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RESUMO

ESPIRITO SANTO, J. C. A. Aperfeicoamento da fermentacdo de sacarose
através da modificacdo da expressdao dos genes SUC2 e AGT1 em linhagens
diploides de Saccharomyces cerevisiae. 2012. 136 f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2012.

Na producdo de &lcool combustivel pela levedura S. cerevisiae a sacarose
presente no caldo de cana é primeiramente hidrolisada pela enzima invertase
extracelular em glicose e frutose, que serdo captados e fermentados pelas
células. Como a fermentagdo industrial € um processo sem assepsia, este perfil
de metabolizacdo da sacarose é visto como um fator negativo, pois a hidrdlise
extracelular disponibiliza glicose e frutose para organismos contaminantes, além
de causar estresse osmotico na levedura. Contudo, ja foi demonstrado que o gene
SUC2 presente em leveduras é responsavel por expressar duas formas da
invertase: a enzima glicosilada extracelular, e outra forma intracelular néo-
glicosilada. Esta levedura apresenta também em seu genoma o gene AGT1, que
codifica uma proteina capaz de transportar a sacarose com alta afinidade para o
interior da célula. Considerando que as linhagens utilizadas na producdo de
alcool combustivel no Brasil sdo leveduras dipldides, o objetivo deste trabalho
foi criar linhagens diploides de S. cerevisiae que consomem a sacarose apenas
por intermédio da sua captacdo pela permease AGT1 e sua posterior hidrolise no
interior da célula pela invertase intracelular. Foram inicialmente desenvolvidas
linhagens hapldides, usando técnicas de engenharia gendmica baseadas em PCR,
para a insercdo de promotores fortes constitutivos de forma a modificar a
estrutura e expressao do gene SUC2, resultando em linhagens que néo
apresentam atividade invertase extracelular, mas que sobre-expressam a forma
intracelular da enzima (alelo pADHL1::iSUC2). Além disso, a expressdo do gene
AGT1 também foi modificada visando incrementar a atividade da permease nas
células, seja pela inser¢cdo de um promotor forte constitutivo no local genémico
do gene (alelo pADH1::AGT1), seja pela insercdo do gene pGPD::AGT1::tPGK
nos elementos Tyl do genoma da levedura. A seguir, através de cruzamentos das
linhagens hapldides, foram obtidas linhagens diploides com o perfil desejado de
captacdo direta e hidrdlise intracelular da sacarose. Além da confirmacgdo por
PCR das modifica¢cdes realizadas no genoma, as regides cromossdmicas foram
também sequenciadas para identificar as alteracfes introduzidas na sua estrutura.
Os fenotipos das linhagens modificadas foram confirmados através das
atividades enzimaticas e de transporte presentes nas células, bem como através
da quantificacdo da expressdo dos genes por qRT-PCR. A capacidade
fermentativa das novas linhagens foi avaliada através de fermentacdes em
batelada com altas densidades celulares em meios contendo diferentes
concentracfes de sacarose. Nossos resultados mostram que a captacdo direta da
sacarose, com alta velocidade de transporte e sua posterior hidrolise intracelular,
permitiu as células de levedura ndo s6 consumir a sacarose eficientemente, mas
também aumentar a producdo de etanol, quando comparadas as suas linhagens
parentais ndo modificadas ou linhagens utilizadas na inddstria, abrindo novos
horizontes para tornar a producgédo de etanol no Brasil ainda mais eficiente.

Palavras-chave: Engenharia gendmica. Saccharomyces. AGT1. SUC2. Etanol.
Sacarose.



ABSTRACT

ESPIRITO SANTO, J. C. A. Improvement of sucrose fermentation by
modifying the expression of SUC2 and AGT1 genes in diploid Saccharomyces
cerevisiae strains. 2012. 136 p. PhD thesis (Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sédo Paulo, 2012.

In the production of fuel ethanol by S. cerevisiae yeasts the sucrose present in
cane juice is first hydrolyzed by the extracellular enzyme invertase into glucose
and fructose, which will be captured and fermented by the cells. As the
industrial fermentation process is not sterile, this sucrose metabolizing profile is
viewed as a negative factor, because the extracellular hydrolysis provides
glucose and fructose for contaminating organisms, and can cause osmotic stress
in yeasts. However, it has been demonstrated that the SUC2 gene present in
yeasts is responsible for the expression of two forms of invertase: a glycosilated
extracellular enzyme, and another non-glycosilated intracellular form. This yeast
also presents in its genome the AGT1 gene, which encodes for a protein capable
to transport sucrose with high affinity into the cell. Considering that the strains
used for fuel ethanol production in Brazil are diploid yeasts, the objective of
this work was to create diploid S. cerevisiae strains that will consume sucrose
only through its capture by the AGT1 permease and its further hydrolysis within
the cell by the intracellular invertase. Initially haploid strains were developed,
using PCR-based genomic engineering techniques, to insert strong constitutive
promoters in order to modify the structure and expression of the SUC2 gene,
resulting in strains that do not have extracellular invertase activity, but that
overexpress the intracellular form of the enzyme (pADHL1::iSUC2 allele). In
addition, the expression of the AGT1 gene was also modified to increase the
permease activity in the cells, either through insertion of a strong constitutive
promoter in the gene’s chromosomal place (pADH1::AGT1 allele), or through
insertion of the pGPD::AGT1::tPGK gene into the Tyl elements present in the
yeast genome. After crossing the haploid strains, diploid strains were obtained
showing the desired profile of direct uptake and intracellular hydrolysis of
sucrose. In addition of confirming by PCR the changes made in the genome, the
chromosomal regions were also sequenced to identify the modifications
introduced in their structure. The phenotypes of the modified strains were
confirmed through the enzymatic and transport activities present in the cells, as
well as through quantifying the expression of the genes by gqRT-PCR. The
fermentation capacity of the new strains was evaluated in batch fermentations
with high cell densities in media containing different concentrations of sucrose.
Our results clearly show that the direct uptake of sucrose, with high transport
velocity and its further intracellular hydrolysis, allowed the yeast cells not only
to consume sucrose efficiently, but also increased the production of ethanol,
when compared with their parental non-modified strains or industrial strains,
opening new horizons to turn ethanol production in Brazil even more efficient.

Key-words: Genome engineering. Saccharomyces. AGT1. SUC2. Ethanol.
Sucrose.
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1 INTRODUCAO

Em termos globais, a economia mundial esta extremamente
dependente da disponibilidade do fornecimento de energia, em grande
parte proveniente de combustiveis fdsseis. Este cenario energético traz
muitas oportunidades para a agricultura e biotecnologia. Além disso, héa
uma crescente pressdo de 6rgdos ambientais e da opinido publica, para que
sejam reduzidas as emissOes de gases poluentes. Assim, uma grande parte
dos paises esta focada na necessidade de aumentar a seguranca energética,
ampliar e diversificar o fornecimento de energia, assegurar a qualidade do
meio ambiente e modernizar a sua infra-estrutura energética (FARRELL et
al., 2006; HAHN-HAGERDAL et al., 2006; HILL et al., 2006).

Partindo-se do principio estabelecido de proporcionar o progresso
diminuindo a agressdo ao ambiente, a alternativa do combustivel a base de
alcool como substituto a gasolina, esta originaria de fonte ndo renovavel,
¢ uma vitdria ambiental. O principal alcool utilizado é o etanol, que na
sua queima produz emissGes de CO, em menor quantidade que outros
combustiveis obtidos a partir do petréleo. E menos inflamavel e toxico
que a gasolina e no caso de derramamentos ou vazamentos, o etanol
causard menos impacto ambiental que qualquer outro combustivel féssil
(POOLE, 1979; BIONDI, MONTEIRO, GLASS, 2008; FRANCA, 2008;
MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2011a).

Apesar de o etanol possuir uma queima menos poluente que a da
gasolina, sua real vantagem se d& durante a obtencdo de sua matéria-
prima: a cana-de-aglcar. A combustdo do etanol retira da atmosfera 1.660
g de O, por litro de etanol e libera 1.530 g/L de CO,. Ja a combustdo da
gasolina retira 2.590 gramas de O, por litro de gasolina e libera 2.280 g/L
de CO,. O cultivo da cana-de-agucar consome 2.350 g de CO, por litro de
etanol produzido e libera 1.700 g/L de O, na atmosfera. Na soma geral, do
plantio da cana-de-aglUcar até a combustdo do etanol, retiram-se 820 g de
CO, por litro de etanol da atmosfera e liberam-se 40 g/L de O,. Apesar de

ndo dispor de dados matematicos sobre o processo de obtencdo da
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gasolina, sabe-se que da extracdo do petréleo ao beneficiamento da
gasolina todas as etapas consomem O, e liberam CO, (POOLE, 1979;
BNDES, 2008).

O Brasil é o unico pais do mundo onde uma grande parte do
combustivel consumido pelos automoOveis é renovavel, e a maioria dos
novos automoveis produzidos pode usar esse combustivel. Portanto, tem
larga experiéncia na producdo de alcool combustivel e domina,
mundialmente, a tecnologia e infra-estrutura de producdo, transporte e
distribuicdo do etanol. As industrias de aclUcar e de &lcool sempre
estiveram correlacionadas desempenhando um papel importante na
economia brasileira (BNDES, 2008; MME, 2011a,b).

No Brasil, a atual infra-estrutura energética centralizada basicamente
em duas fontes de energia (hidroelétricas e petréleo), tem se mostrado
causadora de diversos problemas sociais e ambientais. Desta forma, o
etanol pode ser uma das solucdes para minimizar impactos ambientais e
problemas energéticos, além de criar novos empregos, entre outras
vantagens (BENTLEY, DERBY, 2002; VERTES, INUI, YUKAWA, 2006).
Entretanto, a propria producdo de etanol tem sido alvo de duras criticas
guanto ao aumento da area de plantio da cana-de-aclUcar no Brasil. As
criticas questionam uma aparente invasdo de areas de protecdo ambiental
pelas lavouras de cana-de-aclcar, além de uma possivel substituicdo de
lavouras destinadas ao cultivo de produtos alimenticios pelas de cana
(VIAN, MORAES, GONGCALVES, 2006).

