fermentativos durante a safra resultando em fermentacdes eficientes e
estiveis. As linhagens, também conhecidas como “industriais”, foram
isoladas e selecionadas ao longo dos anos de existéncia do processo de
obtencdo de etanol, e atualmente sdo utilizadas por vdrias usinas brasileiras
desde o inicio da safra de producao do etanol. Apresentam caracteristicas
essenciais para a sobrevivéncia em condi¢des de estresse celular como:
resisténcia aos reciclos celulares, altas temperaturas, alta concentracdo de
etanol, estresse osmotico, variagcdes de pH e competicio com bactérias
e leveduras selvagens, com muitos destes efeitos agindo sinergicamente
(ANDRIETTA et al., 2007; AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2008;
WHEALS etal., 1999).

O impacto positivo na selecio de linhagens de leveduras mais
adaptadas ¢ devido sua melhor performance fermentativa (alto rendimento a
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etanol e reducdo na formacao de glicerol), manutencio da viabilidade celular
durante os reciclos, nao floculag@o e ndo formacao de espuma e a capacidade
de sobrevier em ambientes industriais. Em 1990, foram selecionadas duas
linhagens industriais de S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2), que sdo utilizadas até
hoje, em mais da metade das destilarias brasileiras para inicio do processo
de fermentacdo. Essas linhagens foram isoladas de processos industriais de
fermentacdes de batelada alimentada e continua (BASSO et al., 2008).

A linhagem industrial CAT-1 foi isolada pela Fermentec Ltda em
1998/1999 na usina VO Catanduva localizada no estado de Sao Paulo.
Atualmente esta linhagem estd disponivel comercialmente na empresa
brasileira LNM Latino Americana Ltda. Esta linhagem foi estudada
utilizando-se técnicas de cariotipagem, avaliada em condicdes de laboratério
e reintroduzida durante anos nas destilarias para verificar sua predominéncia
nas dornas de fermentacdo (ANDRIETTA et al., 2007; AMORIM etal., 2011;
BASSO et al., 2008). Também foi testada sua capacidade fermentativa em
outros processos industriais como para a producio de bebidas destiladas a
partir de cereais, onde foi observado um melhor comportamento da linhagem
CAT-1 em relacdo a linhagem comumente empregada nesse processo (NETO
et al., 2009).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia Molecular e
Biotecnologia de Leveduras da UFSC vem estudando o comportamento da
linhagem industrial diploide CAT-1 em laboratério. Dério (2007), avaliou
o perfil de crescimento e fermentativo desta linhagem frente a diferentes
substratos, e demonstrou que a sacarose ¢ rapidamente hidrolisada no exterior
da células devido as altas taxa de expressdo da invertase. Andlises de
Southern Blot mostraram que a linhagem CAT-1 s6 possui um loci do gene
SUC2 em seu genoma, localizado no cromossomo IX. Sabe-se que a delecio
de uma tinica copia deste gene ndo altera o padrdo de hidrélise extracelular da
sacarose (STAMBUK et al., 2009; DUVAL, 2010). O outro gene necesséirio
para o transporte ativo da sacarose ¢ o gene AGT/. Estudos do nosso
grupo de pesquisa indicaram que, apesar do gene AGT/ estar presente no
cromossomo VII da levedura, este parece ndo ser funcional, pois a linhagem
CAT-1 ndo consegue crescer em maltotriose como Unica fonte de carbono,
fenétipo tipico que requer a expressiio do gene AGT/! (ALVES et al., 2008;
DUVAL et al., 2010). Entretanto, foi demonstrada a auséncia da sintese de
RNAm nesta linhagem, uma vez que a CAT-1 possui a ORF completa para
o gene AGTI, porém uma sequencia promotora diferenciada das linhagens
de laboratério, mas semelhante as encontradas em outra linhagens industriais
incapazes de fermentar a maltotriose (ALVES, 2010; BROWN; MURRAY;
VERSTREPEN, 2010; VIDGREN et al., 2011).

Estudos utilizando microarray demonstraram a amplificacdo de genes
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envolvidos na sintese de vitaminas Bl (tiamina) e B6 (piridoxina) nas
principais linhagens utilizadas na produc@o industrial de etanol no Brasil,
suprindo uma deficiéncia nutricional que o mosto de fermentacdo nio
disponibiliza as leveduras. Recentemente, Babrzadeh et al. (2012) publicou
o sequenciamento completo do genoma da linhagem diploide CAT-1, que
busca identificar as variagdes no perfil genético que possam estar associadas
a caracteristicas industriais importantes. Andlises do genoma revelaram
que a linhagem CAT-1 é um diploide com alto grau de heterozigose e
possui um genoma de 12 Mb. O aumento na ploidia em leveduras é uma
caracteristica apontada como responsédvel por tornar esses microrganismos
mais resistentes as condigdes extremas e menos susceptiveis a mutagio, ao
contrédrio das linhagens de laboratério, que sdo hapléides (STAMBUK et al.,
2009). Babrzadeh et al. (2012), ainda identificou uma série de genes com
amplificacdes, que podem estar relacionados com o eficiente metabolismo
de sacarose. O gene AGT! foi encontrado em uma Unica cOpia apenas,
e interessantemente, o gene SUC2, que codifica para invertase, e o gene
RTM1I, que implica em resisténcia das células ao melaco, ndo estavam
amplificados no genoma da CAT-1. A presenca disseminada dos genes SUC
nas regioes teloméricas dos cromossomos indica que a sintese da invertase
é uma caracteristica comum tanto para leveduras de panificacio como de
producdo de etanol, e mostra a adaptagdo destas linhagens aos meios ricos em
sacarose. Também ndo foi observada amplificacdo do gene SUC no genoma
da linhagem JAY291, que consiste em um esporo hapléide da linhagem PE-2
(ARGUESO et al., 2009).

A fermentacdo anaerdbica de sacarose pelo mecanismo de hidrélise
extracelular (gerado glicose e frutose) rende 4 mol de ATP por molécula
de acgtiicar. Quando a sacarose ¢é intemalizada pelo transporte ativo e
metabolizada intracelularmente, o préton que ¢ transportado junto com a
sacarose (STAMBUK; BATISTA; ARAUIJO, 2000) ¢ retirado pela proteina de
membrana ATPase (codificada pelo gene PMA/) para manter a forca motriz
através da membrana e prevenir a acidifica¢io intracelular. Para cada H™
transportado para fora da célula pela ATPase ¢é utilizado uma molécula de ATP
(WEUSTHUIS et al., 1993), reduzindo assim o rendimento energético total
da fermentacdo de sacarose em 25% (3 mol ATP por molécula de agicar).
Como consequéncia, as células que possuem transporte ativo e hidrélise
intracelular do dissacarideo, em quimiostatos com limitagdo de agucar e
em anerobiose, podem produzir 25% menos biomassa e 8% mais etanol,
quando comparado com a fermentacio em quimiostatos com limitacdo de
glicose (WEUSTHUIS et al., 1993). As células apresentam incremento no
rendimento da producio de etanol e na velocidade de fermentacdo, para repor
a energia perdida, sendo o transporte de acticares através da membrana o



38

passo limitante na fermentacdo (MALLUTA; DECKER; STAMBUK, 2000;
ZASTROW et al., 2001).

Recentemente, o nosso grupo de pesquisa construiu uma linhagem
de laboratério hapldide, geneticamente modificada pela insercdo de um
promotor forte (Pypg;) substituindo os primeiros 60 nucleotideos que
codificam para a sequéncia sinal, responsdvel pelo direcionamento da
invertase na célula, visando a utilizacdo da sacarose somente pela via
intracelular. Esta linhagem apresentou um aumento de 4% no rendimento
de etanol durante a fermentac@o anaerébicas em quimiostatos com limitagio
de substrato (BASSO et al., 2011). Apods 90 geracdes nesse meio, as
células apresentavam um aumento de 10 vezes na atividade de simporte
de H™, resultando em um aumento em 11% no rendimento de etanol a
partir de sacarose. Uma andlise transcricional revelou aumento na expressio
de genes relacionados com o metabolismo de maltose, incluindo o gene
AGTI, que encontra-se amplificado nas leveduras evoluidas. Também ja
foram criadas linhagens de laboratorio hapléides e diploides, que apresentam
a sobre- expressdo dos genes SUC2 na sua forma intracelular e AGTI.
Como resultado, foi observado a modificacio no mecanismo de consumo da
sacarose, e linhagens de laboratério com origens diferenciadas foram capazes
de fermentar eficientemente altas concentracdes de sacarose (DARIO, 2011:
ESPiRITO—SANTO, 2012). DARIO (2011) também relatou uma correlagio
positiva entre a capacidade fermentativa de sacarose por linhagens de
laboratdério prototréficas em relacéo as linhagens auxotroficas.

Na biotecnologia industrial existe um esforco continuo para o
aperfeicoamento dos processos fermentativos focalizando tanto a selecio
de microrganismos quanto o melhoramento das carateristicas proprias dos
processos. Entretanto, na dltima década, a manipulagdo de genomas de
microrganismos vem sendo amplamente empregada para a modificacio
de linhagens de leveduras. A engenharia gendmica, definida como
um aperfeicoamento racional dos processos celulares pela introducio
de modificagdes genéticas no organismo, apresenta-se como ferramenta
fundamental para alcancar processos mais eficientes (BAILEY, 1991). A
engenharia genémica de linhagens industriais ainda ndo é amplamente
aplicada, porém em linhagens de laboratério de S. cerevisiae essa prética ¢é
rotineiramente utilizada.

As técnicas de recombinacdo homdloga podem ser utilizadas para
a delecio de genes especificos, bem como a modulagdo da sua expressao
colocando os genes sobre o controle de promotores fortes e constitutivos
ou introduzindo uma mutagio sitio dirigida na sequéncia do gene alvo
(PETRACEK; LONGTINE, 2002). Para transformar o genoma da levedura
industrial prototréfica CAT-1, foram utilizadas técnicas baseadas em PCR
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para amplificacdo de médulos genéticos e eventos de recombinacio homdéloga
para inser¢dio dos moédulos no genoma das leveduras. A recombinacio
homologa é mais eficiente quando a regido de homologia ao genoma possui
cerca de 100 - 500 pb, chamada de Long Flanking Homology - LFH, apesar
de que, sequéncias menores, de 30 a 40 pb de homologia Short Flanking
Homology - SFH, também sdo capazes de se integrar de forma especifica
no genoma de leveduras, porém com eficiéncias menores. Para a selecio
dos clones transformantes, foi necessdria a utilizacAo de marcadores de
transformacdo dominantes, como a insercdo do gene KanMX que confere
resisténcia a geneticina, ou Ble", que confere resisténcia a bleomicina ou
zeocina (GULDENER et al., 1996, 2002; PETRACEK; LONGTINE, 2002),
uma vez que a linhagem CAT-1 néo possui nenhum defeito no metabolismo
de aminodcidos.

Considerando-se que uma porcentagem elevada dos custos de
produgdo de etanol industrial sdo os custos de matéria-prima de agtcar,
espera-se que qualquer aumento no rendimento de etanol a partir de sacarose
terd um impacto significativo na produtividade deste setor industrial. O
presente trabalho visa desenvolver linhagens de leveduras industriais que
terdo maiores rendimentos na fermentacio de sacarose a etanol, apos a
modulac¢do da expressido de genes alvos como o SUC2 e AGT].
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver estratégias de
engenharia gendmica para modificar o mecanismo da fermentacio de
sacarose em linhagens industriais diploides de S. cerevisiae, visando
aumentar o rendimento da fermentacio e sua aplicabilidade na inddstria de
dlcool combustivel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ModificacGes gendmicas em leveduras industriais: desenvolver
estratégias de modificacbes gendmicas para que os genes alvos
deste estudo (SUC2 e AGTI), por recombina¢do homédloga, sejam
modificados ou removidos do genoma da linhagem industrial diploide
CAT-1;

o Retirada dos marcadores de transformacéo: construir plasmideos
que possibilitem a retirada dos marcadores dominantes de
transformagdo pela recombinacio homdloga de sequéncias loxP,
para aplicabilidade imediata das leveduras modificadas nas usinas;

¢ Analisar parimetros cinéticos das leveduras modificadas: avaliar
pardmetros cinéticos das leveduras geneticamente modificadas e
comparar com a linhagem parental. Utilizando curvas de crescimento
contendo 20 g L~! de sacarose serd calculado: velocidade especifica
de crescimento (LU,), velocidade especifica de consumo de substrato
(U sacarose> Tator de conversido de substrato em biomassa (Y, /) e fator
de conversio de substrato em produto (etanol) (Y ,,/,);

e Analisar o fenétipo das modificacoes gendmicas: dosar a atividade
da invertase extracelular e intracelular frente ao substrato sacarose, bem
como a atividade da permease Agtlp utilizando os substratos pNFoG
e sacarose, apds o eventos de recombinac¢do homdloga. Avaliar se as
inser¢des ocorreram nos sitios especificos do genoma das leveduras por
PCR.

e Avaliar fermentacoes utilizando sacarose:  analisar se as
cepas modificadas sdo capazes de fermentar eficientemente altas
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concentragdes de sacarose (200 g L™!) em bateladas simples.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MEIOS DE CULTIVO

Para o cultivo das linhagens de leveduras foi utilizado meio rico (YP)
composto de 10 g L™! de extrato de levedura (Fluka), 20 g L™! de peptona
bacteriolégica (Fluka) e suplementado com diferentes fontes de carbono
como glicose, sacarose, maltotriose, rafinose e galactose. Para a preparacio
de meio sélido foi adicionado 20 g L~! de Bacto-agar (Fluka) antes da
esterilizacao do meio. O armazenamento das leveduras foi realizado em meio
YP-agar com 20 g L~! de glicose (Vetec) em tubos inclinados e armazenados
a 4°C por até quatro meses. Ji para avalizacdo do crescimento celular e
fermentagiio em batelada simples foram utilizadas concentragdes de 20 g L~!
€200 g L~ ! de sacarose (Vetec), respectivamente. O pH do meio foi ajustado
para 5,0 com a adicao de 4cido cloridrico.

Para a selecdo das linhagens modificadas foram preparados meios
ricos YP-agar suplementados com 200 mg L~ ! de geneticina (G418 - Sigma)
ou 500 mg L™! de zeocina (Invitrogen). Quando utilizado zeocina, o pH do
meio deve ser ajustado para 8,0. Para a seleco da transformacio com o gene
AGTI, foi utilizado meio YP-agar contendo 20 g L~ de maltotriose ¢ 3 g
L~ ! de Antimicina A (Invitrogen) (inibidor da cadeira respiratdria), sendo o
proprio gene AGT! o marcador de selecio.

4.2 LINHAGENS, PLASMIDEOS E INICIADORES

As linhagens de laboratério BSY21-2B, BSY21-15B e BSY21-34B
foram utilizadas para a construgdo do modulo de sobre-expressdo do gene
iSUC2 com o gene marcador KanMX, amplificado do plasmideo pUG6
(GULDENER et al., 1996). As modificacdes gendmicas foram realizadas na
linhagem industrial diploide CAT-1 (Isolada da Usina VO Catanduva/SP em
1998/1999) (BASSO et al., 2008). A figura 4 resume as estratégias genéticas
utilizadas para a construcio de uma cepa industrial capaz de fermentar a
sacarose por hidrélise intracelular, bem como as linhagens geradas apos cada
evento de transformacfo e o seu genoma. As linhagens, os plasmideos e
os iniciadores utilizados neste trabalho, estdo descritos nas tabelas 1, 2 e 3,
respectivamente.

Para a construcdo do plasmideo pSHKAN, foi amplificado o cassete
de expressio (Prer-KanMX-Trgp) do plasmideo pUG6 utilizando os
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Figura 4 — Fluxograma das estratégias de modificacdes gendmicas e linhagens
de leveduras geradas neste trabalho. A) Linhagens de laboratério; B)
Linhagens industriais geneticamente modificadas (GMY) originadas a partir
da linhagem industrial CAT-1.
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iniciadores pSH-KANF e pSH-KANR. Ambos inciadores contém uma
sequéncia flanqueadora de 40 pb para integracio no plasmideo pSH65
(GULDENER et al., 2002), que permite o reciclo dos marcadores de
transformacéo, com o intuito de substituir o cassete de expressio do gene
Ble", pelo descrito acima, preservando a atividade da cre-recombinase,
caracteristica principal desta classe de plasmideos.



Tabela 1 — Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Linhagens Genoma Referéncia
Linhagens de Laboratdrio

BSY21-2B MATa CEN.PK2-1CTRPI-Pypy:iSUC2 ura3 LEU2 HIS3 LBMBL-UFSC*
BSY21-15B CEN.PK2-1C TRPI-Papyy iSUC2 URAZ LEU2 his3 LBMBL-UFSC*
BSY21-34B MATa mall3 AGTI MALI2 MAL2 TRPI-Pypy iSUC2 ura3-52 trpl-289 LBMBL-UFSC*
BSY21-2B5 BSY21-2B loxP-KanMX-loxP Papgy:iSUC2 wra3 LEU2 HIS3 Este trabalho
BSY21-15B1 BSY21-15B loxP-KanMX-loxP Papm ::iSUC2 URAZ LEU2 his3 Este trabalho
BSY21-34B3 BSY21-34B loxP-KanMX-loxP Papy :iSUC2 ura3-52 trpl-289 Este trabalho

Linhagens Industriais

CAT-1 genoma diploide

GMY10 CAT-1 loxP-KanMX-loxP Pypyy iSUC2 SUC2 AGTI AGTI

GMY05 CAT-1 SUC2 SUC2 Pgpp:AGTI AGT1

GMY06 GMYI10 loxP-KanMX-loxP Pypy :iSUC2 SUC2 Pgpp::AGTI AGTI

GMY11 GMYI0 loxP-KanMX-loxP  Papy:iSUC2 SUC2  AGTI AGTI  Ty-
P(;ypi AGTI:: Tp(;x —Ty

GMYO08 GMY06 loxP-KanMX-loxP  Pap1::0SUC2  suc2:iloxP-Ble"-loxP:suc?
PeppAGTI AGTI

GMY15 GMYI]D loxP-KanMX-loxP Papg iSUC2 suc:loxP-Ble'-loxP:suc2 AGTI
AGTI Ty-PppAGTI 2 Tpgi-Ty

GMY 16 GMYI10 loxP-KanMX-loxP PapyiSUC2 Asuc 2 PrppAGT L Tpgy  AGTI

GMY0O6wo GMYI10 loxP Popp iSUC2 SUC2 Pgpp:AGTI AGTI

GMYIllwo GMYI10 loxP Papn iSUC2 SUC2 AGTI AGTI Ty-Pepp:: AGTI::Tpgr-Ty

(BASSO et al., 2008)
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 — Continuacio

Linhagens

Genoma

Referéncia

GMY lowo
GMY?21

GMY2lwo

GMY26
GMY26wo

GMY16 loxP PADH] SISUC2 Asuc2: ZP(;;*DZZJ‘IGTIZZTM;K AGTI

GMYIIwe loxP PypgiSUC2 suc2:i:loxP-Ble'-loxP:suc? AGTI AGTI Ty-
Pepp i AGTI: Tpgi-Ty

GMY2D  loxP  Papy:iSUC2  suc2iloaPisuc?2 AGTI AGTI Ty-
P(;ppi AGTI:: Tp(;x —Ty

GMYO06wo loxP Papm:iSUC2 suc2::loxP-Ble' -loxPisuc2 Popp: AGTI AGT1
GMY26 loxP Papg 2iSUC2 suc2zloxPisuc? Popn: AGTI AGTI

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

“ Laboratorio de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras-UFSC

Ly



Tabela 2 — Plasmideos utilizados neste trabaho

Plasmideos Genoma Referéncia

pGRSd-AGT1 CEN6 amp”™ URA3 Pgpp:AGTI:Tpgx (JULES et al., 2004)
pUG6 amp” ori loxP-Prgg::KanMX ::Trgp-loxP (GULDENER et al., 1996)
pUG66 amp” ori loxP-Prgg::Ble" . Trgp-loxP (GULDENER et al., 2002)
pSH65 CEN/ARS amp” ori Prgp::Ble" :Teycr Pgap-CRE (GULDENER et al., 2002)

pSHKAN

CEN/ARS amp” ori Prep::KanMX::Trgr Pgar-CRE

Este trabalho

8



Tabela 3 — Iniciadores utilizados neste trabalho

Iniciador Sequéncia Aplicacio

pSH-KANF CGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCC Construgio do plasmideo pPSHKAN
TAGGTCTAGAGATCTGTTTAGC

pSH-KANR AACGACGGCCAGTGAGCGCGUGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATT Construgio do plasmideo pPSHKAN
GGATATTAAGGGTTCTCGAGAGCT

SUC2-F1 CAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTTTCACTAACGTATAT Substitui¢do do Sc TRPI por KanMX
GCCAGCTGAAGCTTCGTACGC?

