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RESUMO

DUVAL, E.H. (2011) Caracterizacdo fenotipica e genotipica de
cepas industriais geneticamente modificadas de
Saccharomyces cerevisiae. Tese de doutorado. Programa de Poés-
Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal de Santa
Catarina.

Leveduras Saccharomyces tém sido utlizadas em processos
biotecnolégicos para producdo de etanol, gragas a capacidade de
adaptacdo ao ambiente industrial e a habilidade de fermentar
agucares. Com o intuito de otimizar o processo fermentativo de
producdo de &lcool combustivel, foi realizada a caracterizagdo
fenotipica e genotipica de linhagens industriais produtoras de etanol
combustivel no Brasil. Todas as cepas analisadas apresentaram
capacidade de utilizar e fermentar maltose, indicando funcionalidade
dos genes MAL. Em relacdo a utilizacdo de maltotriose vérios
fenétipos foram observados. Algumas cepas apresentaram
utilizacdo lenta ou tardia deste aglcar, enquanto que outras foram
incapazes de utilizar esta fonte de carbono. Todas a cepas
apresentaram apenas o gene SUC2 no cromossoma IX, além de
varios genes MALx1 no genoma. Enquanto que algumas linhagens
nao apresentaram o gene AGT1 no genoma, outras apresentaram
pelo menos uma cépia no cromossomo VII, embora este gene,
aparentemente, ndo seja funcional nestas linhagens industriais.
Ap6s substituicdo de uma cépia do gene SUC2 do genoma dipléide
da levedura industrial CAT-1 com um mddulo de transformacgéo
contendo um gene marcador (KanMX6), obtido do genoma de uma
levedura de laboratério ja modificada, verificou-se que a linhagem
geneticamente modificada EDH-04 apresentava aproximadamente
metade da atividade invertase, mas continuava consumindo e
fermentando a sacarose do meio como sua parental, indicando que
a atividade invertase ndo € o fator limitante na fermentacdo deste
acucar. A seguir, foi desenvolvido um novo médulo de
transformacéo para substituir o gene SUC2 do genoma de leveduras
utilizando o gene AGT1 (sob controle de um promotor constitutivo)
como marcador. Espera-se que esta estratégia, incluindo o uso de
regides flanqueadoras longas, permita obter linhagens industriais
brasileiras utilizadas na produgdo de alcool combustivel sem
atividade invertase, porém com transporte e hidrélise intracelular do
aclcar pelas células, permitindo eficiente fermentagdo de sacarose
por S. cerevisiae.






ABSTRACT

DUVAL, E.H. (2011) Phenotypic and genotypic characterization
of genetically modified industrial strains of Saccharomyces
cerevisiae. PhD Thesis. Programa de Pdés-Graduagdo em
Biotecnologia, Universidade Federal de Santa Catarina.

Saccharomyces yeasts have been widely used in diverse
biotechnological process for ethanol production, due to its
adaptability to the industrial environment and the ability to ferment
sugars. In order to optimize the fermentation process for fuel ethanol
production, we performed a phenotypic and genotypic
characterization of several industrial yeast strains that produce fuel
ethanol in Brazil. All analyzed strains had the ability to use and
ferment maltose, indicating functionality of the MAL genes.
Regarding the utilization of maltotriose, several phenotypes were
observed. Some strains showed slow or delayed utilization of this
sugar, while other strains were unable to utilize this carbon source.
All strains showed only the SUC2 gene in chromosome IX, besides
several MALx1 genes in their genome. While some strains did not
had the AGT1 gene in their genome, others presented at least one
copy in chromosome VIl, although this gene is, apparently, not
functional in these industrial strains. After the deletion of one copy of
the SUC2 gene from the diploid genome of the industrial yeast CAT1
with a transformation module containing a marker gene (KanMX6),
obtained from a previous modified laboratory yeast, it was observed
that the genetically modified EDH-04 strain had approximately half of
the invertase activity, but continued to consume and ferment sucrose
as the wild type strain, indicating that invertase activity is not a
limiting factor for the fermentation of this sugar. Next, a new genetic
modifying module was developed to delete the SUC2 gene from the
genome of yeasts utilizing the AGT1 gene (under control of a
constitutive promoter) as marker. It is expected that this strategy,
including the use of long flanking regions to facilitate homologous
recombination in industrial yeasts, will allow to obtain brazilian
industrial strains used for fuel ethanol production that lack invertase
activity, but with transport and intracellular hydrolysis of the sugar by
the cells, allowing efficient fermentation of sucrose by S. cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Leveduras, principalmente do género Saccharomyces, tém
sido amplamente utilizadas em diversos processos biotecnol6gicos
para producdo de bebidas alcodlicas, produtos de panificacdo e
etanol combustivel, entre outros (Ingledew, 1993). Sua utilizacdo se
deve a capacidade, apresentada por estas leveduras, de se adaptar
e dominar o ambiente devido a habilidade de fermentar os aglcares
presentes no meio, produzindo etanol, mesmo na presenca de
oxigénio (de Deken, 1966; Barford & Hall, 1979). Além disso,
suportam baixos niveis de pH, altas concentracdes de etanol e
também o estresse osmaético decorrente das altas concentracfes de
aclcares.

Saccharomyces cerevisiae €& considerada o agente
predominante nas fermentagfes, mas outras espécies do complexo
Saccharomyces sensu stricto, como S. bayanus e S. paradoxus, tém
sido isoladas a partir de processos industriais (Querol & Bond,
2009). Esta levedura é utilizada em grande escala para producao
industrial de etanol a partir de varios produtos agricolas ricos em
acucares, sendo que grande parte desta producao utiliza meios ricos
em sacarose, como € o caso de caldo-de-cana e melaco (Wheals et
al., 1999; Zanin et al., 2000; Schwan et al., 2001).

O Brasil € o maior produtor e beneficiador de cana-de-agUcar
do mundo, sendo responsavel por 20% da produgdo mundial de
aclcar. No ano de 2008, a producdo brasileira de cana-de-agucar
totalizou 648,85 milhdes de toneladas (Brasil, 2008), permitindo que
na safra de 2008/2009 fossem produzidos 27,6 bilhdes de litros de
alcool. Porém, na safra de 2009/2010, esta produgéo caiu para 25,7
bilhdes de litros de alcool, dos quais 7 bilhdes de litros foram de
alcool anidro e 18,7 bilhdes de litros de &lcool hidratado (Brasil,
2011).

Atualmente, sdo utilizados mostos (caldo-de-cana e melaco)
contendo entre 150-200 g¢g/L de aguUcares totais (principalmente
sacarose), através de sistemas de fermentacdo continuos ou
descontinuos (batelada alimentada ou batelada simples). Nos
processos de fermentagdo em batelada simples o mosto é
adicionado no inicio da fermentagdo e ao término é 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 0 mesmo
volume de mosto novo. Esse procedimento é realizado varias vezes
consecutivas. Os processos de fermentacdo em batelada
representam em torno de 75% das destilarias do pais e podem
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atingir em torno de 92% de converséo dos aclcares até etanol. Este
€ o principal objetivo na producédo de alcool combustivel e requer
leveduras capazes de produzir altas concentracdes de etanol
durante as fermentacdes (Wheals et al., 1999). Ja na producéo de
bebidas alcodlicas e panificacdo, buscam-se leveduras que
fermentem produzindo, além do alcool, outros compostos com
funcbes organolépticas.

1.1 Alcool combustivel no Brasil

Mesmo apds muito tempo de convivio com a inddstria
canavieira, apenas no século XX o Brasil descobriu o alcool (etanol)
como uma opcao energética interessante. Em 1920, varias
agroindustrias sucroalcooleiras realizaram experimentos tentando
promover o alcool como combustivel no Brasil, 0 que passou a se
tornar uma pratica comum nas usinas. Em 1927, uma usina de
Alagoas langou o alcool-motor “USGA” (75% etanol e 25% éter), que
logo em seguida foi copiado por varias outras indlstrias. Em 1931,
através do Decreto n° 19.717, o governo tornou obrigatdria a mistura
de alcool & gasolina importada e consumida no pais, em uma
proporcdo inicial de 5%. Ja, em 1938, o Decreto-Lei obrigou a
adicdo de 5% de &lcool também a gasolina produzida no Brasil,
promovendo a implantagdo da primeira refinaria nacional de petréleo
(Brasil, 2011).

Em 1970, com a crise internacional do petréleo, novas
alternativas foram buscadas como fonte de energia. Foi escolhido o
etanol, considerado como substituto adequado a gasolina, pois
havia no pais varias industrias com potencial para producdo em
grande escala, pela facilidade na ampliacdo do cultivo de cana-de-
acucar (principal substrato para a fermentagdo). Além disso, e
principalmente, o etanol é fonte renovavel de energia menos
poluente que outros combustiveis alternativos. Nesse momento, o
governo federal decidiu implementar fontes alternativas ao petréleo
importado e o uso eficiente da energia, criando véarios programas,
entre eles o Programa Nacional do Alcool — PROALCOOL (Decreto
76.593 de 14/11/1975).

O Aalcool combustivel passou a ser usado de duas formas no
Brasil: adicionado a gasolina em teores de até 25% de alcool anidro
e, como alcool puro, na forma de alcool hidratado. Historicamente, o
setor sucroalcooleiro esta entre as mais tradicionais industrias nao
extrativas de manipulacdo e processamento da biomassa no pais.
Varios paises produzem alcool combustivel, mas o0 nosso pais € o
maior produtor usando cana-de-aglUcar como substrato para
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fermentacdo e o Unico a utilizar alcool em larga escala na sua frota
automotiva (Brasil, 2011). Decorrente da politica de governo e
incentivos fiscais, nos anos 80 ocorreu um significativo incremento
na frota de veiculos movidos exclusivamente a alcool (Figura 1).
Entretanto, nos anos 90 o governo parou os incentivos fiscais, o0 que
provocou uma crise no setor e uma mudanca no perfil do
consumidor, o qual passou a adquirir novamente os carros movidos
a gasolina. Esta tendéncia mudou no inicio deste século,
principalmente apdés as guerras no lIraque e Afeganistdo, que
provocaram nova crise internacional no mercado de petroleo
(UNICA, 2011).

A maior demanda do &lcool combustivel atualmente se da
pelo incremento na frota de veiculos movidos a gasolina, uma vez
que, adiciona-se a este combustivel de 22 a 26% de etanol. Além
disso, a tecnologia introduzida em 2003, dos motores flex fuel,
incrementou bastante essa demanda. Esses veiculos, capazes de
funcionar com qualquer mistura alcool-gasolina, conquistaram
rapidamente o consumidor e representam hoje, 95% dos veiculos
produzidos no pais (Figura 1). Atualmente, os biocombustiveis
abastecem cerca de 50% do total de automdveis e comerciais leves,
enquanto que a participacdo daqueles movidos a gasolina estd em
torno de 43% (ANFAVEA, 2010).

3.000.000
2.500.000
2.000:000 4 A
1.500.000
1.000.000 -

500.000 -
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e Ciisoling === Alcool (Btanol)

Figura 1. Vendas internas no atacado de automdveis movidos a

gasolina, alcool e flex fuel no Brasil. Dados correspondem ao
periodo de 1975 a 2009 (ANFAVEA, 2010)

- FlexFuel
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O Brasil vem trabalhando n&o sé no sentido de aumentar sua
producéo de alcool etilico para fins carburantes, a partir de cana-de-
acucar, como também de transferir experiéncia e tecnologia para
que outros paises tropicais, que dispfe de terras e mao-de-obra,
possam ser produtores e exportadores de alcool. O Brasil era o
maior produtor de bioetanol no mundo, superado atualmente pelos
EUA, mas ainda se apresenta como maior exportador mundial deste
produto (Figura 2), gerando mais de 600.000 empregos diretos
(Amorim et al., 2004a; Valdes, 2007). Juntos, esses dois paises sado
responsaveis por 70% da produgdo mundial.

6000000

5000000 +

4000000 -

3000000 -

Litros (Mil)

2000000 -

1000000 A

0 T Qe O Qe O O Qe Qe Qe Qe Qe Qe O

1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010

Tempo (anos) —e— Exportagéo
O+ Importagcéo

Figura 2: Evolucéo da exportacdo brasileira de alcool combustivel. Os
dados apresentados correspondem ao periodo de 1996 a 2010
(Brasil, 2011).

O Brasil exporta alcool combustivel para paises como Japéao,
Jamaica, Nigéria, Coréia do Sul, Suécia, Paises Baixos, Costa Rica,
El Salvador e México, sendo os Estados Unidos da América os
grandes importadores do alcool brasileiro (313 milhdes de litros em
2010). Empresas brasileiras, buscando superar barreiras
alfandegarias, também exportam para paises da América Central e
Caribe, etanol hidratado o qual é reindustrializado e exportado para
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os EUA. Em 2009, os paises da Unido Européia importaram do
Brasil cerca de 876 milhdes de litros de &lcool. Em 2010, o Brasil
exportou cerca de 1,9 bilhGes de litros de alcool, volume 42,2%
inferior ao de 2009 (Figura 2). As receitas obtidas com as
exportacdes de alcool em 2010 foram de 1 bilhdo de dodlares, uma
reducdo de 24% em relacdo a 2009 devido, principalmente, as
barreiras alfandegarias adotadas por alguns paises (Brasil, 2011).

De qualquer forma, nos ultimos anos a produ¢do mundial de
alcool tem aumentado significativamente, chegando a
aproximadamente 50 bilhdes de litros. Isto se deve as preocupacgdes
na matriz energética e politicas ambientais adotadas por varios
paises, o que faz com que atualmente 70% do etanol produzido no
mundo seja utilizado como combustivel (Farrell et al., 2006; Hill et
al., 2006; Richard, 2006; UNICA, 2011). Esta tecnologia ja é
implementada em diversos paises da Comunidade Européia, nos
Estados Unidos da América, México, india, Argentina, Jap&o entre
outros, principalmente pelos beneficios estratégicos e ambientais
que representa (Wyman, 1999; Farrel et al., 2006; Hill et al., 2006).
Grandes investimentos estdo sendo realizados para viabilizar a
producéo de alcool a partir de celulose.

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

1.2 Utilizacdo de acucares por Saccharomyces cerevisiae

Para que ocorra a fermentacdo, utilizacdo dos aclUcares com
producdo de etanol, inicialmente é necessario que ocorra o0
transporte dessas moléculas para o interior da célula da levedura.
Sempre que as leveduras sao crescidas na presenca de oxigénio e
em baixas concentracdes de aglcares, a captacao dos acglcares é
bastante lenta, permitindo que o complexo da enzima piruvato
desidrogenase direcione o fluxo de carbono para a respiracdo. Ja na
auséncia de oxigénio ou em altas concentragfes de agucares, a
captacao eficiente do aglcar aumenta o fluxo glicolitico e permite
que a enzima piruvato descarboxilase metabolize o carbono
excedente para a fermentacéo (Rolland et al., 2002).

Os monosacarideos (glicose, frutose, manose, galactose, etc)
séo transportados para o interior da célula via difuséo facilitada por
transportadores de hexoses, 0s quais sdo codificados pelos genes
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GAL2 e HXT, uma familia de aproximadamente 20 genes em S.
cerevisiae que codificam permeases com afinidades diversas pelos
acucares (Diderich et al., 1999). No caso dos a-glicosideos maltose
e maltotriose, um dissacarideo e um trissacarideo de glicose unidos
por ligacdo osidica a1-4, respectivamente, a internalizacdo ocorre
através da membrana, sendo mediada por sistemas de transporte
ativo com co-transporte de prétons (Figura 3) e, posteriormente,
hidrélise no citoplasma da célula através da enzima maltase (a-
glicosidase). Como conseqiiéncia, moléculas de glicose sao
liberadas e metabolizadas através da via glicolitica (Novak et al.,
2004; Alves Jr et al., 2007).
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\ glicose
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frutose
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Figura 3: Vias de utilizacdo dos acuUcares por S. cerevisiae. Os
monossacarideos sao captados via difusédo facilitada, enquanto que
di- e trisacarideos sdo transportados ativamente para o interior da
célula. A hidrélise ocorre através das enzimas invertase e/ou o-
glicosidase, e a fermentagdo ou respiracdo dos aglcares depende,
entre varios fatores, da velocidade de captagdo dos agucares e do
fluxo glicolitico.
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Na fabricacdo de etanol combustivel e cachaca no Brasil, o
principal aclUcar encontrado no caldo de cana-de-aclcar é a
sacarose. Para a utilizacdo de sacarose pelas leveduras, um
dissacarideo formado pelos monossacarideos glicose e frutose
unidos por uma ligagdo osidica de conformagdo Glia1-B2Fru, a
principal via de metabolizacdo é mediada por uma enzima
extracelular (ou periplasmatica) denominada invertase (B-D-
frutosidase), que hidrolisa o aglcar presente no meio formando
glicose e frutose. Esses produtos de hidrélise sdo captados para o
interior da célula pelas permeases HXT, e posteriormente
metabolizados até etanol, CO, e glicerol através da via glicolitica
(Figura 3).