Em vista dos argumentos apresentados acima, é fundamental dar
continuidade ao estudo da producdo do etanol, para usufruir deste recurso
abundante no Brasil associando alta produtividade com sustentabilidade.
Sendo assim, este trabalho desenvolveu um novo perfil metabdlico em
linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae, visando aumentar o

rendimento da producdo de etanol a partir de sacarose da cana-de-acucar.

1.1 Producéao de etanol

Na producdo do etanol, a escolha da matéria-prima é realizada a
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partir de alguns aspectos, tais como o volume de producédo, o rendimento
industrial e o custo de fabricacdo. No Brasil, o alcool combustivel é
obtido a partir da cana-de-aclcar, que oferece grande quantidade de
sacarose, um dissacarideo formado por uma molécula de o-D-glicose e
outra de p-D-frutose (CAMPBELL, 2001; LIMA, BASSO, AMORIM,
2001; MME, 2011a,b). Entretanto, o alcool pode ser produzido também a
partir de iniumeras fontes de carboidratos presentes em matérias-primas
vegetais, como milho, beterraba, batata e sorgo doce, entre outras (BERG,
2004). Todas estas fontes contém, em diferentes quantidades e
proporcdes, diferentes tipos de carboidratos, usualmente uma mistura de
acucares mono e dissacarideos (OLSSON, NIELSEN, 2000).

Da cana-de-acUcar é possivel obter dois produtos ricos em sacarose:
o melaco e o caldo de cana-de-acucar (WHEALS et al., 1999; LIMA,
BASSO, AMORIM, 2001). Este ultimo geralmente é constituido de 74% de
agua, 12,5% de sacarose, 0,9% de D-glicose, 0,6% de D-frutose, 10% de
fibras e o restante dividido entre matérias minerais e outros compostos. Ja
a composicdo quimica do melaco, residuo da fabricacdo do aclcar, contém
em torno de 62% de aclUcares (predominantemente sacarose), 20% de agua,
e 18% de outros compostos (LIMA, BASSO, AMORIM, 2001). Entretanto,
a composi¢cdo do melaco pode variar de acordo com o tipo, a qualidade e o
tempo de estocagem da cana bruta utilizada, os métodos de manufatura do
acucar e a regido de plantio (LIMA, BASSO, AMORIM, 2001;
ANDRIETTA et al., 2007).

As leveduras presentes nas dornas de fermentacdo (reatores
industriais onde acontecem os processos fermentativos da producdo de
alcool combustivel) sdo responsaveis pela transformacdo dos aclcares em
etanol (BARNETT, 1981; AMORIM, BASSO, ALVES, 1996). Segundo
Silva Filho e colaboradores (2005), dois dos principais fatores que
influenciam no processo de fermentacdo alcoodlica para a producdo de
combustiveis sdo a capacidade fermentativa das leveduras utilizadas no
processo e a resisténcia destas as condi¢cdes de estresses submetidas.

Como os substratos adicionados as dornas de fermentacdo (melago

e/ou caldo de cana-de-agucar) ndo recebem um tratamento de assepsia, a
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fermentacdo alcodlica para a producdo de combustiveis é considerada um
processo complexo, com presenca de varias linhagens de leveduras e até
mesmo de bactérias (AMORIM, BASSO, LOPES, 2004). Isso favorece ao
crescimento de linhagens de leveduras selvagens de Saccharomyces
cerevisiae e ndo-Saccharomyces cerevisiae, que podem causar a
diminuicdo da produtividade e outros problemas operacionais. A
estabilidade das populacdes (e consequentemente da eficiéncia de
producdo) depende da utilizacdo de linhagens resistentes e bem adaptadas
ao processo industrial. Esta estabilidade ajuda a manter a taxa de
producdo de etanol alta e estavel (AMORIM, BASSO, LOPES, 2004;
SILVA FILHO et al., 2005; ANDRIETTA et al., 2007).

Ultimamente, diferentes linhagens de Saccharomyces tém sido
isoladas durante os processos fermentativos em destilarias brasileiras e
vém sendo utilizadas como pré-inoculo em diversas unidades industriais
(AMORIM, 2005; BASSO et al., 2008). Apds a caracterizacdo como boas
fermentadoras e capazes de dominar o processo fermentativo durante toda
a safra, elas sdo utilizadas como biomassa tanto na unidade em que foram
isoladas, assim como, em outras unidades (BASSO et al., 2008). Essas
linhagens receberam nomes referentes as iniciais das unidades onde foram
isoladas, como: BG-1 (Usina Barra Grande), CR-1 (Usina Cresciumal),
SA-1 (Usina Santa Adélia), CAT-1 (Usina VO de Catanduva), PE-2 (Usina
da Pedra), entre outras. Com isso, a utilizacdo de leveduras isoladas no
processo e posteriormente selecionadas, constitui uma alternativa
interessante para o bom controle e conducdo do processo fermentativo
(AMORIM, 2005; ANDRIETTA et al., 2007; BASSO et al., 2008).
Geralmente, estas leveduras industriais sdo dipldides, caracteristica que é
apontada como responsavel por tornar estes microorganismos mais
resistentes as condi¢Bes de estresse e mutagdo (AA et al., 2006; LANDRY
et al., 2006; QUEROL, BOND, 2009).

1.2 Desafios do processo de producéo industrial de etanol

Os processos fermentativos podem ser classificados em trés grandes
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grupos, segundo a maneira através do qual o substrato € adicionado e o
produto retirado: continuo, descontinuo (batelada) ou semicontinuo. No
processo continuo, mosto novo ¢é adicionado a dorna de fermentagdo com a
mesma vazdo em que o mosto fermentado é removido. (BORZANI et al.,
2001). Nos processos descontinuos (batelada), o mosto é inicialmente
carregado na dorna de fermentacdo, seqguido pela adicdo do microrganismo
e, ao término do processo fermentativo, o mosto fermentado € removido
totalmente, e, ap6s limpeza e esterilizacdo da dorna, é iniciado novamente
0 processo (BORZANI et al., 2001). J& nos processos semicontinuos, a
fermentacdo se inicia da mesma forma que no processo descontinuo,
porém ao fim do processo de fermentacdo, retira-se da dorna até 80% do
volume de mosto fermentado e adiciona-se igual volume de mosto novo,
recomegando o procedimento, realizado as vezes por VAarios meses
consecutivos (BORZANI et al.,, 2001). No caso dos processos
descontinuos e semicontinuos, ainda existe uma variacdo denominada
"alimentada"”, onde o meio ndo e inicialmente adicionado até completar o
volume atil da dorna, e sim adicionado lentamente na medida em que o
processo fermentativo vai se desenvolvendo. Esta é uma forma de
diminuir a repressdo/inibicdo cataboOlica causada pelo produto ou
substrato &s celulas, uma vez que eles vdo sofrendo o efeito da dilui¢cdo na
medida em védo sendo adicionados ao volume crescente do mosto
fermentado na dorna, podendo, dependendo da vazdo de entrada, ser
mantidos constantes até o total preenchimento do volume atil da dorna
(BORZANI et al., 2001).

Na producdo de alcool combustivel duas peculiaridades podem afetar
o rendimento final do etanol: a primeira é que o mosto a ser fermentado
ndo é submetido a um tratamento prévio para a remocdo total da
microbiota nativa da cana-de-aclucar. A segunda depende do método
escolhido para conduzir o processo fermentativo (descontinuo ou
semicontinuo), onde grandes volumes de células de levedura podem ser
reutilizados inumeras vezes durante toda a safra (AMORIM, BASSO,
ALVES, 1996; AMORIM, 2005).

No processo brasileiro, sdo utilizados mostos contendo
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aproximadamente 180 g/L de agUcares totais, em sistemas de fermentacao
continua ou descontinua (batelada) (AMORIM, 2005; ANDRIETTA et al.,
2007; BASILIO et al., 2008). Os processos de fermentacdo em batelada
representam cerca de 75% das destilarias do pais, produzindo até 87 g/L
de etanol, representando uma eficiéncia de 92%. Ambos 0S processos
apresentam vantagens e desvantagens entre si, como: tempo de
fermentacdo, instalacbes e equipamentos necessarios, automatizacéo,
manutencdo das condi¢gdes de assepsia por longos periodos de tempo, etc.
(WHEALS et al., 1999; BORZANI et al., 2001; AMORIM, 2005). Com
isto, dependendo do processo adotado pela usina, a forma e velocidade de
alimentacdo das dornas de fermentacdo com o caldo de cana, pode ocorrer
uma grande concentracdo de sacarose no meio e que, devido a alta
atividade de hidrdélise pelas células de levedura, pode resultar na rédpida
quebra desta sacarose e formacdo de monossacarideos. Este fato gera um
significativo estresse osmdtico na levedura, devido as altas concentracdes
de glicose e frutose produzidas (ocorrido principalmente nos processos em
batelada e reduzido no continuo). Isto causa alteracfes significativas na
expressdo de genes e revela diversas adaptacfes metabdlicas, incluindo a
producdo de compostos com funcdo protetora e reserva energética celular
(trealose, glicerol e glicogénio), além da producdo de &cidos (acético e
succinico), causando gasto energético e diminuicdo no rendimento da
fermentacdo (ALCARDE, BASSO, 1997; MYERS, LAWLOR, ATTFIELD,
1997; ERASMUS, VAN DER MERWE, VAN VUUREN, 2003). Outra
forma de perda no rendimento da producdo de etanol é a fermentacdo
incompleta da frutose existente no meio, uma vez que algumas linhagens
de S. cerevisiae ndo captam eficientemente este acticar (BERTHELS et al.,
2004). Todos estes fatores podem contribuir para a proliferacdo de
bactérias e leveduras contaminantes, resultando em baixa produtividade.
Apesar de a selecdo ter favorecido linhagens com gendtipos e
caracteristicas desejadas, melhorias ainda sdo necessarias para aumentar a
produtividade e diminuir custos nas aplicag6es industriais dessa levedura.
Por exemplo, no processo realizado em cervejarias, altas concentragdes de

acucares (predominantemente maltose e maltotriose) sdo fermentadas
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eficientemente devido a captacdo direta destes aglcares pelas células (sem
ocorrer hidrolise extracelular), gerando um rapido equilibrio entre a
concentracdo dos acuUcares no interior e exterior da célula, impedindo o
estresse osmotico (THOMAS, HYNES, INGLEDEW, 1996; ZASTROW et
al., 2001). Considerando que a sacarose pode ser eficientemente
fermentada atraveés do transporte ativo do acucar (BATISTA, MILETTI,
STAMBUK, 2004; BADOTTI, BATISTA, STAMBUK, 2006; DARIO,
2007), seria interessante desenvolver, por exemplo, leveduras incapazes
de hidrolisar a sacarose extracelularmente, mas que continuem

fermentando este aclcar eficientemente.