ADHI-R1 CGGAAACAACAAAAAGATCTGTACAATCTTGATCCGGAGC Substitui¢do do Sc TRPI por KanMX
GCATAGGCCACTAGTGGATC?

V2-SUC2F GAGTTGTTGTCCTAGCGTAG Sobre-expressdo do gene iSUC2 e Self-

Cloning

V2-SUCZR TCCATTTCCCTCACTACTTC Sobre-expressio do gene iSUC2

ssSUC2-F1 ATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAA Dele¢io do gene SUC2
ATATCTGCATCAGCCAGCTGAAGCTTCGTACGC?

551S5UC2-R1 ATTCGTATTGGTAGCCTAAGAAACCTTCATTGGCAAATGCAGATTCTA Dele¢io do gene SUC2
GCTTCCAGGACTGCATAGGCCACTAGTGGATC?

Ty-pGRSd-F CAAATGATGAGAAATAGTCATCTAAATTAGTGGAAGCTGAAAC Sobre-expressio do gene AGT/ nas regies
TCGAGTTTATCATTATCAATAC LTR dos Ty

Ty-pGRSd-R TTATCATCATTTTATATGTTTATATTCATTGATCCTATTACA Sobre-expressao do gene AGT/ nas regioes
CGCAGAATTTTCGAGTTATT LTR dos Ty

GPD-AGTIF GCCATAGATTCTACTCGGTCTATCTATCATGTAACACTCCGTTGATGCG Sobre-expressio  do gene AGT! no
TACTAGAGAGTTTATCATTATCAATACS cromossomo VII

AGTI1-389R GAAAAACTGGCAGGGCATAC Sobre-expressio  do  gene AGT/ no

cromossomo VII
ss-SUC2R ATGCTTTTGCAAGCTTTCCT Dele¢io do gene SUCZ e sobre-expressio do

gene AGTT - Self-Cloning

Continua na préxima pagina

6



Tabela 3 — Continuacio

0s

Iniciador Sequéncia Aplicacio
V-SUC2F GAAATTATCCGGGGGCGAAG Verificagiio
V-TRP 1-40F GTCCATTGGTGAAAGTTTGCG Verificagiio
V-KANr-R GGAATCGAATGCAACCGG Verificagiio
V3-SUC2F GCATCCACACGTCACAATCT Verificagiio
SUCI100-R GTGGACCAAAGGTCTATCGC Verificagiio
V-BLEF CCTTCTATGAAAGGTTGGGC Verificagiio
V-GPDF CAACCATCAGTTCATAGGTC Verificagiio
AGTI-I505TR ACGGGCCAGCACTATAGTCTTAGTTCTC Verificagiio
V-AGTIR TTGGATCCACATTTATCAGCTGC Verificagiio
V-AGTIF1 GAATTTTCGGGTTGGTG Verificacdo
SUC2R CTCCCGACCCCAGTTACCTG Verificagio
ACTIF GCCTTGGACTTCGAACAAGA gPCR
ACTIR TCCTTCTGTTTTGGGTTTGG gPCR
AGTI-1347F  TGGTGGAATGGGTTTTGGTT gPCR
AGTI-1397R  CCACCGGCACCATTACTAGC gPCR
gPCR-SUC2-F  TCCGTCTTTGCCGACTTATC gPCR
gPCR-SUC2-R  ACCACGGTCCAAAAAGAAGG gPCR

“ Sequéncia de anelamento ao pUG6:;
b Sequéncia descrita por PETRACEK e LONGTINE (2002);
¢ Sequéncia de anelamento ao pGRSd-AGT1;
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4.3 MODIFICACOES GENOMICAS

Todas as modificagdes gendmicas desenvolvidas na levedura industrial
CAT-1, foram baseadas em técnicas de amplificagdo do DNA por PCR e
integracdo no genoma por recombinacio homéloga (DEMARINI; CARLIN;
LIVI, 2001; PETRACEK; LONGTINE, 2002). As transformacdes realizadas
nas leveduras estudadas foram conduzidas de acordo com os métodos
descritos por Gietz ¢ Woods (2002) e aplicadas técnicas de manipulacio
de DNA previamente descritas (AUSUBEL et al., 1992). Para a selecio
dos transformantes, foram utilizados marcadores dominantes, ou seja, que
conferem resisténcia a antimicrobianos ou substincias normalmente toxicas
para as leveduras. Nas estratégias gendmicas aplicadas neste trabalho, todos
os marcadores dominantes estdo flanqueados por regides chamadas de loxP,
que se recombinam e permitem a remocio destes marcadores por excisio
do genoma na presen¢a da enzima cre-recombinase (GULDENER et al.,
1996, 2002).

4.3.1 Construciio do médulo iSUC2 contendo o gene marcador KanMX
em linhagens de laboratério

A linhagem de laboratério BSY21-34B possui em seu genoma o gene
iSUC2 (invertase intracelular) controlado pelo promotor forte e constitutivo
ADHI e uma marca de selecdo auxotrofica TRPI. A substituicdo do gene
TRPI pelo gene marcador KanMX foi realizada de acordo com a figura
5. O gene KanMX foi isolado do plasmideo pUG6 por PCR utilizando os
iniciadores SUC2-F1 e ADH1-R1 (Médulo 1) e inserido na linhagem BSY21-
34B, gerando a linhagem BSY21-34B3. A verificagio da correta substitui¢do
do gene foi realizada por PCR utilizando os iniciadores V-SUC2-F (rosa), V-
TRP1-40F (violeta) e V-KANTr-R (verde). Estas mesmas modifica¢cdes foram
realizadas nas linhagens BSY21-2B e BSY21-15B, que diferem entre si pelas
marcas auxotroficas.

4.3.2 Redirecionamento da expressio do gene SUC2 na linhagem
industrial CAT-1

Duas estratégias foram utilizadas para modificar a expressdo do
gene SUC2. A primeira foi sobre-expressar a forma intracelular da
invertase (iSUC2), e posteriormente deletar a outra cépia do gene SUC2
do genoma da levedura CAT-1. O moédulo genético para a sobre-expressao
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Madulo substituigao do gene TRP1 pelo KanMX
(Médulo 1)

Q v 0

Genoma da linhagem BSY21-34B (Chr IX)

|

Genoma da linhagem BSY21-34B-3 (Chr 1X)

Figura 5 — Estratégia de recombinacio homéloga para substitui¢do do gene
TRPI pelo gene KanMX na linhagem de laboratério BSY21-34B. As setas
indicam os iniciadores utilizados para a verificacdo da correta integracdo do
modulo 1 (V-SUC2-F - rosa; V-TRIP1-40F - violeta; V-KANr-R - verde).

da invertase intracelular foi amplificado por PCR a partir da linhagem
BSY21-34B3 utilizando os iniciadores V2-SUC2F (vermelho claro) e V2-
SUC2R (vermelho escuro), contendo sequéncias flanqueadoras longas com
mais de 400 pb de homologia as regides a montante e a jusante do gene
SUC2 no cromossomo IX (Médulo 2). Esta estratégia visa a substituicio
completa de uma cépia do gene SUC2, incluindo sua sequéncia sinal, pela
sequéncia de DNA amplificada (Figura 6). A verifica¢do da transformacdo foi
realizada utilizando os iniciadores V3-SUC2F (magenta), V-KANr-R (verde)
e SUCI00-R (azul).

Para a delecdo da segunda cépia do gene SUC2, foi amplificado
por PCR, a partir do plasmideo pUG66 com os iniciadores ssSUC2-F1
e 551SUC2-R1, o gene marcador de transformacéo Ble” flanqueado por
sequéncia loxP. De acordo com a figura 7, este médulo de delecdo possui
60 pb de homologia & sequéncia sinal deste gene (deletada na outra copia),
que permite uma integra¢ao sitio-especifica na cépia nio modificada, e 60 pb
de homologia i regido 551 nucleotideos do gene SUC2. Com esta estratégia
ndo deletamos a sequéncia toda do gene SUC2, mas truncamos este gene
de forma que o mesmo ndo apresente mais atividade codificante. Para a
verifica¢do da transformacio, o DNA das linhagens foi amplificado por PCR
utilizando os iniciadores V-SUC2F (rosa) e SUC100-R (azul) para confirmar
a remocdo de cerca de 550 pb do gene SUC2. Os produtos de amplificacio
foram visualizados em gel de agarose 1%.
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Genoma da linhagem BSY21-348-3 (Chr 1X)
(Modulo 2)

LT s

ATG ATG

Genoma GMY10 (Chr 1X)

Figura 6 — Estratégia para sobre-expressio da invertase intracelular na
linhagem industrial CAT-1. As setas indicam os inciadores utilizados para
a verificacdo da correta integragio do moédulo gendémico, sendo possivel
amplificar o gene marcador KanMX (magenta e verde) e as copias normal
e modificada (iISUC2) do gene SUC2 (magenta e azul) no cromossoma IX da
levedura.

4.3.3 Modificacdes genéticas na expressio do gene AGT! na linhagem
industrial CAT-1

Para a sobre-expressio do gene AGTI nas linhagens CAT-1
modificadas geneticamente, foram utilizadas trés estratégias diferentes. A
primeira estratégia utilizada para a sobre-expressio do gene AGTI/ na
linhagem industrial foi inserir o promotor constitutivo GPD a montante
do gene AGT! no cromossomo VII da levedura. O mddulo genético foi
construido por amplificacio por PCR a partir do pGRSd-AGT]1 utilizando
os iniciadores GPD-AGTIF e AGT1-389R (Mdédulo 3). Nesta estratégia,
foi gerado um médulo genético que contém uma sequéncia flanqueadora de
55 pb (em azul) de homologia & regido a montante do gene AGTI, e 409
pb que correspondem ao préprio gene AGT!, utilizado como regido longa
de homologia (Figura 8). Os clones transformantes foram verificados por
amplificacio do DNA total utilizando os inciadores V-GPDF (salmao), V-
AGTIFI1 (marrom) e AGT1-IS05TR (laranja), e o resultado das amplificacoes
foi visualizado em gel de agarose 1%.
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Maodulo de delecio da segunda cdpia do gene SUC2
(Médulo 5)

ATG ATG Genoma da linhagem GMY10 (Chr I1X)
Genoma da linhagem GMY0G (Chr IX)
Genoma da linhagem GMY11 (Chr 1X)

Genoma da linhagem GMY08 (Chr 1X)
Genoma da linhagem GMY15 (Chr 1X)

Figura 7 — Estratégia de delecdo do gene SUC2 pela substituicio de 551
nucleotideos da sua sequéncia codificante pelo marcador Ble". A verificacio
da correta integracdo do Moédulo 5 foi realizada por PCR utilizando
iniciadores que anelam no cromossomo IX (V-SUC2F - rosa), a montante
do gene SUC2, e na posicao de 100 pb no gene SUC2 (SUC100R - azul).

Outra estratégia foi amplificar o médulo de sobre-expressdo do gene
AGTI a partir do plasmideo pGRSd-AGT1 utilizando os iniciadores Ty-
pGRSd-F e Ty-pGRSd-R (Tabela 3). Com esta estratégia pretendeu-se a
integrac@o deste médulo em muiltiplas copias nas regides LTR dos elementos
transposons Tyl de leveduras Saccharomyces (figura 9) (GUERRA et al.,
2006). Para a verificacio dos transformantes por amplificacdo do DNA, foram
utilizados os iniciadores V-GPDF (salmao) e AGT1-IS05T-R (laranja) e os
resultados foram visualizados em gel de agarose.

A terceira estratégia utilizada é denominada de Self-Cloning, pois
ndo ¢ utilizado nenhum gene non-Saccharomyces para a transformacfo das
leveduras. Aqui, utilizamos um UGnico evento de recombinacio homdloga
para deletar uma cépia do gene SUC2 com mdédulo de sobre-expressao do
gene AGTI. Neste caso, o proprio gene AGT! € utilizado com marcador
de selegdo, pois somente células que possuem expressdo deste gene serdo
capazes de crescer em meio contendo maltotriose e antimicina A (ALVES et
al., 2008). O médulo de delecio/sobre-expressao foi amplificado por PCR a
partir da linhagem EGYO01 (DUVAL et al., 2010) utilizando os iniciadores ss-
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Madulo de integragio do P~ a montante do gene AGT1
(Médulo 3)

1—# Genoma GMYO06 (Chr Vil)
Genoma GMYO08 (Chr Vil)

Figura 8 — Estratégia de sobre-expressio do gene AGT! no locus AGT1, pela
adi¢ao de um promotor forte e constitutivo (GPD) a montante do gene AGT/.
A verificacdo foi realizada utilizando os iniciadores V-GPDF (salmao), V-
AGTIF1 (marrom) e AGT1-I505RT (laranja).

Médulo de sobre-expresséo do AGT1 em miltiplas copias
(Médulo 4)

---------

= =

Genoma da linhagem GMY11 (Chr VII)

Figura 9 — Estratégia de sobre-expressio do gene AGT/ em muiltiplas copias.
A verificacdo da construgdo foi realizada por PCR utilizando os iniciadores
que anelam na sequéncia do promotor GPD (V-GPDF - salm@o) e no gene
AGTI (AGTI1-I505RT - laranja).

SUCZ2F e V2-SUC2R. Este médulo possui uma regidao de homologia de 342
pb a montante do gene SUC2, incluindo a sequéncia sinal, que permite uma
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integrac@o especifica, uma vez que esta sequéncia jd foi deletada na outra
c6pia do gene SUC2, e 578 pb a jusante do gene SUC2. A verificacdo da
transformagcao foi realizada utilizando os iniciadores V3-SUC2F (magenta) e
AGTI1-R (verde claro) (figura 10).

Genoma da linhagem EGYO01 (Chr IX)
(Médulo 6)

ATG ATG

Genoma da linhagem GMY 16 (Chr IX)

o T KAN' LR @ T—

Figura 10 — Estratégia de substitui¢do do gene SUC2 pelo médulo de sobre-
expressiao do gene AGTI no cromossomo IX da levedura industrial CAT-1,
utilizando um tnico evento de recombinacio homoéloga e sem a utilizacdo de
genes marcadores non-Saccharomyces. A correta substituig@o foi verificada
por PCR utilizando um iniciador que anela na regidio a montante do gene
SUC2 (V3-SUC2F - magenta) e outro que anela no final do gene AGT! (V-
AGTIR - verde claro).

4.3.4 Reacoes de PCR

Todas as metodologias de modificacdes gendmicas em leveduras
utilizadas neste trabalho foram baseadas em PCR. Para a construcio dos
modulos gendmicos areacao foi realizada com uma enzima de alta fidelidade
durante polimerizacdo das fitas de DNA (Phusion High Fidelity DNA
Polymerase, Finnzymes) seguindo as seguintes condi¢des: 50 ng DNA,
tampao 1X, 200 uM de dNTPs, 5 uM de cada iniciador, 1 U da enzima
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Phusion e dgua ultrapura para completar um volume de 50 L. O programa
de PCR utilizado em termociclador Mastercyler Gradient (Eppendorf) era
composto pelos seguintes passos: desnaturacio inicial de 98°C por 30
segundos; seguida de ciclo de 29 vezes com um passo de desnaturacio de
98°C por 5- 10 segundos, anelamento dos iniciadores com temperatura de
69°C por 30 seg e um passo de extensao das fitas de 72°C por 15 - 30 seg/Kb,
além de um passo de extensao final de 72°C por 5 minutos.

Ja, as reacdes de PCR para verificacio dos transformantes, foram
conduzidas com a enzima PAQS500 (Stratagena) de acordo com as
especificacdes: 50 ng de DNA, tampdo 1X, 200 uM de dNTPs, 2,0 mM de
MgCl; , 5 uM de cada iniciador, 2,5 U de PAQ500 DNA polimerase e dgua
ultrapura esterilizada em quantidade suficiente para um volume total de 25
uL. O programa do termociclador continha os seguintes passos: desnaturacio
inicial de 95°C por 5 min; seguida de ciclo de 29 vezes com um passo de
desnaturacdo de 95°C por 1 min, anelamento dos iniciadores com temperatura
de 69°C por 45 seg e um passo de extensao das fitas de 72°C por 60 seg/Kb e
extensdo final de final de 72°C por 5 min.

4.3.5 Eletroforese em gel de agarose

Todos os modulos amplificados por PCR e as verificacdes das
transformacoes foram visualizadas em eletroforese em gel de agarose. Um
volume de 22 uL, (20 uL da reacdo submetida a PCR, misturado com 2
UL de tampdo de corrida 10 vezes concentrado (20% de ficoll 400, 0,1 M
de EDTA, 1,6% de SDS e 0,05% de azul de bromofenol)) foi aplicado em
gel 1% de agarose, contendo 0,5 ug.mL de brometo de etidio em tamp@o
TBE 0,5X (1 mM de EDTA pH = 8,0 e tampao 45 mM Tris-borato). Um
volume de 5 uL, de marcador de peso molecular 1 kb ladder (Fermentas), foi
também aplicado no gel de agarose. O gel foi submetido & eletroforese em
tampdo TBE 0,5X, a 100V por 40 a 60 min. Apés o término do tempo, o
gel foi analisado e fotografado sob luz ultravioleta (MANIATIS; FRITSCH;
SAMBROOK, 1982).

4.4 ENSAIOS DE CULTIVOS CELULARES
4.4.1 Pré-cultivos

Os pré-cultivos das leveduras foram realizados em 4 mL de meio rico
YP acrescidos 20 g L™! de glicose e incubados a 28 °C, por 48 horas a 160
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rpm. Nos ensaios em que as células foram crescidas em frascos Erlenmeyers,
contendo em 1/5 de seu volume meio rico YP, a agitacao foi constante e igual
a 160 rpm, a 28 °C.