Entretanto, este dissacarideo também pode ser internalizado
através de transporte ativo, por um sistema de co-transporte com
prétons (Orlowski & Barford, 1991; Barford et al., 1992; Mwesigye &
Barford, 1996; Stambuk et al., 2000). Neste caso, o acUcar é
transportado para o interior da célula e hidrolisado no citoplasma
pela enzima invertase intracelular (citoplasmatica), ou ainda pelas
maltases (a-glicosidases) que também sdo capazes de hidrolisar
sacarose (Kahn et al., 1973; Badotti et al., 2006; 2008).
Posteriormente, os produtos de hidrélise (glicose e frutose) séo
metabolizados pela via glicolitica (Figura 4).

Segundo Carlson & Botstein (1983), a invertase pode ser
codificada por qualquer um dos seis genes SUC (SUC1 - SUC5 e
SUCY7). Todos os genes SUC, exceto SUC2, estdo posicionados em
regides teloméricas de véarios cromossomas: SUC1 encontra-se no
cromossoma VII, SUC3 no cromossoma Il, SUC4 no cromossoma
XIll, SUC5 no cromossoma IV e SUC7 no cromossoma VIIl. O gene
SUC2 esta localizado no final do cromossoma IX, porém em uma
regido ndo telomérica. Este gene é considerado o locus ancestral
dos genes SUC, uma vez que toda linhagem de Saccharomyces
possui este gene no seu genoma (Naumov et al., 1996; Korshunova
et al., 2005). Mais recentemente foram descritos novos genes SUC
teloméricos, sendo os genes SUCS, localizado no cromossoma X,
SUC9 no cromossoma XIV e SUC10 no cromossoma XVI ou XIli
(Naumov e Naumova, 2010a; 2010b).

A partir desses genes, dois tipos de RNAs mensageiros sdo
transcritos (Carlson & Botstein, 1982). Um transcrito maior (1,9 Kb),
contendo uma sequéncia que codifica um peptideo sinal formado
por 20 aminodcidos, o qual é responsavel por direcionar a enzima
para o reticulo endoplasmatico rugoso e promover sua secrecao
para fora da célula (espaco periplasmatico) e um transcrito menor
(1,8 Kb) constitutivo, sem a sequéncia sinalizadora, que permite a



sintese de uma enzima retida no interior da célula (Figura 5).
Embora a sequéncia destas proteinas seja idéntica (o peptideo sinal
€ removido durante a secrecdo), o0 peso molecular da forma
intracelular é de 135 kDa e superior a 270 kDa na forma
periplasmatica. Essa diferenca de massa se deve a glicosilacées
que ocorrem na forma extracelular, durante a sintese e trafego pela
via secretoria das células. Ambas as enzimas possuem pH 6timo em
torno de 4,6-5,0, temperatura étima igual a 30°C e K,, para sacarose
como substrato de 25,6 mM (Gascon et al.,1968; Andjelkovic et al.,
2010).
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Figura 4: Vias de utilizacdo de sacarose por S. cerevisiae. A sacarose
pode ser hidrolisada no meio extracelular, com posterior
internalizacdo dos produtos (glicose e frutose), pela invertase
periplasmatica, ou o aglucar pode ser transportado ativamente para o
interior da célula, onde é hidrolisado pela invertase intracelular e/ou
maltases.
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Figura 5: Estrutura dos genes SUC e sintese das formas intra- e
extracelular da invertase em S. cerevisiae. A partir do gene SUC2
sdo transcritos dois tipos de RNA mensageiros: um transcrito menor
que codifica para invertase intracelular sintetizada a partir do
segundo cédon ATG, e um maior contendo o peptideo sinal que
direciona a enzima para o meio extracelular. As regides SUCA e
SUCB regulam a expressao do transcrito maior.

A expressdo da invertase extracelular requer baixas
concentracdes de acgulcar, pois altas concentracbes de sacarose ou
seus produtos de hidrélise reprimem sua expressao, enquanto que a
forma intracelular é expressa constitutivamente (Ozcan et al., 1997,
Dynesen et al., 1998; Herwig et al., 2001; Haq et al., 2003). Embora
ja tenham sido caracterizados varios fatores de transcricdo (p.ex.
MIG1, MIG2) envolvidos na represséo dos genes SUC, as proteinas
envolvidas na ativacdo da transcricdo ainda s&o desconhecidas
(Klein et al., 1996; Belinchon e Gancedo, 2007).

Como citado anteriormente, a sacarose pode também ser
internalizada através de um co-transporte com prétons. Segundo
estudos descritos por Stambuk e colaboradores (1999), esse
sistema de transporte ativo € mediado por uma permease codificada
pelo gene AGT1 (Alpha-Glucoside Transporter), a qual realiza o
transporte de sacarose e trealose com alta afinidade (K,, ~7 mM) e
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maltose, maltotriose e a-metil-glicosideo com baixa afinidade (K,
20-50 mM) (Stambuk et al., 2000; Stambuk & de Araujo, 2001).

Estudos anteriores identificaram o gene AGT1 de S.
cerevisiae como pertencente a familia dos genes MAL (Han et al.,
1995). Esses genes sdo encontrados em cinco diferentes loci, sendo
que cada locus estd localizado na regido telomérica de
cromossomos  distintos:  MAL1 (cromossomo  VII), MAL2
(cromossomo IIl), MAL3 (cromossomo II), MAL4 (cromossomo Xl) e
MAL6 (cromossomo VIII). Em cada um desses loci podem ser
encontrados trés diferentes genes (Figura 6), os quais codificam trés
diferentes proteinas. O gene MALT ou MALXx1 (onde x representa o
locus) codifica o transportador de maltose, o gene MALS ou MALXx2
codifica a maltase, responsével pela hidrélise intracelular do agucar
e 0 gene MALR ou MALx3 codifica uma proteina reguladora
responsével pela inducdo da expressdo dos demais genes MAL.
Para que ocorra a utilizacdo da maltose por uma cepa de S.
cerevisiae, € necessario a presenca de apenas uma coépia dos
genes MALx1, MALx2 e MALX3, que podem estar presentes em um
Unico locus MAL, ou em loci MAL parcialmente funcionais contendo
apenas alguns dos genes MAL (Needleman, 1991; Novak et al.,
2004).

. Repressor
Glicose P
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Proteina
reguladora |

Maltose d-glicosidase
Permease
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Figura 6: Organizacdo e controle da expressdo dos genes MAL. As
setas largas indicam a organizagdo cromossdmica dos genes MAL,
setas pontilhadas indicam os produtos da transcri¢cdo e traducao, as
setas continuas indicam indugdo, e as linhas continuas com ponta
romba indicam represséo (Stambuk, 1999).
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Além dos 5 loci MAL citados anteriormente, existem 3 tipos de
loci parcialmente funcionais (malp, malg e malo). As cepas de
leveduras que sao incapazes de fermentar maltose geralmente
possuem um desses loci. O locus malp possui apenas o gene
regulador MALx3, o locus mal’ possui apenas 0 gene para a
a-glicosidase e, quando apenas o gene regulador MALx3 esta
ausente, recebe a denominacao malg (Naumov et al., 1994). Este é
0 caso do locus mallg, onde é normalmente encontrado o gene
AGT1, alelo natural dos transportadores de maltose codificados
pelos genes MALx1. Embora seja um transportador com
especificidade distinta quando comparado aos transportadores de
maltose codificados pelos genes MALX1 (especificos para maltose e
turanose), a permease AGT1 é aparentemente regulada pelos
mesmos mecanismos de regulacdo génica dos demais genes MAL,
pois possui uma sequéncia UASy. ha sua regido promotora. Assim,
na presenca de maltose ou outros a-glicosideos, a proteina
reguladora se liga a regido UASya. presente entre os genes MALx1
e MALX2, induzindo a transcrigao da proteina transportadora e da a-
glicosidase (Figura 6). Porém, na presenca de glicose, o repressor
MIG1 é ativado, se ligando a regido promotora e impedindo a
transcricdo dos genes (revisto por Needleman, 1991; Novak et al.,
2004). Normalmente a expressdo do gene AGT1 requer a presenca
de maltose e/ou outros a-glucosideos no meio de cultivo, ou entdo a
presenca de um regulador MALx3® constitutivo (Han et al., 1995).

Na industria cervejeira, maltose e maltotriose sdo os dois
acucares predominantes no mosto (50-60% de maltose e 15-20% de
maltotriose), seguidos de glicose (10-15%), frutose (2-5%) e outros
carboidratos (Willaert, 2001). Embora os dois primeiros agucares
aparecam em maiores quantidades como substrato para a
fermentacéao, a glicose é preferida pelas células, sendo prontamente
utilizada pelas leveduras. ApoOs a utilizacdo de pelo menos metade
da glicose presente no meio, as leveduras iniciam o consumo de
maltose e maltotriose, porém com uma velocidade de consumo bem
mais lenta para maltotriose do que para maltose (Zheng et al.,
1994b). Para a eficiéncia do processo e qualidade do produto, os
aclcares do mosto devem ser fermentados completamente,
incluindo maltose e maltotriose, pois sua lenta e incompleta
fermentacéo representa uma perda econémica significativa para as
industrias, gerando cervejas com elevado conteddo de aguUcares
fermentaveis e sabor atipico (Zheng et al. 1994b; Yoon et al. 2003).

O transporte de maltose nas células é necessario para a
completa indugdo dos genes MAL. Varios estudos tém também



mostrado que o transporte desse acglcar € o passo limitante para a
fermentacéo (Kodama et al. 1995; Wang et al. 2002; Rautio &
Londesborough, 2003). Esse transporte vem sendo extensivamente
estudado tanto em cepas de laboratério como em cepas industriais,
revelando a presenca de transportadores de alta e baixa afinidade
(Crumplen et al, 1996; Zastrow et al, 2001, Rautio &
Londesborough, 2003), o que justifica a existéncia de leveduras com
distintos fenétipos de crescimento nestas fontes de carbono.

Estudos iniciais sobre a utilizagdo de maltotriose pelas
leveduras relatam que maltose e maltotriose sdo aparentemente
transportadas por diferentes permeases e indicam a possibilidade de
haver um transportador especifico para maltotriose (Zheng et al.,
1994a; Zastrow et al., 2001). Como ja descrito anteriormente, sdo
conhecidos dois genes que codificam transportadores de maltose e
maltotriose em S. cerevisiae. O gene AGT1 codifica uma permease
que transporta maltose e maltotriose com baixa afinidade quando
comparado aos transportadores MALx1 que transportam maltose
com alta (K, ~2-5 mM) afinidade (Stambuk et al., 2000; Alves Jr. et
al., 2007; 2008). Em S. pastorianus, um hibrido natural de S.
cerevisiae e S. bayanus, utilizado na producéo de cervejas do tipo
lager, o gene MTY1 (também conhecido como MTT1) codifica para
uma permease que transporta maltotriose também com baixa
afinidade (K,, ~20 mM) porém, apresenta maior afinidade por este
acucar do que pela maltose (K, ~70 mM) e outros a-glicosideos
(Salema-Oom et al., 2005; Dietvorst et al., 2005). Além desses
transportadores, Day e colaboradores (2002a; 2002b) mostraram
que os genes MPH2 e MPH3 também codificam permeases capazes
de transportar este agucar.

Algumas cepas industriais sdo capazes de crescer utilizando
maltotriose como fonte de carbono apesar de ndo fermentarem o
aculcar, através do metabolismo respiratério (Zastrow et al., 2000). O
isolamento e a caracterizacdo de cepas capazes de fermentar a
maltotriose permitiram identificar o transporte desse acUcar através
da membrana plasmética das células como sendo o passo limitante
na sua fermentacgdo (Zastrow et al., 2001). Em relacdo a maltotriose
ndo se sabe com clareza o que é responsavel (maltotriose e/ou
maltose obtida da hidrolise parcial da primeira) pela indugdo da
expressdo dos genes responsaveis pela sua internalizacgao.

Considerando que a sacarose pode também ser hidrolisada
por outras glicosidases intracelulares, como a maltase (o-
glicosidase), que tem a mesma afinidade e atividade com sacarose
e maltose (Kahn et al., 1973), o transporte ativo desse acUcar
justificaria a existéncia da invertase intracelular constitutiva. Estes



35

dados apontam uma inesperada interrelacdo metabdlica entre a
utilizacdo de maltose e sacarose em S. cerevisiae, 0 que pode ser
explorado para otimizar a producéo de etanol combustivel.

1.3 Processos industriais de producéo de alcool combustivel

O élcool pode ser obtido a partir de varias biomassas como
plantas e matérias ricas em acglcar, como cana-de-acUcar e
beterraba, ricas em amido, como mandioca, batata, milho e/ou ricas
em celulose, como madeira, bambu, bagaco (Lynd et al., 1991). O
caldo de cana-de-acUcar, utilizado diretamente como substrato para
0 processo fermentativo no Brasil (Rose & Vijayalakshmi, 1993),
possui como principais constituintes, 78-86% de agua, 11-18% de
sacarose, 0,2-1,0% de aguUcares redutores, 0,3-0,5% de cinzas e
0,5-1,0% de compostos nitrogenados (Aquarone et al., 1983).

Para a producdo de &lcool, caldo-de-cana e melaco sé&o
misturados com &gua até atingir a concentracdo adequada de
aclcar, constituindo o mosto. Nas dornas de fermentacdo, as
leveduras utilizam os acUcares formando etanol, CO, e biomassa.
Apo6s centrifugagdo, o “vinho” é enviado para a destilagdo
(purificacdo do élcool) e as células sdo tratadas e devolvidas as
dornas para iniciar um novo ciclo fermentativo (Aquarone et al.,
1983).

Durante o processo fermentativo industrial, por utilizar mostos
nédo-estéreis, ocorre multiplicagdo de outras leveduras e bactérias
contaminantes, provocando perdas significativas no rendimento.
Atualmente, a maioria das industrias esta utilizando linhagens
isoladas durante os processos industriais, adaptadas as condic¢des
estressantes encontradas nesse ambiente. Essas condi¢cbes
exercem uma pressdo seletiva forcando a adaptagcédo e a evolucao
das linhagens presentes no meio, permitindo a manutencdo da
viabilidade das leveduras durante os varios ciclos fermentativos,
mesmo sob as condicbes adversas geradas durante a producdo
industrial do bioetanol (Amorim et al., 2004b; Silva-Filho et al.,
2005a, 2005b). Além disso, as leveduras industriais sdo geralmente
polipldides, o que as torna mais resistentes as condicdes de
estresse (Querol et al., 2003). Mesmo que a selecdo tenha
favorecido linhagens com genoétipos e caracteristicas desejadas,
ainda séo necessarias melhorias a fim de aumentar o rendimento e
diminuir os custos nos processos industriais.

Devido a forma e velocidade de alimentagcdo do mosto nas
condicdes industriais, associadas a rapida hidrélise da sacarose,
ocorre um significativo estresse osmético (provocado pelas altas
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concentracdes de glicose e frutose produzidas no meio), causando
alteracdes significativas na expressao de genes, gasto energético e
diminuicdo no rendimento da fermentacdo devido a producdo de
glicerol e succinato (Erasmus et al., 2003; Verstrepen et al., 2004).
Além disso, algumas cepas ndo conseguem captar eficientemente a
frutose do meio, o que muitas vezes leva a fermentacao incompleta
desse acUcar e perdas na producéo de alcool (Berthels et al., 2004).
Por outro lado, bactérias e leveduras contaminantes (nédo-
Saccharomyces) podem se beneficiar utilizando preferencialmente o
excesso de glicose e frutose acumulado no meio de fermentacao,
contribuindo para a queda na capacidade fermentativa. De fato,
recentemente foi mostrado que mais de 90% da glicose e frutose
produzidas durante a hidrélise extracelular da sacarose se difundem
para o meio, ndo sendo necessariamente metabolizados pela célula
que produziu a invertase (Gore et al., 2009). Nos processos
fermentativos que utilizam altas concentra¢cbes de aglcares, como a
produgao de cerveja pela tecnologia “very-high-gravity”, os agucares
(predominantemente maltose e maltotriose) ndo sdo hidrolisados
extracelularmente, mas transportados diretamente para o interior da
célula, ocorrendo um rapido equilibrio entre a concentracdo dos
aclcares no interior e exterior da célula, impedindo o estresse
osmético (Thomas et al., 1996).