1.3 A levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € atualmente o principal
microrganismo utilizado na producdo de alcool combustivel a partir da
cana de aclcar no Brasil (BARNETT, 1981; AMORIM, BASSO, ALVES,
1996; BASILIO et al., 2008). O uso desta levedura na producédo de
cerveja, vinho, saqué e industria panificadora tem sido uma pratica muito
comum por varios séculos. Na verdade, a producdo de bebidas alcodlicas
por S. cerevisiae usando extratos de malte foi o primeiro processo
industrial a ser desenvolvido para a producdo de um metabdlito
microbiano (VITTI, 2001). Os conhecimentos do perfil fisiolégico e
genético da S. cerevisiae sdo extremamente avancados fazendo sua
manipulacdo genética simples e rapida (CLARE, 1995). As leveduras se
reproduzem quase tdo rapido quanto bactérias, com uma maquinaria de
traducdo tipica de eucariotos e com um genoma que é apenas 1/100 do de
mamiferos (GOFFEAU et al., 1996).

Com tantas vantagens, foram desenvolvidos muitos processos visando
a producdo de linhagens melhoradas da levedura Saccharomyces
cerevisiae, responsavel pela producdo de etanol. Linhagens mais
produtivas, com caracteristicas desejdveis para producdo de etanol e com
monitoramento na industria por técnicas de marcagdo molecular, foram
desenvolvidas em varios laboratorios (SCHMIDELL et al., 2001). Pela
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tecnologia do DNA recombinante, alguns laboratorios de pesquisa
brasileiros, como os da Universidade de Brasilia e da Universidade de Séo
Paulo, desenvolveram em conjunto linhagens de leveduras contendo genes
de amilases, capazes de utilizar o amido de mandioca ou batata-doce na
producdo de etanol (TAVARES, 2004).

Linhagens de S. cerevisiae sdo 0s microrganismos mais tolerantes ao
etanol dentre os conhecidos na natureza, podendo proliferar-se em meios
contendo 14-16% v/v de etanol. Tendo em vista a habilidade desta
levedura de produzir etanol e sua alta tolerancia a este, foi proposto que
esta caracteristica de S. cerevisiae permitiria inibir o crescimento de
organismos competitivos nos ambientes ricos em acucar onde
normalmente sdo encontrados (VERSTREPEN, DERDELINCKX,
VERACHTERT, 2003; PISKUR et al., 2006). Além disso, células de
Saccharomyces apresentam crescimento rapido, eficiente metabolizacdo de
aclUcares, habilidade na producdo e consumo de etanol, tolerancia a altas
concentracdes de etanol e baixos niveis de oxigénio, osmotoleréncia,
tolerdncia a grandes variacdes de temperatura, além de ser capaz de
manter sua atividade celular em ambientes acidos, o que é fundamental na
sua utilizacéo industrial (VERSTREPEN, DERDELINCKX,
VERACHTERT, 2003; PISKUR et al., 2006; ANDRIETTA et al., 2007).

A facilidade na producédo de etanol pela S. cerevisiae é tdo evidente
que ela executa fermentacdo alcodlica até mesmo sob condi¢bes altamente
aerdébias (REED, PEPPLER, 1973). Na fermentacdo ela pode utilizar
diferentes fontes de carbono, como aclcares redutores monossacarideos
(glicose, frutose e galactose) e acUcares redutores (maltose) e néo-
redutores (sacarose) dissacarideos, além de outros polissacarideos
(FLORES et al., 2000). Um acucar redutor € um hidrato de carbono, que
possui um ou mais grupos cetona ou aldeido livres ou potencionalmente
livres, e que em meio alcalino tém a capacidade de reduzir agentes
oxidantes. AcuUcares ndo redutores (como a sacarose) possuem esses
grupamentos interligados e tornam-se redutores a partir do momento em
que sofrem hidrolise e liberam monossacarideos com estes grupamentos
livres (DEMIATE et al., 2002).
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O objetivo primordial da levedura ao metabolizar carboidratos é
gerar uma forma de energia quimica (ATP - Trifosfato de adenosina) que
serd empregada na realizacdo dos diversos trabalhos fisiologicos e
biossinteses, necessarios a manuten¢cdo da vida, crescimento e
multiplicacdo. O etanol e CO;, resultantes se constituem em produtos de
excrecdo, sem utilidade metabdlica para a célula durante o processo
fermentativo. Entretanto, o etanol e outros produtos de excrecdo podem
ser oxidados metabolicamente gerando mais ATP e biomassa, porém
apenas em condi¢cbes de aerobiose (BARNETT, 1981; GANCEDO,
SERRANO, 1989; AMORIM, BASSO, ALVES, 1996).

Durante a fermentacdo, na sequéncia de reacdes de producdo de ATP,
rotas metabdlicas alternativas aparecem para propiciar a formacdo de
materiais necessarios a producdo de biomassa (polissacarideos, proteinas,
acidos nucléicos). Além destas, surgem também rotas para a formacdo de
outros produtos de interesse metabo6lico, relacionados direta ou
indiretamente com a adaptacdo e sobrevivéncia, o que pode vir a reduzir a
producdo de etanol. O glicerol, os acidos organicos (principalmente o
succinico e o0 acético), que conjuntamente com a biomassa sdo,
guantitativamente, 0S principais subprodutos metabolicamente
relacionados ao equilibrio redox celular em processos fermentativos em
anaerobiose (AMORIM, BASSO, ALVES, 1996). A fermentacdo alcodlica
¢ um processo ndo oxidativo, sem a participacdo do oxigénio molecular, e,
portanto, para se manter o equilibrio redox celular, todo o NADH formado
(em reacBes de oxidacdo) deve ser consumido (em reacbes de reducdo),
estas normalmente acopladas a producdo de etanol e glicerol (AMORIM,
BASSO, ALVES, 1996).

O catabolismo da glicose pela Saccharomyces cerevisiae pode se dar
pela via aerdbia ou anaerd6bia. A via glicolitica é comum as duas e
evidentemente que na auséncia de O, a Unica possibilidade é a via
anaerobia. Porém, em S. cerevisiae, mesmo na presenca de oxigénio a via
anaerdbia também é escolhida se a concentracdo de glicose estiver acima
de um valor chamado concentragdo critica (C¢ritr) (BARNETT, 1981;
ENTIAN, BARNETT, 1992). O que determina a via a ser seguida esta nos
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fendmenos chamados de repressdo e/ou inducdo por glicose. Na presenca
de concentracGes acima da Cgrit, a glicose reprime a expressdo dos genes
que codificam enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia respiratoria e
estruturas mitocondriais, e induzem a expressdao de genes envolvidos no
metabolismo fermentativo (BARNETT, 1981). Desta forma, encontrando-
se diminuida a atividade mitocondrial na célula, a via a ser seguida pelo
piruvato € a via anaerobia com formacao de etanol. Por outro lado, em
concentracdes de glicose abaixo da C.: e na presenca de O,, 0 piruvato
seguird a via aerdbia porque, ao ndo se encontrarem reprimidos 0s genes
em questdo, a célula apresentara alta atividade mitocondrial (BARNETT,
1981; ENTIAN, BARNETT, 1992; PORRO et al., 1994; RETTORI, VOLPE,
2000).

O mecanismo de repressdo baseia-se na interacdo entre um sinal
decorrente da glicose e a(s) proteina(s) regulatoria(s) da expressdo
génica, ativando proteinas repressoras ou inibindo proteinas ativadoras
(GANCEDO, 1992). Ao esgotar-se a glicose, estes genes sdo
desreprimidos e criam-se as condicdes para que agora a fonte de carbono
presente (o etanol - produzido pela propria S. cerevisiae) seja
metabolizada pela recém reconstituida via aerébia (ENTIAN, BARNETT,
1992; PORRO et al., 1994; RETTORI, VOLPE, 2000).

Pelo fato dos valores de concentragdo critica serem em geral baixos
(entre 0,09 e 0,9% em massa de glicose) (BARNET, 1981), num
experimento em batelada, ap6s a quantidade de glicose ficar abaixo da
concentracdo critica, as células acabam degradando a glicose
remanescente pela via anaer6bia antes que elas possam recuperar a
atividade mitocondrial, o que favorece o esgotamento total do aclcar com
rendimento maximo de etanol (RETTORI, VOLPE, 2000).

Durante a fermentacdo alcodlica as células de leveduras séo
submetidas a diversas condicdes de estresse e, entdo, tém que desenvolver
mecanismos moleculares para que resistam a estas situacGes adversas
(IVORRA, PEREZ-ORTIN, OLMO, 1999; FIDALGO et al., 2006). Em
geral, as condi¢cbes adversas que as leveduras enfrentam afetam

principalmente as estruturas celulares, como as membranas, e as
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diferentes macromoléculas, especialmente os lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos, os quais sofrem modificacbes estruturais que afetam seu
funcionamento (FOLCH-MALLOL, GARAY-ARROYO, LLEDIAS, 2004).

Os sistemas de resposta envolvem a rapida sintese de moléculas de
protecdo e a ativacdo de sinais que induzem eventos secundarios como o
engatilhamento de atividades enzimaticas pré-existentes e a transcricao de
genes que codificam fatores de protecdo. As diferentes habilidades que as
leveduras apresentam de resistir as condi¢cGes de estresse durante a
producdo de etanol, podem determinar suas propriedades fermentativas e
estabelecer critérios para a selecdo de futuras leveduras industriais
(IVORRA, PEREZ-ORTIN, OLMO, 1999; CARRASCO, QUEROL, 2001;
FIDALGO et al., 2006).