Para determinacio da massa seca de leveduras, foi utilizada a
equacdo 4.1. Primeiramente foi medida a densidade dptica da amostra em
comprimento de onda de 570 nm, devendo a leitura da absorbéncia ficar
entre 0,030 a 0,300 OD. Ao valor da absorbincia mensurada, multiplicou-se
o Fator de Conversdo 0,27 para a determina¢do da concentragio celular. Este
valor foi obtido pela razdo entre a massa seca de células e a absorbéncia da
cultura.

Xbiomassa = ABSamostra - D. FC (4.1

Kpiomassa = Concentracio da biomassa celular na amostra expressa em g L~
ABS n0stra = Absorbincia da amostra em 570 nm;

D = Fator de diluicio da amostra;

FC = Fator de conversio da absorbancia para massa seca de leveduras.

4.4.2 Suspensio celular

Para os ensaios de atividade enzimdtica, transporte de substratos e
fermentacdo em batelada simples com frascos agitados foi necessdrio concentrar
as células até 20 g L~!. Para isso, as células foram coletadas no inicio da fase
exponencial, com uma concentragio de 1 - 1,5 g L™!, centrifugadas (6000 rpm, 5
minutos) para a retirada do meio de cultura e lavadas com dgua destilada gelada. O
processo de lavagem foi repetido trés vezes. Levando em consideragio a concentracio
celular na hora da coleta das células e o volume de cultivo, pode-se calcular a
quantidade de dgua necessdria para que a suspensio celular fique numa concentracio
de20g L1

4.4.3 Crescimento celular em frasco agitado

A partir da pré-cultura descrita na secio 4.4.1, foi adicionado 1/100 do volume
de células em relagio ao volume de meio rico YP contendo 20 g L~! de glicose ou
sacarose. As células foram crescidas por 24 horas, sob agitacio constante de 160 rpm,
a 28°C. As amostras foram retiradas em intervalos de tempo no intuito de coletar o
maior niimero de pontos dentro da fase exponencial de crescimento celular. A partir
destas amostras, foi realizada a leitura da absorbancia em 570 nm e aliquotas de 500
uL foram centrifugadas (5.000 g, 4 min), o sobrenadante coletado e estocado a -
20°C (freezer) para posterior andlise de aclcares (sacarose, glicose e frutose) e de
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metabdlitos (etanol e glicerol).
4.4.4 Fermentacio em batelada simples em frascos agitados

Este ensaio teve como finalidade avaliar o comportamento das linhagens
parentais e modificadas em uma situagéio similar ao processo de producio de etanol no
Brasil. Para a realizacio deste ensaio, as linhagens foram pré-crescidas como descrito
na secio 4.4.1 e apos realizada a propagacio celular, onde foi inoculado um volume
de célula 1000X (mil vezes) menor em relacio ao volume de meio rico YP contendo
20 g L~ ! de sacarose. As células foram crescidas até atingir uma concentragiio celular
de aproximadamente 1 - 1,5 g L~! e realizada a suspensio celular (4.4.2). A esta
suspensio, foi adicionado, nas mesmas proporgdes, meio YP duas vezes concentrado
acrescido de 400 g L~ ! sacarose, de forma que a concentragio final atingisse 10 g
L~! de células e 200 g L~! de sacarose. As amostras foram retiradas em intervalos
de tempo pré- determinados. A partir destas amostras, foi realizada a leitura da
absorbinciaem 570 nm e aliquotas de 500 uL foram centrifugadas (5.000 g, 4 min) e 0
sobrenadante coletado e estocado a -20°C (freezer) para posterior andlise de ag¢tlcares
(sacarose, glicose e frutose) e metabdlitos (etanol e glicerol).

4.4.5 Crescimento em microescala

Apods o pré-cultivo (secdo 4.4.1), as células foram diluidas 10X (dez vezes)
em dgua destilada e um volume de 10 pL dessa diluigio foi transferido para cada
poco da placa de ELISA. Em seguida, 90 puL de meio rico (1,1x concentrado) foi
adicionado a cada um dos 96 pogos e a placa foi incubadas a 28°C e 161 rpm em
um leitor para placas (Tecan, Infinit ProM200, Grédig, Salzburg, Austria). Os meios
utilizados ficaram com a concentraciio final de sacarose ajusta para 20 g L=' ¢ 200 g
L~!'. A variagdo da densidade Gptica (570 nm) foi medida a cada quinze minutos e
para calcular o valor final do crescimento celular, foi subtraida a absorbancia do meio
com fonte de carbono do sem a fonte de carbono.

4.4.6 Retirada dos marcadores KanMX e Ble"

Primeiramente, as células de leveduras que continham os genes marcadores
de selecio KanMX e Ble” flanqueados por sequéncias loxP, foram transformadas
com os plasmideos pSH65 e pSHKAN, que contém a enzima cre-recombinase sob
o controle do promotor GAL. Apds a transformacio e selecdo dos clones, as cepas
foram pré-crescidas (4.4.1) em meio rico YP suplementado com 20 g L~! de rafinose
e incubadas a 28°C até o inicio da fase exponencial de crescimento. Em seguida as
células pré-crescidas em rafinose, foram inoculadas com uma OD de 0.4 em meio
rico YP contendo 20 g L~! de galactose e incubadas a 28°C com agitagdo por quatro
horas. Apds foram realizadas diluicdes seriadas e as células plaqueadas em meio



YPD-agar, de forma que cada placa apresentou, em média, 100 a 150 coldnias. As
placas foram colocadas em estufa a 28°C por 48 horas. Ap6s realizou-se um replica-
plate (LEDERBERG; LEDERBERG, 1952) em meio rico YPD-agar acrescido de
geneticina (G418) ou zeocina e as placas foram novamente incubadas em estufa
a 28°C por 48 horas. Para avaliacio dos resultados, foi observada a auséncia no
crescimento de coldnias nas placas com o meio seletivo em relagéio as placas com meio
rico, indicando que, provavelmente nestas células o marcador dominante foiremovido.
A excisdo do gene KanMX foi confirmada por PCR utilizando os iniciadores V3-
SUC2F, V-KAN'R e SUC100-R, enquanto que a excisao do gene Ble" foi confirmada
utilizando os iniciadores V-SUC2F e SUC100-R.

Para a retirada dos plasmideos pSH65 ou pSHKAN, as células foram
inoculadas em 3 mL de meio rico YPS, incubadas a 28°C com agitacdo por 12
horas. Passadas as 12 horas de crescimento, as células foram novamente inoculadas
em 3 mL de meio rico YPS, em repiques sucessivos por 5 dias. Apds esse
periodo as células foram plaqueadas no meio YPS-agar contendo antimicina A
e posteriormente realizado um replica-plate em meio seletivo YPS-agar contendo
geneticina ou zeocina. As células que nio cresceram em meio seletivo e cresceram
nas placas com meio rico perderam o plasmideo.

4.5 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

As determinacdes de sacarose, glicose, frutose, glicerol e etanol foram
realizadas por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC, Jasco X-LC), com
detector de refracdo index (RI 2031 plus, Jasco) e coluna para dcidos organicos
(HyperREZ XP Organic Acid Column, Thermo Scientific). A fase movel utilizada
foi 5 mM de dcido sulfiifico, a 20 °C, com taxa de fluxo de 0,3 mL /min.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE INVERTASE

Este método baseia-se na quantificacio da glicose liberada apds a hidrélise
da invertase sobre o substrato sacarose. Todos os ensaios enzimadticos foram
determinados em triplicata e os controles negativos (usando células fervidas a 100°C
durante 5 min) em duplicata. Geralmente os resultados obtidos diferiam em menos de
10%.

4.6.1 Atividade da invertase extracelular

A atividade da invertase extracelular foi determinada utilizando-se células
integras conforme descrito por Silveira, Carvajal e Bon (1996). Para isso, 100 puL de
solucdo tampdo 150 mM Tris-succinato pH 5.0, contendo 150 mM NaF (fluoreto de
sodio), foi misturado com 100 pL de células e incubado em banho-maria a 30°C por
30 min. Posteriormente, foi adicionado 100 pL de 300 mM sacarose e incubado nas
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mesmas condi¢des por mais 5 min. A seguir, as amostras foram fervidas a 100°C, por
5 mine a glicose formada foi determinada no sobrenadante através de kits enziméticos
comerciais utilizados conforme descricao dos fabricantes. A atividade da invertase
extracelular foi expressa em nmoles de glicose produzida por mg=—! de células (peso

seco) por min~ !

4.6.2 Atividade da invertase total

A atividade de invertase total foi determinada utilizando-se células
permeabilizada (STAMBUK et al., 1999). Para isso, 100 yL de células foram
centrifugadas (3.000 g, 1 min) e posteriormente misturadas com 200 pL de tampio
50 mM Mops-NaOH (4cido 3-(N-morfolino) propanosul fonico), pH 6,8 (tampio A),
contendo 20% glicerol, 0,5 mM EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) e 0,5 mM
DTT (Dithiothreitol). A seguir foram adicionados 12 gyl de uma mistura contendo
tolueno, etanol e 10% Triton X-100 em dgua, na propor¢io 1:4:1 (v/v/v). As amostras
foram homogeneizadas durante 1 min, centrifugadas (3.000 g, 1 min) e o sobrenadante
desprezado. Posteriormente, as células foram lavadas com 1,5 mL do tampdo A e
ressuspenssas em 1 mlL do mesmo tampao. Aliquotas de 50 gL dessa suspensio
foram misturadas com 50 gL de 200 mM sacarose, incubadas durante 5 mina 30°Ce
fervidas a 100°C durante 5 min. Apds centrifugacio (3.000 g, 1 min), a atividade da
invertase total (producio de glicose) foi determinada como descrito acima e expressa

em nmoles de glicose produzida por mg~! de células (peso seco) por min~'.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE TRANSPORTE DE PNFoG

O principio do método baseia-se na utilizacio do p-nifrofenil-a-D-
glucopiranosideo, substrato sintético estruturalmente anilogo a maltose, para avaliar
a capacidade das leveduras em transportar aglicares. Em S. cerevisiae, esse substrato
€ transportado com alta afinidade pelo transportador Agtlp, e a seguir € hidrolisado
por o-glicosidases. A liberacio do p-nitrofenol, composto quimico de cor amarela,
permite estimar a atividade de transporte, através da intensidade de cor medida em
espectrofotdmetro. A atividade de transporte nas linhagens analisadas foi realizado
utilizando células intactas conforme o método colorimétrico proposto por Hollatz
e Stambuk (2001). Partindo de suspensdes celulares (secio 4.4.2), 100 uL foram
transferidos para 02 tubos e fervidos a 100°C, a fim de preparar os controles negativos.
Outros 100 pL foram adicionados juntamente com 100 ulL de pNFaG durante
5 ou 10 min a temperatura ambiente, dependendo se a linhagem possui ou nio,
respectivamente, a permease Agtlp no genoma. As reacdes foram interrompidas
através da adicdo de 1 mL de 2 M de bicarbonato de sédio. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 3 min e o p-nitrofenol liberado foi medido por
absorbinciaa 400 nm (A £ = 14,8 mM~! . cm™!, no pH > 9,0) utilizando 800 gL do
sobrenadante. Todas as andlises foram feitas em triplicatas e os controles negativos
com células fervidas, em duplicata. As atividades de transporte foram expressas em



62

nmoles de p-nitrofenol liberado por mg ! de células (massa seca) por min—!.

4.8 DETERMINACAO DOS PARAMETRO FISIOLOGICOS DAS
LEVEDURAS

Os parimetros cinéticos das linhagens foram calculados durante a fase
de crescimento exponencial, conforme descrito por (SCHMIDELL et al., 2001).
Primeiramente, a fase exponencial de crescimento das linhagens foi identificada
através segmento linear obtido pelo grifico logaritmo natural da biomassa (In X) em
funcdo do tempo (h). Apods a definicio do segmento linear correspondente a fase
exponencial, determinou-se o valor da velocidade maxima de crescimento na fase
exponencial (x) através do coeficiente angular da equacio da reta deste segmento,
utilizando quatro (04) amostras coletadas durante a fase exponencial. Os valores de
ux foram expressos em h=1,

Os fatores de conversdo de substrato 4 biomassa correspondente a fase
exponencial de crescimento (Yy I.-_gE”’) foram determinados plotando-se um gréfico da
concentracdo de biomassa ([X]) em funcio da concentragio de substrato consumido
([Substrato]), ou seja, ([X] vs. [Substrato]), das amostras coletadas durante o periodo
da fase exponencial. Assim, o modulo dos coeficientes angulares das regressdes
lineares revelaram o Yxx.-SE-‘?’, que foi expresso em g biomassa.g substrato~!.
Considerando que a velocidade especifica de consumo de substrato (fg) ¢ maxima
e constante durante a fase exponencial de crescimento, a determinacio do valor de

UsEP foi realizada a partir da equagio 4.2, sendo os valores expressos em h !
Exp M«
A YE.{';} (4.2)
X/8

De uma forma semelhante, para a obtencio do fator de conversio de
substrato a produto (etanol) (pr.-SE"?’) durante a fase exponencial de crescimento,
foram tragados graficos da concentragio de produto (etanol) ([produto]) em funcgio
da concentracio de substrato utilizado pela célula ([Substrato]), ou seja, ([P] vs.
[Substrato]). Assim, o mddulo dos coeficientes angulares das regressoes lineares
revelaram o pr.-_gE"'f’, que foi expresso em g etanol.g substrato—!. Assumindo que
a velocidade especifica de producio de etanol ((P) € maxima e constante durante a
fase exponencial de crescimento, a determinagdo do valor de uPE*? foi realizada a
partir da equacdo 4.3, sendo os valores expressos em h— .

= g “.3)
P/S

No caso dos ensaios de fermentacio, foram calculados os fatores de conversao
substrato a biomassa global (Yy ;s%P!), sendo X correspondente a concentragio
final de biomassa e S a concentracio final de substrato. O fator de conversio de
substrato a produto global (Yp g Globaly também foi calculado, resultado da razio entre
os valores de concentracio maxima de etanol produzido e de substrato consumido,
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quando a concentracio maxima de etanol foi atingida (equacio 4.4). A produtividade
em produto (PP) e em biomassa (PX) também foram calculados para os ensaios
fermentativos. Estes parimetros foram calculados pelas equacdes 4.5 e 4.6, ou seja,
razio entre os valores da concentragio maxima de etanol ou biomassa produzidos pelo
tempo necessario a obtencio desta concentragido. Os valores foram expressos em g.
(L.h™ 1.

Global [Etanol]
YeIs™ = TSubstrata] 4.4
P/S [Substrato 4.4)
pp = Dyinat = Punicial “5)
T{’H’Ip()r{,”;
px — inal ~ Xinicial @)

T{’H’I[}()Tm“;

4.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DURANTE FERMENTACOES
POR PCR EM TEMPO REAL

A andlise da expressio dos genes AGT! e SUC2, durante fermentacio
em batelada contendo altas concentracdes de sacarose, foi realizado coletando-se
amostras de células nos tempos zero, cinco e dez horas apds o incio da fermentacio.
As células coletadas foram separadas por centrifugacio (7.000 g, 4 min) e em seguida,
realizada a extragdo do RNA total utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo
com as instrugoes do fabricante. Em seguida, 0,5 pg de RNA total foram utilizados
para a sintese de cDNA com o QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen),
conforme descrito pelo fabricante. Para realizacdo da PCR em tempo real, foi utilizado
0 QuantiFast Sybr Green PCR Kit (Qiagen). As reacdes de 20 puL continham 10 uL
de SYBR Green qPCR Mix 1x e o volume restante foi dividido entre o volume de
cDNA para cada amostra e iniciadores. Os oligonucleotideos especificos para cada
gene utilizados nessas reacoes estao descritos na Tabela 2.

Para a reacdo de amplificacio, a concentragcdo de oligonucleotideo utilizada
foi 0,3 uM. Também foram calculadas as eficiéncias de amplificacio dos pares de
oligonucleotideos através da amplificacdo de uma curva padrio de cDNA com cinco
pontos (400 ng; 200 ng; 100 ng; 50 ng e 25 ng) para cada par de oligonucleotideo.
Apos, a concentracio de cDNA estipulada para as reacoes foi de 100 ng.

As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento Rotor-
Gene Q (Qiagen), e a ciclagem ocorreu em duas etapas: 40 ciclos de 5 segundos de
desnaturagiio 2 95°C e 10 segundos de anelamento dos iniciadores e extensdo. Ao final
da Gltima etapa de cada ciclo ocorreu a aquisi¢do de fluorescénia. Os dados gerados a
partir destas reacdes foram analisados a partir do software préprio do equipamento.
Em cada ensaio, foi gerada uma curva de dissociagdo (ou curva de melting) para
confirmar a amplificacao de apenas um produto.

Para andlise da expressio relativa, foram subtraidos dos valores de Cts (Tempo
Ciclagem) do gene de interesse dos valores de Cts do gene constitutivo de cada



amostra. Desse valor gerado, foi subtraido o valor médio do controle para cada
amostra, incluindo o préprio controle. Finalmente, cada valor gerado serviu como um
expoente negativo de base 2. A férmula do método comparativo AACT, 2724CT | fo
proposta por SCHMITTGEN e LIVAK (2008), e foi utilizada para realizar os cdlculos
da expressio relativa neste trabalho (Equacio 4.7).

. y y rest . . ont rol
AACT = (C Talve — C{c'mi.\'rir‘uriw:) e — (C Talvo — C Teonstitutivo }uu rore (47)

O gene normalizador utilizado em nossas reacdes foi o ACT, responsdvel
pela sintese de f-actina e expresso constitutivamente em leveduras S. cerevisiae. J4
a expressdo dos genes SUC2 e AGT/ na linhagem industrial CAT-1 foram utilizados
como calibrador para o cilculo da expressio relativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MODIFICACOES GENOMICAS EM LEVEDURA INDUSTRIAL
DIPLOIDE DE S. CEREVISIAE

A levedura industrial CAT-1 utilizada neste trabalho foi isolada de dornas
de fermentacio de dlcool combustivel em 1998/1999, e apresenta uma notdvel
capacidade de produzir etanol a partir de cana-de-agiicar. Além de dominar o processo
industrial com boa viabilidade e competir com linhagens selvagens, € uma das cepas
de leveduras mais utilizadas para comecar as fermentacdes nas usinas de dlcool
combustivel no Brasil (BASSO et al., 2008).

Como ji discutido anteriormente, existem duas vias de metabolizacio da
sacarose em S. cerevisiae: (1) hidrélise extracelular da sacarose, que ¢ dependente
da expressdo dos genes SUC; e, (2) transporte ativo do aclicar através da membrana
e hidrélise intracelular do dissacarideo (pela invertase intracelular ou maltase),
sendo por esse motivo, dependente também da expressdo dos genes AGT] e MAL
para ser funcional. Sabe-se que para as células de levedura serem capazes de
transportar a sacarose ¢ necessario crescé-las previamente em maltose, para ocorrer
indugiio da expressio dos genes MAL; ou entio, a levedura deve apresentar gendtipo
MAL constitutivo (MALc) (BADOTTI; BATISTA; STAMBUK, 2005; BADOTTI
et al., 2008; BATISTA; MILETTIL; STAMBUK, 2004), que permitird as células
expressar os genes MAL independentemente da presenca de indutor (maltose) no meio
(NEEDLEMAN, 1991; NOVAK; ZECHNER-KRPAN; MARIE, 2004). No caso de
linhagens industrias, selecionadas em ambientes com uma pressio seletiva elevada,
como dornas de fermentacdo alcodlica, as leveduras possuem um metabolismo
induzivel de acordo com o meio onde estao crescendo (DAR[O, 2007). Naturalmente
estas leveduras foram selecionadas por se desenvolverem com alta viabilidade em
ambientes ricos em sacarose, glicose e frutose, condi¢do em que ocorre repressio dos
genes responsdveis pelo transporte ativo da sacarose, AGT1 e MALT.