Recentemente, foi demonstrado que o transporte ativo de
sacarose também permite a eficiente fermentacdo desse acucar,
pois as cepas que sao incapazes de fermentar glicose e frutose, por
ndo possuirem transportadores desses agulcares, ou as cepas sem
atividade de invertase extracelular, continuam fermentando sacarose
(Batista et al., 2004; Badotti et al., 2006). Sendo assim, a expressao
do gene AGT1, responsavel pela permease que transporta a
sacarose através do simporte com prétons, demonstra ser de
extrema importancia em processos nos quais essa fonte de carbono
€ o principal acucar a ser fermentado. Por estas razfes, deseja-se
obter cepas de leveduras industriais capazes de fermentar sacarose
sem que ocorra a hidrélise extracelular em glicose e frutose. Estes
objetivos ja foram alcancados em linhagens de levedura de
laboratério (Déario et al., 2005; 2006), onde as linhagens foram
deletadas no gene SUC2. As cepas transformadas continuaram
fermentando eficientemente baixas concentracdes de sacarose (20
g/L), ndo produzindo glicose e frutose no meio extracelular, pois o
transporte deste dissacarideo ocorre diretamente para o interior da
célula, onde sofre hidrdlise pela agdo das maltases (a-glicosidases).
No entanto, nas fermenta¢cdes em batelada com altas concentracdes
de sacarose (200 g/L), as linhagens de laboratério transformadas
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sem atividade invertase foram incapazes de consumir totalmente a
sacarose (Dario, 2007).

Tendo em vista que a sacarose é o carboidrato presente em
maior quantidade no caldo-de-cana (Aquarone et al., 1983) e
considerando as condicbes de fermentacdo das destilarias
brasileiras, leveduras com transporte de sacarose (sem ocorrer
hidrélise extracelular) apresentam potencial para trazer beneficios
para a fermentagdo. Dentre estes beneficios, podemos citar a
reducao de estresse osmoético causado pela hidrélise extracelular da
sacarose, maior flexibilidade na condugdo do processo industrial
aumentando a velocidade de alimentagdo nas dornas, quantidades
menores de glicose e frutose disponiveis para bactérias e leveduras
contaminantes (ndo-Saccharomyces) e maior rendimento na
fermentacéo alcodlica devido a redugdo da quantidade de agucar
desviada para o crescimento celular e formacdo de glicerol
(Weusthuis et al., 1993).

Devido aos fatores citados acima, estudos visando
caracterizar a utlizacdo dos aclUcares por Saccharomyces
cerevisiae sdo de grande importdncia do ponto de Vvista
biotecnolégico e econdmico. A caracterizacdo dos genes envolvidos
no metabolismo permite o desenvolvimento de estratégias para
incrementar o desempenho das linhagens de leveduras, fazendo
com que essas sejam otimizadas segundo as caracteristicas
desejadas para cada processo industrial.

1.4 Dindmica populacional em fermentac@es industriais

No Brasil, os processos de fermentagcdo utilizam altas
densidades celulares de leveduras, em mostos contendo 150-200
g/L de agUcares totais, produzindo altas concentracdes de etanol (9-
12% v/v) e alta produtividade (cada ciclo de fermentacdo dura em
torno de 6-10 horas, podendo ser realizadas em torno de 3
fermentacdes por dia). As leveduras sdo usualmente recicladas,
sendo que em torno de 90% das células séo reutilizadas entre uma
fermentacéo e outra. Isso resulta em uma alta densidade celular no
interior dos fermentadores, contribuindo para um curto tempo de
fermentacdo. Apdés esse periodo, as células sdo coletadas por
centrifugacdo, lavadas com &cido sulfarico e reutilizadas varias
vezes por dia durante uma safra de 200-250 dias (Basso et al.,
2008). Alta densidade celular, reciclagem das células e altas
concentracbes de etanol contribuem para a reducdo da taxa de
crescimento das leveduras, as quais permitem uma alta producao de
etanol (90-92 % do acucar é convertido em etanol).
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No periodo final de uma safra, é bastante comum se isolar
leveduras diferentes daquelas inseridas no processo. Estudos sobre
a dinamica microbiolégica de fermentadores industriais revelaram
uma rapida sucessdo das culturas “starters” durante as
fermentacdes, pois nao possuem capacidade de competir no
ambiente industrial, sendo substituidas por S. cerevisiae endégenos
do processo. Apenas as leveduras isoladas das dornas de
fermentacéo conseguem se manter viaveis por 180-190 dias (Basso
et al., 1993; Silva-Filho et al., 2005a; Basso et al., 2008).

O processo de fermentacdo de caldo de cana-de-agucar, para
producdo de cachacga, por exemplo, comec¢a naturalmente com
leveduras derivadas do préoprio caldo. Essa microbiota natural é
usualmente preparada por um método conhecido como “fermento
caipira”, para o qual nao existe um padrdo de produgao.
Consequentemente, devido & variagdo nas leveduras, as cachacas
apresentam diferencas na qualidade em fungéo da regido produzida.
Processos modernos de fermentagdo adicionam cepas de S.
cerevisiae selecionadas, para incrementar o processo fermentativo
aumentando os niveis de metabdlitos desejaveis e prevenindo a
producdo de componentes deletérios pela microbiota contaminante.
O uso de culturas puras de leveduras, geralmente na forma
liofilizada, é o padréo utilizado nos processos, mas utilizar leveduras
enddgenas isoladas na producdo pode assegurar o controle da
fermentacéo e preservar as contribuicbes positivas oferecidas por
estas leveduras, além de ser uma alternativa viavel
economicamente para padronizar a producdo dessa bebida (Gomes
et al., 2007; Campos et al., 2010).

Durante a fermentagdo alcodlica para producdo de vinho,
Lurton e colaboradores (1995) verificaram que a persisténcia de S.
cerevisiae permite ndo apenas a producdo de etanol, mas também
compostos secundérios como glicerol, ésteres, alcoois e outros
compostos responsaveis pelo aroma que é caracteristico do
produto. Bactérias contaminantes em altas concentracdes
prejudicam a qualidade da bebida fermentada por aumentar a
acidificacdo do meio. Basso et al. (2008) ao estudarem a
fermentacdo alcoodlica para a producdo de alcool combustivel,
mostraram a persisténcia e dominancia de cepas néo selecionadas
de S. cerevisiae durante o processo fermentativo.

Estudos indicam que além de ser importante para o proprio
metabolismo e para varias outras rotas metabolicas, a forma
biologicamente ativa da vitamina B6 (piridoxina) é precursor da
vitamina B1 (tiamina) em S. cerevisiae (Rodriguez-Navarro et al.,
2002; Nosaka, 2006). Esta, por sua vez, € essencial para a
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utilizacdo dos acuUcares, em particular durante a fermentacéo
(Bataillon et al., 1996; Hohmann e Meacock, 1998; Mojzita e
Hohmann, 2006). Outros estudos tém mostrado uma significativa
regulacéo positiva dos genes do metabolismo da tiamina em células
fermentadoras em varios processos industriais como producdo de
vinho, saque e péo (Rossignol et al., 2003; Tanaka et al., 2006; Wu
et al.,, 2006), ou inclusive em leveduras cultivadas em melacos
(Shima et al., 2005), indicando que existe uma alta demanda por
essa vitamina (e seu precursor) nestas condi¢cdes industriais. No
entanto, sabe-se que para S. cerevisiae e outras leveduras do
complexo Saccharomyces sensu stricto, a presenca da tiamina no
meio tem um efeito negativo no inicio da fase de crescimento, ndo
afetando a densidade celular final. Isso ocorre devido ao efeito de
repressdo dessa vitamina (B1l) na biossintese do seu precursor
piridoxina (Minami et al., 1982; Mojzita e Hohmann, 2006).
Considerando que a analise do genoma de uma série de leveduras
industriais brasileiras utilizadas na eficiente produgcdo de alcool
combustivel, através de cariotipagem por microarrays (Stambuk et
al., 2009), indicou que as mesmas apresentavam amplificagdo dos
genes teloméricos SNO e SNZ envolvidos na sintese de piridoxina
e, consequentemente tiamina (Rodriguez-Navarro et al., 2002; Dong
et al., 2004; Fitzpatrick et al., 2007; Neuwirth et al., 2009),

Geralmente, os trabalhos que analizam a dindmica de
populagBes em fermentagBes industriais utilizam técnicas baseadas
em PCR, eletroforese em gel de campo pulsado ou analise do DNA
mitocondrial apés hidrélise com enzimas de restricdo (mMtDNA-RFLP)
para identificar as varias linhagens de levedura presentes durante o
processo fermentativo (Bernardi et al., 2008; Marini et al., 2009;
Badotti et al., 2010; Campos et al., 2010).

Mais estudos focando o transporte, principal ponto para a
eficiente utilizacdo dos aclcares por leveduras, sdo extremamente
necessarios para otimizar os processos industriais onde S.
cerevisiae € utilizada em grande escala. Estes estudos requerem
uma abordagem integrada do metabolismo, genética e regulagéo
génica das células, fundamental para determinar as melhores
estratégias visando incrementar a performance fermentativa das
leveduras. Transferir estes conhecimentos e estratégias para o setor
industrial constitui um desafio maior ainda.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
fenotipicamente e genotipicamente cepas industriais de S.
cerevisiae utilizadas na producdo de alcool combustivel no Brasil,
em relagdo a utilizacdo de acUcares e funcionalidade dos genes
envolvidos nesse metabolismo, bem como realizar modificagBes
genéticas a fim de otimizar a capacidade fermentativa e/ou permitir
um maior controle do processo industrial.

2.2 Objetivos especificos

Para a realizagcdo do objetivo geral deste trabalho, buscamos
especificamente:

analisar a utilizacdo de acucares (maltose e maltotriose) por cepas
industriais de S. cerevisiae, avaliando crescimento celular,
consumo dos agucares e producéo de etanol;

- verificar a presenca, nas linhagens estudadas, dos genes
envolvidos na metaboliza¢do dos acUcares (genes AGT1, MALx1
e SUC2) e analisar a funcionalidade desses genes em diferentes
condicdes de cultivo;

- desenvolver estratégias para realizar modificagcbes genéticas
especificas nas cepas industriais e de laboratério e avaliar o
desempenho em diferentes meios de cultivo, incluindo diferentes
concentracdes de sacarose;

- avaliar a capacidade de transporte de acuUcares e o perfil

enzimético (invertase, maltase) apresentado pelas cepas

parentais e pelas linhagens transformadas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LINHAGENS UTILIZADAS

A lista das linhagens de S. cerevisiae utilizadas no presente
trabalho encontra-se detalhada na Tabela 1. Foram usadas 5 cepas
isoladas de meios industriais para producdo de alcool combustivel
que apresentam boa atividade fermentativa e dominéncia nos
fermentadores, sendo 3 fornecidas pela FERMENTEC Ltda. (CAT-1,
PE-2 e VR-1), uma (SA-1) pelo Centro de Tecnologia Canavieira (ex
COOPERSUCAR) e uma (UFPE-178) pela Universidade Federal de
Pernambuco, além de uma cepa produtora de cachaca (UFMG-
1007), fornecida pela Universidade Federal de Minas Gerais. As
cepas MGD-01 (suc2A::Kan") e LCM003 (agtlA::Kan') foram obtidas
a partir da linhagem controle CEN.PK2-1C (Dario, 2007) e foram
utilizadas para as transformacdes genéticas. Como cepa referéncia
e como marcador cromossémico de levedura, foi utilizada a cepa de
laboratério S288C (ou sua dipldide GSY-157), cujo genoma pode ser
encontrado na base de dados “Saccharomyces Genome Data Base”
(SGD; http://www.yeastgenome.org). A cepa de Escherichia coli
DH5a foi usada para armazenar e replicar os plasmideos utilizados
na constru¢éo dos médulos de transformagao.

3.2 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO
3.2.1 Meios de cultura

Rotineiramente foram utilizados meios ricos YP contendo 2%
de peptona, 1% de extrato de levedura (Difco), ou meios sintéticos
contendo 6,7 g/L de base nitrogenada sem aminoé&cidos (Difco) e
1,92 g/L de uma mistura de aminoacidos necessarios ao
crescimento das células de levedura, sem uracila (ura drop-out
suplement, Sigma). Os meios foram acrescidos de 2% da fonte de
carbono de interesse (glicose, maltose, maltotriose ou sacarose), ou
2% etanol mais 3% glicerol, ou ainda estas duas fontes de carbono
acrescidas de 0,1% glicose. Aos meios soélidos foram acrescentados
2% de bacto-agar e, sempre que necessario, foram adicionados 200
mg/L de geneticina ou 3 mg/L de antimicina A. Os meios tiveram o
pH ajustado para 5,0 com HCI e foram esterilizados por
autoclavagem a 120°C durante 20 min. Para 0os crescimentos em
meios contendo determinadas vitaminas, foram utilizados meios
sintéticos (Verduyn et al., 1992),


http://www.yeastgenome.org/

Tabela 1: Linhagens utilizadas neste trabalho

Cepa Genotipo ou Descrigao Fonte ou Referéncia
S. cerevisiae
CEN.PK2-1C MATa mall3 AGT1 MAL12 MAL2-8° SUC2 ura3-52 his3A1 Entian & Kotter (1998)

leu2-3,112 trp1-289
S288C MATa mall3 AGT1 MAL12 mal33 MAL31 MAL32 mel gal2 SUC2 Mortiner & Johnston
(1986)
LCMO003 CEN.PK2-1C, agt1A::kanMX6 Dario, M.G. (2007)
MGD-01 CEN.PK2-1C, suc2A::kanMX6 “
GSY-157 S288C diploide, GAL2/GAL2 Stambuk et al. (2009)
CAT-1 Linhagem isolada em 1998/1999 da Usina VO Catanduva, SP. Basso et al. (2008)
PE-2 Linhagem isolada em 1993/1994 da Usina da Pedra, SP. “
VR-1 Linhagem isolada em 1993/1994 da Usina Vale do Rosario, SP. “
SA-1 Linhagem isolada em 1989/1990 da Usina Santa Adélia, SP. “
UFMG-1007 Linhagem isolada em 1996 da Destilaria Seleta & Boazinha, MG. Gomes et al. (2007)
UFPE-178 Linhagem isolada em 2002/2003 da Usina Trapiche S/A, PE. Silva-Filho et al.
(2005a)

EHDO3 CAT-1, SUC2/suc2A::kanMX6 Este trabalho
EHDO4 CAT-1, SUC2/suc2A::kanMX6 “
EGYO01 LCMO003, suc2A::ppGD-AGT1-tPGK “
E. coli
DH5a F- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(vK-mk+) supE44 rell A(argF- Stratagene

lacZya) U169 (¢80 lacZAM15)A




contendo por litro de agua desmineralizada: 5,0 g de (NH4)2S0O,, 3,0
g de KH,PO,, 0,5 g de MgS04-7H20, 15,0 mg de EDTA, 4,5 mg de
ZnS04-7H20, 0,3 mg de CoCI2-6H20, 1,0 mg de MnCl,-4H,0, 0,3
mg de CuSO,-5H,0, 4,5 mg de CaCl,-2H,0, 3,0 mg de FeSO,-
7H,0, 0,4 mg de NaMoO,4-2H,0, 1,0 mg de H3;BO3; e 0,1 mg de Kl.
Apb6s esterilizacdo em autoclave, foi adicionada uma solucao de
vitamina esterilizada por filtrag8o (filtro de nitrocelulose, 0,22 pm;
Millipore) contendo 0,05 mg/L de biotina, 1 mg/L de pantotenato de
calcio, 1 mg/L de &cido nicotinico, 25 g/L de inositol, 0,2 mg/L de
acido para-aminobenzdico e 1 mg/L de piridoxina e/ou tiamina. Uma
solugéo de glicose foi também esterilizada por filtragdo e adicionada
ao meio em concentragéo de 20 g/L.

Para o crescimento das células de Escherichia coli, foi
utilizado o meio Luria-Bertani (LB) acrescido de 100 pg/mL de
ampicilina esterilizada por filtragdo. Este meio teve sempre o pH
ajustado para 7,5 e foi esterilizado por autoclavagem.