O estresse hiperosmoético € uma condigdo de estresse importante para
as leveduras, pois a alta concentracdo de aclcares no mosto de
fermentacdo produz um estresse osmotico nas células da levedura ao qual
elas devem resistir para conduzirem eficientemente a fermentagdo. Uma
condicdo de estresse hiperosmoético se define como uma diminui¢cdo no
potencial hidrico do ambiente no qual se estd desenvolvendo o
microrganismo. A resposta imediata é uma saida de agua intracelular,
seguida de um processo adaptativo amplo a fim de levar a um ajuste
osmotico. Devido ao movimento de dgua, as concentracBes intracelulares
de ions e biomoléculas aumentam resultando em diminui¢do da atividade
celular. Uma vez que o microrganismo se adaptou, retoma o crescimento
(FOLCH-MALLOL, GARAY-ARROYO, LLEDIAS, 2004).

Um dos aspectos da resposta ao estresse osmatico inclui o aumento
da producdo e retencdo intracelular do glicerol, que parcialmente envolve
0 aumento da expressdao do gene que codifica a enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase (HERSEN et al., 2008). Leveduras osmotolerantes sdo aptas
a reter o glicerol sintetizado para atuar como um soluto compativel ou
osmorregulador. Qualquer que seja 0 mecanismo, a habilidade da levedura
Saccharomyces cerevisiae em resistir a condi¢cdes hiperosmoticas de
estresse ira depender tanto da produc¢do quanto da retencdo intracelular de
glicerol (MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997).
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A producdo de glicerol é um fator que afeta o desempenho
fermentativo, uma vez que parte do glicerol formado estd acoplada a
manutencdo do equilibrio redox intracelular. Como a biossintese de
glicerol utiliza o poder redutor (NADH), a produgdo do mesmo ¢é
aumentada quando ha excesso de NADH na célula. Isto ocorre quando
processos oxidativos se desenvolvem, sejam decorrentes da producdo de
biomassa ou formacdo de acidos organicos. Em consequéncia disto, a
producdo de etanol é desviada para a produc¢do de glicerol. Outros fatores,
como o acido succinico, &cido acetico, producdo de biomassa e
carboidratos de reserva também podem vir a afetar o desempenho da
fermentacdo, uma vez que, ao serem produzidos ou consumidos, irdo
alterar o equilibrio metabdlico da célula (VAN DIJKEN, SCHEFFERS,
1986; BLOMBERG, ADLER, 1989; AMORIM, BASSO, ALVES, 1996;
MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997; NISSEN et al., 2000b; HERSEN et
al., 2008).

A resposta da levedura ao estresse osmotico é desencadeada pela via
HOG (high osmolarity glycerol). A via HOG consiste em dois receptores
de membrana, SInlp e Sholp (talvez até um terceiro chamado Msb2p, mas
que ainda ndo tem funcdo claramente definida (HERSEN et al., 2008)) que
sdo estimulados pelas alteracdes osméticas do meio. Este fendmeno
desencadeia uma cascata de sinalizacdo que envolve a ativacdo de
proteinas que migram para o nucleo e se ligam a varios promotores,
induzindo ou reprimindo a expressdo de determinados genes, como O0S
genes envolvidos na producdo do glicerol. A via HOG ¢ responsavel pela
adaptacdao & alta osmolaridade, e uma de suas respostas é a inducdo do
metabolismo de solutos que contrabalanceiam a perda da agua (VAN
DIJKEN, SCHEFFERS, 1986; BLOMBERG, ADLER, 1989; BREWSTER et
al., 1993; MAEDA, WURGLER-MURPHY, SAITO, 1994; MAEDA,
TAKEKAWA, SAITO, 1995; MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997,
HOHMANN, 2002; TATEBAYASHI et al., 2006; HERSEN et al., 2008).
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1.4 Utilizacdo dos agucares pela S. cerevisiae

Conforme descrito por Lagunas (1993), o passo inicial para o
processo de fermentacdo é a captacdo dos aclcares para o interior da
célula. Na fermentacdo do caldo-de-cana pela S. cerevisiae a sacarose
contida no meio é primeiramente hidrolisada pela enzima invertase (p-d-
frutosidase), presente no periplasma desta levedura. Desta forma, obtém-
se glicose e frutose, dois monossacarideos que sdo transportadas do meio
para o interior da célula, via difusdo facilitada através de transportadores
de hexoses (codificada pelos genes HXT), e metabolizados até etanol,
CO,, além de gerar glicerol (Figura 1) e varios outros produtos
(BARNETT, 1981; LAGUNAS, 1993). Entretanto, em geral a frutose ¢
captada mais lentamente que a glicose, o que frequentemente ocasiona
fermentacbes lentas e/ou incompletas, com consequentes perdas de
produtividade (BERTHELS et al., 2004).

Figura 1 - Representacdo do perfil de consumo de sacarose via hidrolise extracelular
em S. cerevisiae.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Este sistema de transporte de monossacarideos € composto por uma
familia de aproximadamente 20 genes (HXT1 — 17, GAL2, SNF3 e RGT2),
diferindo uns dos outros tanto pela funcdo e regulacdo, quanto pela
afinidade aos acglUcares presentes no meio (BOLES, HOLLEMBERG,
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1997). Sabe-se que os genes HXT1-7 codificam as principais permeases
responsaveis pelo transporte de hexoses (glicose, frutose e manose), e
geralmente possuem afinidades menores pela frutose e manose do que pela
glicose, motivo pelo qual este dltimo carboidrato é captado mais
rapidamente. Ja& o gene GAL2 codifica um transportador de galactose e
glicose, porém induzido apenas pela galactose (OZCAN, JONHSTON,
1999). Acredita-se que os demais genes desta familia sdo responsaveis por
codificar proteinas transportadoras envolvidas na captacdo de agcucares em
condig¢Oes especificas, ou ainda codificam proteinas sensoriais dos niveis
de carboidratos presentes no meio extracelular, como o0s sensores de
membrana SNF3 e RGT2, que mediam a regulacdo da expressdo dos genes
HXT (BOLES, HOLLEMBERG, 1997; DIDERICH et al., 1999;
KRUCKEBERG et al., 1999; OZCAN, JONHSTON, 1999).

Como o processo industrial de fermentacdo é um processo conduzido
sem assepsia, o perfil de consumo demonstrado na Figura 1 tem sido
apontado como um fator negativo, pois a disponibilizacdo da glicose e
frutose no meio permite o consumo de grande parte destes
monossacarideos por microrganismos contaminantes indesejaveis, que
normalmente seriam incapazes de utilizar sacarose como fonte de carbono
para o crescimento (AMORIM et al., 2004; SILVA FILHO et al., 2005;
ANDRIETTA et al., 2007; MACLEAN et al., 2010; KOSCHWANEZ,
FOSTER, MURRAY, 2011). Isto diminui a disponibilidade de acuUcares
que de fato serdo consumidos pelas células que produzem etanol.

A hidrolise de altas concentracdes de sacarose, produzindo
consequentemente altas concentracdes de glicose e frutose no meio
extracelular, causa também um estresse osmotico muito grande na célula
(TAKESHIGE, OUCHI, 1995; MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997;
IVORRA, PEREZ-ORTIN, OLMO, 1999; FIDALGO et al., 2006; HERSEN
et al., 2008). Com o objetivo de contrabalancear a perda da agua, a célula
passa a sintetizar e reter glicerol, o que exige o desvio de carbono da
producdo de etanol para a producdo deste glicerol, diminuindo o
rendimento alcoélico (AMORIM, BASSO, ALVES, 1996; MYERS,
LAWLOR, ATTFIELD, 1997).
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Estes fatores tém afetado negativamente o rendimento final da
producdo de etanol a partir de sacarose pela levedura S. cerevisiae.
Porém, alguns trabalhos tém descrito uma outra via metabolica para a
sacarose, onde este aclcar ndo é hidrolisado no exterior da célula, mas
transportado ativamente para o interior da célula e hidrolisado no
citoplasma (MWESIGYE, BARFORD, 1994, 1996).

Além do transporte de monossacarideos via um sistema de difusdo
facilitada, existe um sistema de transporte ativo de dissacarideos, e até
mesmo trissacarideos, envolvendo o co-transporte com H*. A maltose e a
maltotriose sdo um dissacarideo e trissacarideo de glicose,
respectivamente, unidas por uma ligagdo osidica al-4, sendo levados para
o interior da célula através de um co-transporte com protons H™, onde séo
hidrolisados pela maltase, liberando moléculas de glicose que serdo
metabolizadas (ZASTROW et al., 2000, 2001).

Para que S. cerevisiae seja capaz de fermentar estes aclUcares &
necessaria a presenca no genoma das leveduras dos genes MAL. Esses
genes podem ser encontrados em cinco diferentes loci, localizados nas
regides teloméricas de cromossomos distintos: MAL1 (cromossomo VII),
MAL2 (I11), MAL3 (Il), MAL4 (X1) e MAL6 (VIII). Conforme demonstra a
Figura 2, em cada um desses loci podem ser encontrados trés diferentes
genes que codificam proteinas com diferentes funcBes: o gene MALT ou
MALXx1 (x representa o locus) codifica o transportador de maltose, o gene
MALS ou MALx2 codifica a maltase, e o gene MALR ou MALX3 que
codifica uma proteina reguladora responsavel pela inducdo da expressdo
dos demais genes na presengca de maltose ou outros o-glicosideos,
ligando-se a regido UASmaL, presente entre os genes MALT e MALR. Por
outro lado, a atividade de fosforilacdo da glicose pela enzima hexoquinase
HXK2, induz a atividade repressora da proteina regulatoria Miglp, que se
liga ao redor das regides promotoras UASmaL, reprimindo a expressdo
génica (NEEDLEMAN, 1991; HORAK, 1997; NOVAK, ZECHNER-
KRPAN, MARIE, 2004; JOHNSTON, KIM, 2005; VERMA, BHAT,
VENKATESH, 2005).
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Figura 2 - Estrutura dos genes MAL. As setas maiores indicam a organizagéo
cromossdmica de cada gene MAL (telémero a direita, centrémero a
esquerda), as linhas pontilhadas indicam os produtos da transcricdo e
traducdo de cada gene, a linha continua com seta indica inducdo e as
linhas continuas com pontas rombas indicam represséo.
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FONTE: (NEEDLEMAN, 1991; HORAK, 1997)

Entretanto, um trabalho publicado recentemente demonstrou que
apenas a presenca dos genes MALx1 (MAL11, MAL21, MAL31, MAL41 e
MALG61) no genoma da linhagem de levedura, ndo sdo suficientes para
permitir o eficiente consumo e fermentacdo da maltotriose em S.
cerevisiae, sendo necessaria a presenca do gene AGT1 (DUVAL et al.,
2010). Isso contraria o que foi dito por Day et al. (2002a,b), que
afirmaram que a fermentacdo da maltotriose também poderia ser
eficientemente conduzida por linhagens que possuiam apenas as permeases
Mal31p e/ou Mal61lp.