Com o objetivo de modificar a via de metabolizacio da sacarose pela linhagem
industrial diploide CAT-1, foi necessdrio, além de redirecionar a localizagio da
invertase nas células (sobre-expressio da isoforma intracelular desta enzima e delecio
da outra cépia do gene SUC2), realizar a sobre-expressio do gene AGT/. Uma vez
que leveduras industriais nido apresentam marcas auxotrficas em seu genoma, foi
necessdrio a utilizacdo de marcadores dominantes codificados pelos genes KanMX
(resisténcia a G418) e Ble” (resisténcia a zeocina) para a selecdo dos clones com as
modificagdes genéticas.

5.1.1 Construciio do médulo iSUC2 contendo o gene marcador KanMX

Primeiramente substituiu-se o gene marcador TRPI pelo gene KanMX
na linhagem de laboratério BSY21-34B, que possui o locus SUC2 previamente
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modificado com a insergéio do gene TRP! e do promotor forte Pappy entre a sequéncia
sinal (os primeiros 60 nucleotideos) do gene SUC2, e a sequéncia que codifica a
invertase intracelular, gerando linhagens de laboratério iSUC2 (BASSO et al., 2011;
ESPIRITO-SANTO, 2012; DARIO, 2011). O médulo de substitui¢io do TRPI pelo
KanMX (Médulo 1 - Figura 5) foi amplificado a partir do plasmideo pUG6, e continha
além do gene KanMX flanqueado por regides loxP, sequéncias nas suas extremidades
com 40 pb que apresentavam homologia a regido -40 a +1 do gene SUC2 e homologia
ao inicio da sequéncia de nucleotideos do promotor ADHI. Os transformantes foram
selecionados em placas de Petri contendo meio YPD suplementado com geneticina,
e seu DNA foi amplificado para verificacdo da correta integracio do Mddulo 1.
Utilizando os iniciadores V-SUC2F e V-TRP1-40F foi possivel amplificar uma banda
de ~1229 pb, referente a presenca do gene marcador TRPI no cromossomo 1X da
linhagens de laboratério (BSY21-2B; BSY21-15B e BSY21-34B), enquanto que nas
linhagens transformantes essa banda nio foi visualizada (Figura A-24). Ja com o outro
par de inciadores utilizados (V-SUC2F e V-KANrR), foi visualizada amplificacao de
uma banda de ~ 1298 pb, referente a presenca do gene KanMX no cromosso IX das
linhagens modificadas, enquanto que nas parentais nio foi visualizado amplificagio
(Figura A-24). Os géis de confirmacio das transformacdes, estio disponiveis para
conferéncia no Apéndice deste trabalho.

5.1.2 Sobre-expressiao do gene iSUC2 na linhagem industrial CAT-1

Apos as verificagdes, a linhagem modificada escolhida para dar sequéncia aos
experimentos foi a BSY21-34B-3 e seu DNA foi utilizado para amplificar o médulo
de sobre-expressio do gene iSUC2 (Mdédulo 2 - Figura 6) utilizado na transformacio
de linhagens industriais. Este, era composto pelas sequéncias loxP-KanMX-loxP
Papp1::iSUC2, e nas suas extremidades continha regides longas de homologia com
635 pb e 459 pb, a montante e a jusante do gene SUC2, respectivamente. Utilizando
esta estratégia, foi possivel remover a sequéncia de 60 pb correspondente a sequéncia
sinal da invertase, forcando a mesma a permanecer o citosol da célula e sob o controle
de um promotor forte e constitutivo (P41 ). Utilizando os iniciadores V3-SUC2F e
SUCI100R, foi possivel amplificar uma combinacio de bandas visualizadas em gel de
agarose, que permitiu a confirmacgio da integracdo do Mddulo 2 no cromossomo [X
da linhagem industrial CAT-1. Como controle positivo da reacdo de PCR, foi utilizado
0 DNA da linhagem BSY21-15B1 (igual ao BSY21-34B3), e foi obtida amplificacio
de uma banda de ~3274 pb, referente ao marcador KanMX e Papg::iSUC2, mesma
banda visualizada para o clone transformante que foi denominado de GYM10 (Genetic
Modified Yeast). Esse resultado confirma a integracio do Mdédulo 2 no locus proposto.
Entretanto, para a linhagem GMY 10 ainda foi observado, em gel de agarose, uma
banda de ~774 pb correspondente a copia do gene SUC2 nio modificada, mesmo
tamanho de banda observado quando utilizado o DNA da linhagem parental CAT-
I, que ndo possui modificagdes gendémicas (Figura 11). A partir deste resultado,
percebeu-se a necessidade de posterior deleciio da outra cépia do gene SUC2.
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Figura 11 — Verificacio em gel de agarose da integracdo do médulo de sobre-
expressio do gene iSUC2. Linha 1 - BSY21-15B1; Linha 2 - CAT-1; Linha
3 - GMY10 (linha 3) e Linha 4 - maracdor de peso molecular (M). Foram
utilizados os iniciadores V3-SUC2F (magenta) e SUC100R (azul). No lado
esquerdo da figura pode ser visualizado a nova configuracio dos loci SUC2
na linhagem industrial modificada GMY 10.

5.1.3 Sobre-expressio do gene AGT!

As linhagens que apresentam a sobre-expressio do gene AGTI, foram
modificadas por estratégias diferentes. O plasmideo pGRSd-AGT1 foi utilizado
como DNA molde para amplificagcio do Mddulo 3 (Pgpp::AGTI1) e do Mdédulo 4
(Pgpp::AGTI1:Tpgg). Na primeira estratégia, foi realizada a inser¢do do promotor
GPD logo a montante do gene AGT/ presente no cromossomo VII da levedura,
de modo que a expressdo deste gene fique sobre o controle do promotor forte e
constitutivo (Pgpp) (Mddulo 3 - Figura 9). O Médulo 3 continha o promotor GPD
flanqueado por uma sequéncia de homologia de 55 pb a regido promotora (-279 pb
do inicio do gene) e uma regido de correspondente aos 409 nucleotideos iniciais do
proprio gene AGTI. Nesta estratégia ndo foi utilizado gene marcador de selecio,
pois o préprio gene AGT/ atua como marcador da transformacio. Os clones foram
selecionados em placas de Petri contendo meio rico YP suplementado com maltotriose
e antimicina A, e o DNA dos transformantes foi amplificado por PCR utilizando os
inciadores V-GPDF (salméo), V-AGT1F1 (marrom) e AGT1-I505TR (laranja). Apods
a corrida em gel de agarose, foi possivel confirmar a integracio do Mddulo 3 pela
amplificacdo de uma banda de ~1944 pb, utilizando os iniciadores V-GPDF e AGT 1-
I505TR, referente a presenca do promotor GPD frente ao gene AGT1, na linhagem
modificada denominada de GMY06, e como esperado, na linhagem parental CAT-
1 (que ndo possui modificacdes gendémicas) esta banda ndo foi visualizada. Para
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confirmar se o médulo se integrou em uma ou duas cédpias do gene AGT/, uma
outra reagio de PCR foi realizada com os iniciadores V-AGT1Fl e AGT1-I505TR. A
sequéncia de anelamento do iniciador V-AGT1F1 foi removida durante a inser¢iio do
promotor GPD no locus AGT I, entretanto quando utilizado este iniciador, € observada
a amplificacdo de uma banda na linhagem modificada GMY06, de mesmo tamanho
(~1583 pb) ao visualizada na linhagem parental CAT-1, referente ao locus AGT]
normal sem modificagdes. Este resultado indica que a integragio do Mdédulo 3 ocorreu
em uma (nica cépia do gene AGT/ na linhagem modificada GMY06 (Figura 12).

~1944p
—
i i
1 Bl
.......... 5 - ¢ S— N—
» Genoma GMYDE (Chr VII)
A — Genoma GMYO08 (Chr VII)
1 ~1683ph !
| =
.......... m
I I Genoma CAT-1 (Chr VII)
-
—
~1583ph

Figura 12 — Verificacdo em gel de agarose da integracdo do promotor GPD
no locus AGTI!. No lado esquerdo do gel estd demonstrada a reacdo de
PCR utilizando os iniciadores V-GPDF (salmao)/AGT1-IS05TR (laranja) e
os DNAs da linhagem CAT-1 (linha 1) e GMY06 (linha 2). No centro é
observado o marcador de peso molecular (M). No lado direito do marcador
de peso molecular o resultado das amplificacoes utilizando os iniciadores V-
AGTIF (marrom)/AGT1-IS05TR (laranja) e os DNAs da linhagem CAT-1
(linha 4) e GM Y06 (linha 5).

Numa segunda estratégia utilizada para a sobre-expressio do gene AGTI, o
Médulo 4 foi integrado nas regides LTR dos elementos Tyv/ na levedura S. cerevisiae,
levando a integracio em provavelmente muiltiplas copias (Figura 9). O Mdédulo 4 era
composto por sequéncias flanqueadoras de 42 pb de homologia as regides LTR dos
genes Tv/. Embora ndo saibamos quantos genes 7y/ existem no genoma da linhagem
industrial CAT-1, na linhagem de referéncia S288C, este gene aparece cerca de 32
vezes no seu genoma (GOFFEAU et al., 1996). A selecdo dos clones transformantes
foi realizada em placas de Petri contendo maltotriose mais antimicina A, e o DNA
das linhagens transformantes foi amplificado com os inciadores V-GPDF (salmio)
e AGTI-I505TR (laranja). Como resultado, foi visualizada em gel de agarose, a
amplificacdo de uma banda de ~ 1583 pb correspondente a amplificacio da sequéncia
Pgpp:AGTI, nao encontrada no genoma da linhagem parental CAT-1 (Figura A-25).
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5.1.4 Deleciio da segunda cépia do gene SUC2 em linhagens industriais
iSUC2

O Mddulo 5 (Figura 7), utilizado para deletar a segunda cépia do gene SUC2,
foi amplificado a partir do plasmideo pUG66, e continha o gene marcador Ble',
flanqueado por sequéncias loxP e regides de homologia com 60 pb correspondentes
a sequéncia sinal e a posicio 551 nucleotideos do gene SUC2, respectivamente.
Apesar do gene SUC2 nao ter sido completamente removido do genoma das leveduras,
restando cerca de 1040 pb ndo modificados, esta estratégia impediu a sintese da
invertase periplasmadtica nas linhagens modificadas (vide Tabela 4 abaixo). A
selecio dos clones transformantes foi realizada meio rico YP contendo glicose
(pH 9.0), suplementado com zeocina. O DNA total dos clones transformantes foi
utilizado em reacdes de PCR para confirmacio da correta integracio do Modulo
5, utilizando os inciadores V-SUC2F (rosa) e SUCI00R (azul claro), e as bandas
amplificadas foram visualizadas em gel de agarose (Figura A-26). As linhagens
obtidas, GMYO08 (derivada da GMY06) e GMY 15 (originada a partir da GMY11),
apresentaram auséncia de amplificacdo referente a cdpia ndo modificada do gene
SUC2 e apresentaram uma amplificacdo de ~2700 pb, referente a copia iSUC2.

A ultima estratégia utilizada para sobre-expressar o gene AGT/ e deletar a
coOpia normal do gene SUC2 (em linhagens iSUC2), ndo necessita a utilizagio de
marcadores dominantes non-Saccharomyces para a selecdo dos transformantes, e
ocorre em um Gnico evento de recombinacio homodloga. O Mddulo 6 (Figura 10),
amplificado do genoma da linhagem de laboratério EGY01 (DUVAL, 2010), estava
flanqueado por duas regides longas de homologia ao locus SUC2, no cromossomo
IX. Na posi¢do 5° o mddulo era composto por uma sequéncia de 342 nucleotideos
correspondentes ao inicio do gene SUC2, incluindo a sua sequéncia sinal, enquanto
que na regido 3" do mddulo a sequéncia de homologia possuia 578 pb, sendo 124
nucleotideos do final do gene SUC2 e os demais homdlogos a regido a jusante deste
gene. Os clones foram selecionados em placas de Petri, contendo meio rico YP
suplementado com maltotriose e antimicina A. A verificacdo da correta integragio
do Mdédulo 6, deletando o gene SUC2, e gerando a linhagem GMY16, € visualizada
na Figura A-27. Para tal, foram utilizados os inciadores V3-SUC2 (magenta) e V-
AGTIR (verde claro), gerando uma amplificacio de ~3753 pb correspondente a
presenca do gene AGTI no cromossomo IX da linhagem modificada, banda essa, nio
visualizada em gel de agarose para a linhagem parental GM Y 10, confirmando assim, a
integracdo do modulo de sobre-expressio do gene AGT! no locus SUC2 (suc2::AGTT)
do cromossomo IX.

5.2 ATIVIDADE INVERTASE E TRANSPORTE ATIVO DE SACAROSE
NAS LINHAGENS MODIFICADAS

Afim de verificar se as modificagdes gendmicas realizadas no cromossomo
IX no locus SUC2, e no cromossomo VII no locus AGTI, apresentaram os efeitos



70

fenotipicos esperados, foi realizada a dosagem da atividade da enzima invertase frente
ao substrato sacarose, e a atividade de transporte da permease Agtlp nas linhagens
modificadas (Tabela 4).

As determinacdes de atividade invertase confirmaram os fendtipos esperados
para as modificagdes genéticas introduzidas no locus SUC2, apds crescimento das
linhagens em sacarose. Na linhagem industrial CAT-1, observou-se que, praticamente
80% da atividade invertase corresponde a forma extracelular e apenas 20% a forma
intracelular da enzima (Tabela 4). Esse resultado da distribuicio da atividade invertase
nas células é semelhante ao observado por Dério (2007), DARIO (2011) apds analise
de linhagens industriais utilizadas na producdo industrial de etanol combustivel,
cultivadas em sacarose. Com a sobre-expressao do gene iSUC2 na linhagem GMY10,
podemos observar um realocamento da atividade invertase nas células de leveduras,
onde agora, 93% da atividade dosada corresponde a forma intracelular da enzima,
enquanto que, somente 7% da atividade invertase é periplasmdtica. Apesar do
aumento da atividade da isoforma intracelular da invertase na linhagem GMY10,
esta apresenta ainda quantidades significativas de atividade periplasmadtica da enzima,
codificada pela cépia normal do gene SUC2 encontrado em um dos cromossomos
IX presentes no genoma diploide das leveduras, caracteristica observada também nas
linhagens modificadas GMY06 e GMY11 (Tabela 4).

Podemos observar uma aparente atividade invertase periplasmadtica
apresentada pelas linhagens iSUC2/suc2 GMY08, GMY15 e GMY16 (Tabela
4). Entretanto, cabe salientar que a técnica utilizada para estimar a atividade dessa
hidrolase apresenta limitagdes como qualquer outro procedimento experimental. Em
uma das etapas do ensaio de determinacido de atividade invertase extracelular foi
utilizado um inibidor da enolase, o fluoreto de sédio (NaF), para evitar que a glicose
(e frutose) formada a partir da hidrélise da sacarose fosse metabolizada através da
glicdlise. A enolase é uma das enzimas da via glicolitica e tem a funcio de desidratar
o 2-fosfoglicerato, para formar fosfoenolpiruvato. A enolase depende de magnésio
(Mg?*t) para sua atividade, pois esse fon atua como co-fator da enzima. Assim,
quando as células foram tratadas com fluoreto de sédio, ocorreu a interagio do ifon
magnésio com o ion fldor (F7), resultando na inibigio da atividade da enzima por
falta de co-fator. Com a via glicolitica parada, mas com a atividade de transporte
ativo da sacarose funcionando, acredita-se que a sacarose € rapidamente transportada
e hidrolisada pela invertase no citosol da célula. Os mondémeros formados, que nio
podem ser metabolizados pela via glicolitica, extravasam da célula pelo transporte
de difusdo facilitada mediado pelos transportadores Hxtp, que permitem o fluxo dos
aclicares nos dois sentidos (BOLES; HOLLENBERG, 1997; JANSEN; WINDE;
PRONK, 2002). Em eletroforese com gel de poliacrilamida nio desnaturante, que
permite a diferenciacio entre a forma periplasmatica (270 kDa) e a forma intracelular
da invertase (~135 kDa) foi possivel confirmar que a forma periplasmatica da enzima
nio € mais expressa nas linhagens GMY08 e GMY15, aparecendo no gel somente a
forma ndo-glicosilada de baixo peso molecular da invertase intracelular (dados nio
mostrados).

Para avaliar a funcionalidade, nas linhagens analisadas, da permease
responsdvel pelo transporte ativo de alta afinidade de sacarose (Agtlp), as células
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Tabela 4 — Dosagem da atividade invertase total e periplasmatica, e transporte
de pNPaG pela permease AGTI, em linhagens industriais de S. cerevisiae
modificadas crescidas em sacarose.

Atividade Invertase (nmolesmg ' min~!)  Transporte de pNPaG

Linhagens Total Periplasmatica (nmoles mg ! min—')
CAT-1 330+ 6 260 + 8 0.0

GMY10 1941 + 40 142 £ 7 0.0

GMY06 ND“ ND“ 23+£0,1
GMY11 3147 £ 62 253+ 1 3.0£02
GMYO0S8 2223 £ 45 56+ 2 45+03
GMY15 4300 £ 50 80+ 3 3,1 £0,1
GMY16 1687 + 32 76+ 3 3.0£0,1

“ Nio determinada.

foram crescidas em sacarose, e posteriormente, foi utilizado o substrato sintético p-
nitrofenil-a-D-glicosideo (pNPaG). Segundo descrito por Hollatz e Stambuk (2001),
esse composto somente é transportado pelas células que apresentam expressio da
permease Agtlp. O pNPaG ¢€ transportado através da membrana celular de §.
cerevisiae com alta afinidade pela permease Agtlp (Km ~ 3 mM), e apds sofrer
hidrélise pela maltase o grupamento quimico p-nitrofenol é formado, o qual é
quantificado para estimar a atividade de transporte. Os dados da Tabela 4, indicam
que as linhagens CAT-1 e GMY 10 nio possuem atividade de transporte de pNPaG.
Este resultado ji era esperado, pois ja foi descrito que a linhagem industrial CAT-1
aparentemente nio possui o gene AGT1 funcional no seu genoma (DUVAL et al.,
2010), enquanto que a linhagem GMY10 (derivada da CAT-1) s6 foi modificada no
locus SUC2. Ja nas linhagens modificadas para a sobre-expressao do gene AGTI]
(GMY06, GMY11, GMY08, GMY15 e GMY16) podemos notar uma significante
atividade de transporte do substrato sintético pNPaG, além de um incremento
na atividade invertase intracelular, provavelmente por uma maior disponibilidade
de glicose intracelular, uma vez que o gene iSUC2 estd sob o controle de um
promotor induzivel por glicose (Pypg). As diferentes estratégias de modificacdes
gendmicas empregadas para sobre-expressio do gene AGT/ resultaram em atividades
de transporte de pNPoG diferenciadas, sendo a maior atividade medida para a
linhagem GMYOS8 (Tabela 4). As reais implicacdes dessa diferenca observada na
atividade da permease Agtlp s6 poderio ser realmente mensuradas em ensaios
de crescimento celular e fermentagdes. Resultados semelhantes foram obtidos em
nosso grupo de pesquisa, aplicando técnicas de modificagbes gendmicas semelhantes,
porém utilizando leveduras de laboratério haploides e diploides (DARIO, 2011;
ESPIRITO-SANTO, 2012). A magnitude da diferenca observada nos resultados
de transporte de pNPoG observados nos trabalhos citados acima, estd relacionada
com a capacidade da levedura em expressar os genes MAL (constitutivamente ou
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Tabela 5 — Determinacio da atividade da enzima ot-glicosidase (maltase) em
leveduras industrias crescidas em diferentes acticares e frente a diferentes
substratos em pH 7,0.