3.2.2 CondigBes de crescimento

As células foram pré-crescidas durante 48 horas em
temperatura ambiente, em tubos de ensaio contendo 3 mL de YP
adicionado de 2% da fonte de carbono de interesse. Para determinar
as curvas de crescimento, um volume deste pré-crescimento foi
inoculado em erlenmeyers contendo 1/5 do seu volume de meio
liquido YP, contendo como fonte de carbono glicose, sacarose,
maltose ou maltotriose. As culturas foram incubadas em um agitador
orbital (160 rpm) a 28°C. Aliquotas de 500 pL foram retiradas em
intervalos de tempo pré-estabelecidos e o crescimento celular foi
determinado por densidade optica a 570 nm, assim como a
concentracdo dos aclcares e etanol nos sobrenadantes obtidos
através de centrifugagéo (3.000 g, 2 min). A densidade Optica a 570
nm foi correlacionada com o peso seco das células, obtido com
células filtradas (filtro de nitrocelulose, 0,45 um; Millipore), lavadas 3
vezes com agua e secas em forno de microondas (2-3 min) até
atingirem peso constante, como descrito por Badotti et al. (2008).

Para analisar a capacidade de crescimento das cepas em
condicbes semelhantes as oferecidas nas fermentacbes em
batelada e determinacédo das atividades enzimaticas e de transporte,
as células foram crescidas até atingirem o inicio da fase exponencial
(~1 g/L de células). A seguir, as células foram removidas do meio
por centrifugacdo (3.000 g, 5 min), lavadas trés vezes com agua
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destilada a 4°C e ressuspendidas em agua, de forma a atingirem
uma concentragao celular de 20£1,0 g/L.

3.2.3 Cultivos em frascos agitados

Para analisar a capacidade de crescimento das cepas em
condicbes semelhantes as oferecidas nas fermentacdes em
batelada, as células pré-crescidas como descrito acima foram
misturadas com meio rico YP (pH 5,0) acrescido de sacarose, de
forma que a concentracdo final atingisse 10 g/L de células, 2% de
peptona, 1% de extrato de levedura e 20 ou 200 g/L de acUcar. Em
intervalos de tempo pré-estabelecidos, aliquotas de 500 pL foram
removidas e utilizadas para determinar o0 crescimento celular,
consumo dos acgucares e formacéo de etanol.

3.2.4 Monitoramento de linhagens em processos fermentativos

Para caracterizar a capacidade da cepa industrial CAT-1 de
sobreviver e competir com outras linhagens durante os ciclos de
fermentacéo, a derivada EHD04 (CAT1, SUC2/suc2A::kanMX6) foi
crescida juntamente com a levedura de laboratério S288C dipléide
(GSY-157). Quantidades equivalentes de células de cada linhagem
foram misturadas e crescidas em meios rico YP e sintético YNB,
ambos contendo 2% glicose. A cada 24 horas, aliquotas iguais de
células foram sucessivamente repicadas para novos meios de
cultivo e, ao mesmo tempo, semeadas em YP-2% de glicose, com e
sem geneticina para diferenciar as linhagens e quantificar a
proporcéo de cada linhagem na populagéo.

3.2.5 Crescimento e dominédncia em meios contendo vitaminas

Para avaliar a capacidade de crescimento e dominancia em
meios contendo as vitaminas B6 (piridoxina) e B1 (tiamina), da cepa
industrial CAT-1, foram realizados ensaios de competicdo entre a
cepa derivada EHD04 (CAT1, SUC2/suc2A::kanMX6) e a cepa de
laboratério S288C dipléide (GSY-157). As duas linhagens foram
crescidas juntamente, em 4 tipos de meios: com e sem ambas as
vitaminas, com apenas tiamina e com apenas piridoxina, em meio
sintético definido (Verduyn et al., 1992). Posteriormente, aliquotas
iguais de células foram sucessivamente, a cada 24 horas, repicadas
para novos meios de cultivo e, nhos tempos indicados, semeadas em
placas contendo YP-2% glicose, com e sem geneticina para
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distinguir as linhagens e quantificar a propor¢cdo de cada linhagem
da populacao.

3.3 DETERMINAGOES ENZIMATICAS

Todos o0s ensaios enzimaticos 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%.

3.3.1 Atividade invertase extracelular

A atividade da invertase extracelular foi determinada
utilizando-se células integras conforme descrito por Silveira et al.
(1996). Para isso, 100 pL de solugéo tampé&o 150 mM Tris-succinato
pH 5,0, contendo 150 mM NaF, foi misturado com 100 uL de células
e incubado em banho-maria a 30°C por 30 min. Posteriormente,
adicionou-se 100 pL de 300 mM sacarose e incubou-se nas mesmas
condigbes por mais 5 min. A seguir, as amostras foram fervidas a
100°C, por 5 min e a glicose formada foi determinada no
sobrenadante através de kits enzimaticos comerciais (vide a seguir).
A atividade da invertase extracelular foi expressa em nmoles de
glicose produzida por mg de células (peso seco) por min.

3.3.2 Atividade invertase total

A atividade de invertase total foi determinada utilizando-se
células permeabilizadas (Stambuk, 1999). Para isso, 100 pL de
células foram centrifugadas (3.000 g, 1 min) e posteriormente
misturadas com 200 uL de tamp&o 50 mM Mops-NaOH (&cido 3-(N-
morfolino) propanosulfénico), pH 6,8 (tampao A), contendo 20%
glicerol, 0,5 mM EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e 0,5 mM
DTT (Dithiothreitol). A seguir foram adicionados 12 pL de uma
mistura contendo tolueno, etanol e 10% Triton X-100 em agua, na
proporcéo 1:4:1 (v/vi/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 tampao A
e ressuspensas em 1 mL do mesmo tamp&do. Aliquotas de 50 pL
dessa suspensdo foram misturadas com 50 pL de 200 mM
sacarose, incubadas durante 5 min a 30°C e fervidas a 100°C
durante 5 min. Apés centrifugagdo (3.000 g, 1 min), a atividade



invertase (producdo de glicose) foi determinada como descrito
acima.

3.3.3 Atividade a-glicosidase

A atividade a-glicosidase foi determinada utilizando células
permeabilizadas conforme descrito por Stambuk (1999). Para isso, 2
mg de células foram permeabilizadas e lavadas como descrito
acima. Foram adicionados 50 pL da suspencdo celular a 950 pL de
uma solucdo de 2 mM p-nitrofenil-a-D-glicosideo (pNFaG) em
tampéo A. Para determinar a atividade de hidrélise de maltose ou
sacarose, 40 pL de células permeabilizadas foram adicionados a 60
pL de uma solugdo 0,2 M maltose ou sacarose em tampéo A. Apés
incubacdo a 30°C por 1 min (pNFaG) ou 5 min (maltose ou
sacarose), as reacgdes foram interrompidas através de fervura a
100°C durante 3 min e centrifugadas (3.000 g, 1 min). Os
sobrenadantes foram usados para determinar o p-nitrofenol
produzido a 400 nm (Ae = 7,28 mM™ cm™, pH 6,8) ou a glicose
liberada pela quebra dos agucares.

3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE TRANSPORTE

A atividade de transporte de a-glicosideos foi determinada
conforme o método colorimétrico proposto por Hollatz e Stambuk
(2001), utilizando o substrato pNFaG. A partir da suspensédo celular
de 20 £ 1,0 g/L, 100 pL foram incubados juntamente com 100 pL de
pNFaG durante 5-10 min a temperatura ambiente. As reac¢des foram
interrompidas através da adicdo de 1 mL de 2 M bicarbonato de
sédio. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 3 min e 0
p-nitrofenol liberado foi medido por absorbancia a 400 nm (Ag =
14,8 mM™* cm™, pH 9,0) em 800 uL do sobrenadante. Todas as
andalises foram feitas em ftriplicatas e os controles negativos com
células fervidas, em duplicata. As atividades de transporte foram
expressas em nmoles de p-nitrofenol liberado por mg™ de células
(peso seco) por min™.

3.5 DETERMINACOES BIOQUIMICAS
3.5.1 Determinacéo de acucares

A glicose foi determinada através de Kkits enzimaticos
comerciais (BioDiagnostica-Laborclin) com glicose oxidase e
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peroxidase, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para
isso, 10 uL de amostra foram incubados com 1,0 mL de reagente de
cor (contendo as enzimas), a 37°C durante 10 min. A absorbéancia
da amostra foi determinada por espectrofotometria a 505 nm e
correlacionada com a absorbancia apresentada pela solugéo padréao
de glicose (1 g/L).

A determinagdo da concentracdo de sacarose foi realizada
enzimaticamente, através de um método indireto, adaptado de
Holmes (1996). Primeiramente determinou-se a concentracdo de
glicose nas amostras e, em seguida, as ceélulas foram incubadas
com uma solucdo de invertase (Sigma) na concentracdo de 1
mg/mL, a 37°C por 30 min. Apés essa incubacdo as amostras foram
fervidas a 100°C por 5 min e a determinagdo da concentracédo de
glicose, gerada pela hidrélise da sacarose, foi determinada no
sobrenadante.

Para determinar a concentragcdo de frutose nas amostras, foi
calculada a diferenca entre glicose e agUcares redutores presentes
na amostra, os quais foram determinados através do método
quimico adaptado de Miller (1959). Para isso, 50 yuL de amostra
foram incubados com 150 pL de reagente DNS (1% de acido
dinitrosalicilico, 2% de NaOH; 20% de tartarato de sédio e potassio
e 0,2% de Fenol) por 10 min a 100°C. A seguir, foram adicionados
800 pyL de éagua destilada e a absorbancia foi determinada por
espectrofotometria a 540 nm, correlacionando a absorbancia das
amostras com uma equacao de reta extraida de uma curva padrdo
construida a partir de uma solucéo de glicose 2,0 g/L.

Os a-glicosideos maltose e maltotriose foram determinados
colorimetricamente através da reagcdo com metilamina, em pH
alcalino (Céceres et al., 1999). Em um primeiro momento, 600 pL de
amostra foram diluidos até a concentracdo adequada e adicionados
a 600 pL de reagente (0,5% metilamina em 0,5 M NaOH). Essa
mistura foi incubada a 100°C durante 5 min e a concentracdo de
maltose ou  maltotriose  foi  determinada  através de
espectrofotometria a 540 nm, correlacionando a absorbancia das
amostras com uma equacgao de reta extraida de uma curva padrao
construida a partir de solucdo de 2% maltose ou maltotriose,
conforme o caso.

3.5.2 Determinacéao de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada enzimaticamente
através da reacao da alcool oxidase (de Pichia pastoris, Sigma) e



peroxidase (de raiz-forte, Toyobo do Brasil), seguindo metodologias
adaptadas dos protocolos descritos por Salgado et al. (2000) e
Rodionov et al. (2002). Aliquotas de 10 pL de amostra foram
incubadas em placa de 96 pocos com 200 pL de reagente
enzimatico (0,5 U/mL de alcool oxidase, 4,0 U/mL de peroxidase, 14
mM 4-aminoantipirina e 60 mM fenol em tampéo 0,1 M fosfato de
sédio, pH 7,5) por uma hora a 37°C. Apés incubagéo, a absorbancia
foi determinada a 415 nm em leitor de placas (Tecan GENios
microplate reader) e a concentragdo foi determinada
correlacionando a absorbéncia apresentada pelas amostras e a
equacao de reta extraida da curva padrdo construida com solugfes
de etanol entre 1,0 e 10,0 g/L.

3.6 MODIFICACOES GENETICAS

As regides dos genes SUC2 foram modificadas no genoma da
cepa industrial CAT-1 e no genoma da cepa de laboratério LCM003
por recombinacdo homdloga (Figura 7) e metodologias baseadas
em Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) como descrito por
Longtine et al. (1998), Puig et al. (1998), DeMarini et al. (2001),
Petracek & Longtine (2002) e Batista et al. (2004). Resumidamente,
um gene marcador (p. ex. um gene de resisténcia a um antibiético
ou um gene que restaura um requerimento nutricional), flanqueado
por promotores e terminadores que permitam sua correta expressao
em leveduras, foi amplificado por PCR com iniciadores contendo na
sua extremidade 5 aproximadamente 40 nucleotideos de homologia
a regido do cromossoma que se quer modificar (Figura 7). Ap6s a
amplificacdo, as células de levedura foram transformadas com o
modulo de modificagdo (DNA linear) e as células onde ocorreu a
integracdo do mobdulo por recombinacdo homodloga foram
selecionadas em meios contendo o antibiético ou o requerimento
nutricional apropriado. Nas Tabelas 2 e 3 encontram-se a lista de
todos os plasmideos e iniciadores utilizados neste trabalho,
respectivamente.
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Tabela 2: Plasmideos utilizados

Plasmideo Genotipo Fonte
: r r Petracek e
pFA6a-kanMX6 ori amp’ pTEF-Kan -tTEF Longtine (2002)
_ ori amp' pPGD-AGT1-1PGK URA3 Jules et al.
pGRSd-AGT1 CENG (2004)

ori amp' pPGD-AGT1-GFP-Kan'-

PGRSA-AGTL-GFP . " )RA3 CENG

Trichez (2007)

3.6.1 Construgdo dos médulos de transformagéo por PCR

Para obter os mddulos de transformag¢do por PCR foram
realizadas 10 reacBes, sendo adicionados, para cada 50 pL de
reacdo, 2 uL de DNA molde (plasmideo ou DNA gendmico), 1 uL de
10 mM dNTP, 1 pL de cada primer (20 pmol/uL), 1 U de enzima
(Phusion High-Fidelity DNA polimerase; Finnzymes), 10 pL de
tampdo 5x concentrado apropriado para a enzima (Phusion HF
buffer) e 4gua miliQ até completar o volume final. As rea¢des foram
realizadas em um termociclador (Eppendorf), o qual foi
rotineiramente programado para 30 ciclos de 1 min a 98°C, 1 min a
55°C e 1,5 min a 72°C e, uma extenséao final de 10 min a 72°C. Os
produtos das reacgdes foram submetidos a eletroforese em gel de
0,8% agarose (Sigma) em tampéo TBE 0,5X (50 mM Tris-base, 50
mM acido bérico, 1 mM EDTA, pH 8,0) a 90 V por 30-60 min. Os
géis foram corados com 0,5 mg/mL de brometo de etideo em TBE
0,5X durante 30 min para visualizacdo do DNA sob luz ultravioleta.
As bandas de interesse foram recortadas e purificadas do gel
utilizando kits comerciais (GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit, GE Healthcare), para posterior utilizacdo nas transformacdes.
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Figura 7: Estratégia para substituicdo do gene SUC2. Iniciadores (Primer
F e R) com regides de homologia a regido a jusante (em laranja) e a
montante (em verde) do gene SUC2, foram utilizados para amplificar
por PCR um gene marcador presente em um plasmideo. O
fragmento linear de DNA (médulo de transformacéo), por
recombinacdo homéloga, foi inserido no DNA cromossomal da
levedura, substituindo o gene SUC2 nas linhagens transformadas.

3.6.2 Transformacgéo de leveduras

Para as transformacdes, as células foram pré-crescidas em 3
mL de meio rico YP-2% glicose, durante a noite, a 28°C e 160 rpm.
As linhagens de Ilevedura foram transformadas conforme
metodologia descrita por Knop et al. (1999). Um volume do pré-
crescimento contendo 5x10° células/mL foi transferido para 50 mL
de meio rico YP-2% glicose e crescidas por 6-8 h, a 28°C e 160 rpm
até uma concentracdo de 2x10’ células/mL.
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As células foram coletadas por centrifugacéo (3.000 g, 3 min),
lavadas com agua destilada estéril a 4°C, posteriormente com
solucdo SORB (100 mM acetato de litio, 10 mM de Tris-HCI pH 8, 1
mM de EDTA-NaOH e 1 M de sorbitol) e centrifugadas por 5 min a
3.000 g, sendo o sobrenadante descartado.As células competentes
foram preparadas ressuspendendo as células com 360 uL de SORB
e 40 pL de DNA carreador SS (10 mg/mL de DNA de esperma de
salméo da Sigma, desnaturado a 100°C por 10 min) e dividida em
fragbes de 50 pL para tubos estéreis. No momento da
transformagédo, foram adicionados 10 pL do mdbdulo de
transformacéo, agua MilliQ (como controle negativo) ou plasmideo
pGRSd-AGT1-GFP (como controle positivo) as células competentes.
Em seguida, foram adicionados 360 pL de solugdo PEG (100 mM
acetato de litio, 10 mM de Tris-HCI pH 8, 1 mM de EDTA-NaOH e
40% de PEG 3350) a cada tubo e incubados a temperatura
ambiente por 30 min. Posteriormente, foram adicionados 47 puL de
dimetilsulféxido e incubados a 42°C, por 20 min.