Quando algum dos loci MAL n&o possui o gene regulador MALR
(MALx3), ele recebe a denominacdo malg para indicar que é parcialmente
funcional (NAUMOV et al., 1994). Ao analisarem alelos naturais do
transportador de maltose presentes em locus mallg, Han et al. (1995)
caracterizaram um gene que passou a ser chamado AGT1 (a-glucoside
transporter), que codifica uma permease responsavel pelo transporte ativo
de uma série de a-glicosideos, através de um simporte com H®, sendo
aparentemente regulado pelos mesmos mecanismos de regulacdo génica
dos demais genes MAL, uma vez que possui uma sequencia UASny, na sua
regidao promotora (Figura 3) (HAN et al., 1995; STAMBUK et al., 1998,
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1999, 2000). Conforme descrito por Stambuk et al. (2000) e Stambuk, de
Araujo (2001), a permease AGT1 é um transportador de alta afinidade (Kn,
~7 mM) para sacarose e trealose e menor afinidade (Kn ~20 mM) para
maltose, maltotriose, isomaltose, palatinose, melezitose e o—metil-
glicosideo, enquanto os transportadores MALx1 possuem alta afinidade
(Km 2-5 mM) pela maltose (BUSTURIA, LAGUNAS, 1985; CHENG,
MICHELS, 1991; VAN LEEWEN et al., 1992; WEUSTHUIS et al., 1993;
HAN et al., 1995; VAN DER REST et al., 1995; STAMBUK, BATISTA,
DE ARAUJO, 2000; STAMBUK, DE ARAUJO, 2001; TESTE, FRANCOIS,
PARROU, 2010).

Figura 3 — Estrutura dos genes MAL e AGTL1.
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FONTE: (NEEDLEMAN, 1991; HAN et al., 1995; HORAK, 1997)

A sacarose é um dissacarideo formado por uma molécula de glicose
ligada a uma de frutose, através de uma ligacdo osidica de conformacdo
Gli al-p2 Fru (CAMPBELL, 2001). Este tipo de ligacdo confere a este
carboidrato a possibilidade de sofrer a acdo de hidrolases capazes de
clivarem tanto a ligagdo osidica “a”, pela maltase (a-D-glicosidase),
quanto a ligagdo “B”, neste caso catalisada pela enzima invertase ou B-D-
frutosidase (GROSSMANN, ZIMMERMANN, 1979).

A invertase tem sido extensivamente caracterizada bioquimicamente,

e na levedura S. cerevisiae varios genes responsaveis pela sua sintese tem
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sido caracterizados. Os genes da familia SUC codificam esta enzima,
sendo que o ldécus ancestral (aquele encontrado em todas as leveduras
Saccharomyces) € o denominado SUC2, normalmente localizado na regido
sub-telomérica do cromossomo I1X. Através de processos de recombinacao
e amplificacdo génica, este gene pode também ser encontrado nos
telémeros de diferentes cromossomos, dando lugar aos genes SUC1 (VII),
SUC3 (Il), SUC4 (XIII), SUC5 (1V), SUCT (VIII), SUC8 (X), SUCI9 (XIV)
e SUC10 (XVI e XIIl) (CARLSON, BOTSTEIN, 1982; NAUMOYV et al.,
1996; KORSHUNOVA, NAUMOVA, NAUMOV, 2005; NAUMOV,
NAUMOVA, 2010). Apesar de haver um consenso a respeito da
localizacdo dos genes da familia SUC nos respectivos cromossomos
citados acima, Naumov, Naumova (2011) demonstraram que a localizacgéo
do gene SUC2 pode variar drasticamente entre linhagens de S. cerevisiae,
tanto dentro do cromossomo quanto entre cromossomos. A andlise deste
processo de amplificacdo génica em leveduras isoladas em diferentes
ambientes industriais revelou que leveduras geralmente expostas a meios
contendo sacarose (como o caldo-de-cana) ou onde a sacarose € O
principal aclUcar a ser fermentado, apresentam alta atividade invertase e
varios loci SUC em seu genoma. Isto inclui leveduras de panificacéao,
cervejeiras e utilizadas na producdo de destilados, enquanto que leveduras
utilizadas na producdo de vinho geralmente n&do apresentam esta
amplificacdo génica, uma vez que na producdo desta bebida alcodlica a
glicose é o principal aclUcar a ser metabolizado (BIDENNE et al., 1992;
BENITEZ, CODON, 1995; BENITEZ, MARTINEZ, CODON, 1996;
CODON, BENITEZ, KORHOLA, 1997, 1998; NADAL et al., 1999).

De fato, as células de S. cerevisiae possuem dois tipos de invertase:
uma forma extracelular (ou periplasmatica) altamente glicosilada, e outra
intracelular nédo-glicosilada (GROSSMANN, ZIMMERMANN, 1979;
WILLIAMS et al., 1985; REDDY et al., 1988). Como descrito por
Carlson, Botstein (1982), dois tipos de RNAs mensageiros sdo transcritos
a partir dos genes SUC, sendo um transcrito maior (1,9 kb) que contém
uma sequencia responsavel por codificar um peptideo sinal (20

aminoacidos) responsavel por direcionar a proteina para fora da celula
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(espaco periplasmatico), e um outro transcrito menor (1,8 kb) sem essa
sequéncia sinalizadora, que permite a sintese da enzima intracelular
(Figura 4). Ambas as enzimas possuem o mesmo pH d&6timo acidico (pH
4,6-5,0) e mesma temperatura O0tima (35-50 °C) e embora a sequencia
protéica seja idéntica, o peso molecular da forma intracelular é de 135
kDa e da invertase extracelular é superior a 270 kDa (podendo chegar a
complexos com mais de 800 kDa). Esta diferenca na massa se deve as
glicosilacGes adicionadas a forma extracelular durante sua sintese e
trdfego pela via secretdria das células, modificacbes que conferem
protecdo contra a acdo de proteases (ndo interferindo na acdo invertasica),
contribuindo para a formacdo de complexos protéicos na forma de
tetrameros, hexadmeros e até mesmo octameros da enzima, garantindo sua
retencdo no espaco periplasmatico da célula (REDDY et al., 1988;
ALVARADO et al., 1990; ARRUDA, VITOLO, 1999).

A regulacdo da expressdo génica do gene SUC2 é muito complexa, e
depende da ativacdo de varias cascatas de regulacdo. Enquanto a invertase
intracelular é expressa constitutivamente, a expressdo da forma
extracelular é reprimida por altas concentracGes de sacarose e Seus
produtos de hidrélise (glicose e frutose), ou inclusive outros aclcares
como manose ou até xilose. Foi também estabelecido que a eficiente
expressdo de invertase requer baixos niveis de glicose e frutose no meio
(REDDY et al., 1988; BU, OZCAN et al., 1997; SCHMIDT, 1998;
DYNESEN et al., 1998; ECHEGARAY et al., 2000; HERWING et al.,
2001; HAQ, SHAFIQ, ALI, 2003; BELINCHON, GANCEDO, 2006).

A complexidade do controle da expressdo génica do SUC2 ocorre
devido a um grande numero de proteinas que atua reprimindo sua
transcricdo. Essas proteinas dependem do funcionamento das vias de
sinalizacdo pelo AMP ciclico (AMPc), que é ativada pela presenca da
sacarose e/ou glicose no meio; pela via HOG, que é ativada pela presséo
hiperosmoética no meio; pela via repressora MIG1, ativada pela atividade
de fosforilacdo da glicose e/ou frutose pela Hxk2p no interior da célula;
e, indiretamente, pela via de sinalizacdo que ativa a expressdao das

permeases HXT, que ¢é ativada pela presenca de glicose no meio



36

extracelular permitindo a eficiente captacdo da glicose e/ou frutose para o
interior da célula (LOBO, MAITRA, 1977; NEIGEBORN et al., 1986;
TODA, UNO, ISHIKAWA, 1985; OZCAN et al., 1996; BOLES,
HOLLENBERG, 1997; YUN et al., 1997; MORIYA, JOHNSTON, 2004;
KRESNOWATI, VAN WINDEN, ALMERING, 2006; PEETERS et al.,
2006; AHUATZI et al., 2007; GANCEDO, 2008).