Atividade o-glicosidase (nmoles mg~' min—!)

Meios YPS YPM YPD

Substrate  Sacarose Maltose PNP ol Sacarose Maltose NP Saca rose Maltoze pPNPxi:
Linhagens

CAT-1 444 =20 522 13£2 620222 717233 1003 = 17 135£3 1=0 on
GMYI0 4355 =22 522 23+3 TWEW 6M=TR 938 = 19 4610 = 41 131 19+ 4
GMY0G NI NDH 70 NI NI 1243 £ 25 NDH NI 29+ |
GMYIL 4213 =12 522 3zl 4101 =TT 4RT£32 693 =20 WIL£50 00 ENES
GMY0S 3917 £33 B9 et NI NI NDH NDH NI NI
GMY1S 4905 £ 21 924 222 NI NI NDH NDH NI NI

@ Nio determinada.

de forma induzivel) durante a fase exponencial de crescimento. A coloracio obtida
durante o ensaio de atividade da permease Agtlp € definida a partir do produto (p-
nitrofenol) liberado apés a hidrélise do pNPaG pela enzima a-glicosidase no citosol
da célula, posterior ao transporte do mesmo pelo transportador Agtlp. Sendo assim,
este experimento depende diretamente da atividade enzimdtica das oglicosidases nas
células de leveduras, uma vez que, a auséncia desta atividade de hidrélise pode
subestimar ou mesmo impedir a determinacdo do transporte de pNPaG, lembrando
que nos ensaios de transporte de pPNPaG as células de leveduras sdo crescidas em
sacarose. Observando os resultados apresentados na Tabela 5, podemos observar que
nas linhagens industriais crescidas em sacarose, a atividade de hidrélise do pNPaG
¢ muito baixa, com uma atividade méxima de 33 nmoles mg—' min—!, quando
comparadas com as atividades de no minimo 100 nmoles mg ! min~! mensuradas
por DARIO (2011), ESPIRITO-SANTO (2012) nas leveduras de laboratério (MAL®
constitutivas).

Ja é conhecido que existe uma interconexdo entre os metabolismos de
diferentes acticares em §. cerevisiae, apresentando diferencas especificas para cada
tipo de agiicar, mas também uma série de reacdes e enzimas comuns. Um exemplo
€ a conexdo direta entre a metabolizacio da sacarose e de a-glicosideos, como por
exemplo a maltose e maltotriose (BADOTTI et al., 2008; BATISTA; MILETTI;
STAMBUK, 2004; STAMBUK et al., 1999). Crescendo as leveduras industriais
(parental e modificadas) em meio rico contendo maltose (YPM), podemos observar
a inducio dos genes MAL, nesse caso especificamente o gene MALx2 (maltase),
pela atividade de hidrélise frente aos trés substratos utilizados: sacarose, maltose
e pNPaG (Tabela 5). Por outro lado, é possivel observar a repressio dos genes
MAL, pela auséncia ou baixa atividade de hidrélise frente aos substratos maltose
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e pNPaG (hidrolisados por a-glicosidades) quando as células foram crescidas em
meios contendo sacarose ou glicose (Tabela ??). No caso da linhagem parental
CAT-1 crescida em YPM, a hidrélise da sacarose deve estar sendo realizada por
um somatdrio da atividade da enzima invertase e maltase, uma vez que, ji se sabe
que a maltase é capaz de hidrolisar a sacarose em cepas suc2A e que o crescimento
em maltase desreprime as células, permitindo a expressdo da enzima invertase
(BADOTTI; BATISTA; STAMBUK, 2005; BATISTA; MILETTL; STAMBUK, 2004;
STAMBUK et al., 1999). Também é possivel observar a influéncia da sobre-expressio
do gene iSUC2 na elevada atividade de hidrdlise do substrato sacarose, inclusive
apds crescimento das leveduras em meios de cultivo com reconhecida capacidade de
repressio génica, como meio contendo glicose (YPD).

5.3 CARACTERIZACAO DO CRESCIMENTO CELULAR DAS
LINHAGENS MODIFICADAS

Apods a confirmacio dos fendtipos de hidrélise e transporte de aglicares nas
leveduras modificadas, foi realizada a caracterizacio metabdlica destas linhagens.
Inicialmente, as linhagens foram testadas quanto ao seu perfil de crescimento celular
quando cultivadas em meio rico YP acrescido de 20 g L~! de glicose ou sacarose.
As linhagens foram cultivadas de acordo com o item 4.4.1. Também foram extraidos
alguns parimetros cinéticos baseados no crescimento celular.

Nos crescimentos em frascos agitados contendo 20 g L' de glicose, o
consumo do agticar presente no meio de cultura e a concomitante producio de etanol
foram observados durante a fase exponencial de crescimento. Houve cessio do
crescimento celular apds o término da glicose (Figura 13), quando ocorreu o fendmeno
conhecido por “parada diduxica®, no qual as células, por nio estarem mais reprimidas
pela presenca do agticar no meio, passam a modular o seu metabolismo para utilizar o
etanol produzido durante a primeira fase de crescimento exponencial (LEWIS et al.,
1993; YOUNG et al., 2003). O pico maximo de producio de etanol aconteceu ao
mesmo tempo em que a glicose foi completamente depletada do meio de cultivo, apds
10 horas de crescimento.

Como esperado, todas as linhagens analisadas neste experimento, mostraram
um perfil semelhante de consumo do agticar e produciio de etanol. O crescimento em
glicose € importante para nos certificarmos que as modificacdes gendmicas inseridas
nas leveduras industriais GMY ndo causaram efeitos negativos no crescimento e
fermentacdo das células modificadas em relacio a parental CAT-1, uma vez que o
alvo da engenharia genética era modificar o metabolismo de sacarose. Em relagio aos
pardmetros cinéticos obtidos, podemos observar que a linhagem modificada GMY 15
foi a que apresentou o menor rendimento na producio de biomassa (YX;SE”} 0,11

+ 0,02), menor velocidade de consumo de substrato (fgE%) e menor velocidade de
formagio de produto (upE®) em relagio as demais. Apesar da linhagem GMY08
(Yy ;'SE'W 0,16 £ 0,01) possuir um rendimento na formagao de biomassa semelhante a

linhagem parental CAT-1 (Yy x.-_gE-"f’ 0,15 4 0,02), esta apresentou o maior rendimento
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Figura 13 — Crescimento em glicose (20 g L™!) e pardmetros fisiol6gicos
das linhagens modificadas (GMY). A) Crescimento em frascos agitados
demonstrando a formacdo de biomassa, o consumo de glicose e producio
de etanol. B) Parametros cinéticos extraidos do crescimento em meio rico
(YP) com glicose.
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na formacio de etanol (pr.-_gE"?’ 0,34 + 0,01). Na Figura 13 também podemos
perceber que as linhagens modificadas em apenas um dos genes alvos (SUC2 ou
AGTI) possuem os parametros cinéticos de crescimento em meio rico contendo
glicose muito semelhantes entre si e a linhagem parental CAT-1.

Para estender os conhecimentos em relacio a assimilagiio de sacarose (20
¢ LY pelas linhagens geneticamente modificadas, as mesmas foram submetidas
ao crescimento em frascos agitados (4.4.1) e as amostras foram retiradas até 12
horas de crescimento. Do mesmo modo que foi observado nos crescimentos em
glicose houve concomitante consumo do aglcar presente no meio de cultura e
producio de etanol durante a fase exponencial de crescimento. Apods as modificacdes
gendmicas nos genes alvos (SUC2 e AGTI), e redirecionamento da via metabdlica
de utilizacio da sacarose, foram observadas diferencas principalmente na formacéio
de glicose e frutose no meio extracelular, na velocidade de consumo da sacarose
e na velocidade das linhagens modificadas GMY08 e GMY15 em produzir etanol
(Figura 14). Na linhagem parental CAT-1, que nao possui transportadores de sacarose,
a metabolizacdo deste acglicar € realizada, principalmente por agio da invertase
periplasmdtica, pois houve aparecimento de glicose e frutose no meio de cultura,
sendo esses monossacarideos transportados posteriormente ao interior das células.
Nas linhagens modificadas no gene AGT/, mas que ainda apresentam uma cdpia
do gene SUC2 normal (GMY06 e GMY11), também foi observado um aciimulo de
glicose e frutose no meio, indicando que o transporte ativo da sacarose ¢ mais lento
que a sua hidrolise extracelular pela invertase periplasmdtica. Dessa forma, a hidrolise
extracelular constitui a principal via de metabolizacio desse aglcar, nas linhagens
que contém o gene SUC2 nio modificado, e que, enquanto as células apresentarem
atividade desta enzima o modelo proposto de transporte e hidrélise intracelular da
sacarose fica comprometido.

Podemos notar que somente as linhagens modificadas GMY08 e GMY15 nao
produziram glicose no meio extracelular. Quanto a frutose podemos visualizar uma
flutuacdo na sua concentragio ao longo do crescimento. A linhagem parental CAT-1
foi a linhagem que mais produziu e acumulou frutose no meio extracelular, enquanto
que nas linhagens modificadas GMY08 e GMY 15 nio foi visualizado actiimulo deste
monossacarideo. A presenca de glicose e frutose no tempo zero do crescimento, pode
ser decorrente da hidrélise da sacarose durante a esterilizacio dos meios em autoclave.
O interessante € perceber que a concentracdo destes aclicares, nas linhagens referidas
acima, vai decrescendo ao longo do tempo e acabaram por ser consumidos entre 6 e 8
horas de crescimento.

Na Figura 14, ainda é possivel observar que a concentracio de frutose no
meio de cultura foi maior que a concentracio de glicose, ao longo do tempo de cultivo
das linhagens que realizam a hidrélise extracelular da sacarose. Somando-se a isso,
uma concentragio residual de aproximadamente 0,5 g L~! de frutose - quantidade
de acicar que nao foi totalmente consumido pelas células - foi encontrada no meio
de cultura dessas linhagens, apds a cultura atingir a fase estaciondria de crescimento.
Todavia, nos cultivos das linhagens modificadas no gene SUC2 (iSUC2/5suc2), foram
encontradas baixas concentracdes desses monossacarideos ao longo do tempo de
cultivo e ndo foi encontrada concentracio residual de aciicar, apds a cultura atingir
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a fase estaciondria. A diferenca observada durante os experimentos, entre a cinética
de metabolizacio da glicose e da frutose, foi avaliada em trabalhos anteriores, que
apontam como causa para esse fato, diferencas de afinidade desses aglicares pelas
permeases e pelas hexoguinases. As hexoquinases (Hxklp e Hxk2p), enzimas
atuantes na etapa inicial da via glicolitica e que tem o papel de fosforilar as hexoses,
apresentam diferentes afinidades por esses aglcares, além de serem expressas em
diferentes momentos durante um cultivo. Embora exista discrepincia na cinética
de fosforilacdo desses acgiicares, o transporte através da membrana plasmadtica das
células é apontado como o passo limitante no processo de fermentagio dessas hexoses
(BERTHELS et al., 2004, 2008). Sabe-se que os genes HXT/ a HXT7 codificam para
as principais permeases responsaveis pelo transporte de monossacarideos (glicose e
frutose), mas com afinidade menor pela frutose, motivo pelo qual a glicose € captada
mais rapidamente.

Curiosamente, a linhagem GMY15 nio consumiu toda a sacarose em 12
horas de crescimento, restando 11 g L~ ! de sacarose no meio neste periodo. Apds
24 horas de crescimento a sacarose ja tinha sido completamente consumida, e
interessantemente ndo foi observada a parada diduxica para esta linhagem, sendo
o pico de producdo de etanol apds 24 horas de crescimento. De acordo com a
Tabela 1, a atividade de transporte ativo da sacarose pela permease Agtlp € menor
para a linhagem GMY15 em relacio a GMY08, podendo o transporte mais lento da
sacarose, ser um dos motivos, do aumento do tempo de permanéncia deste aglicar no
meio de cultivo. A atividade de transporte de pNPaG € muito semelhante entre a
linhagem GMY15 e as linhagens GMY06 e GMY 11, porém nio € possivel observar
a influéncia de um transporte de sacarose mais lento nas linhagens que apresentam a
invertase extracelular. De acordo com os parmetros cinéticos obtidos para a linhagem
GMY15, a mesma apresenta a menor velocidade de consumo de substrato (.u_qE"'f’
2,1 £ 0.0) e a menor velocidade de produciio de etanol (upE*? 0,75 + 0.04) em
relacio as demais linhagens. Apds 24 horas de crescimento e o consumo total da
sacarose, a linhagem GMY15 apresentou a maior concentracio de biomassa (Figura
14A), e rendimento de producio de etanol (pr.-_gE"?’ 0,34 £ 0,03), semelhante ao
apresentado pela linhagem GMY 08 (pr.-SE"?’ 035 £ 0,06 ). A linhagem parental
CAT-1, linhagem esta que possui seu metabolismo adaptado para a utilizacio de
sacarose, foi quem apresentou o melhor rendimento em etanol (pr.-_gE"?’ 0,36 £+
0,04), apesar do resultado estar muito préximo aos obtidos com linhagens modificadas
GMYO08 e GMY15. O direcionamento da célula para utilizacio da sacarose pelo
transporte ativo e posterior hidrélise intracelular, se mostra funcional nas leveduras
modificadas, pela diminuicio do actimulo de monossacarideos no meio extracelular
em relacio as cepas iSUC2/SUC2 , mas parece nio estar adaptado para produzir etanol
em crescimentos com baixa concentracio celular inicial.

Ja foi demonstrado que em células que apresentam o transporte ativo de
sacarose existe uma correlacio positiva entre velocidades no consumo de substrato
e velocidades de producdo de etanol mais lentas e o aumento no rendimento da
producio de etanol. As linhagens modificadas em um tnico gene alvo (GMY10,
GMY06 e GMY11) ndo apresentaram nenhuma caracteristica favordvel em relacio
a linhagem parental CAT-1, quanto o aumento na eficiéncia da sintese de etanol a
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partir de sacarose. Brink et al. (2008) demonstraram que os metabdélitos intracelulares
influenciam fortemente na regulacio do fluxo glicolitico, realizando o controle da
expressao de uma série de genes, dentre eles o gene ADHI. Além disso, Koschwanez,
Foster e Murray (2011) demonstraram que a sintese de invertase representa um custo
de 0,35% na manutencio do metabolismo de células que sdo forcadas a expressar essa
enzima (que apresentam gene SUC ndo modificado), em comparacio com células
suc2A. Entretanto, o gasto energélico para a sintese de invertase é muito baixo para
justificar uma influencia negativa no metabolismo celular da linhagem GMY 15, uma
vez que em crescimentos contendo glicose, onde a enzima invertase continua sendo
constitutivamente expressa (Pypy::iSUC2), ndo € observado qualquer modificacio
no perfil de crescimento das linhagens modificadas GMY08 e GMY 15 (Figura 13).
E importante lembrar que a modificagio genética realizada, para obter a linhagem
iSUC2, envolveu a insercio de uma versdo truncada da regido promotora do gene
ADH 1 para controlar a expressio do gene SUC2. Sabe-se que o Pypg responde
fortemente a presenca de glicose, aumentando a expressao do gene a qual esse
promotor controla (DEMARINI; CARLIN; LIVL, 2001).

5.4 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS MODIFICADAS QUANTO
AO PERFIL FERMENTATIVO EM ALTAS CONCENTRACOES DE
SACAROSE

Apos as caracterizagcdes das leveduras em baixa concentracio de sacarose
(20 g L™, fez-se necessdrio avaliar o comportamento das linhagens industriais
modificadas utilizando condi¢des que permitisse simular em laboratério o processo
de produgio do etanol combustivel brasileiro. De acordo com Amorim et al. (2011),
Wheals et al. (1999) a producio brasileira de etanol € realizada, principalmente, em
bateladas alimentadas com mosto contendo aproximadamente 180 g L~! de agticares
totais, elevada concentracgio celular (8 a 17% v/v) e ciclos de fermentacio que levam
de 6 a 10 horas. Conforme descrito no item 4.4.4, as fermentacoes foram conduzidas
com elevada concentraciio de sacarose (acimade 200 g L= ) e 10 g L~! de células de
levedura.

Ao analisar o desempenho das linhagens, através de fermentacdes em frascos
agitados contendo concentragio superior a 200 g L~! de sacarose (Figura 15),
observa-se que, da mesma forma que no crescimento em frascos agitados, as linhagens
que possuem uma copia do gene SUC2 expresso no seu genoma, geram grandes
quantidades de glicose e frutose no meio extracelular. Para a linhagem parental CAT-1
e as modificadas GMY05, GMY10e GMY11, a sacarose foi completamente depletada
do meio apds 4 horas do inicio da fermentagdo, mas os aclicares totais gerados sé
foram consumidos apds 7 horas. Quando comparada a linhagem GMY05, que possui
o locus SUC2 no cromossomo XI sem alteracio e contém o gene AGT/ sob o controle
do promotor forte GPD, quanto a formacio de glicose e frutose, observamos que a
mesma produz e acumula cerca de 20% a menos monossacarideos que a parental CAT-
1. Este decréscimo deve estar associado a presenca da permease Agtlp na membrana
da celular, que ird realizar o transporte ativo da sacarose presente no meio. Entretanto
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a hidrélise extracelular da sacarose ainda € a principal via de metabolizacio deste
aclicar na presenca da invertase periplasmadtica. Quando observamos as linhagens
sem a atividade da invertase extracelular (GMYO08 e GMY15), podemos perceber
que a concentracio de sacarose atinge o zero apds 7 horas do inicio da fermentagio
e que praticamente nio ha formacdo de glicose e frutose no meio extracelular.
Para ambas linhagens a concentracio mdxima de glicose dosada foi de 1.4 g L™
e frutose foi de 2,7 g L~'. Acredita-se que a deteccio desta quantidade de
monossacarideos no meio de fermentacio foi resultado da rapida hidrélise intracelular
da sacarose, por acao da alta atividade invertase dessas leveduras. Nesse caso, a
sacarose pode ter sido rapidamente captada e hidrolisada pelas células, promovendo
o acimulo de alta concentracio de glicose e frutose no citoplasma das leveduras.
Esse acimulo intracelular dos monossacarideos pode ter promovido saturagio do
sitio catalitico da enzima hexoquinase, que reduziria a cinética de fosforilagio das
hexoses, e assim, permitiria a saida dos monossacarideos ao ambiente extracelular
via os transportadores de hexose, codificados pelos genes HXT. De qualquer forma,
a assimilacdo da sacarose ocorre de forma mais lenta nas linhagens iISUC2/5uc2, e
esta permanece no meio de cultivo mais tempo por nio haver enzimas hidroliticas
para a sacarose. O fato de ndo existir grandes concentracoes de acticares (glicose e
frutose) livres na dorna, impede a contaminacio de bactérias e leveduras selvagens
dependentes de glicose, oriundas com a cana-de-aciicar, que geralmente nio sio
capazes de fermentar a sacarose.