Alternativamente, as linhagens foram transformadas conforme
metodologia descrita por Gietz e Woods (2002). Um volume de
células pré-crescidas foi transferido para 50 mL de meio rico YP-2%
glicose, para atingir uma densidade Optica na cultura (absorbancia
com leitura em 570 nm) igual 0,4. A cultura foi incubada a 28°C, sob
agitacdo orbital (160 rpm) até uma densidade 6ptica a 570 nm igual
a 1,0. As células foram coletadas por centrifugacdo (3.000 g, 5 min)
e lavadas em 1 mL de 0,1 M acetato de litio. Novamente, foram
centrifugadas, ressuspendidas em 300 pL (para uma DOs7on, da
cultura igual a 0,9) ou em 500 pL (para uma DOs7q,m da cultura igual
a 1,5) de 0,1 M acetato de litio e aliquotadas em fra¢cdes de 50 pL,
em tubos estéreis. A cada tubo, foi adicionado 300 uL de solugao
PLI (1 mL de 1 M acetato de litio, 1 mL de H,O e 8 mL de 50% PEG
3350), 50 yL de DNA carreador SS e 50 yL do produto de PCR
(médulo de transformacdo), agua MilliQ (controle negativo), ou
plasmideo pGRSd-AGT1-GFP (controle positivo). Em seguida, as
células foram incubadas a 42°C durante 30 min em banho-maria,
centrifugadas (2 min, 3.000 g) e ressuspendidas em agua MilliQ.

Em ambos os protocolos, as células transformadas foram
semeadas e incubadas em placas contendo meio rico YP-2%
glicose solido, acrescido de 200 ug/mL de geneticina (selegdo por
resisténcia ao antibiotico) ou em placas contendo meio rico YP-2%
maltotriose sdlido, acrescido de 3 mg/L de antimicina A. As placas
foram incubadas a 28°C, por 3 a 5 dias.
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3.6.3 Confirmacgé&o das dele¢bes por PCR

As delecbes do gene SUC2 no genoma das leveduras foram
verificadas por PCR utilizando os iniciadores V-Kan'-F e V2-SUC2-
R (vide Tabela 3 e secdo 4 RESULTADOS E DISCUSSAO) para
verificar a presenca do gene Kan' substituindo o gene SUC2 no
genoma da cepa transformada e, os iniciadores SUC100-F e V2-
SUC2-R e V2-SUC2-F e SUC950-R para verificar a presenca do
gene SUC2. No caso da substituicdo do gene SUC2 pelo mddulo
pPGD-AGT1-tPGK, as células transformadas foram analisadas
utilizando os iniciadores V2-SUC2-F e SUC1320-R para confirmar a
delecé@o do gene SUC?2 e os iniciadores V-SUC2-F e AGT1-R (vide
Tabela 3) para verificar a inser¢céo do gene AGT1 no local correto do
genoma da levedura. Apds a transformacao, foi extraido o DNA das
colbnias crescidas nos meios seletivos. Para isso, as células foram
crescidas em 5 mL de meio rico YP-2% glicose, durante a noite, a
28°C. Posteriormente, a cultura foi centrifugada (6.000 g, 3 min), o
sobrenadante desprezado e o DNA da suspensdo celular foi
extraido utilizando kits comerciais de extracdo de DNA de leveduras
(YeaStar™ Genomic DNA Kit — Zymo Research). As condicdes das
reacBes foram as mesmas utilizadas para a constru¢cdo dos moédulos
de transformacdo, adaptando os tempos de incubacdo a 72°C
conforme os produtos esperados (Tabela 4). Os produtos das
reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de 0,8% agarose e
corados com brometo de etideo para visualizacdo das bandas em
luz ultravioleta, conforme descrito anteriormente.

3.7 LOCALIZACAO DOS GENES SUC, MALx1, Kan" E AGT1 NO
GENOMA DAS LEVEDURAS

Para a localizacdo dos genes de interesse no genoma das
cepas de S. cerevisiae utilizadas nesse estudo e também para
verificar a correta integracdo dos fragmentos lineares de DNA
produzidos para do gene SUC2, os cromossomos das leveduras
foram separados através de eletroforese de campo pulsado (PFGE
— pulsed-field gel electrophoresis) e, em seguida, transferidos para
uma membrana de nylon onde foram hibridizados com sondas
especificas para os genes SUC, MALx1 Kan' e AGT1 através de
Southern blotting.
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Tabela 4: Produtos de PCR esperados para confirmar a correta
insercdo dos fragmentos de DNA nas linhagens transformantes e suas
parentais

Gendtipo

Primer F

Primer R

Produto (pb)

esperado
(Suc2/sucz) SUC100-F V2-SUC2-R 1977
(Suc2/suc?) V-Kan'-F V2-SUC2-R AUSENCIA
(Suc2/sucz) V2-SUC2-F V2-SUC2-R 2728
(SUC2/suc2A::Kan") SUC100-F V2-SUC2-R 1977
(SUC2/suc2A::Kan") V-Kan'-F V2-SUC2-R 1170
(SUC2/suc2A::Kan") V2-SUC2-F V2-SUC2-R 2728 e 2670
(SUC2 agt1A::Kan") V2-SUC2-F SUC1320-R 2000
(SUC2 agt1A:Kan") V2-SUC2-F AGT1-R AUSENCIA
(Suc2A::AGT1 agtlA:Kan") V2-SUC-F  SUC1320-R AUSENCIA
(Suc2A::AGT1 agtlA:Kan') V-SUC2-F  AGT1-R 3355
(Suc2A::AGT1 agtlA:Kan') AGT1-F AGT1-R 1850

3.7.1 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Antes de serem separados atravées de PFGE, os
cromossomos de cada cepa foram imobilizados em agarose low-
melting point (LMP agarose, Sigma). Inicialmente, as células foram
crescidas em glicose até atingirem a fase estacionéria. Em seguida,
foi transferido 1 mL dessas culturas para microtubos onde as células
foram centrifugadas, lavadas duas vezes com 1 mL de solucdo
Tris/EDTA (10,0 mM Tris, 50,0 mM EDTA, pH 7,5) e ressuspendidas
em 150 puL dessa mesma solucéo. Depois disso, 1 uL de 20 mg/mL
Zimoliase (ZimoResearch) em 10 mM fosfato de sédio (pH 7,5) foi
adicionado a essa suspenséao celular, a qual foi incubada a 42°C por
30 segundos. Apés esta incubacao, adicionou-se aos microtubos
250 puL de 1% LMP agarose em 0,125 M EDTA (pH 7,5). Essa
mistura foi em seguida pipetada em moldes, que foram
posteriormente colocados no gelo para a polimerizacdo dos blocos
de LMP agarose contendo as células (cromossomos) de cada cepa.
Depois da polimerizagdo, os blocos foram transferidos para um novo
tubo onde foram, primeiramente, incubados por 8 horas a 37°C em
uma solu¢do contendo 0,5 M EDTA e 10 mM Tris (pH 7,5) e,
posteriormente, incubados durante a noite, a 50°C em uma solugéo
contendo 0,5 M EDTA, 10 mM Tris (pH 9,5), 1% N-lauroilsarcosina e
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2 mg/mL de proteinase K. Por Ultimo, os blocos foram lavados
quatro vezes (1 hora para cada lavagem) com a solucdo Tris/EDTA
(pH 7,5). Os blocos ndo utilizados imediatamente foram
armazenados nessa mesma solucéo a 4°C.

Para a separacdo dos cromossomos através de PFGE, os
blocos foram depositados nos pocos de um gel de 1% agarose para
PFGE (Sigma) preparado em tampdo TBE 0,5X. A eletroforese foi
realizada durante 27 horas a 200 V, em 2,5 litros de TBE 0,5 X a
10°C, no equipamento Gene Navigator (Pharmacia Biotec). Os
tempos de pulsos foram de 70 segundos nas primeiras 15 horas e
de 120 segundos nas Ultimas 12 horas. Apos a corrida, o gel foi
corado com brometo de etideo e fotografado.

3.7.2 Southern Blotting

Para a verificacdo da presenca dos genes SUC, MAL e AGT1
no genoma das cepas de S. cerevisiae utilizadas, bem como para
verificar as modificacdes realizadas (presenca do gene Kan'), os
cromossomos das leveduras, apos terem sido separados por PFGE,
o0 DNA foi transferido para uma membrana de nylon (Biodyne A,
Gibco BRL) onde foram hibridizados com sondas especificas
através de Southern blotting com o kit AlkPhos (GE Healthcare).

A transferéncia dos cromossomos para a membrana de Nylon
foi realizada segundo Ausubel et al. (1992). Apés corar e fotografar
o gel, o mesmo foi lavado uma vez com 0,2 M HCI durante 10 min,
trés vezes com H,0O destilada durante 5 min, duas vezes com a
solucdo de denaturagéo (1,5 M NaCl e 0,5 M NaOH) durante 15 min
e uma vez com a solucéo de neutralizacdo (3,0 M NaCl e 0,5 M Tris
pH 7,0) durante 30 min. Em seguida, foi montada a pirdmide de
transferéncia contendo, da base ao topo da mesma, 0s seguintes
materiais: uma tira de papel filtro 3 MM, parcialmente embebida em
SSC 20X (3,0 M NaCl, 0,3 M citrato de so6dio, pH 7,0), o gel
contendo os cromossomos das cepas, a membrana de Nylon para
onde os cromossomos foram transferidos, uma pilha de papéis filtro
3 MM, uma pilha de papéis toalha de 4 cm de espessura e uma
placa de vidro com um peso de aproximadamente 0,4 kg. Apds a
montagem da pirdmide, a transferéncia foi realizada durante 12
horas e, ao final da mesma, a membrana foi umedecida em SSC 2X,
colocada em contato com papel fitro 3 MM e deixada secar a
temperatura ambiente. Depois disso, e antes de realizar a
hibridizacdo, a membrana foi exposta a luz ultravioleta em um



transiluminador para que ocorresse o cross-linking entre o DNA e a
membrana.

Para a producdo das sondas para os genes SUC, MAL e
AGT1 inicialmente foi necessario amplificar esses genes a partir do
genoma de S. cerevisiae. Para isso, foi utilizado, juntamente com o
DNA gendmico da cepa CEN.PK2-1C, os iniciadores SUC100-F e
SUC1320-R para amplificacdo da quase totalidade da Open
Reading Frame (ORF) do gene SUC2, gerando um fragmento de
~1300 pb, os iniciadores AGT1-F e AGT1-R para a amplificacdo da
ORF do gene AGT1, gerando um fragmento de ~1800 pb e os
iniciadores MALx1-F e MALx1-R para amplificar a ORF dos genes
MALX1 quase nha sua totalidade, gerando um fragmento de ~1900
pb. Para a verificac@o do correto local de integracdo do mddulo para
do gene SUC2, foi utilizada como sonda o préprio fragmento linear
gerado por PCR para modificacdo da regido. Todos esses produtos
de PCR produzidos foram denaturados e posteriormente marcados
utilizando-se o kit AlkPhos (GE Healthcare) seguindo as instrucfes
do fabricante.

A hibridizacdo foi realizada overnight a 55°C, com a
membrana sendo incubada no tampdo de hibridizacdo do kit
AlkPhos juntamente com as sondas marcadas e purificadas. Apos a
hibridizacdo, a membrana foi lavada em tampdes que acompanham
o kit e, em seguida, incubada com o reagente de deteccdo que
contém o substrato para a fosfatase alcalina, a qual foi utilizada na
marcacdo das sondas e geracdo da quimioluminescéncia. Depois
dessa incubacédo, a membrana foi colocada em contato com um
filme autorradiografico (Hiperfilm™ ECL, Kodak) e deixada junto a
este no escuro durante 2 horas, até ser revelado, para a verificagdo
da presenca dos genes de interesse. A mesma membrana foi
utilizada por mais de uma vez, sendo alternativamente incubada
com sondas para os genes SUC, AGT1, MAL ou para a modificacao
da regi&o de interesse (gene Kan").

3.8 REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS

Todos os experimentos foram repetidos pelo menos duas
vezes, com transformantes e/ou culturas independentes,
apresentando tendéncias e/ou padrdes altamente consistentes, isto
€, as diferencas entre linhagens foram reprodutiveis. Neste trabalho
sdo mostrados resultados representativos para cada linhagem.



59

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de modificar geneticamente leveduras
industriais para otimizar o processo fermentativo de producdo de
alcool combustivel a partir da cana-de-acglcar, foi necessario
inicialmente fazer uma caracterizacdo fenotipica e genotipica das
linhagens industriais (vide Tabela 1 acima) atualmente utilizadas
para a producdo de alcool combustivel no Brasil (Silva-Filho et al.,
2005a; Basso et al.,, 2008), incluindo uma linhagem selecionada
para a producéo de cachaca (Gomes et al., 2007). Considerando as
vias de utilizacdo de sacarose em S. cerevisiae e sua inter-relagédo
com o metabolismo de maltose e maltotriose, avaliamos inicialmente
a presenca e a funcionalidade dos genes dos transportadores
MALx1 e/ou AGT1 nas linhagens de leveduras escolhidas pois, para
gue ocorra o transporte ativo da sacarose, é necessario que estes
genes estejam presentes e sejam funcionais no genoma das cepas
de interesse (Badotti et al., 2006; Batista et al., 2004). A seguir
foram analisados os genes SUC, alvo das modificacdes genéticas
do presente trabalho.

4.1 METABOLIZACAO DE MALTOSE E MALTOTRIOSE POR
LINHAGENS INDUSTRIAIS

Dentre as cepas analisadas, foram incluidas cinco cepas
industriais brasileiras produtoras de alcool combustivel e uma
produtora de cachaca, conforme descrito na Tabela 1. A
performance fermentativa de cepas de Saccharomyces ja foi
caracterizada em diferentes linhagens e, a eficiente utilizacdo de
maltose por exemplo, tem sido mostrada como caracteristica
altamente variavel entre cepas industriais e de laboratério (Naumov
et al.,, 1994; Han et al., 1995; Bell et al., 2001; Meneses & Jiranek,
2002; Meneses et al., 2002). Assim, as cepas foram crescidas em
meios ricos YP contendo 2% maltose como fonte de carbono e
todas as linhagens testadas (CAT-1, PE-2, VR-1, SA-1, UFMG-1007
e UFPE-178) mostraram capacidade de utilizar e fermentar esse
acucar (Figura 8), indicando total funcionalidade dos genes MAL,
necessarios para a metabolizagdo desse acUcar (Rautio &
Londesborough, 2003).

Nossos resultados mostraram crescimento com producdo de
etanol de todas as cepas nos meios contendo 2% maltose,
chegando a fase estacionaria em torno de 15-30 horas de
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Figura 8: Metabolizagdo de maltose pelas cepas industriais. As
linhagens CAT-1, PE-2, SA, VR-1, UFMG-1007 e UFPE-178 foram
avaliadas em relacdo ao (A) consumo de maltose; (B) producdo de
biomassa; e (C) producéo de etanol durante o crescimento em meio
YP-2% maltose.
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incubacdo, com consumo total do acucar disponivel e producédo de
etanol (Figura 8). Apés terminarem os aclUcares no meio, houve uma
parada no crescimento celular e as leveduras iniciaram a seguir 0
consumo e respiracdo do etanol produzido durante a fermentacéo
(Figura 8). Isso ocorre devido ao término da repressao promovida
pela presenca da fonte de carbono, permitindo que as leveduras
passem a respirar os produtos da fermentacéo (Lewis et al., 1993).

Ja, a analise da utlizagdo de maltotriose pelas linhagens
industriais, revelou padrdes extremamente varidveis em relagdo ao
consumo e fermentacdo deste aclUcar, apesar da eficiente
fermentacdo da maltose. Algumas cepas (CAT-1, PE-2 e VR-1)
apresentaram utilizacdo lenta ou tardia de maltotriose (Figura 9),
enquanto que as cepas UFPE-178 e UFMG-1007 foram incapazes
de utilizar este agucar como fonte de carbono (Figura 10). Este é um
dos grandes problemas encontrados em muitas cervejarias, pois a
incompleta utilizagdo da maltotriose provoca uma alta concentragéo
de acuUcares fermentaveis no final do processo, baixa producgédo de
etanol e aromas atipicos no produto final (Zheng et al., 1994b). Ao
analisarmos em maiores detalhes as cepas CAT-1, PE-2 e VR-1
(Figura 9) quando crescidas em maltotriose, foi verificado que o
crescimento ndo s6 ocorre apés uma extensa fase lag (em torno de
120 horas de incubacdo), como também a producéo de etanol a
partir de maltotriose é muito variavel. A linhagem VR-1 mostrou um
padrdo de utilizacdo de maltotriose totalmente aerdébio, sem
producdo de etanol (Figura 9C), caracteristica j& descrita para
algumas linhagens industriais de S. cerevisiae (Zastrow et al., 2000;
2001). Ja a linhagem PE-2 produziu pouquissimo etanol, quando
comparada com a linhagem CAT-1 (Figura 9C). Este resultado esta
de acordo com o reportado por Berbert de Amorim Neto e
colaboradores (2009), que indicam a linhagem CAT-1 (entre varias
linhagens industriais brasileiras utilizadas na producdo de alcool
combustivel analisadas) como a mais apropriada para fermentar
hidrolisados de malte (ricos em maltose e maltotriose) utilizados na
producdo de Whisky escocés.