Figura 4 — Estrutura dos genes SUC e traducdo das formas intra e extracelular da
invertase de S. cerevisiae. Localizacdo da regido de ativacdo da
transcricdo dos genes SUC (UAS — Upstream Activating Sequence) e 0s
sitios de ligacdo de proteinas reguladoras (CRE, SUCA e SUCB),
incluindo o TATA-box. Os cédons que permitem o inicio da transcrigdo
em cada RNAmM estdo representados em verde, e a sequéncia do peptideo
sinal sublinhada.
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Como descrito acima (Figura 4), o gene do SUC é precedido por 4
regides de ligacdo de fatores de transcricdo: os sitios CRE, A e B, e a
regido TATA. A via HOG (cascata de proteinas ativadas por osmosensores
de membrana) reduz a expressdo do gene SUC por meio da fosforilacdo e
desligamento da proteina ativadora Skolp no sitio CRE, sitio usualmente
relacionado a resposta pelo estresse. A via sinalizadora do AMPc ,cascata



37

de proteinas ativadas pela Gprlp, um sensor de alta afinidade para a
sacarose e baixa afinidade para glicose (LEMAIRE et al., 2004), controla
a expressdao do SUC pela ligacdo da proteina repressora Sfllp na regido
TATA e pela suposta ligacdo de proteinas ativadoras nos sitios A e B.
(MATSUMOTO et al., 1982; VAN DE VELDE, THEVELEIN, 2008).

Ja na via repressora MIG1 (cascata de proteinas ativadas pela
atividade de fosforilacdo da glicose, exercida pela Hxk2p) sua regulacdo
se d& pela ligagdo do complexo de proteinas repressoras formado pela
Miglp e Hxk2p nos sitios A e B da regido promotora do SUC, competindo
com as supostas proteinas ativadoras, supostamente reguladas pela via de
sinalizacdo pelo AMP ciclico. Alguns trabalhos citam também a
participacdo da proteina Rgtlp associada a Miglp no processo de
repressdo pela glicose, pela ligagdo deste complexo apenas no sitio B.
Para que estas proteinas possam atuar como repressoras elas precisam
estar associadas as proteinas Med8p, Cyc8p e Tuplp, que atuam no
complexo como fatores de ligacdo na fita de DNA e mantém a estabilidade
do complexo durante a sinalizagdo celular (KIM, JOHNSTON, 2006;
GANCEDO, 2008).

Por outro lado, a andalise da captacdo direta de sacarose por S.
cerevisiae revelou a presenca de um transporte ativo de sacarose acoplado
a um simporte de H® (BARFORD, PHILLIPS, ORLOWSKI, 1992;
MWESIGYE, BARFORD, 1994; STAMBUK et al., 1999), que mostrou-se
ser mediado por dois sistemas diferentes: um sistema de captacdo de alta
afinidade (Km ~7 mM) mediado pela permease Agtlp, e um sistema de
baixa afinidade (Km > 100 mM) mediado pelo transportador de maltose
expresso pelo gene MALx1 (STAMBUK, BATISTA, DE ARAUJO, 2000;
STAMBUK, DE ARAUJO, 2001). Desta forma, o transporte ativo de
sacarose, mediado pela Agtlp, justifica a existéncia da invertase
intracelular constitutiva, embora a sacarose possa também ser hidrolisada
por outras glicosidases intracelulares, como a a-glicosidase (maltase), que
tem a mesma afinidade e atividade com sacarose e maltose (KAHN,
ZIMMERMANN, EATON, 1973). De fato, recentemente foi demonstrado

que leveduras sem transportadores de hexoses (portanto incapazes de
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fermentar glicose ou frutose), ou mesmo leveduras sem atividade
invertase, fermentam a sacarose através da captacdo direta desse
carboidrato a partir do meio pelo transporte ativo mediado pela permease
Agtlp e posterior hidrdlise intracelular pela maltase e/ou invertase
intracelular (STAMBUK, BATISTA, DE ARAUJO, 2000; STAMBUK, DE
ARAUJO, 2001; BATISTA, MILETTI, STAMBUK, 2004; BADOTTI,
BATISTA, STAMBUK, 2006; DARIO, 2007; BADOTTI et al., 2008).
Entretanto, para o sistema de transporte de sacarose pela Agtlp funcionar
eficientemente, é necessario que as linhagens utilizadas possuam 0s genes
da familia MAL sendo expressos constitutivamente em seu genoma, uma
vez que em linhagens onde este sistema é induzivel, é necessaria a
presenca de maltose e/ou maltotriose para ocorrer a expressao dos genes
da familia. A sacarose ndo é capaz de regular (induzir) a expressdo dos
genes MAL (BATISTA, MILETTI, STAMBUK, 2004; BADOTTI,
BATISTA, STAMBUK, 2006; BADOTTI et al., 2008).

Existem alguns alelos para alguns dos genes da familia MAL que
apresentam expressdo génica independente da inducdo pela maltose. A
este fendtipo é dado o nome de MAL constitutivo (MAL®). Estes alelos séo
mutacdes dos loci MAL (WANG, NEEDLEMAN, 1995; GIBSON et al.,
1997). Normalmente, a inducdo da expressdo dos genes MAL ocorre a
partir da ligacdo da maltose a proteina reguladora Malx3p, causando uma
mudanca conformacional desta, resultando na sua ativacdo. Assim, a
proteina reguladora se torna capaz de se ligar a regido UASpyaL,
resultando na transcricdo dos genes que codificam o transportador e a
a-glicosidase. Porém, no caso dos alelos constitutivos dos genes MALX3,
as mutacdes neles existentes resultam em uma conformacgédo distinta capaz
de induzir a expressdo dos genes MAL independentemente da presenca da
maltose (WANG, NEEDLEMAN, 1995; GIBSON et al., 1997). Linhagens
MAL constitutivas podem apresentar tanto a sensibilidade como a
insensibilidade a repressdo pela glicose (GIBSON et al., 1997; HIGGINS
et al., 1999).

Portanto, duas vias de utilizacdo de sacarose sdo conhecidas na

levedura S. cerevisiae (Figura 5): pela acdo da invertase extracelular a
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sacarose € hidrolisada em glicose e frutose, sendo seus produtos de
hidrolise captados pelos transportadores HXT e fermentados, ou
alternativamente a sacarose pode ser captada diretamente através do co-
transporte com H™ e hidrolisada internamente pela invertase intracelular
ou maltase (BARFORD, PHILLIPS, ORLOWSKI, 1992; ORLOWSKI,
BARFORD, 1991; MWESIGYE, BARFORD, 1996; STAMBUK, BATISTA,
DE ARAUJO, 2000; STAMBUK, DE ARAUJO, 2001; BATISTA,
MILETTI, STAMBUK, 2004; BADOTTI, BATISTA, STAMBUK, 2006;
DARIO, 2007; BADOTTI et al., 2008).

Figura 5 - Representacdo do perfil de consumo da sacarose apresentado pela
linhagem Wild Type.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

No presente trabalho foram desenvolvidas varias linhagens haploides
de S. cerevisiae, pela modificacdo na estrutura e expressdo do gene SUC2,
resultando em linhagens que ndo apresentam atividade invertase
extracelular, mas que sobre-expressam a forma intracelular da enzima.
Além disso, a expressdo do gene AGT1 também foi modificada de forma a
incrementar (ou ndo) a atividade da permease Agtlp. A partir destas
linhagens hapldides e apds cruzamentos entre as mesmas, foram obtidas
linhagens dipldéides com o perfil de captacdo direta e hidrdlise
intracelular da sacarose (Figura 6), e seu perfil de fermentacdo do acUcar

avaliado em condic¢des que simulam as fermentag6es industriais.
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Figura 6 - Representacdo do novo perfil de consumo da sacarose proposto neste
trabalho.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Visando aumentar o rendimento da producdo de etanol no Brasil, o
presente trabalho tinha como objetivo obter linhagens dipldides da
levedura Saccharomyces cerevisiae que consomem a sacarose apenas pela
captacdo direta e hidrdlise intracelular do acucar, sendo estas linhagens

modificadas através de técnicas de engenharia gendmica.

2.2 Objetivos Especificos

1. Modificar a expressdo dos genes SUC2 e AGT1 em linhagens
hapléides, com a finalidade de obter células capazes de metabolizar a
sacarose apenas por intermédio da captacdo direta e hidrdlise
intracelular do dissacarideo;

2. Realizar varios cruzamentos entre estas linhagens, no intuito de obter
células dipléides com varias combinacdes dos genes SUC2 e AGT1,
modificados ou néo;

3. Avaliar a atividade invertase e de transporte ativo de acUcares pelas
linhagens, bem como a expressdo dos genes correspondentes;

4. Avaliar o desempenho fermentativo e rendimento alcod6lico destas

células em meios contendo baixas e altas concentragdes de sacarose;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens utilizadas

As linhagens de S. cerevisiae, os primers e plasmideos utilizadas
neste trabalho se encontram nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. A
linhagem hapldide de laboratério CEN.PK2-1C foi utilizada para a
obtencdo das diferentes linhagens modificadas através de transformacoes

e cruzamentos, conforme sera descrito em detalhes.

3.2 Meios de cultura e condigfes de crescimento

As células foram pré-inoculadas em tubos de ensaio, contendo 3 mL
de meio liquido YP (2 % Peptona e 1 % extrato de levedura — ambos da
SIGMA) contendo 2 % de glicose, e incubadas por 48 h em temperatura
ambiente sob agitacdo de 40 rpm em uma incubadora giratoria para tubos
de ensaio (DIST — 431). Todos os meios tiveram seu pH ajustado para 5,0
com acido cloridrico e foram esterilizados por autoclave, a 120 °C por 20
min.

Para os ensaios de fermentacdo e determinacdo das atividades
enzimaticas e de transporte, uma aliquota do pré-inéculo (0,05 mL) foi
transferida para frascos erlenmeyers contendo 1/5 do seu volume de meio
liquido YP contendo 2 % sacarose, glicose ou maltose, para pré-
crescimento das células. Os meios tiveram seu pH ajustado para 5,0 com
acido cloridrico e foram esterilizados por autoclave, a 120 °C por 20 min.
As culturas foram colocadas em uma incubadora orbital de frascos (Nova
Etica 430) a 28 °C e 160 rpm por 16-20 h até as células atingirem o inicio
da fase exponencial de crescimento (ODs7¢ £3,7). As células de levedura
foram removidas do meio de cultivo por centrifugacdo a 3.000 g por 5

min, lavadas trés vezes com agua destilada a 4 °C e ressuspensas em agua
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destilada a 4 °C, de forma a atingir uma concentragdo celular de 20 g/L (%
1).