O glicerol é um composto osmoprotetor, que € sintetizado quando a célula de
levedura € submetida a um estresse osmotico muito grande, e € utilizado para evitar a
saida de 4gua e manter o equilibrio osmético dentro da célula (HERSEN et al., 2008;
FOLCH-MALLOL; GARAY-ARROYO; LLEDIAS, 2004). Por outro lado, trabalhos
apontam que o glicerol é produzido e acumulado pelas leveduras em resposta a alta
osmolaridade do meio de cultura, devido a presenca de alta concentracio de aglicares
(ANDO et al., 2006; CORDIER et al., 2007; CRONWRIGHT; ROHWER; PRIOR,
2002). Além disso, a via de sintese desse composto € apontada como auxiliar na
realizacio do balanco redox de co-fatores das células, apiés reagdes metabdlicas de
biossintese de aminodcidos, por exemplo, por conversio do NADH em NAD™T, e
consequentemente permitindo o crescimento celular (BARNETT, 2003; CORDIER
et al., 2007; DIJKEN; SCHEFFERS, 1986). Quando a sacarose € hidrolisada
no meio extracelular, ocorre uma alteracido osmotica muito brusca devida as altas
concentragdes de glicose e frutose liberadas nos meio e as células de leveduras quando
submetidas a um estresse osmdtico desse tipo, apresentam efeitos deletérios no seu
metabolismo (TAKESHIGE; OUCHL, 1995) e severas adaptacdes metabdlicas como
desvio dos aglicares para a producio de glicerol e formacio de glicogénio, além
de apresentarem uma producio elevada de dcido acético e succinico (ERASMUS;
MERWE; VUUREN, 2000). Situacdes de estresse celular, como as descritas acima,
sdo capazes de induzir a expressdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, que
cataliza a reducgdo de diidroxiacetona a glicerol fosfato, fato observado nas linhagens
que possuem hidrélise extracelular da sacarose. Por outro lado, modificacdes no
transporte de aclcares e do fluxo de prétons na célula sido apontadas como as
principais causas na repressio da sintese dessas enzimas (BISSON et al., 1993).
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sacarose ¢ 10 g L™ ! de células iniciais, utilizando a linhagem parental CAT-1
e as linhagens com as modifica¢des gendmicas indicadas.
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Além disto, algumas linhagens de Saccharomyces ndo conseguem captar
eficientemente a frutose do meio, o que muitas vezes leva a fermentacio incompleta
deste agicar e perdas na producéo de etanol (BERTHELS et al., 2004). Por outro lado,
bactérias e leveduras contaminantes (ndo-Saccharomyces) que nio possuem atividade
de invertase (KALITERNA et al., 1995) se beneficiam utilizando preferencialmente
o excesso de glicose e frutose acumulado no meio de fermentacio, além de haver a
necessidade de lavagem das células de leveduras com 4cido sulfiirico para minimizar
a contaminacio (BASSO et al., 2008). Exatamente este comportamento foi observado
durante a fermentacdo de alta concentragio de agticar, pelas linhagens que possuem
a hidrélise extracelular da sacarose (parental e as modificadas) (Figura 15). Apods
a segunda hora de fermentacio, nas linhagens SUC2/iSUC2, a producio de glicerol
ja chegava a aproximadamente 6 g L1, e ao término da fermentagiio atingiu uma
concentragio aproximada de 11 g L~!. J4 as linagens que ndo ficaram expostas a
elevadas concentracdes de glicose e frutose (GMY08 e GMY15), pela auséncia de
atividade invertase extracelular, produziram uma concentragao de glicerol 50% menor
em relacio as demais linhagens. Outro dado interessante é o momento (tempo) do
inicio da produgio e acimulo do glicerol, como pode ser observado para a linhagem
GMY10, que apresentou uma rapida hidrélise da sacarose e elevada concentracio
dos monossacarideos no meio, e logo na primeira hora ji havia comecado a secretar
o glicerol. A linhagem GMY15, por exemplo, além de produzirem menos glicerol,
o mesmo s6 foi detectado no meio de extracelular na quarta hora apds o inicio da
fermentacdo. Apesar da producio de glicerol ser intrinseca ao metabolismo das
leveduras S. cerevisiae, neste experimento podemos confirmar a forte relacio que
existe entre a formacdo de glicerol e a osmolaridade no meio de cultivo.

Analisando os pardmetros fisioldgicos das linhagens, obtidos apds as
fermentacdes em frascos agitados, observa-se que a linhagem GMY08 (iSUC2/suc2)
apresentou a maior produtividade em etanol (PP 139 [g Eta (L h)~!]), menor
rendimento global na conversio de substrato a biomassa (Y y ;s@P4l 0,09 ¢ Cel. g

Sac~!) e curiosamente apresentou um rendimento global na conversio de substrato a
produto (Yp/g Globaly semelhante ao da linhagem parental CAT-1, que é uma levedura
robusta, adaptadas as condi¢des industriais (Figura 16). O maior rendimento na
conversio de substrato a produto foi observado para a linhagem GMY 15 (Y p 5 @/obal
0,44 g Eta g Sac™") e uma produtividade em etanol (PP) praticamente idéntica
a linhagem GMYO0B. O objetivo mais importante deste ensaio foi demonstrar
que a via de assimilacdo intracelular da sacarose esta funcionando nas leveduras
genomicamente modificadas, pela auséncia na formacio de mondmeros de glicose e
frutose no meio extracelular e o aumento na produtividade em relacdo a cepa parental
CAT-1. E necessdrio lembrar que para a producio de etanol no Brasil, utilizam-
se sistemas de fermentacio em batelada alimentada com mostos contendo ~200 g
L~! de agicares totais, onde as células de leveduras ficam expostas menos tempo
a elevadas concentracdes de aclcares e possuem um perfil fermentativo robusto,
além de realizarem diversos reciclos celulares. O reciclo é importante para adaptar
o metabolismo celular das leveduras as condi¢des de (agiicares, temperatura, pH)
de trabalho. Empregando o reciclo celular, em batelada alimentada, foi possivel
observar que no segundo reciclo as linhagens GMY08 e GMY15 consumiam a
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sacarose mais rapidamente, sem gerar glicose e frutose, além de apresentarem elevada
produtividade em etanol quando comparadas com o primeiro ciclo das células (dados
nao mostrados).
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Figura 16 — Pariimetros cinéticos obtidos durante a fermentacdo contendo
200 g L ! de sacarose utilizando as linhagens industriais CAT-1 ¢ GMY05
(SUC2/5UC2), GMY10 e GMY11 (iSUC2/5UC2) e GMY08 ¢ GMY15
(iSUC2/suc2).
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5.5 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS INDUSTRIAS
MODIFICADAS SEM OS MARCADORES KANMX E BLER®

Apoés a publicacio do primeiro genoma sequenciado de uma levedura S.
cerevisiae (GOFFEAU et al., 1996; OLIVER, 1996), o proximo desafio foi realizar
a caracterizacio dos produtos génicos nido identificados, aplicando a estratégia
de delecio dos genes e andlise dos fendtipos associados. Devido a elevada
eficiéncia dos mecanismos de recombinagio homdloga em S. cerevisiae, é possivel
realizar integracio génica utilizando regides flanqueadoras de homologia com 30
- 45 pb, possibilitando que estes cassetes de delecio possam ser construidos em
uma unica reacio de PCR (DEMARINI; CARLIN; LIVI, 2001; LONGTINE et
al., 1994; SUGIYAMA et al, 2009). A utilizagio de marcadores dominantes
heterélogos, que conferem resisténcia a antibidticos ou substincias normalmente
toxicas para as leveduras, possibilitou a transformacgio de leveduras industriais,
que ndo possuem marcas auxotréficas, como a levedura industrial produtora de
biocombustivel CAT-1 (STAMBUK et al., 2009). Os marcadores dominantes
utilizados (KanMX e Ble") estio flanqueados por sequencias loxP, que sdo sequéncias
palindromicas compostas de 32 nucleotideos, utilizadas para a posterior excisio dos
genes marcadores, que ocorre pela acio da enzima Cre-recombinase (GULDENER
et al, 2002, 1996). E de conhecimento geral as dificuldades legais em utilizar
microrganismos geneticamente modificados, que possuam genes exdgenos ao seu
genoma, em processos industriais. Por este motivo, nds retiramos todos os genes
exogenos utilizados para as transformacdes da levedura industrial CAT-1, gerando
linhagens GMYwo (Genetic Modified Yeast without markers), aptas para serem
prontamente utilizadas nas usinas de dlcool combustivel.

E importante frisar que ndo foi possivel a retirada dos marcadores de
transformacéo diretamente das linhagens GMY08 e GMY 15, pois as mesmas ji
possuem integrados em seus genomas os genes KanMX e Ble', utilizados para
as modificagdes no locus SUC2, mesmos genes marcadores de transformacio
presentes nos plasmideos para a expressio da Cre-recombinase pSHKAN ou pSH65,
respectivamente. Devido a este motivo, tivemos que retornar as linhagens GMY 06
(que originou a GMY08) e GMY 11 (que originou a GMY15), que possuem uma
tnica modificacdo no locus SUC2 utilizando o marcador KanMX, para realizar a
remogido do mesmo. Devemos ressaltar que na estratégia de modificacio utilizada
na linhagem GMY16, é necessdria somente a excisio do marcador KanMX, uma
vez que a delecdo do gene SUC2 e a sobre-expressio do gene AGT! (suc2::AGTI)
foram realizadas em um tnico evento de recombinacio homdéloga (Figura 10). As
linhagens industriais modificadas GMY06, GMY11 e GMY16 (Tabela 1), foram
transformadas com o plasmideo pSH65 (Ble" Pgap11:icre) para a excisdo do gene
marcador KanMX. Apds a transformacio e selecido dos clones em meio YP-agar
contendo glicose mais zeocina, procedeu-se com a indugio da expressio da enzima
Cre-recombinase com galactose, como descrito na Secdo 4.4.6. As linhagens obtidas
foram testadas quanto a presenca do gene KanMX por amplificacio através de PCR
do locus onde este gene estava inserido (cromossomo IX) e pelo plagueamento
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em meio YP-agar contendo glicose mais geneticina (G418). De acordo com o
gel de agarose mostrado na Figura 17, utilizando os inciadores V3-SUC2F (que
anela no cromossomo 1X) e V-KANrR (que anela no gene KanMX), nenhuma das
linhagens transformantes analisadas apresentaram amplificacio, indicando que este
gene marcador foi excisado com sucesso do genoma. A linhagem GMY 10 foi
utilizada como controle e apresentou uma amplificagio de ~ 1700 pb correspondente
ao gene KanMX presente no cromossomo [X desta linhagem.

Uma outra maneira de analisar a excisio do gene marcador é amplificar a
coOpia iSUC2 utilizando os iniciadores V3-SUC2F e SUC100R. Na linhagem controle
GMY10 houve uma amplificacio de ~3100 pb referentes ao gene KanMX e o
promotor ADHI que controla a expressio do gene iSUC2. Ja nas as linhagens
que perderam o marcador, foi observado uma diminui¢io no tamanho do produto
amplificado de ~ 1400 pb (para ~1700 pb), tamanho exato do cassete de expressio do
gene KanMX e das sequéncias flanqueadoras loxP, indicando que o gene marcador foi,
de fato, removido (Figura 17). Além da verificacio por PCR, as células foram testadas
quanto a sua habilidade de crescer em meio contendo geneticina. As linhagens que
nio possuem mais a capacidade de crescer em meio contendo G418, perderam o gene
KanMX do seu genoma e foram denominadas de GMY06wo, GMI1 1wo e GMY 16wo.
A retirada do plasmideo pSH65 das linhagens sem o marcador KanMX foi realizada
de acordo com a Se¢éio 4.4.6, e a confirmacio da perda do plasmideo, apds os repiques
sucessivos em sacarose, foi realizada por plaqueamento em meio YP-agar contendo
glicose mais zeocina (dados ndo mostrados). E importante lembrar que as linhagens
parentais GMY06, GMY11 e GMY16 ji possuem o gene AGT! sobre-expresso nos
seus genomas, € que a estratégia de sobre-expressio deste gene nao utiliza marcadores
dominantes para a selecio dos clones, mas sim a atividade de transporte e fermentacio
de maltotriose na presenca de antimicina A, prépria da permease Agtlp.

As linhagens GMY06wo e GM Y1 1wo foram utilizadas para dar continuidade
ao trabalho, com a delecio da outra copia do gene SUC2 nio modificada, utilizando
o médulo que contém o gene de resisténcia Ble", seguindo a estratégia demostrada
na Figura 7. A confirmacio da substituicio de uma parte do gene SUC2 pelo
mdédulo loxP-Ble" -loxP (Mddulo 5) foi realizada por amplificagdo por PCR do locus
modificado, utilizando os iniciadores mostrados na Figura A-26. Confirmada a
integracdo do moédulo de delecdo do gene SUC2 e a perda da atividade invertase
extracelular (Tabela 6), o préximo passo foi retirar o marcador Ble” do genoma
das linhagens GMY26 (GMY06wo suc2:Ble") e GMY21 (GMY 11wo suc2::Ble").
Seguindo o protocolo de remocido dos marcadores, as linhagens acima foram
transformadas com o plasmideo pSHKAN, pré-crescidas em rafinose, recuperadas e
inoculadas em meio contendo galactose para expressar a enzima Cre-recombinase.
As linhagens obtidas foram testadas quanto a presenca do gene Ble” por amplificagio
por PCR do locus onde este gene estava inserido (Figura A-28) e pelo plagueamento
em meio rico YP-agar contendo glicose mais zeociona. Para a amplificacio do DNA
dos clones transformantes, foi utilizado o iniciador ss-SUC2F, cuja a sequéncia foi
removida da copia iSUC2, anelando especificamente na copia que contem o gene Ble'.
Juntamente com o ss-SUC2F foi utilizado o inciador V-SUC2R, e foi observado no
gel de agarose (Figura A-28) uma diminui¢do no tamanho das bandas amplificadas
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Figura 17 — Verificacdo em gel de agarose a remoc¢do do gene KanMX do
genoma das linhagens GMY06, GMY11 ¢ GMY16. A esquerda do gel
de agarose temos o resultado do PCR utilizando os inciadores V3-SUC2F
(magenta) e V-KANIR (verde), e os DNAs das linhagens GMY10 (linha
1), GMY06wo (linha 2), GMY11wo (linha 3) e GMY16wo (linha 4). No
centro do gel temos o marcador de peso molecular (M). A esquerda do
marcador as bandas resultantes da amplificacao utilizando os iniciadores V3-
SUCZ2F (magenta) e SUC100R (azul), seguindo a mesma ordem das linhagens
descritas anteriormente.

nas linhagens onde o gene Ble" foi excisado do genoma em relacdo ao controle (que
possui o gene Ble"). As linhagens que nfo possuem mais a capacidade de crescer em
meio contendo zeociona, perderam o gene Ble” do seu genoma e foram denominadas
de GMY26wo e GMY2lwo. Para a remocio do pSHKAN das leveduras, os clones
foram inoculados em YP mais sacarose e antimicina A, e realizados repiques a cada
12 horas, durante 5 dias. A confirmagdo da perda do plasmideo foi realizada por
plaqueamento em meio YP-agar contendo glicose mais geneticina.

Apoés a obtengdo das linhagens modificadas sem os marcadores (GMY wo),
foi realizada a dosagem da atividade invertase total e periplasmatica e da atividade de
transporte ativo do substrato pNPaG (Tabela 6). Nio foram observadas diferencas na
atividade invertase periplasmadtica, indicando que o aclcar mensurado € realmente
uma limitacdo da técnica, e que o gene SUC2 continua sem sintetizar a invertase
periplasmatica (alelo iSUC2). Entretanto, podemos observar que, apds todas as
etapas de transformagdes nas quais as leveduras foram submetidas para obtermos as
modificacdes necessarias nos genes alvos (no total sete eventos que compreendem
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Tabela 6 — Dosagem da atividade invertase total e periplasmatica, e transporte
de pNPaG pela permease AGT/ nas linhagens industriais modificadas (GMY
e GMYwo) crescidas em sacarose.

Atividade Invertase (nmoles mg ' min~!)  Transporte de pNPaG

Linhagens Total Periplasmatica (nmoles mg ! min~')
GMY16 1687 + 32 76+ 3 25+02
GMY21 1453 + 46 46+ 1 1,6 + 0,0
GMY26 1334 £ 45 53+£0 2,001
GMY l6wo 1149+ 5 39+1 7,3+ 0,0
GMY21lwo 970 £ 36 53+4 8,101
GMY26wo 947 £ 21 5T£3 8,0+ 0,1

de transformacdes até retirada de plasmideos centroméricos), e a remocgio dos
genes marcadores de transformacio, a atividade intracelular da enzima invertase
caiu cerca de 58% e 77% nas leveduras sem marcadores GMY26wo e GMY21wo,
quando comparadas as linhagens parentais GMY08 e GMY15 (vide Tabela 4),
respectivamente. Outro dado interessante, ¢ que ocorreu uma diminuicio de, em
média, 31% da atividade invertase intracelular, apds a remocio do gene Ble" e a
selecdo das linhagem em antimicina A mais sacarose, nas linhagens GMY16wo,
GMY21lwo e GMY26wo). Sabe-se que os eventos de recombinagio homdloga em
leveduras §. cerevisiae sdo sitio especificos, entretanto as sequencias de homologia
encontradas flanqueando os mddulos genéticos, podem se integrar gerando uma
mistura de nucleotideos oriundos do médulo genético e de nucleotideos presentes no
cromossomo da levedura (que nem sempre tem identidade de 100%). Dessa forma,
acreditamos que devido as vérias modificagdes gendmicas realizadas no cromossomo
IX, no locus SUC2, como: insercio do promotor forte ADHI gerando linhagens
iSUC2; inser¢do do gene marcador Ble” para deleciio do gene SUC2; e remocio dos
genes marcadores inseridos em cromdtides irms, por recombinacio de sequéncias
de DNA; podem ter ocorrido modificagdes na sequéncia de nucleotideos do promotor
ADH 1, o que diminuiu a eficiéncia do mesmo para a sobre-expressio do gene iSUC2.
Andlises fenotipicas foram realizadas para identificar se esta menor atividade terd
algum efeito sobre o consumo de sacarose. Certamente, estudos de sequenciamento
desta regido deverdo ser realizados para uma maior compreensio das regides onde
ocorreram a recombinacio do DNA.

Outro dado interessante apresentado na Tabela 6, é o incremento na atividade
de transporte ativo do substrato pNPaG mediado pela permease AGT!, nas linhagens
GMYl6owo, GMY2Ilwo e GM26wo que foram submetidas a repiques sucessivos
em 20 g L~! de sacarose acrescida de antimicina A para remogio dos plasmideos.
Este composto € um inibidor da cadeia respiratéria, utilizado para permitir apenas o
crescimento fermentativo das células, simulando culturas com limitagio de oxigénio.
Diversos autores ja demonstraram que o cultivo de células de leveduras por varias
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geracOes em quimiostatos em condicdes de anaerobiose e limitacdo de substrato
selecionou uma populacio de células leveduras que apresentaram um metabolismo
adaptado as condigdes onde estavam sendo cultivadas e por conseguinte, apresentaram
um aumento na fermentacio alcodlica de dissacarideos (BASSO et al, 2011;
CASTRILLO et al., 1996; WEUSTHUIS et al., 1993). O repique sucessivo neste
meio fol capaz de selecionar leveduras que tivessem a atividade da permease Agtlp
aumentada, responsdvel pelo transporte ativo da sacarose.