Os resultados encontrados em relacdo a tardia utilizacdo de
maltotriose indicaram um novo fendtipo em relagdo ao metabolismo
deste agucar. Londesborough (2001) mostrou que cepas de
levedura industriais poderiam apresentar uma fase lag maior (20-30
h) durante o crescimento em maltotriose, especialmente quando as
células eram pré-crescidas em glicose. Entretanto, o padrdo de
utilizacdo de maltotriose, observado nas cepas analisadas no
presente trabalho, ¢é diferente, ndo s6 pela fase lag
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Figura 9: Metabolizacdo de maltotriose pelas cepas CAT-1, PE-2 e VR-
1. As linhagens pré-crescidas em maltose foram avaliadas em

relagdo ao (A) consumo do aglcar, (B) produgdo de biomassa e (C)

producdo de etanol durante o crescimento em meio YP-2%
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maltotriose.



significativamente mais extensa, como pelo fato das células terem
sido pré-crescidas em maltose, um aclcar ndo repressor e sim,
indutor dos genes MAL.

A seguir, foi analisado o efeito do inibidor mitocondrial
antimicina A na utilizacdo de maltotriose pelas linhagens. Cepas de
S. cerevisiae com metabolismo respiratério em um agucar (incluindo
maltotriose) tém seu crescimento inibido quando antimicina A é
adicionado ao meio (Malluta et al., 2000; Zastrow et al., 2000; 2001;
Jules et al., 2004). Porém, quando as leveduras séo crescidas em
acucares fermentaveis (p.ex. glicose ou maltose) como fonte de
carbono, o mesmo efeito ndo é observado (Zastrow et al., 2001,
Dietvorst et al., 2005; Salema-Oom et al., 2005). Quando incubadas
em meios ricos YP-2% maltotriose, as cepas industriais analisadas
apresentaram crescimento abundante em 4 dias (Figura 11), porém,
quando adicionado ao meio 3 mg/L de antimicina A, mesmo apoés 7
dias de incubacdo ndo houve crescimento nesta fonte de carbono
(Figura 11). As mesmas cepas, quando inoculadas em meios ricos
YP contendo 2% maltose ou glicose, na presenca de antimicina A,
nao tiveram o crescimento inibido (dados ndo mostrados).

Cabe salientar que a Unica cepa que apresentou poucas
colénias no meio de maltotriose com antimicina A foi a linhagem SA
(Figura 11). De fato, essa linhagem foi capaz de crescer mais
rapidamente em maltotriose do que o restante de cepas industriais
analisadas (dados ndo mostrados). Entretanto, apds analisar varios
isolados distintos desta linhagem, verificou-se que a capacidade de
fermentar maltotriose foi extremamente variavel, indicando possiveis
variagdes fenotipicas (e/ou gendmicas) entre os isolados, ou ainda,
provavelmente esta linhagem (fornecida pelo Centro de Tecnologia
Canavieira) ndo € uma cultura pura. Com base nestes resultados
extremamente varidveis, a cepa SA passou a ser excluida das
outras andlises realizadas neste trabalho.

4.2 ANALISE DOS GENES MALx1 E AGT1 NO GENOMA DAS
LINHAGENS INDUSTRIAIS

A analise dos transportadores MAL nas linhagens
industriais, através de eletroforese dos cromossomos e hibridizagao
com sondas especificas para os genes MALx1 e AGT1, revelaram a
presenca de varios genes que codificam para transportadores de
a-glicosideos nestas cepas industriais (Figura 12). As cepas VR-1,
UFMG-1007 e UFPE-178 possuem o gene MAL11 no cromossoma
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VIl e o gene MAL31 no cromossomo Il. Padrdo semelhante de
genes MALx1 (MAL11 e MAL31) foi observado na linhagem CAT-1
(Alves Jr, 2010; Duval et al.,, 2010; dados ndo mostrados). A
linhagem PE-2 foi similar a estas cepas, mas também apresentou a
permease MAL41 no cromossomo Xl (Figura 12).

YPMTT2% YPMTT2% + antimicina A
(4 dias) (7 dias)

UFMG-1007-2

UFPE-178-1

CEN.PK2-1C

Figura 11: Inibicdo do crescimento em maltotriose por antimicina A.
Trés diluicdes seriadas das cepas industriais de S. cerevisiae
indicadas, incluindo a cepa de laboratério CEN.PK2-1C utilizada
como controle, foram inoculadas em meios ricos YP-2% maltotriose e
fotografadas apés 4 dias de crescimento (esquerda), ou inoculadas
no mesmo meio acrescido de 3 mg/L de antimicina A e fotografadas
apos 7 dias de incubacéo (direita).
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Esses resultados explicam a eficiente capacidade
apresentada pelas leveduras industriais de fermentar maltose
(Figura 8), mas demonstram também que presenca de varios genes
MALx1 (MAL11, MAL31, e MAL41) no genoma das leveduras néo
necessariamente permite o consumo eficiente de maltotriose (Figura
9 e 10) pelas cepas de S. cerevisiae. Estes resultados fortalecem o
reportado por Alves Jr. et al. (2008), que ao testarem varias
leveduras  MAL-constitutivas  apresentando as  permeases
codificadas pelos genes MAL21, MAL31, MAL41 e/lou MPH2 e
MPHS3, verificaram que estas ndo apresentavam capacidade de
crescer em maltotriose. Mas, contrariam os resultados apresentados
por Day et al. (2002b), que afirmaram que a maltotriose pode ser
transportada, com a mesma afinidade do que a maltose, por
transportadores MALx1. Por outro lado, Zastrow et al. (2001)
observaram que as leveduras abrigam uma série de isoformas de
maltase e que essas isoformas sdo induzidas tanto por maltose
guando por maltotriose, aceitando ambos os acglcares como
substrato. Esses resultados indicam que a hidrélise intracelular dos
agucares nao explica as diferengas entre a utilizagdo destes a-
glicosideos. De qualquer forma, ja foi demonstrado que a expressao
constitutiva dos genes MAL promove uma melhor fermentacéo dos
acgUcares presentes em processos industriais, por incrementar a
capacidade fermentativa das linhagens quando crescidas em
maltose (Meneses & Jiranek, 2002).

De acordo com Alves Jr. et al. (2008), a presen¢ca do
transportador codificado pelo gene AGT1 é necessario para que as
células de S. cerevisiae sejam capazes de fermentar a maltotriose.
Fortalecendo a importancia desse gene para a fermentacdo de
maltotriose, James et al. (2003) verificaram uma alta expressao do
gene AGT1 no mosto de fermentacdo de cervejaria e a sobre-
expressdo deste gene permitindo transportar o aglcar com mais
eficiéncia, o que melhora a fermentacdo de maltotriose por
leveduras industriais (Stambuk et al., 2006). Neste trabalho, a cepa
VR-1 foi a Unica linhagem testada que ndo apresentou o gene desta
permease no genoma (Figura 12) e, como pode-se notar pela Figura
9, esta cepa utiliza maltotriose ap6s uma extensa fase lag, sem
fermentar o agucar, pois ndo foi capaz de produzir etanol a partir
dessa fonte de carbono. De fato, algumas linhagens de levedura de
laboratério, quando deletadas especificamente no gene AGTL,
também passam a utilizar maltotriose aerobicamente ap6s uma
extensa fase lag (Duval et al., 2010).
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Figura 12: Detec¢do dos genes MALx1l e AGT1 no genoma das
leveduras. (A) Gel corado com brometo de etideo mostrando os
cromossomas das cepas UFMG-1007 (linhas 1), UFPE-178 (2), PE-2
(3) e VR-1 (4), separados através de PFGE, e Southern Blotting com
sonda para o gene AGT1 (B) ou com sonda para os genes MALx1
(C). A esquerda do gel mostrado em A encontram-se definidos os
tamanhos dos cromossomas e a direita a numeragéo dos principais
cromossomas contendo genes MAL.

Todas as outras cepas analisadas através de eletroforese dos
cromossomos e hibridizacdo com uma sonda especifica para o gene
AGT1, possuem pelo menos uma cépia deste gene no cromossomo
VIl (Figura 12), mostrando um genoétipo bastante similar entre as
linhagens, mesmo aquelas que apresentem lenta/tardia ou nenhuma
utilizacdo de maltotriose (Figura 9 e 10). Dados obtidos por Alves Jr.
(2010), ao sequenciar o gene AGT1 presente nas leveduras CAT-1
e PE-2, mostraram que a permease codificada pelo gene é
aparentemente funcional (ndo apresenta mutacdes que truncam a
sequéncia de leitura), indicando uma possivel falha na regido
promotora do gene.

Devido a incapacidade de fermentar maltotriose, sugere-se
gue o crescimento aerébio nesse agUcar (p.ex. pela linhagem VR-1)



seja mediado por glucoamilases extracelulares, capazes de
hidrolisar maltotriose até glicose, como ocorre tipicamente em cepas
de S. cerevisiae var diastaticus (Pretorius et al., 1991; Vivier et al.,
1999). A utilizacéo da glicose, formada a partir da lenta hidrélise da
maltotriose, justificaria o crescimento nesse aclUcar apds uma
extensa fase lag, ja que as glucoamilases séo geralmente expressas
tardiamente durante crescimento de S. cerevisiae var diastaticus em
amido (Pretorius et al., 1991, Vivier et al., 1999).

Os resultados acima, tanto em relagdo a presenca dos genes
para os transportadores MALX1 quanto para a permease AGTL,
estdo de acordo com determinagBes do nimero de cOpias destes
genes no genoma das linhagens através de cariotipagem utilizando
microarrays (Duval et al., 2010). Por outro lado, mostram que
algumas das linhagens industriais utilizadas na producao de élcool
combustivel no Brasil podem até possuir o gene AGT1 no seu
genoma, mas aparentemente este transportador de sacarose
(Stambuk et al., 2000; Batista et al., 2004; Badotti et al., 2006) nédo é
funcional ou ndo é expresso, mesmo incubando as células em
maltotriose.

4.3 ANALISE DOS GENES SUC NO GENOMA DAS LINHAGENS
INDUSTRIAIS

Visando realizar modificagbes génicas nas cepas industriais
para otimizar a fermentacdo da sacarose, realizou-se uma analise
cromossémica para verificar a presenca dos genes SUC no genoma
das células. Esta analise é necessaria uma vez que uma série de
trabalhos tem mostrado que linhagens industriais que normalmente
séo crescidas em melaco (p.ex. linhagens de panificacdo) ou ainda
linhagens usadas na fermentacdo de melaco (p.ex. linhagens
usadas para producdo de bebidas destiladas) apresentam, além do
gene sub-telomérico SUC2, varios outros genes SUC teloméricos
amplificados no seu genoma (Benitez et al., 1996; Naumov et al.,
1996; Codon et al., 1998; Naumov & Naumova, 2010a).

A presenca de varias cOpias do gene SUC no genoma das
leveduras industriais brasileiras, utilizadas na producao de alcool
combustivel a partir de caldo de cana-de-aglcar, inviabilizaria
qualquer tentativa de modificar geneticamente a forma destas
leveduras utilizarem sacarose. Entretanto, todas as cepas
analisadas (CAT-1, PE-2, VR-1, UFMG-1007 e UFPE-178)
apresentaram apenas um gene SUC no cromossoma IX (Figura 13),
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num padrdo semelhante ao observado na linhagem de laboratério
S288C que possui apenas o gene SUC2 no seu genoma (Figura 13
e www.yeastgenome.org).
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Figura 13: Deteccado dos genes SUC no genoma das linhagens. (A) Gel
corado com brometo de etideo mostrando os cromossomas das
cepas de laboratério S288C (linhas 1) e das linhagens industriais
CAT-1 (2), UFMG-1007 (3), UFPE-178 (4), PE-2 (5) e VR-1 (6)
separados através de PFGE e (B) Southern Blotting hibridizado com
sonda para genes SUC, mostrando a presenca do gene SUC2 no
cromossoma IX. A esquerda do gel mostrado em A encontram-se
definidos os tamanhos dos cromossomas.

Este resultado indica que, nas condi¢es industriais utilizadas
para a producado de alcool combustivel a partir de caldo de cana-de-
aclcar no Brasil, provavelmente a hidrolise de sacarose pela

7

invertase ndo € um fator limitante na fermentagdo deste acglcar
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pelas leveduras. Cabe salientar que a nao-amplificacdo do gene
SUC nas leveduras industriais brasileiras ficou evidente quando o
genoma destas linhagens foi analisado por Argueso et al. (2009) e
Stambuk et al. (2009), confirmado também pelos resultados
apresentados na Figura 13.

4.4 SUBSTITUICAO DO GENE SUC2 NA CEPA INDUSTRIAL
CAT-1

ApOs verificar a presenga apenas uma cépia do gene SUC2
no genoma das leveduras industriais, inicialmente tentou-se
substituir este gene do genoma da linhagem CAT-1 (esta linhagem
industrial foi escolhida por ser a que apresentou a maior produgéo
de etanol a partir de maltotriose, embora com todas as dificuldades
j& discutidas), sendo substituido pelo gene Kan" através de técnicas
baseadas em PCR e recombinacdo homologa (vide Materiais e
Métodos e Figura 7).

Esta estratégia ja tinha sido utilizada com sucesso por Dario
(2007) em uma linhagem de laboratério (CEN.PK2-1C), produzindo
a linhagem MGD-01 (suc2A::kanMX6) que, apesar de ndo possuir
atividade invertase, continua fermentando sacarose eficientemente.
Com este objetivo, utilizando-se o plasmideo pFA6a-kanMX6 e os
iniciadores SUC2-F1 e SUC2-R1 (vide Tabela 2), ambos com 20 pb
de homologia ao plasmideo e na extremidade 5 aproximadamente
40 pb de homologia as regides flanqueadoras do gene SUC2 (Dario
2007), foi produzido um fragmento de DNA linear contendo o gene
Kan" (confere resisténcia a geneticina), flanqueado por seqiiéncias
com homologia a regido promotora e a regido apés o gene SUC2.
Ap6s modificar a linhagem CAT-1 com este modulo de
transformacéo, duas coldnias (linhagens EHD-01 e EHD-02) foram
obtidas em placas contendo o antibidtico geneticina (G-418).
Entretanto, ao serem submetidas ao PCR de verificacdo e a analise
cromossomal e hibridizacdo com sondas especificas (para os genes
SUC e Kan"), os resultados indicaram que a substituicio do gene
SUC2 pelo Kan' nZo havia ocorrido. Este resultado ¢ diferente
daquele reportado por Remize e colaboradores (2000) que,
utilizando a mesma estratégia acima, foram capazes de substituir
duas cOpias do gene ALD6 presentes no genoma de uma linhagem
industrial (hapléide) utilizada na fabricacéo de vinho.

O motivo pelo qual ndo foi possivel substituir especificamente
0 gene SUC2 na linhagem CAT-1 através desta estratégia €&
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desconhecido, mas acredita-se na deficiéncia apresentada pelas
linhagens industriais dipldides em realizar recombinacdo com
sequéncias curtas de homologia a regido de interesse no(s) seu(s)
cromossoma(s). Assim, foi necessario modificar a estratégia de
transformacéo genética na linhagem industrial.

Com este objetivo, os iniciadores SUC2-F e SUC-R (vide
Tabela 2) foram utilizados para produzir por PCR, a partir da regido
gendmica da levedura MGD-01 ja modificada (suc2A::kanMX6), um
fragmento linear de DNA de aproximadamente 2200 pb contendo
externamente longas regies de homologia as regides a montante
(450 pb) e a jusante (160 pb) do gene SUC2 e, internamente o0 gene
Kan', substituindo parcialmente o gene SUC2 (Figura 14) e
conferindo resisténcia a geneticina.