Os meios soélidos foram constituidos de meio liquido rico YP
contendo 2 % de bacto-dgar e de glicose, maltotriose ou sacarose,
dependendo do foco do experimento. Quando necessario, foram
adicionados aos meios 0,0003 % de Antimicina A (um inibidor da cadeia
respiratéria, usado para induzir o crescimento celular apenas por
fermentacéo).

Para os ensaios de crescimento celular, ap6s pré-cultivo por 48 h as
células foram inoculadas em placas de Elisa de 96 pog¢os contendo 100 pL
de meio total por poco e incubadas a temperatura de 28 °C sob agitacédo de
100 rpm em uma leitora de placas (TECAN — Infinite 200). Os meios eram
constituidos por YP contendo 2 % de glicose, maltose, maltotriose,
sacarose ou rafinose, dependendo do foco do experimento As placas foram
seladas com filme selador de placas (E & K Scientific), e a densidade

Otica a 600 nm foi registrada a cada 15 min.,

3.3 Construcédo das linhagens dipldides

As condicBes para a construcdo e selecdo das linhagens dipldides
foram ja descritas na literatura (AUSUBEL et al., 1992), onde as
linhagens haploides, com as caracteristicas de interesse e de sexos
diferentes (MATa e MATa), foram misturadas em um tubo de ensaio
contendo aproximadamente 0,5 mL de adgua destilada estéril. ApoOs agitar o
tubo suficientemente para promover a mistura e o contato entre as células
de sexos diferentes, toda a mistura foi transferida para uma placa
contendo meio minimo sélido para crescimento seletivo, contendo 2 %
agar, 2 % glicose, e 0,7 % “Yeast Nitrogen Base” (SIGMA). Apods o
cruzamento, necessidades auxotroficas dos haploides sdo compensadas
pela diploidia, permitindo o crescimento das células dipldides neste meio

sem adicdo de qualquer outro nutriente.



Tabela 1 - Linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

Linhagem Gendtipo ou informacao Fonte
CEN.PK2-1C MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mal13 SUC2 ura3-52 his3A1 leu2-3_112 trp1-289 Euroscarf
CEN.PK122 MATa/MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mall3 SUC2 (Dipléide Prototréfica) Euroscarf
PSY003 CEN.PK2-1C TRP1-pADH1::AGTI suc2A::URA3 LBMBL?
PSY004 CEN.PK2-1C agtlIA::kan" TRP1-pADH1::iSUC2 LBMBL!
BSY021-34B MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mal13 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 ura3-52 LBMBL!
BSY021-17C MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mal13 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 ura3-52 LBMBL!
BSY022-26C MATa MAL2-8% agriA::kan" MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 ura3-52 LBMBL!
BSY021-16D MATa MAL2-8% agtiA::-kan" MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 (Prototréfica) LBMBL®
BSY021-15B MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mal13 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 his3Al LBMBL?
BSY021-2B MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mall13 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 ura3-52 LBMBL!
BSY022-6B MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 leu2-3_112 LBMBL!
HCJ001 Dipléide PSY003 + BSY021-17C LBMBL!
MATa/MATa MAL2-8° AGTI MALI2 mall3 suc2A::URA3 TRPI-pADH1::iSUC?2
TRP1-pADH1::AGT1 trpl1-289 ura3-52
HCJ002 Diploide PSY003 + BSY022-26C LBMBL!
MATa/MATa MAL2-8% agtlA::kan" MALI2 mall3 suc2A::URA3 TRPI-pADH1::iSUC?2
TRP1-pADH1::AGT1 trpl-289 ura3-52
HCJ003 Diploide BSY021-15B + BSY021-2B LBMBL!
MATa/MATa MAL2-8° AGT1 MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289
HCJ004 Dipléide BSY021-15B + BSY022-6B LBMBL!

MATa/MAToa MAL2-8° AGT1 MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289
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Tabela 1 - Linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

45

HCJ005-2 BSY22-26C TY-pGPD::AGT1::tPGK-TY LBMBL?

HCJ006 Dipléide HCJ005-2 + BSY021-15B LBMBL?
MATa/MATa MAL2-8% agtiA::kan" AGT1 MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2
pGPD::AGT1::tPGK trpl-289

HCJ007 Dipléide HCJ005-2 + BSY021-16D LBMBL?

MATa/MATa MAL2-8° agtIA::kan' MAL12 mall3 TRP1-pADH1::iSUC2
pGPD::AGT1::tPGK

HCJ008 Dipléide BSY022-26C + BSY021-15B LBMBL!
MATa/MATa MAL2-8% agtIA::kan" AGT1 MAL12 mall13 TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289

CAT-1 Utilizada na producdo de &lcool combustivel — Isolada na Usina VO de Catanduva, Sdo Fermentec
Paulo/SP Ltda

PE-1 Utilizada na produgdo de &lcool combustivel — Isolada na Usina da Pedra, Sdo Fermentec
Paulo/SP Ltda

'LBMBL: Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras — Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) — Floriano6polis/SC

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

concluséo



Tabela 2 - Oligonucleotideos (Primers) utilizados.

Primer Sequéncia (Sentido 5° —> 3°) Proposta

Ty-pGRSd-F CAAATGATGAGAAATAGTCATCTAAATTAGTGGA Insercdao do AGT1 regulado pelo pGPD
AGCTGAAACTCGAGTTTATCATTATCAATAC? nos elementos transponiveis do DNA

Ty-pGRSd-R TTATCATCATTTTATATGTTTATATTCATTGATCCT Insercdo do AGT1 regulado pelo pGPD
ATTACACGCAGAATTTTCGAGTTATT? nos elementos transponiveis do DNA

SUC2-F5 TTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTG Troca do Promotor do gene SUC2 pelo
CATCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC? (18 a57)! do ADH1

SUC2-R4 GTGTGAAGTGGACCAAAGGTCTATCGCTAGTTTCG Troca do Promotor do gene SUC2 pelo
TTTGTCATTGTATATGAGATAGTTG? (100 a 61)' do ADH1

AGT1 - F5 TACATAGAAGAACATCAAACAACTAAAAAAATAG Troca do Promotor do gene AGT1 pelo
TATAATGAATTCGAGCTCGTTTAAA ? (-40 a -1)* do ADH1

AGT1 — R4 CAGCCTTCTTCTTGCTTACCAATGAAATGATATTT Troca do Promotor do gene AGT1 pelo
TTCATTGTATATGAGATAGTTG? (40 a 3)*! do ADH1

Ty-LTR-F TGGAATAGAAATCAACTATC Verificagéo

Ty-LTR-R ATGGGTGAATGTTGAGATAA Verificacdo

V-SUC2, F GAAATTATCCGGGGGCGAAG (-447 a -428)" Verificacdo

V-SUC, 100-R GTGGACCAAAGGTCTATCGC (96 a 76)* Verificacdo

V-ADH1, F CTCCCCCGTTGTTGTCTCAC (-382 a -362)* Verificacdo

V-TRP1, 40-F GTCCATTGGTGAAAGTTTGCG (31 a 51)" Verificacdo

V-TRP1, 530-R CGTCAGTCCACCAGCTAACA (546 a 526)* Verificagdo

V-AGT1, P-F GCGAGAGTTTAAGCGAGTTGC (-389 a -368)* Verificacdo

V-AGT1, 145-R

GTGGTCTAGCTCAAAGGCAC (162 a 142)*

Verificagéo
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Tabela 2 - Oligonucleotideos (Primers) utilizados.

V-GPD-F
AGT1-389-R
iISUC2-FWO01
iISUC2-FWO02
iISUC2-FWO03
iISUC2-FWO04
iISUC2-FWO05
iISUC2-FWO06
iISUC2-FWO07
iISUC2-FWO08
iISUC2-RV
AGT1l-0e-FWO01
AGT1-0e-FW02
AGT1l-0e-FWO03
AGT1l-0e-FWO04
AGT1l-0e-FWO05
AGT1-0e-FW06
AGT1-0e-FWO07
AGT1-0e-FWO08
AGT1l-0e-FWO09
AGT1-0e-RV

CAACCATCAGTTCATAGGTC (promotor GPD)
GAAAAACTGGCAGGGCATAC (409 a 389)*
TTCCCTACAGAAGTAGCTGTAAA
TGACGAGGAATGTGATTATAAATCC
CGGAATCTAGAGCACATTCTGC
CCAGTCAGAAATCGAGTTCCAA
AGATGTCGTTGTTCCAGAGCTG
TCCGATGATTTGACTAATTGGG
TTGATTGAAGTCCCAACTGAGC
CCTAGAGTTTGAGTTGGTTTACGC
CCATCCTAGTAGTGTAAGGCAAC
CAAACCCAAATAGCATCAACGC
CCACGATCCAAATCATGTTACC
CGCAAACTTTCACCAATGGA
CCAGTCAGAAATCGAGTTCCAA
TGTCTCACCATATCCGCAATG
TTGGTAAGCAAGAAGAAGGCTG
TGCAAATCACGACTTATATGGTTG
GAAGAACGAGACTTGCATGTTTAAC
CGCCCTATATGCTAAACGTGAG
GAGAATACGGTTGACCTGGCAT

Verificagéo

Verificagéo

Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene iSUC?2
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
Sequenciamento do gene AGT1-o0e
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Tabela 2 - Oligonucleotideos (Primers) utilizados.

SUC2-F2 GGTAAGGACTACTATGCCTTGCAAA (847 a 871)' Anélise da expressdo génica por qRT-PCR
SUC2-R2 GCCCAGGCAATACCTAATGCT (923 a 903)* Anélise da expressdo génica por qRT-PCR
AGT1-F1 CGCACTACTGAGCGCACTGT (372 a 392)" Analise da expressdo génica por qRT-PCR
AGT1-R1 CCCGTTCAAAGTACCGAATTT (435 a 414)! Analise da expressdo génica por gRT-PCR

! Correspondente a posicdo dos nucleotideos homélogos ao genoma da linhagem a partir do inicio do gene.
2 As sequéncias em negrito sdo homdlogas aos plasmideos utilizados no estudo.

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Tabela 3 - Plasmideos utilizados.