Para analisar o comportamento das linhagens modificadas sem os marcadores
GMYlowo, GMY2lwo e GMY26wo, foram realizados crescimentos de acordo
com a Secio 4.4.3 em meio rico YP contendo 20 g L~! de glicose ou sacarose.
Observando o crescimento em glicose podemos notar um aumento na fase lag das
leveduras, levando praticamente 9 horas para iniciar o consumo da glicose (Figura
18), quando compradas a 4 horas de fase lag das linhagens analisadas anteriormente
e nio selecionadas em antimicina A (Figura 13). Esse aumento na fase lag pode estar
relacionado com alguma modificacio dos niveis de AMPc nas células. O AMPc atua
nas células, como segundo mensageiro, na ativacio da proteina quinase A (PKA),
a qual ¢ responsdvel pela fosforilacdo de proteinas intracelulares, que participam
na regulacdo da transcricio e da expressio génica (FORSBERG; LIUNGDAHL,
2001; GANCEDO, 2008). Sabe-se, que a adicdo de glicose as células, em fase
estaciondria de crescimento ou crescendo em fontes de carbono nio fermentdveis,
e a acidificacdo intracelular sdo condigdes que causam ativagcdo da via PKA, por
desencadear o aumento na concentragio intracelular de AMPc. Durante a fase inicial
de crescimento, ja foram observados aumentos na concentragio de AMPc em células
de leveduras, porém este aumento € transiente e esta relacionado com a fase lag de
crescimento. Ja foi demonstrado que, mutantes de S. cerevisiae defeituosos na inibigio
da sintese do AMPc, apresentam uma extensa fase lag quando cultivados em glicose,
devido a um acumulo temporirio de AMPc (MA et al., 1997). Além do aumento
da fase lag, podemos notar uma melhora em todos os parimetros cinéticos obtidos
durante o crescimento exponencial nas linhagens sem marcadores quando comparadas
com a linhagem parental CAT-1 (Figura 13B). A velocidade especifica de crescimento
(iy) das linhagens sem marcador GMY l6wo (0,36 h=1), GMY2lwo (0,37 h 1) e
GMY26wo (0,37 h™!) esta diminufda em relaciio a levedura CAT-1 (0,45 h=!, vide
Figura 13B acima), bem como os valores de rendimento de conversio do substrato
a biomassa (YX;SE”’), como mostra a Figura 18B. O rendimento de conversio
de substrato a produto é praticamente o dobro nas linhagens sem os marcadores
GMY16wo (0,47 g Eta g Gli~!), GMY21wo (048 g Eta g Gli 1), ou GMY26wo
(048 g Eta g Gli 1), em relaciio 2 linhagem parental CAT-1 (0,28 g Eta g Gli ™),
bem como a velocidade de producio de etanol (tp), que foi a mesma para todas as
linhagens sem marcador ((p 0,08 h—!') e menor em relagio a CAT-1 (pp 1.6 h—1),

Quando analisado o crescimento das linhagens sem os marcadores em meio
contendo sacarose, podemos visualizar com mais detalhes os reais efeitos da selecio
em antimicina A (simulando a limitacio de oxigénio) na presenca de um substrato
especifico, a sacarose, sobre as células de leveduras (Figura 19). Da mesma forma
como observado no crescimento em glicose, € nitido o aumento na fase lag de
crescimento das linhagens sem marcadores cultivadas em sacarose. Fato este, que
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Figura 18 — Crescimento em glicose (20 g L™!) e parimetros fisiol6gicos
das linhagens modificadas sem os marcadores (GMYwo). A) Crescimento
em frascos agitados demonstrando a formacdo de biomassa, o consumo
de glicose e producdo de etanol. B) Parimetros cinéticos extraidos do
crescimento em meio rico (YP) com glicose.



89

pode ser novamente atribuido aos niveis de AMPc presentes nas células. Sabe-
se também que em S. cerevisiae, o receptor de membrana Gprlp apresenta alta
afinidade para a sacarose (LEMAIRE et al., 2004; VELDE; THEVELEIN, 2008)
e desencadeia a ativagio de uma via de sinalizacio responsdvel pela formacao de
AMPec, o qual participa da regulacio de varios processos celulares importantes como:
na glicélise, na floculagiio, no crescimento filamentoso e outros (VERSTREPEN et al.,
2004; THEVELEIN; WINDE, 1999; LORENZ et al., 2000). Sabe-se que alteragdes
intracelulares (p. ex.: acidificacio intracelular e alteracio na relagio AMP/ATP)
podem desencadear formacao de AMPc, e 0 aumento na atividade de transporte ativo
da sacarose, com simporte de préton, observados para as linhagens sem os marcadores
(Tabela 6), pode de forma transiente, aumentar a acidificacio do meio e logo, aumentar
os niveis de AMPc durante a fase lag mais extensa. Os pardmetros fisiolégicos (Figura
19B) corroboram que as linhagens sem os marcadores, apresentaram velocidade
especifica de crescimento (fly) mais lenta, entretanto a linhagem parental CAT-1
apresentou um rendimento na conversio de substrato a células (Yy I.-_gE”’) levemente
menor que as linhagem GMYwo. O maior rendimento na conversio de substrato
a etanol (YPJ.-SE"?’) foi verificado para as linhagens modificadas sem os marcadores

GMYléewo (0,52 gEtag Sac™ 1), GMY21wo (0,55 gElag Sac™!) e GMY26wo (0,52
¢ Eta g Sac™!) em relagiio a parental CAT-1 (0,36 g Eta g Sac™!). Os resultados de
velocidade especifica de producio de etanol (ppf*?) e de velocidade especifica de
consumo da sacarose (UgE), indicam a um metabolismo mais lento das leveduras
sem os marcadores, selecionadas em antimicina A mais sacarose. Por outro lado,
em outra andlise sobre os resultados de atividade da invertase intracelular, observa-
se que as células sem os marcadores apresentaram atividade aproximadamente 31%
inferior que as células que ndo foram submetidas aos repiques em antimicina A
mais sacarose (Tabela 6). Esse resultado vai ao encontro ao observado por DARIO
(2011), onde células de leveduras que continham o plasmideo carregando o gene CYRI
(codifica AMPc) apresentaram a mesma diminuicio na atividade invertase (31%) e
por conseguinte uma menor velocidade de crescimento em sacarose, mas melhoras
nos rendimentos a etanol.

Também podemos observar que, quando as linhagens iSUC2 sio submetidas a
crescimentos com baixas densidades celulares e em baixas concentragdes de sacarose
(20 g L™1), é detectada a presenca de glicose e frutose no meio de cultivo (Figuras
14 e 19), independentemente das linhagens terem sido pré-selecionadas ou nio
em antimicina A. A sacarose foi consumida do meio de cultivo apds 16 horas de
crescimento, tempo que coincidiu com o pico maximo de producio de etanol para
todas as linhagem GMY wo.

Quando comparamos o crescimento das linhagens sem os marcadores
em meios contendo glicose ou sacarose, podemos observar que, apesar destas
linhagens apresentarem os maiores rendimentos na conversio de etanol, certamente
ocorreu algum efeito deletério no metabolismo das mesmas, apds a remogdo do
plasmideo Cre-recombinase e posterior sele¢io em antimicina A mais sacarose. O
comportamento semelhante das linhagens GMYwo crescendo em glicose e sacarose
nio era esperado, uma vez que sé foram modificados, por engenharia gendmica,
os genes alvos para a utilizacio de sacarose (AGT/ e SUC2). Em outro trabalho
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Figura 19 — Crescimento em sacarose (20 g L~!) e parimetros fisiol6gicos
das linhagens modificadas sem os marcadores (GMYwo). A) Crescimento
em frascos agitados demonstrando a formacdo de biomassa, o consumo de
sacarose, formacio e consumo de glicose e frutose e produgdo de etanol.
B) Parimetros cinéticos extraidos do crescimento em meio rico (YP) com
sacarose.
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foi demonstrado que, em mutantes de leveduras S. cerevisiae direcionados para
utilizar de forma simultinea e eficiente maltose e glicose, ocorreu uma desregulacio
severa nos sistemas de inducio/repressao de genes HXT. Andlises por Northern Blot
revelaram que a linhagem mutante expressa somente os genes HX76/7, independente
da concentragio de glicose presente no meio, sendo incapaz de detectar concentragoes
abundante de glicose, tanto através de vias de repressio de indugio génica (SALEMA-
OOM et al., 2011). Koschwanez, Foster e Murray (2013) também evoluiram
populagdes de S. cerevisiae em baixas concentracdes de sacarose, e observaram
que a populacio de células evoluidas apresentaram modificagdes na expressio dos
transportares de hexoses (HXT). Esses resultados podem explicar a lenta velocidade
de consumo da glicose e o aumento da fase lag nas linhagens GMY wo crescidas em
glicose, que foram previamente selecionadas em antimicina A mais sacarose.

A seguir analisamos o desempenho das linhagens modificadas sem marcador
(GMYwo) em fermentacdes em batelada simples contendo 200 g L' de sacarose
em condi¢des proximas as utilizadas na indistria de producio de etanol combustivel
no Brasil (AMORIM et al,, 2011). Na Figura 20, foi observado que, para as
linhagens modificadas GMYwo mesmo apds 10 horas de fermentacio, ainda restava
sacarose no meio extracelular, enquanto que, para a levedura parental CAT-1, por
acio da invertase extracelular a sacarose foi completamente hidrolisada apés 4 horas
de fermentacdo (Figura 15. A linhagem GMY l6wo foi a que consumiu a maior
quantidade de sacarose, restando no meio apenas 11 g L~!, enquanto que para a
linhagem GMY21wo restaram 21 g L~! e para a linhagem GMY26wo 46 g L1,
Como esperado, nio foi detectada a presenca de glicose e frutose no meio extracelular,
mesmo resultado observado nas fermentagdes utilizando as linhagens com marcadores
GMYO08 e GMY 15 (Figura 15). Outro dado interessante, € a auséncia de secreciio de
glicerol durante a fermentacio em altas concentragdes de sacarose pelas linhagens
modificadas GMYwo. J4 tinha sido observada uma diminuicdo de 50% na producio
de glicerol em fermentacdes com o transporte ativo de sacarose e sua hidrolise
intracelular, nas linhagens GMY08 e GMY15. Como, nas linhagens GMYwo,
a sacarose nio ¢ hidrolisada extracelularmente, e nio foi gerado nenhum tipo de
estresse celular que pudesse aumentar a sintese deste osmolito, foi observado que a
nio sintese de glicerol incrementou a produgio de etanol nas linhagens modificadas
sem os marcadores (Figura 20). O fato de ndo ser gerado glicose e frutose no
meio extracelular previne que microrganismos contaminantes crescam nas dornas de
fermentacdo. Em ensaios preliminares, realizados em um tanque de fermentagio
de 1000 litros, utilizando melago diluido em dgua (~180 g L~! de agicares totais)
como meio fermentativo, as linhagens GMY08 e GMY 15, que nio possuem atividade
invertase extracelular, nio necessitaram a adicio de antibidtico para controle da
contaminagio bacteriana durante aproximadamente 10 ciclos fermentativos, enquanto
que para a linhagem parental CAT-1, adicdes de antibiético foram necessdrias a cada
reciclo (dados ndo mostrados).

Podemos perceber que a formacido de biomassa, consumo de sacarose
e producio de etanol pela linhagens modificadas GMYwo, ocorreram de forma
praticamente linear (Figura 20), quando comparadas as linhagens modificadas
contendo os marcadores (GMY) analisadas na Figura 15, e acreditamos que essa
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diferenca possa estar relacionada com a menor atividade da enzima invertase
intracelular frente a sacarose (Tabela 6) e/ou uma menor velocidade de metabolizacio
da sacarose pela via glicolitica. Acreditamos que o transporte ativo da sacarose, nesse
caso, ndo € o passo limitante da fermentagio, pois as linhagens GMYwo, tiveram
sua atividade de transporte aumentada apds os repiques sucessivos em antimicina A
mais sacarose (Tabela 6). Entretanto trabalhos recentes descrevem que a evolugio
de linhagens de leveduras em condigdes limitantes de substrato podem melhorar o
desempenho das células em outros substratos, porém nas mesmas condicdes limitantes
também. Quando estas mesmas células sdo expostas a ambientes ricos em substratos,
foi observado um desempenho inferior no metabolismo destas células, inclusive na
presenca do mesmo substrato utilizado para a evolugio dirigida (WENGER et al.,
2011). Compensacdes metabolicas podem resultar deste processo de evolucdo de
linhagens em condigdes limitantes de substrato, uma vez que em altas concentragdes
de sacarose as linhagens GM Ywo ndo conseguiram utilizar eficientemente este agticar,
quer por aquisi¢des de muta¢des adaptativas intrinsecas as células ou pela acumulagio
de mutagdes neutras em outra parte no genoma.

Analisando os pardmetros cinéticos obtidos durante a fermentacio (Figura
21), podemos perceber que o rendimento da conversdo de substrato em célula
(Yy x.-_gm”b‘”), permaneceu muito similar para as linhagens GMY16wo (0,108 g Cel
g Sac™!), GMY21wo (0,106 g Cel g Sac™!), GMY26wo (0,112 g Cel g Sac™1), e
para a linhagem parental CAT-1 (0,106 g Cel g Sac 1), enquanto que o rendimento da
conversio de substrato a etanol (Yp g Globaly foi maijor para as linhagens GMY21wo
(0,450 g Eta g Sac™ ') e GMY26wo (0,454 g Eta g Sac™') em relacdo 2 linhagem
GMY16wo (0,382 g Eta g Sac™!) e a linhagem CAT-1 (0,405 g Fta g Sac™'). No
caso das linhagens GMYwo, como ja foi identificado previamente, a velocidade
de consumo do substrato é muita lenta, atingindo o final da fermentacio apds um
periodo mais demorado. Em mimeros, foi obtido um aumento de cerca de 12% no
rendimento de conversio de substrato a etanol pelas linhagens GMY wo em relagio a
parental CAT-1, e uma diminuicdo de 100% na sintese e secrecdo de glicerol (nio
foi detectado glicerol no meio de fermentacao das linhagens GMYwo, dados nao
mostrados). Nao foram observadas correlagdes entre o transporte ativo de sacarose
e a menor producio de biomassa, porém as fermentagdes realizadas em Erlenmeyer
nio possuem parimetros de controle efetivos para uma comparacio real.

Diversos trabalhos demonstram a importincia do transporte ativo de
dissacarideos e posterior hidrolise intracelular gerando um aumento no rendimento
da producdo de etanol, como o transporte de aclicares utilizados na producio de
etanol de segunda geracio (celobiose e xilose) (HA et al., 2010). Através de
engenharia genélica, os autores inseriram os genes responsdveis pelo transporte
ativo de ciclodextrinas (CDTI e CDT2) e pela sintese da -glicosidade intracelular
(GHI1-1) em leveduras S. cerevisiae, que naturalmente ndo sio capazes de fermentar
esse acticares (LI et al., 2010; GALAZKA et al., 2010). A celobiose, originada
da hidrélise da celulose por celulases, é transportada para o citosol celular por
transportadores de ciclodextrinas de alta afinidade e hidrélise intracelular por f3-
glicosidases, apresentando um aumento no rendimento de substrato a etanol, além
de minimizar os efeitos deletérios das alta concentragdes de glicose sobre as celulases
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Figura 21 — Parmetros cinéticos das linhagens industriais modificadas sem
marcadores - GMYwo - obtidos durante a fermentacdo em batelada simples
contendo 200 g L~! de sacarose.
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envolvidas na hidrélise de celulose. Além dos genes para fermentacio de celobiose,
foram inseridos em leveduras S. cerevisiae, a via de metabolizacio de xilose,
pentose originada da hidrélise dcida da hemicelulose, para co-fermentacio de xilose
e celobiose (HA et al., 2010). A xilose € transportada por difusio facilitada pelos
transportadores de hexoses (HXT), que sofrem repressdo na presenca de glicose,
diminuindo a capacidade de captagio desse agiicar do meio. Foi descrito que o
transporte ativo da celulose e posterior hidrélise intracelular, aumentam o rendimento
da co-fermentacio destes aclcares por nio haver glicose no meio extracelular. Dessa
forma, a auséncia de repressio por glicose em fermentagdes com misturas de aglcares
por S. cerevisiae melhorou a eficiéncia de utilizagio total de aclicares e produtividade
em etanol, o que ¢ altamente desejavel na producio de etanol combustivel de
diferentes fontes. Seguindo o mesmo raciocinio de co-fermentacio de xilose e
celulose, podemos propor a co-fermentacio de xilose e sacarose, uma vez que as
leveduras modificadas apresentam a metabolizacio intracelular da sacarose.

Para analisar a expressao dos genes iSUC2 e AGT! durante a fermentacao
de 200 g L—! de sacarose pelas linhagens modificadas sem marcadores (GMYwo),
foi realizada a amplificacio do cDNA destas linhagens por PCR em tempo real.
As amostras foram coletadas nos tempos zero, cinco e 10 horas apds o inicio da
fermentacdo, isolado o RNAm e posteriormente dosadas quanto a expressio relativa
dos genes iSUC2 e AGTI (Figura 22). O gene ACTI, expresso constitutivamente
em leveduras, foi utilizado como normalizador da reacio e apresentou dados de Cts
semelhantes para todas as linhagens (dados nio mostrados). A linhagem parental
CAT-1 foi utilizada como calibrador para o calculo da expressido relativa dos genes
testados.

Logo que as células foram inoculadas no meio contendo alta concentracio
de sacarose, a expressao relativa do gene iSUC2 ji se apresentava aumentada cerca
de 15 vezes para todas as linhagens testadas. Este dado demonstra que as células
que possuem a invertase sobre o controle do promotor constitutivo do gene ADH!
expressam altos niveis dessa enzima de forma constitutiva. Decorridas 5 horas de
fermentacdo, podemos observar que a linhagem GMY2Iwo possui a expressio do
gene iSUC2 aumentada cerca de 80 vezes. Aumentos significativos na expressio
relativa do gene iSUC2 também foram verificadas nas linhagens GMY16wo e
GYM26wo. Ao término da fermentacio (10 horas) a quantidade de transcritos gerado
a partir do gene iSUC2 decaiu para um nivel intermedidrio, e a expressio relativa
deste gene se mantém cerca de 40 vezes aumentada (em relacio ao SUC2 da CAT-1)
nas trés linhagens analisadas. A maior expressio relativa do gene iSUC2 mensurada
na linhagem modificada GMY21wo pode estar relacionada com a maior producio de
etanol por esta linhagem durante a fermentacio de altas concentracdes de sacarose
(Figura 20). Acreditamos que o aumento na expressio relativa do gene iSUC2 apods 5
horas do inicio da fermentacgéo € decorrente da maior disponibilidade intracelular de
glicose, oriunda da hidrélise intracelular da sacarose, capaz de induzir fortemente o
promotor ADHI (Figura 22). Com os dados aqui apresentados, podemos concluir que
o consumo mais lento da sacarose, e que as fermentacdes incompletas apds 10 horas
nio sdo consequéncias de problemas na hidrélise da sacarose no interior da célula.