A SUC2 normai
~1600 pb
5 | 3
{ | Sucz |
ATG ATG
B
5’ 3
[P EE | KANr | Tree ‘ -
ATG
1623 pb
Inser¢éo na MGD-01 :
SUC2F SUC-R :
C
5 3
[ Pree | KAN" [ 7o |
ATG
2200 pb

Modulo a partir do DNA da MGD-01

Figura 14: Estratégia para constru¢gao do mddulo de transformacao da
linhagem industrial CAT-1. (A) estrutura do gene SUC2 normal
(~1600 pb); (B) gene SUC2 deletado (suc2A::KanMX6) na cepa de
laboratério MGD-01 e local de anelamento dos iniciadores para
construcdo do mddulo para transformar a linhagem industrial com
regides longas de homologia; (C): modulo de transformagdo (2200
pb) produzido a partir do DNA da linhagem MGD-01.
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Utilizando esta nova estratégia de modificacdo (longas
regides de homologia, a partir do DNA gendmico de uma cepa de
laboratério previamente transformada) com a linhagem CAT-1 foram
obtidas quatro cepas transformantes (EHD-03, EHD-04, EHD-05 e
EHD-06, Tabela 1) nas quais uma copia do gene SUC2 em um dos
cromossomas IX foi substituida pelo marcador kan', enquanto que
no outro cromossoma IX o gene SUC2 permaneceu inalterado. E
importante salientar que a linhagem CAT-1, bem como vérias outras
linhagens industriais brasileiras analisadas no presente trabalho, séo
linhagens dipléides normais (sem aneuploidias) de S. cerevisiae
possuindo, portanto, duas cépias de cada cromossoma (Argueso et
al., 2009). Apds a selecdo em meios contendo geneticina, as células
transformadas foram analisadas por PCR com os iniciadores de
verificagdo V2-SUC2-R e V-kan'-F e/ou SUC100-F, a fim de
confirmar a substituicdo (além da presenca de uma copia normal do
gene SUC2) no seu genoma. Enquanto que a presenca do gene
SUC2 pode ser visualizada na cepa parental (CAT-1) e também na
modificada geneticamente (p.ex. EHD04) através de uma banda de
~1977 pb quando usados os iniciadores V-SUC100-F e V2-SUC2-R
(Figura 15), a presenca do gene Kan' substituindo o SUC2 foi
possivel de verificar apenas nas cepas modificadas (banda de
~1170 pb quando usados os iniciadores V-kan'-F e V2-SUC2-R, vide
Figura 16), mostrando a substituicdo de somente uma cépia do gene
na linhagem EHDOA4.

Recentemente, algumas leveduras industriais tém sido
modificadas através de recombinacdo homoéloga, utilizando também
fragmentos com regides de homologia longas. Por exemplo, Zhang
e colaboradores (2008), a fim de diminuir a producdo de diacetil
durante a producédo de cerveja, introduziram o gene marcador LSD1
(gene que codifica para uma dextranase de Lipomyces starkeyi) no
genoma de uma levedura industrial de S. cerevisiae, interrompendo
0 gene ILV2 (gene que codifica para a a-acetolactato sintetase) e
tornando as leveduras modificadas capazes de crescer usando
dextranas como fonte de carbono. Com este objetivo, foi utilizado
um fragmento de DNA linear de 4.600 pb (ILV2-L-Ppgk1-LSD1-ILV2-R)
obtido a partir de uma construgdo feita em um plasmideo. Em um
trabalho seguinte, com o objetivo de limitar a producdo de
acetoaldeido durante a produgdo de cerveja com baixas calorias, 0
mesmo grupo introduziu 0 moédulo Ppgki-MFa-SGA1L (construcao que
permite a sobre-expressédo e secre¢do do gene que codifica para a
glucoamilase de S. cerevisiae) para substituir o gene ADH2 (gene
que codifica para a alcool desidrogenase). Para isso, cepas
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recombinantes adh2A foram geradas utilizando um cassete de
transformacé@o de 5.000 pb (ADH2-L-CUP1-Ppgki-MFa-SGAL- ADH2-
R), linearizado a partir de um plasmideo, sendo a selecdo dos
transformantes promovida pela resisténcia ao cobre proporcionada
pelo gene CUP1 (Wang et al., 2010).

SuUC2 normal
Primer ;feriﬁcador F 1977 pb :
SUC100F :
5 — El
suc2 n
V2-SUC2R
M 1 2 3 Primer verificador R
——
-
o
ot
2000 ph — | 1977 pb

1500 pb —|

Figura 15: Confirmacdo da presenca do gene SUC2 no genoma da
linhagem EHD-04 transformada. Eletroforese em gel de agarose
dos produtos de PCR. Iniciadores utilizados: V-SUC100-F e V2-
SUC2-R. Coluna: M — marcador de peso molecular 1 Kb (Sigma);
Coluna 1 — EHD-04; coluna 2 — CAT-1; coluna 3 — MGD-01.

Liu e colaboradores (2009) também transformaram cepas
industriais de S. cerevisiae produtoras de cerveja, através de
recombinacdo homologa, interrompendo o gene PEP4 (gene que
codifica a enzima proteolitica proteinase A) pela integracédo do gene
GAl (gene que codifica para uma glucoamilase de
Saccharomycopsis fibuligera). Para isso, o fragmento de 5.000 pb
PEP4L-Ppgki-MFQ-GAI-Tapn1-PEP4R, com  longas regides de
homologia ao gene PEP4, foi linearizado a partir de um plasmideo e
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inserido no genoma da levedura industrial, sendo as leveduras
transformadas selecionadas em meio contendo amido como fonte
de carbono.

SUC2 normal
2728 pb
V2-SUC2-F V2-SUC2-R
5 n sSucz L 3
M 1 2 3 4 5
3000 pb | 2728 pb
. — 2670 pb
2000 pb
1500 pb
— 1170 pb
1000 pb
500 pb
suc2i::Kan'
) 1170 pb
V-Kan'-F P
, . ,
> KAN" | = 3
V2-SUC2-F V2-SUC2-R
: 2670 pb

Figura 16: Confirmacdo da presenca dos genes SUC2 e Kan' no
genoma da linhagem EHD-04 transformada. Eletroforese em gel
de agarose dos produtos de PCR. Linhas: M — marcador de peso
molecular 1 Kb (Sigma); coluna 1 — CAT-1 (iniciadores V-kan'-F e
V2-SUC2-R); coluna 2 — MGD-01 (V-kan'-F e V2-SUC2-R); coluna 3
— EHDO04 (V2-SUC2-F e V2-SUC2-R); coluna 4 — CAT-1 (V2-SUC2-F
e V2-SUC2-R); coluna 5 — EHDO04 (V-kan'-F e V2-SUC2-R).

Alguns destes trabalhos mostraram a modificacdo de apenas
uma coépia do gene de interesse em leveduras industriais diploides.
Wang e colaboradores (2010) ao verificarem, por PCR, a correta
insercdo do médulo ADH2-L-CUP1-Ppgki-MFa-SGAL1- ADH2-R no
locus do gene ADH2 no genoma das leveduras transformadas,
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notaram a presenca de dois fragmentos de tamanhos diferentes
(5.000 e 1.700 pb), indicando que apenas uma copia do gene havia
sido deletada. Verificaram ainda que a atividade da enzima alcool
desigrogenase foi mantida, porém reduzida a metade quando
comparada com a atividade apresentada pela linhagem parental,
possuindo as duas copias do gene intactas.

A analise da presenca do gene SUC2 e do gene Kan' através
de eletroforese dos cromossomos e hibridizacdo com sondas
especificas (Figura 17), confirmaram os resultados apresentados
quando o PCR foi utilizado (Figuras 15 e 16). Inclusive, é importante
salientar que na Figura 17 a intensidade da banda correspondente
ao gene SUC2 no cromossoma IX das linhagens ndo modificadas
(S288C e CAT-1), é visivelmente mais intensa do que no mesmo
cromossoma nas linhagens suc2A::Kan', uma vez que o outro
cromossoma apresenta 0 gene KanMX6 no lugar de uma das cépias
do gene SUC2.

4.5 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA LINHAGEM
INDUSTRIAL EDH-04 DELETADA EM UMA COPIA DO
GENE SUC2

Como mostrado anteriormente, na linhagem industrial
geneticamente modificada EHDO04, uma das cépias do gene SUC2
no cromossoma IX foi deletada e substituida pelo gene KanMX6,
conferindo as células resisténcia a geneticina. Fazia-se, portanto,
necessario verificar o impacto que esta modificacdo teria na
expressdo da invertase, bem como na fermentagdo da sacarose
pela linhagem EHDO4. Na Figura 18 é possivel verificar que, quando
comparada a linhagem parental CAT-1, a linhagem EHDO04
apresenta uma atividade invertase que corresponde a,
aproximadamente, metade daquela encontrada na sua parental
quando as células foram crescidas em meio YP-2% sacarose e
também inferior aquela encontrada na cepa CAT-1 quando
crescidas na melhor condicdo conhecida para induzir a expressao
da invertase, sendo meios YP contendo 3% glicerol, 2% etanol e
0,1% glicose (Ozcan et al., 1997; Dynesen et al., 1998; Herwig et al.,
2001). Quando as células foram crescidas em apenas 3% glicerol e
2% etanol ndo foi observada diferenca entre as linhagens, embora
nesta condi¢do a atividade invertase seja menor do que a observada
nos outros dois meios descritos acima (Figura 18).
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Figura 17: Detecgédo dos genes SUC2 e Kan' no genoma das leveduras
industriais transformadas. (A) Gel corado com brometo de
etideo mostrando os cromossomas das cepas S288C (linhas
1), CAT-1 (2), EHDO3 (3) e EHDO04 (4) e Southern Blotting (B)
hibridizado com sonda para o gene de resisténcia a
geneticina (KAN'), mostrando a presenca do gene no
cromossoma IX, e (C) hibridizado com sonda para o gene
SUC2, mostrando sua presenga no cromossomo [X.

Para analisar a capacidade de crescimento das linhagens
modificadas em condigbes semelhantes as oferecidas nas
fermentacbes em batelada, foram realizados cultivos em frascos
agitados, com altas concentrac¢des de células (~10 g/L). A Figura 19
mostra o perfil de consumo da sacarose pelas cepas CAT-1 e EHD-
04 em meios contendo 20 g/L de acgUcar, mostrando que as células
consumiram o0 acucar disponivel no meio em ~1 hora, com a
presenca dos produtos de hidrélise no meio (glicose e frutose), os
guais passaram também a serem consumidos na primeira hora de
incubacdo, além do etanol, produto da fermentacdo do(s)
aclcar(es). No caso dos cultivos em altas concentracdes de aglcar
(~200 g/L de sacarose), para que a producéo de etanol chegasse ao
maximo e para que todo o aglcar disponivel fosse consumido, foram
necessarias em torno de 6 horas para ambas as linhagens (Figura
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20). Novamente, estes resultados indicam que a atividade invertase
nas células de levedura nédo é o fator limitante na fermentacéo deste
acucar, uma vez que linhagens industriais dipldides com apenas um
gene SUC2 (p.ex. cepa EHD-04), continuam fermentando sacarose
eficientemente.
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Figura 18: Atividade invertase nas linhagens industriais. A atividade
invertase periplasmatica foi determinada na cepa parental CAT-1
(SUC2/SUC2) e na transformante EHD04 (SUC2/suc2A::kan"), apés
crescimento das células em meio rico YP contendo 3% glicerol e 2%
etanol 2% (YPGE), nesse mesmo meio acrescido de 0,1% glicose
(YPGED) ou em meio YP-2% sacarose (YPS).

Durante o desenvolvimento das linhagens EHD03 e EHDO4,
cepas de levedura resistentes a geneticina por possuirem o médulo
suc2A::kanMX6 inserido no cromossoma IX, surgiu a idéia de usar
este gene marcador para acompanhar a linhagem modificada
durante processos fermentativos industriais com reciclo de células
que, como salientado na introducdo, se caracterizam por uma
intensa competicdo entre diferentes linhagens, algumas das quais
tendem a dominar e persistir nos fermentadores. Assim, estas duas
linhagens foram cedidas em colaboracdo a empresa FERMENTEC
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Ltda (Piracicaba, SP), para avaliar seu possivel uso em
fermentacdes industriais, incluindo estudos da dinamica de
populacdes nas condi¢cdes industriais de producdo de alcool
combustivel no Brasil.
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Figura 19: Cultivo em frascos agitados em 20 g/L de sacarose: Células
da linhagem industrial CAT-1 (A) ou sua transformante EHD-04 (B),
pré-crescidas em meio YP-2 % sacarose, foram utilizadas para testar
a capacidade fermentativa em 20 g/L de sacarose em meio rico YP e
a concentracdo dos acgucares, células e etanol determinados no meio
de cultura ao longo do tempo.
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Figura 20: Cultivo em frascos agitados em ~200 g/L de sacarose:
Células da linhagem industrial CAT-1 (A) ou sua transformante EHD-
04 (B), pré-crescidas em meio YP-2% sacarose, foram utilizadas
para testar a capacidade fermentativa ~200 g/L de sacarose em meio
rico YP e a concentracdo dos acucares, células e etanol
determinados no meio de cultura ao longo do tempo.

Os resultados reportados pela FERMENTEC Ltda indicaram
que a cepa EHDO04, quando avaliada em fermentacdes industriais
com reciclo do levedo em mostos contendo 19% de agUcares totais
(50% melagco e 50% caldo de cana-de-agUcar), apresentou um
rendimento de producdo de etanol durante 8 ciclos fermentativos



ligeiramente maior do que a linhagem CAT-1, produzindo menos
glicerol. Também indicaram que estas linhagens geneticamente
modificadas ndo sobrevivem ao processo de destilacdo utilizado
para purificar o etanol, podendo ser utilizadas pelas indUstrias na
producdo de etanol, apesar de apresentarem o marcador KanMX®6,
conferindo resisténcia a geneticina (Freiberger et al., 2009).
Atualmente estas linhagens estdo sendo avaliadas quanto a
dominancia e persisténcia em fermentacdes que simulam o
ambiente industrial.

De qualquer forma e, considerando que a presenca do
modulo KanMX6 integrado no genoma pode ser facilmente
detectada e quantificada durante sucessivas fermentagBes pela
resisténcia das células modificadas a geneticina adicionada ao meio
de cultivo, a linhagem EHDO04 foi utilizada em ensaios de
competicdo entre uma linhagem industrial e uma linhagem dipléide
de laboratério (cepa GSY-157, vide Tabela 1) em meios contendo
glicose como fonte de carbono. Cabe salientar que durante o
crescimento em glicose a expressdo do gene SUC2 é desnecessaria
e até dispensavel, uma vez que a glicose normalmente reprime a
expressdo deste gene. Os resultados obtidos mostram a cepa
industrial sendo totalmente dominada e substituida pela linhagem de
laboratério ap6s 96 horas de crescimento e repiqgue em meio rico
YP-2% glicose, em fun¢do da capacidade de adaptacdo das cepas
de laboratério em meios ricos (Figura 21). JA em meio sintético
YNB-2% glicose, meios mais préximos das condi¢gfes industriais, a
cepa EHD-04 foi capaz de dominar o meio de cultivo, de forma que
apos 168 horas (Figura 21) ndo existiam mais leveduras de
laboratério (GSY-157) presentes na cultura.

4.6 CRESCIMENTO E DOMINANCIA EM MEIOS CONTENDO
VITAMINAS B1 E B6

Considerando que a andlise do genoma de uma série de
leveduras industriais brasileiras utilizadas na eficiente producéo de
alcool combustivel, através de cariotipagem por microarrays
(Stambuk et al.,, 2009), indicou que as mesmas apresentavam
amplificacdo dos genes teloméricos SNO e SNZ envolvidos na
sintese de piridoxina e, conseqiientemente, tiamina (Rodriguez-
Navarro et al., 2002; Dong et al., 2004; Fitzpatrick et al., 2007;
Neuwirth et al., 2009), foi analisado o crescimento e a dominancia
da cepa industrial EHD04 e da cepa de laboratério GSY-157 em
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meios de cultura definidos contendo varias combinacBes destas
vitaminas.
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Figura 21: Competicao entre as cepas dipldides de laboratério GSY-157
e industrial geneticamente modificada EHD04. Quantidades iguais
de células de cada linhagem foram misturadas e inoculadas em (A)
meio rico YP-2% glicose, ou (B) meio sintético YNB-2% glicose e
repicadas a cada 24 horas para novos meios de cultivo. Nos tempos
indicados a proporcdo de cada linhagem na populagdo foi
determinada semeando as células em placas contendo meio rico YP-
2% glicose acrescidos (ou ndo) de 200 mg/L de geneticina.
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Figura 22: Competicdo entre as cepas GSY-157 e EHD04 em meio
sintético definido contendo diferentes vitaminas. Quantidades
iguais de células de cada linhagem foram misturadas e inoculadas
em meios definidos contendo 20% glicose com as vitaminas
indicadas (apenas tiamina, apenas piridoxina, tiamina e piridoxina, ou
auséncia das duas vitaminas), e repicadas a cada 24 horas para
novos meios de cultivo. Nos tempos indicados a propor¢édo de cada
linhagem na populacéo foi determinada semeando as células em
placas contendo meio rico YP-2% glicose acrescidos (ou néo) de 200
mg/L de geneticina.