De acordo com os dados de expressio relativa obtidos para o gene iSUC2, a



96

80
Gene AGT1
60 -
m
>
-
(3]
T
[ -
g 401 -
w
w
2
o
fn
20 -
L ]
100
Gene SUC2
&0 -
) -
- M1
m
— 60 .
5 T_
o
™
7
o 404
o
fn
20 <
oh 5h 10h

Tempo (horas)

‘ = GMY16wo I GMY21wd——J GMY26wo

Figura 22 — Expressiio relativa dos genes iSUC2 e AGT! durante a
fermentacio de 200 g L~ ! de sacarose. As amostras foram obtidas nos tempos
zero, 5 e 10 horas apds o inicio da fermentacdo. O gene ACT! foi utilizado
como normalizador da reacfo, e a expressdo dos genes SUC2 e AGTI na
linhagem parental CAT-1 foi utilizada como calibrador para a realizacdo dos
calculos de expressao relativa.
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andlise da expressao relativa do gene AGT/ identificou um aumento na quantidade de
transcrito apds 5 horas de fermentagio, quando as células de leveduras estdo com os
genes envolvidos no metabolismo de sacarose mais ativados (Figura 20). No tempo
inicial da fermentacio, foi observado um aumento timido na quantidade de transcritos
do gene AGT] sintetizados em todas as linhagens GMYwo. Ja apds 5 horas do inicio
da fermentacio € possivel observar um aumento de até 56 vezes na expressao relativa
deste gene na linhagem GMY2Iwo. Juntamente com os dados observados para a
expressio relativa do gene iSUC2, podemos inferir que esta linhagem produziu uma
maior concentracao de etanol ao final da fermentacao devido a maior atividade dos
principais genes envolvidos nas primeiras etapas da metabolizacdo da sacarose. A
expressdo do gene AGT! foi detectada até o final da fermentacio, indicando que
o transporte ativo da sacarose ndo foi a etapa limitante do processo de utilizagio
de sacarose. Vale a pena mencionar, que experimentos de batelada alimentada
com reciclos celulares e utilizando meio contendo sacarose (200 g L), foram
conduzidos em nosso laboratério e foi constado que os reciclos celulares apresentaram
maior rendimento na conversio de substrato a etanol, indicando uma adaptacio do
metabolismo dessas leveduras industrias ao meio onde estio expostas (dados nio
mostrados).

Do ponto de vista energético o transporte ativo de dissacarideos e de
trissacarideos em S. cerevisiae é realizado através do co-transporte com fons HT, que
devem ser removidos da célula pela H -ATPase de membrana (codificadas pelo gene
PMAL), para garantir a manutencio da homeostase do pH intracelular. O transporte
ativo da maltose é realizado com estequiometria 1:1, ou seja, uma molécula de aguicar
juntamente com uma de préton. Na manutencio do pH citoplasmatico ocorre o gasto
de 01 (uma) molécula de ATP para cada préton langado pelas HT-ATPases, obtendo-
se assim no saldo final do balanco energético, 3 moles de ATP por mol de maltose
consumido pelas células. WEUSTHUIS et al. (1993), descreveu ganho as células de
3 moles de ATP por mol de maltose consumido, e de 4 moles de ATP para 2 moles de
glicose consumida (quantidade equivalente a um mol de maltose), proporcionando um
menor rendimento energético (saldo de ATP) as células que transportam ativamente
a maltose. Da mesma forma, esperar-se-ia que as leveduras modificadas no gene
SUC2 apresentariam aumento no metabolismo celular para repor a energia perdida na
manutencio do pH citoplasmatico, e para formar a mesma quantidade de biomassaque
as células nio modificadas, apresentando maior producio de etanol. Nosso grupo de
pesquisa construiu uma linhagem de laboratério haploide geneticamente modificada
na expressio do gene SUC2 visando a utilizagio da sacarose somente pela via
intracelular (iSUC2). Esta linhagem apresentou um aumento de 4% no rendimento de
etanol durante a fermentacio anaerdbica em quimiostatos com limitacdo de substrato,
e apos 90 geracdes nesse meio, foi detectado um aumento de 10 vezes na atividade
de simporte de HT, resultando em um aumento em 11% no rendimento de etanol
a partir de sacarose. Uma andlise transcricional revelou aumento na expressio de
genes relacionados com o metabolismo de maltose, incluindo o gene AGTI, que
encontra-se amplificado nas leveduras evoluidas (BASSO et al., 2011). Acreditamos
que de maneira semelhante, a expressido dos genes MAL possam estar aumentadas
nas linhagens modificadas GMYwo, devido ao aumento na atividade de transporte de
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pNPaG, que também € dependente da atividade da enzima maltase, codificada pelo
gene MALx2.

Apesar de um maior rendimento nas taxas de conversao de sacarose em
etanol, e de apresentar expressdo constitutiva dos genes iSUC2 e AGT! durante a
fermentacdo, as linhagens modificadas sem os marcadores (GMYwo) utilizam muito
lentamente a sacarose e resultam em fermentacées incompletas, quando comparadas
com as linhagens que possuem as mesmas construgdes mas contendo os marcadores
de selecio (p. ex. GMYO08 e GMY15). Acreditamos, que devido aos vdrios eventos
de inser¢do de genes ou promotores no genoma, a excisao dos genes marcadores do
genoma, e principalmente a remocio dos plasmideos centroméricos (para expressio da
Cre-recombinase) nas linhagens GMYwo (além da selecio em baixas concentragdes
de sacarose mais antimicina A), estas linhagens possam ter sofrido modificacdes no
seu metabolismo ja que tanto o crescimento e fermentacio de glicose (Figura 18)
e sacarose (Figura 19) foram afetadas. Aparentemente, as adaptacdes metabdlicas
ocorridas nio levaram também a uma eficiente fermentagdo de altas concentragdes
de sacarose. Uma estratégia que pode ser empregada para melhorar a eficiéncia
da fermentacio em sacarose das linhagens modificadas, com ou sem marcadores,
€ a engenharia evolutiva, onde a populacio de leveduras presentes em quimiostato
limitado pela fonte de carbono ¢ direcionada a apresentar caracteristicas desejaveis a
um processo industrial (vide (BASSO et al., 2011)).

Este trabalho teve como objetivo modificar a via "tradicional” de
metabolizacio de sacarose, aplicando técnicas de engenharia gendmica. Essa
modificacio consistiu em modular a expressio de dois genes chaves neste processo,
AGTI e SUC2, para que as células passassem a expressar constitutivamente o
transportador de membrana para sacarose (Agtlp) e a enzima invertase intracelular
(alelo iSUC2). Esta estratégia de utilizacio intracelular da sacarose apresentou bons
resultados quanto ao incremento no rendimento da conversio de substrato a etanol,
podendo gerar resultados satisfatérios em dornas industriais, aumentando a produgio
sem precisar investir em equipamentos para a fdbrica ou aumento da drea plantada
de cana-de-acicar. Na Figura 23 € ilustrado as etapas do metabolismo intracelular da
sacarose, com as principais enzimas e transportadores de membrana envolvidos neste
sistema, além dos rearranjos nos cromossomos pelas modificacdes genéticas inseridas
no genoma das linhagens GMY 16wo (Figura 23 A) e na linhagem GMY 26wo (Figura
23B).
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Figura 23 — Representacdo esquemdtica do novo modelo de utilizacio
de sacarose por leveduras industrias de S. cerevisine modificadas. A)
Representacdo dos genes envolvidos nas etapas inciais de metabolizacio
da sacarose na linhagem GMY16wo, onde ocorre a sobre-expressdo do
gene iSUC2 e do gene AGTI, ambas modificacoes envolvendo o locus
SUC2 do cromossomo IX. Esta linhagem foi obtida em dois eventos de
recombinac¢éio homdloga e utilizando somente um gene marcador heterélogo.
B) Representagdo das modificagdes gendmicas realizadas na linhagem
GMY26wo. Os dois genes SUC2 no cromossomo IX foram modificados,
enquanto que a sobre-expressdo do gene AGTI foi obtida modificando
este gene no cromossomo VII. Para a obtencdo desta linhagem foram
necessdrios trés eventos de recombinagio homoéloga e a utilizagio de dois
genes marcadores heter6logos diferentes.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho, que objetivou melhorar a eficiéncia na produgio de etanol

combustivel a partir de sacarose através de modificacdes gendmicas em leveduras
industriais Saccharomyces cerevisiae isoladas de dornas de fermentacdo, permitiu
concluir que:

L.

As técnicas de engenharia gendmica utilizadas neste trabalho foram eficientes
para modificar com sucesso a via de utilizacdo de sacarose em linhagens
industriais dipléides de S. cerevisiae, modulando a expressio de genes
envolvidos no transporte ativo e hidrélise intracelular de sacarose.

A utilizacao de regioes de homologias curtas ou longas flanqueando os
mddulos genéticos permitiu a integracido destes modulos no genoma das
leveduras com elevada especificidade. Nao foram observadas diferencas na
frequéncia de transformantes obtidos utilizando regides curtas ou regides
longas de homologia ao DNA. Dessa forma, todos os modulos genéticos
construidos neste trabalho se mostraram eficientes para a modificacio
gendmica de leveduras industriais.

As modificacdes envolveram sobre-expressar o gene AGTI (AGTIT) e
a invertase intracelular (alelo SUC2), e evitar a expressdo da invertase
periplasmatica. Como a levedura industrial utilizada € diploide, foi necessdrio
deletar a segunda copia do gene SUC2 (suc2A), ou substituir este gene pelo
médulo de sobre-expressio da permease AGT! (suc2:AGTI™). Nas linhagens
iSUC2 / suc2A o gene do transportador de sacarose foi também sobre-expresso
(AGTI™) a partir do seu préprio lécus cromossomal, ou pela insercio do
mddulo de sobre-expressido deste gene nos elementos 7y /.

Durante o crescimento celular ou fermentagdes em batelada foi observado que
nas linhagens de levedura geneticamente modificadas que ainda apresentavam
atividade invertase extracelular, a sacarose € hidrolisada mais rapidamente
que a capacidade de transporte da mesma pela permease AGT/ (inclusive em
linhagens AGTI" que sobre-expressam este gene), gerando glicose e frutose
no meio extracelular, indicando que o mecanismo proposto para a utilizacio
intracelular da sacarose nio ¢ funcional na presenca de atividade invertase
extracelular.

Nas linhagens sem atividade invertase extracelular (iSUC2 / suc2:AGT1" ou
iSUC2 /| suc2A AGTIT) nio foi observado acimulo de glicose e frutose no
meio extracelular durante o crescimento, e embora apresentaram uma menor
velocidade de utilizacdo de sacarose e menor velocidade de producio de
etanol, o rendimento na conversao de substrato (sacarose) a produto (etanol)
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fol maior. Nas fermentacdes em batelada com altas concentragdes de sacarose
estes parimetros fermentativos para cada linhagem foram confirmados, e
sugerem ainda uma diminui¢do na pressio osmdtica sobre as leveduras pela
reducdo na producio e excrecdo de glicerol nas linhagens sem invertase
extracelular.

6. Foram também desenvolvidas estratégias e modulos flanqueados por regides
loxP para permitir a integracio destes mdédulos no genoma, seguido da excisio
dos genes marcadores com o uso da Cre-recombinase. Apesar do sucesso
nas modificagdes genéticas propostas (incluindo a correta remocio dos genes
marcadores), as leveduras modificadas sem marcadores apresentaram uma
extensa fase lag durante o crescimento tanto em glicose ou sacarose, embora
com maior rendimento de conversio do aglicar em etanol.

Levando em consideragio que leveduras industriais possuem um metabolismo
mais robusto e sio facilmente adaptivel as condigdes industriais onde estio
expostas, acreditamos que utilizando linhagens de leveduras modificadas na via
de metabolizacdo da sacarose serd possivel conduzir fermentacdes em batelada
alimentada com concentragdes mais elevadas de sacarose (¢, 250 g L), produzindo
maiores concentracbes de etanol, com consequéncias interessantes para as usinas
como menor gasto na destilagdo, menor geracio de vinhaga e aumento na produgio
de etanol sem a necessidade de aumento na drea de cana-de-aglicar plantada ou
investimentos em maquinaria da usina. Entretanto, existe a necessidade de estudos
para identificar o melhor modelo de alimentacdo nas bateladas e da concentracio
médxima de sacarose que as células podem fermentar de forma eficiente.

A utilizacdo intracelular da sacarose apresentou um aumento no rendimento
de conversio de sacarose a etanol. Mas as vantagens desta modificagio no
metabolismo incluem a auséncia de glicose e frutose no meio extracelular, que evita
efeitos deletérios nas células incluindo o desvio do carbono para a producdo de
outros metabdlitos secunddrios (glicerol) pelo estresse osmotico nas células, além
de ajudar a minimizar também a contaminacio por bactérias e leveduras selvagens
que nio conseguem utilizar a sacarose. A presenca de frutose no meio extracelular
pode também gerar perdas na produgiao de etanol, uma vez que este monossacarideo
€ lentamente consumido e geralmente sobra como agticar residual nas fermentacdes
por 8. cerevisiae.

O desenvolvimento de estratégias de engenharia gendmicas para leveduras
industriais dipléides, incluindo aquelas sem a presenca de genes marcadores exdgenos
ao DNA de S. cerevisiae, abre um grande leque de oportunidades para a modificagio
do metabolismo de leveduras visando incrementar a eficiéncia fermentativa das
leveduras industriais, incluindo a producio de outras moléculas de interesse como
biocombustiveis (butanol, iso-propanol, etc.), ou ainda a producdo de outras
biomoléculas de interesse quimico ou farmacéutico.
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O ambiente industrial, que tem como a principal caracteristica ser um
ambiente estressante, pois nao existe o controle de temperatura na fermentacao,
assepsia em relacio ao microrganismos enddgenos da cana-de-agiicar, reciclos
celulares durante toda a safra da cana-de-aglicar, e muitas vezes utilizam o melaco
(sub-produto do refino do acgiicar pobre em nutrientes) como mosto para fermentacio,
€ um importante teste para a real avaliacio do metabolismo das linhagens modificadas
com ou sem marcadores. A utilizacio das linhagens industrias modificadas com os
marcadores, abre aina a possibilidade de serem realizados estudos de competicao
nas dornas de fermentaciio, uma vez que estas linhagens sio facilmente identificadas
devido a resisténcia a geneticina ou zeocina.
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APENDICE A - Confirmaciio em gel de agarose das transformacdes gendmicas
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A.1 CONSTRUCAO DO MODULO ISUC2 CONTENDO O GENE
MARCADOR KANMX

Genoma da linhagem BSY21-34B-3 (Chr IX)
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Figura 24 — Confirmacdo da substituicio do gene TRPI pelo gene KanMX.
Linha 1 - BSY21-2B; Linha 2 - BSY21-15B; Linha 3 - BSY21-34B (linha
3); Linha 4 - BSY21-2B5; Linha 5 - BSY21-15B1 e Linha 6 - BSY21-
34B3. O marcador de peso molecular aparece na linha 1 (M). A insercio
do Médulo 1 nas linhagens modificadas (linhas 4, 5 e 6) foi confirmada por
PCR utilizando os iniciadores V-SUC2F (rosa) e V-KANrR (verde), sendo
observada uma amplificacdo de ~1298 pb nestas linhagens, indicando a
presenca do gene KanMX no seus genomas, e auséncia de amplificacdo nas
linhagens parentais (linhas 1, 2 e 3). Por outro lado, para confirmar a remocéo
do gene TRPI foram utilizados os iniciadores V-SUC2F e V-TRP1-40F (azul)
que amplificou uma banda de ~1229 pb presente somente nas linhagens
parentais, e auséncia de amplificacdo nas linhagens modificadas, indicando
que o gene TRP/I foi substituido do genoma das transformantes.
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A.2 SOBRE-EXPRESSAO DO GENE AGT! EM MULTIPLAS COPIAS

Genoma da linhagem CAT-1 (Chr ViI)

po . ~1583
Genoma da linhagem GMY11 (Chr WII)

Figura 25 — Verificacdo em gel de agarose a integragdo do Mdédulo 4 apés
amplificacdo por PCR com os iniciadores V-GPDF (salmao) e AGT1-I5S05TR
(laranja) e o DNA total das linhagens CAT-1 (linha 2) e GMY11 (LINHA 3).
Nalinha 1 € observado o marcador de peso molecular (M). A amplificacéo de
uma banda de ~1853 pb comrespondente ao promotor GPD seguido do gene
AGTI, confirmou a integrag@o do Médulo 4 na linhagem modificada GMY11.
A auséncia de amplificac@o na linhagem parental CAT-1, confirma que esta
constru¢do ndo existia nesta linhagem.
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A3 DELECAO DA SEGUNDA COPIA DO GENE SUC2 EM
LINHAGENS INDUSTRIAIS ISUC2

550 pb
LTI DTN
ATG ATG
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~2700pb . Genoma da inhagem GMY11 (Chr 1X)
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Figura 26 — A verificacdo em gel de agarose da delecdo da segunda copia
do gene SUC2, foi realizada apés amplificacio do loci SUC2, utilizando os
iniciadores V-SUC2F (rosa) e SUCI00R (azul). No gel podemos observar
uma amplificagdo de ~550 pb, do loci SUC2 normal, como observado na
linhagem CAT-1 (linha 2). J4 a linhagem modificada GMY11 (linha 3)
(iISUC2/5UC2), apresenta a mesma banda de ~550 pb, porém apresenta
mais uma amplificacdo de ~2700 pb referente a cépia modificada iSUC2.
Nas linhagens modificadas GMYO08 (linha 4) e GMY15 (linha 5), ndo ¢é
mais observada a banda referente ao loci SUC2 normal, indicando que um
fragmento deste gene foi removido, enquanto que a amplificacdo da copia
iSUC2 aparece como esperado.
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A4 DELECAO DA SEGUNDA COPIA DO GENE SUC2 POR

SUBSTIUCAO PELO MODULO DE SOBRE-EXPRESSAO DO
GENE AGT1
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Figura 27 — Verificacdo em gel de agarose a substituicdo do gene SUC2 pelo
modulo de sobre-expressao do gene AGT! apés amplificacio do DNA das
linhagens GM10 (linha 1) e GMY 16 (linha 2) utilizando os iniciadores V3-
SUCZ2F (magenta) e V-AGT1R (verde claro). O marcador de peso molecular
estd na linha 3 (M). A amplificacdo de uma banda de ~3753 pb a partir
do DNA da linhagem modificada GMY16 confirma a correta integracio
do Médulo 6 no alelo SUC2. J4, utilizando o DNA da linhagem parental
GMY10, ndo ¢é observada amplificacdo, pois a mesma ndo possui 0 gene
AGTI no loci SUC2.
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A5 EXCISAO DO GENE MARCADOR BLE® NAS LINHAGENS
INDUSTRIAIS

"M GMY GMY GMY .
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Figura 28 — Verificagdo em gel de agarose a remogdo do gene ble" das
linhagens industriais industriais de S. cerevisiae utilizando os iniciadores
ss-SUC2F (preto) e SUC2-R (cinza). No gel é visualizado o marcador
de peso molecular (M - linha 1), a linhagem GMYO0S8 (linha 2) utilizada
por apresentar o gene Ble” integrado no seu genoma e as linhagens sem
marcadores GMY21wo (linha 3) e GMY26wo (linha 4).