4.7 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MODULOS DE
TRANSFORMACAO DO GENE SUC2

No intuito de substituir no genoma de linhagens dipléides a
outra copia do gene SUC2 presente nas linhagens industriais ja
modificadas em um dos cromossomas IX (SUC2/ suc2A::kanMX6),
seria necessario usar um outro gene marcador conferindo
resisténcia a outro antibidtico ou entdo um gene préprio de S.
cerevisiae, podendo ndo ser apenas utilizado na construcdo de um
modulo de , como também permitir a selegcdo das linhagens
transformadas. Para que as leveduras possam fermentar
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eficientemente sacarose através do transporte ativo do aclcar e
posterior hidrélise intracelular é necessario a expressao constitutiva
da permease AGT1 (Stambuk et al.,, 2000; Batista et al., 2004;
Badotti et al., 2006) e, considerando que nas linhagens industriais
brasileiras utilizadas na producédo de alcool combustivel este gene é
aparentemente nao-funcional (pela dificuldade apresentada por
estas linhagens de fermentar maltotriose), foi desenvolvida uma
nova estratégia de modificacdo dos genes SUC utilizando o proprio
gene AGT1 como mddulo de transformacédo genética e selecao dos
transformantes (Figura 23).

A
LCM003
5 sSucz2 b
ATG ATG
B
EGYO01 (LCMO003 suc2A::AGT1)
sucz suc2
324 pb 124 pb
‘ Pogn ‘ AGT1 Tpm{ ——

ATG
Figura 23: Substituicdo do gene SUC2 com o médulo contendo o gene
AGT1 sobrexpresso. A: gene SUC2 normal (laranja) com 1599 pb
presente na cepa LCMO003; B: gene SUC2 parcialmente deletado
(laranja) na linhagem EGY-01 (Suc2A::Ppep-AGT1-Tpgk).

Desta forma, um fragmento de DNA linear (~3.000 pb) foi
construido a partir do plasmideo pGRSd-AGT1 (Ppgp-AGT1-Tpgk),
que possui 0 gene AGTL1 flanqueado pelo promotor constitutivo Ppgp
(promotor da fosfogluconato desidrogenase) e pela sequéncia
terminadora Tpgk da fosfoglicerato quinase, flanqueado por
sequéncias correspondentes ao inicio (preservando as primeiras
324 pb) e final (preservando os ultimos 124 pb) do gene SUC2.
Neste contexto, € importante mencionar que a presenca de
sequéncias promotoras e terminadoras de genes distintos
controlando a expressdo do gene AGT1 impedem que este gene se
insira no locus da fosfogluconato desidrogenase ou da fosfoglicerato
quinase (Figura 23). As sequéncias do gene SUC2 (324 pb iniciais e
124 pb finais) deixadas no genoma permitirdo futuramente introduzir
este modulo na linhagem EHD-04 ja deletada numa cdépia do SUC2



(neste caso, a recombinacdo homéloga s6 podera acontecer no
cromossoma IX contendo o gene SUC2 normal).

Como o uso de regides curtas de homologia ndao permite
realizar modificacbes genéticas especificas nas linhagens
industriais, nossos resultados indicavam que as modificac6es teriam
que ser realizadas inicialmente no genoma de uma linhagem
hapléide de laboratério, para depois amplificar o0 modulo de
transformagéo diretamente do cromossoma modificado. Assim, a
linhagem de laboratério LCM003 (CEN.PK2-1C agtlA::KanMX®6) foi
escolhida por ndo ser capaz de utilizar maltotriose como fonte de
carbono (Alves Jr et al., 2008). Ap6s a transformacgédo, as células
selecionadas em meio sélido YP contendo 2% de maltotriose
acrescido de 3 mg/L de antimicina A, foram analisadas por PCR a
fim de confirmar a auséncia do gene SUC2 e a insercdo do gene
AGT1 no genoma das células transformadas.

De fato, o gene SUC2 foi observado apenas na cepa parental
(LCMO003) através de uma banda de 2.000 pb, usando os iniciadores
de verificacdo V2-SUC2-F e SUC1320-R (Figura 24). Na cepa
modificada geneticamente (EGY-01), foi observada uma banda de
1.850 pb quando foram utilizados os iniciadores AGT1-F e AGT1-R
(Figura 25), confirmando a presenca do gene AGT1 no genoma da
linhagem transformada (que era deletada neste gene) e uma banda
de 3.355 pb, quando foram utilizados os iniciadores V-SUC2-F e
AGT1-R, confirmando a inser¢cdo do gene do transportador no local
correto (Figura 26).

A seguir foi determinada a atividade da invertase extracelular,
bem como a atividade da permease AGT1 (determinado com o
substrato pNFaG, conforme descrito por Hollatz & Stambuk, 2001)
nas células da linhagem EGY-01 e sua parental LCM003, crescidas
em meio rico YP-2% sacarose. Nossos resultados confirmaram que
a linhagem transformada (EGY-01) ndo apresenta atividade
invertase pela auséncia do gene SUC2, porém apresenta uma alta
atividade de transporte de pNFaG devido a sobrexpressao do gene
AGT1 (Figura 27).

Como mencionado anteriomente, a linhagem modificada
EGY-01 cresce utilizando sacarose como fonte de carbono, apesar
de ndo possuir atividade invertase (Figura 27). Nesta linhagem a
sacarose é metabolizada pelas leveduras em funcao do transporte
para o interior da célula (pela atividade da permease AGT1, Figura
27) e, a posterior hidrélise intracelular deste aguUcar ocorre pelas
maltases codificadas pelos genes MALx2 (Dario, 2007). De fato, na
linhagem EGY-01 crescida em sacarose € possivel observar uma
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significativa atividade maltase intracelular, que também apresenta
atividade de hidrélise de sacarose (Figura 28). Embora a linhagem
LCMO003 nao apresente atividade maltase quando crescida em
sacarose, em funcéo da represséo dos genes MALX2 pela presenga
de glicose no meio (produto de hidrélise da sacarose pela invertase),
é observada uma significativa atividade invertase, mesmo no pH 6,8
utilizado para determinar a atividade maltase (hidrélise de sacarose,
Figura 28).
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Figura 24: Confirmagcdo da auséncia do gene SUC2 no genoma da
linhagem EGY-01. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de
PCR utilizando os iniciadores V2-SUC2-F e SUC1320-R obtidos das
linhagens EGY-01  (Suc2A::Ppgp-AGT1-Tpek  agtlA::KanMXG6),
LCMO003 (SUC2 agtlA::KanMX6) e MGD-01 (suc2A::KanMX6 AGT1).
M — marcador de peso molecular 1 Kb (Sigma).

A seguir foram realizadas fermentacbes de sacarose em
sistema de batelada com altas concentracbes de células (10 g/L)
para analisar a capacidade fermentativa da linhagem geneticamente
modificada EGY-01.
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Figura 25: Confirmacdo da presenca do gene AGT1 no genoma da
linhagem EGY-01. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de
PCR utilizando os iniciadores AGT1-F e AGT1-R obtidos das
linhagens EGY-01 (Suc2A::Ppep-AGT1-Tpek agtlA:KanMX6) e
LCMO003 (SUC2 agtlA::KanMX6). M — marcador de peso molecular
MHindlll (Sigma). B — pogo vazio.

A Figura 29 mostra o perfil fermentativo de sacarose pelas
cepas LCM003 e EGY-01 em meios contendo 20 g/L de acucar.
Estas células (LCM003 e EGY-01) consumiram e fermentaram
eficientemente a sacarose disponivel no meio em 1,5 horas (Figura
29). Enquanto que a presenga dos produtos da hidrolise extracelular
da sacarose (glicose e frutose) durante a fermentacgéo pela linhagem
parental LCM003 é evidente, ndo presenca no meio, na cepa
transformada EGY-01, confirma ado gene SUC2 nesta linhagem
(Figuras 29 e 30).

Ja nas fermentacdes de altas concentracdes de sacarose
(>200 g/L), a cepa parental LCM0O03 consome a sacarose em
aproximadamente 7 horas, liberando grandes quantidades de
glicose e principalmente frutose no meio, que passam a ser
consumidos e fermentados pelas células até as 18-20 horas de
incubacdo (Figura 30, e dados ndo mostrados). Ja a linhagem
modificada geneticamente EGY-01 néo foi capaz de consumir toda a
sacarose presente no meio. Embora a fermentacdo da sacarose
consumida nas primeiras horas tenha sido eficiente (sem presenca
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de glicose e frutose no meio), mesmo apds 24 horas, em torno de
30% do aclcar ndo havia sido utilizado (Figura 30). Estes resultados
corroboram os reportados por Dario (2007), que também observou
fermentacdes incompletas quando a linhagem de laboratério MGD-
01 deletada no gene SUC2 (isogénica a LCM003 e EGY-01) foi
incubada na presenca de 200 g/L de sacarose.
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Figura 26: Confirmacéo da insercdo correta do gene AGT1 no genoma
da linhagem EGY-01. Eletroforese em gel de agarose dos produtos
de PCR utilizando os iniciadores V-SUC2-F e AGT1-R obtidos das
linhagens EGY-01  (Suc2A::Ppep-AGT1-Tpek  agtlA:KanMXe6),
LCMO003 (SUC2 agtlA::KanMX6) e MGD-01 (suc2A::KanMX6 AGT1).
M — marcador de peso molecular A/Hindlll (Sigma).

Resultados preliminares indicam que nestas condi¢des (altas
concentracdes de sacarose) o aglcar ndo é consumido totalmente
porque o transportador AGT1 sofre o processo de inativacéo
catabdlica, isto é, o transportador € removido da membrana por
endocitose e degradado no vacuolo (Hollatz & Stambuk, 2001;
Stambuk, 2002, dados n&do mostrados). Este fendmeno
aparentemente ocorre na linhagem EGY-01, que esta
sobrexpressando a permease AGTL1.
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Figura 27: Atividade invertase periplasmatica e do transportador AGT1
na linhagem modificada EGY-01. A atividade de hidrélise de
sacarose (A) e de transporte de pNFaG (B) foi determinado na
linhagem de laboratério LCM0O03 (SUC2 agtlA::KanMX6) e sua
derivada EGY-01  (Suc2A::Ppep-AGT1-Tpek  agtlA::KanMX6),

crescidas em meio rico YP-2% sacarose.
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Figura 28: Atividade a-glicosidase na linhagem modificada EGY-01. A
atividade maltase intracelular foi determinada em células
permeabilizadas da linhagem de laboratério LCM003 e sua derivada
EGY-01, crescidas em YP-2% sacarose, utilizando p-NPaG, maltose
ou sacarose como substrato.
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Figura 29: Cultivo em frascos agitados em 20 g/L de sacarose pela
cepa modificada EGY-01. Células da linhagem parental LCM003
(A) ou sua transformante EGY-01 (B), pré-crescidas em meio YP-2%
sacarose, foram utilizadas para testar a capacidade fermentativa em
20 g/L de sacarose em meio rico YP, e a concentracdo dos aglcares,
células e etanol determinados ao longo do tempo.
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Figura 30: Cultivo em frascos agitados em ~200 g/L de sacarose pela
cepa modificada EGY-01. Células da linhagem parental LCM0O03
(A) ou sua transformante EGY-01 (B), pré-crescidas em meio YP-2%
sacarose, foram utilizadas para testar a capacidade fermentativa em
~200 g/L de sacarose em meio rico YP, e a concentracdo dos
acucares, células e etanol determinados ao longo do tempo.

Entretanto, esta caracteristica parece ser cepa-dependente,
uma vez que outras linhagens de S. cerevisiae sem atividade
invertase (e MAL constitutivas) fermentam normalmente 200 g/L de
sacarose (Badotti et al., 2008). Aparentemente, 0s niveis de
hidrolise de sacarose sao criticos para fermentar altas
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concentracdes deste aclcar, ja que as linhagens sem invertase, que
fermentam altas concentracfes de sacarose eficientemente,
apresentam atividades de maltase maiores do que as observadas na
linhagem de laboratério CEN.PK2-1C e suas derivadas (Badotti et
al., 2006).

Os resultados apresentados neste estudo mostraram
linhagens de laboratério modificadas geneticamente, possuindo o
gene SUC2 substituido com um médulo de transformacédo contendo
0 gene do transportador AGT1 sobrexpresso como marcador.
Esperamos que num futuro préximo esta estratégia, incluindo o uso
de regides flanqueadoras longas para facilitar a recombinacéo
homdloga, permita obter linhagens industriais brasileiras utilizadas
na producdo de &lcool combustivel sem atividade invertase, mas
com captacao direta do aclcar e hidrélise intracelular pelas células,
0 que permitird uma eficiente fermentacdo de sacarose por S.
cerevisiae.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir

que:

As linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae produtoras
de alcool combustivel a partir de caldo de cana-de-agucar,
testadas neste estudo, possuem a capacidade de utilizar e
fermentar eficientemente maltose, indicando presenca e
funcionalidade dos genes MAL no genoma dessas linhagens.
Porém, a presenca dos varios genes MALx1 no genoma nao
necessariamente permite o consumo de maltotriose. O gene
AGT1 é indispensavel para a rapida utilizacdo deste agucar e,
consequentemente, para sua eficiente fermentacdo. Frente a
auséncia ou falha da expressdo desse gene, dois fendétipos séo
encontrados em relacdo a utilizacdo de maltotriose: auséncia
total de crescimento, mesmo apds extensos periodos, ou
fermentacdo e/ou crescimento tardio, sem (ou pouca) producéo
de etanol.

As leveduras industriais utilizadas na producdo de 4&lcool
combustivel a partir de cana-de-acUcar, analisadas neste
trabalho, possuem o gene SUC2 funcional no genoma e a
fermentacdo da sacarose ocorre, principalmente, pela expressao
da invertase periplasmatica. A cepa industrial modificada
geneticamente (deletada em uma co6pia do gene SUC2) continua
fermentando eficientemente sacarose, apesar de apresentar
atividade invertase reduzida quando comparada a sua parental.
Estes resultados indicam que esta atividade enzimética ndo é um
fator limitante na fermentacdo de sacarose por leveduras
industriais. Ja uma cepa de laboratério hapldide, modificada para
ndo expressar atividade de invertase, continua fermentando
eficientemente apenas baixas concentracdes de sacarose, sem
liberar glicose ou frutose no meio, enquanto que em altas
concentragdes de sacarose foi incapaz de consumir 0 aglcar na
sua totalidade.

Linhagens de S. cerevisiae que possuem uma copia do gene
SUC?2 substituido pelo modulo KanMX6 podem ser utilizadas em
ensaios de competicdo e persisténcia entre linhagens durante
processos fermentativos, por serem facilmente detectadas e
guantificadas em fungéo da resisténcia a geneticina apresentada



pelas células modificadas, o que podera permitir um maior
controle do processo fermentativo industrial.

e A estratégia de modificacdo genética utilizando mddulos de
transformacédo com longas regiées de homologia, amplificados a
partir de DNA gendmico de cepas de laboratério ja contendo a
modificacdo de interesse, mostrou ser uma boa alternativa para
modificar leveduras industriais diploides.

Nossos resultados indicam também a necessidade de novos
estudos a fim de otimizar a captagdo direta da sacarose pelas
leveduras S. cerevisiae e sua posterior hidrélise intracelular pelas
maltases e/ou invertase intracelular. Por exemplo, a construgcéo de
linhagens industriais de S. cerevisiae geneticamente modificadas
possuindo a regido promotora do gene SUC2 substituida pela
sequéncia que codifica apenas a invertase na forma intracelular,
poderia ser uma alternativa interessante. Este estudo permitiu
também desenvolver um maddulo para modificar geneticamente a
regido do gene SUC2 em linhagens de laboratério, utilizando o gene
do transportador AGT1 sobrexpresso como marcador. Este médulo,
com o uso de regides flanqueadoras longas que faciltam a
recombinacdo homoéloga, poderéa facilitar a obtencao de linhagens
industriais brasileiras utilizadas na producao de alcool combustivel
sem atividade invertase, porém com transporte de sacarose para o
interior da célula, melhorando o rendimento em fermentacdes de
sacarose por S. cerevisiae.
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