Plasmideo Descricao Fonte
pFA6a-TRP1-pADH1 Amp" ori TRP1-pADH1 M. S. Longtine
pGRSd Amp" ori CEN6 URA3 pGPD:: - ::tPGK M. Jules
pGRSd-AGT1 Amp" ori CEN6 URA3 pGPD::AGT1::tPGK M. Jules
YCplac33 Amp" ori CEN4 URA3 lacZ J. M. Thevelein
pSA3.14 Amp' ori CEN4 URA3 lacZ::AGT1 S. L. Alves Jr

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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3.4 Ensaios de fermentacdo em batelada

As células de levedura foram misturadas com meio YP de forma a
atingir uma concentracdo final de 10 g/L de células, 10 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de Peptona e 20 ou 200 g/L de sacarose. Os frascos
foram incubados a 28 °C e 160 rpm, e aliquotas de 0,5 mL foram
removidas em tempos pré-estabelecidos e processadas como descrito a
seguir. Para quantificacdo dos aclUcares e produtos da fermentacdo, os
meios foram centrifugados (5.000 g, 1 min) e os sobrenadantes congelados

a -20 °C até sua analise.

3.5 Determinacdo da Concentracao Celular

A concentracdo celular foi determinada pela leitura da Densidade
Optica (DO) em espectrofotometro a 570 nm (Beckman DU-7), e
correlacionada com o peso de células secas.

3.6 Determinacgdes de glicose, glicerol, frutose, sacarose e etanol.

A glicose e glicerol foram quantificados utilizando-se Kkits
enzimaticos comerciais (BioTécnica e/ou Analisa) seguindo as instrucdes
dos fabricantes: 10 pL de amostra incubado com 1 mL de Reagente de Cor
em estufa a 37 °C, por 20 minutos. Em seguida foi feito a leitura da
absorbancia da amostra a 505 nm para as reagdes com glicose e 500 nm
para as com glicerol. As concentracdes de glicose e glicerol foram
determinadas, correlacionando a absorbéancia apresentada pela amostra,
com a absorbancia apresentada por uma solucdo padrdo contendo uma
concentracdo conhecida do componente em analise.

A sacarose foi quantificada utilizando o protocolo adaptado de
Holmes (1996). Um volume de 20 pL das amostras foram incubados com
80 puL de uma solucdo de invertase (1 mg/mL de enzima invertase em
tampdo CPB (0,05 M Acido Citrico; 0,09 M Fosfato Dibasico de Sddio pH
4,5)) a 37 °C, por 30 min e em seguida a 100 °C, por 5 min. Assim, a
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sacarose nas amostras, hidrolisada pela invertase, foi determinada
quantificando-se a glicose antes e depois da adi¢cdo da invertase.

A frutose foi calculada pela diferenca da concentracdo de glicose e
dos acgucares redutores totais. Os acUcares redutores foram determinados
por método quimico adaptado de Miller (1959), utilizando 50 pL de
amostra e incubada 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) a 100 °C, por 10 min, sendo em seguida adicionados 800
pL de agua destilada. Através de espectrofotometria a 540 nm, foram
feitas as determinacdes de absorbancia, correlacionando as absorbancias
apresentadas pelas amostras, com a equacado de reta extraida de uma Curva
Padrédo, construida a partir de uma solugdo de glicose 0,2 % (2 g/L).

O etanol foi quantificado enzimaticamente através da reacdo com a
alcool oxidase (AOD) e peroxidase (POD), como descrito por Herberts
(2006) e adaptado dos protocolos descritos por Rodionov, Keppen,
Sukhacheva (2002) e Salgado et al. (2000). Uma aliquota das amostras (10
pL) foi incubada em placas de ELISA (96 pogos de fundo plano) mantidas
sobre o gelo, com 200 pL de Reagente Enzimatico (0,5 U/mL de Alcool
Oxidase (AOD, de P. pastoris, SIGMA), 4,0 U/mL de Peroxidase (POD,
de raiz-forte, Toyobo, Brasil), 14 mM de 4-Aminoantipirina e 60 mM de
Fenol em Tampdo Fosfato de Sédio 0,1 M pH 7,5). Apés incubacédo de 1 h
a 37 °C foi determinada a absorbancia em 415 nm utilizando um leitor
para placas de ELISA (TECAN - Infinite 200). A concentracdo de etanol
foi determinada pela correlacdo de absorbadncia apresentada pelas
amostras, com a equacdo de reta extraida de uma Curva Padrdo, construida
com solugdes padrdo de etanol 1-10 g/L.

3.7 Determinacdo da Atividade Invertase (Extra e intracelular)

A atividade da invertase extracelular foi determinada como descrito
por Silveira, Carvajal, Bon (1996), utilizando-se células integras (ndo
permeabilizadas), pré-crescidas em meio YP com 2 % de sacarose ou 2 %

de glicose, até o inicio da fase exponencial de crescimento (ODs79 ~3,7).
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Um volume de 100 pL da suspensdo celular foi misturado a 100 pL de
Tampdo NaF (150 mM de Succinato - Tris pH 5,0; 150 mM de NaF) e
incubado em banho maria por 30 min, a 30 °C. Apds o término do tempo,
foi adicionado 100 pL de sacarose 300 mM e novamente incubados em
banho maria por 5 min, a 30 °C. Em seguida, as amostras foram colocadas
a 100 °C, por 5 min, seguida por centrifugacdo a 5.000 g por 3 minutos.
Assim, a glicose formada, presente no sobrenadante, foi determinada
utilizando kit comercial como descrito acima. Todas as determinacdes
foram realizadas em triplicata e wutilizando controles negativos com
células fervidas em duplicata. A atividade especifica da invertase foi
expressa em nmoles de glicose liberada por min™' (correspondente a uma
mU), por mg™* de células (peso seco).

A atividade invertase total foi determinada como descrito por
Stambuk (1999), utilizando-se células permeabilizadas, pré-crescidas em
meio YP com 2 % de sacarose ou 2 % de glicose, até o inicio da fase
exponencial de crescimento (ODs7p ~3,7). Um volume de 100 pL de
células foi centrifugado por 3 min a 5.000 g, lavadas com 500 pL de
Tampdo A (Mops-NaOH 50 mM pH 6,8) ¢ ressuspensas em 200 pL de
Tampdo B (Glicerol 20 %, EDTA 1 mM, DTT 1 mM em Tampdo Mops-
NaOH 50 mM pH 6,8). Para permeabilizar as células foram adicionados 12
ul do Tampao C (Tolueno P.A., Etanol P.A. e Triton X-100 10 %, (1:4:1,
v:v:v)) e homogeneizou-se os tubos vigorosamente por 1 min. As células
foram centrifugadas por 3 min, a 5.000 g e lavadas com 1 mL do Tampaéo
B e em seguida ressuspensas em 1 mL do Tampao A. Um volume de 50 puL
dessa suspensao de células permeabilizadas foi adicionado a 50 pL de uma
solucdo de sacarose (Sacarose 200 mM em Tampdo Succinato-Tris 300
mM pH 5,0). As amostras foram incubadas a 30 °C, por 5 min, e em
seguida a 100 °C, por 5 min. Utilizou-se o sobrenadante para determinar a
atividade enzimatica através da determinacdo da glicose formada. As
amostras foram feitas em triplicata e os controles em duplicata com
células previamente incubadas a 100 °C por 5 min. A atividade da
invertase foi expressa em nmoles de glicose liberada por min™

(correspondente a uma mU), por mg™* de células (peso seco).
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A atividade invertase Intracelular foi determinada subtraindo-se o
valor da atividade invertase extracelular do valor da atividade invertase
total, uma vez que esta Gltima compreende a soma das atividades invertase
intra e extracelular. A atividade especifica da invertase foi expressa em
nmoles de glicose liberada por min™* (correspondente a uma mU), por mg™*

de células (peso seco).

3.8 Determinacgao da Atividade a-glicosidase

A atividade da a-glicosidase (enzima maltase) foi determinada como
descrito por Stambuk (1999), utilizando-se células permeabilizadas, pré-
crescidas em meio YP com 2 % de sacarose ou 2 % de glicose, até o inicio
da fase exponencial de crescimento (ODs7¢ ~3,7). Um volume de 100 pL
de células foi centrifugado por 3 min a 5.000 g, lavadas com 500 pL de
Tampdo A (Mops-NaOH 100 mM pH 6,8) e posteriormente ressuspensas
em 200 pL de Tampao B (Glicerol 20 %, EDTA 1 mM, DTT 1 mM em
Tampdo Mops-NaOH 100 mM pH 6,8). Para permeabilizar as células
foram adicionados 12 pL do Tampdo C (Tolueno P.A., Etanol P.A. e
Triton X-100 10 %, (1:4:1, wv:viv)) e homogeneizou-se o0s tubos
vigorosamente por 1 min. As células foram centrifugadas por 3 min, a
5.000 g e lavadas com 1 mL do Tampédo B e em seguida ressuspensas em 1
mL do Tampdo A. Um volume de 50 pL dessa suspensdo de células
permeabilizadas foi adicionado a 950 pL de uma solugcdo de pNPaG (p-
nitrofenil-a-D-glicosideo) (pNPaG 2 mM em Tampdo A) ou
alternativamente, 40 uL de células foram adicionados a 60 pL de solucdo
de maltose (maltose 200 mM em Tampédo A). As amostras foram incubadas
a 30 °C, por 1 min (para as amostras com pNPaG) ou 5 min (para as
amostras com maltose), e em seguida a 100 °C, por 5 min. Utilizou-se o
sobrenadante para determinar a atividade enzimatica atraves da
determinacdo do p-nitrofenol liberado pela hidrdlise do pNPaG e a glicose
liberada na hidrolise da maltose. O p-nitrofenol foi estimado a 400 nm e a
glicose foi determinada utilizando um kit comercial, como descrito acima.

As amostras foram feitas em triplicata e os controles em duplicata com
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células previamente incubadas a 100 °C por 5 min.
3.9 Determinacdo da Atividade de Transporte com pNPaG

A atividade de transporte de a-glicosideos pela permease Agtlp foi
determinada como descrito por Hollatz, Stambuk (2001), utilizando-se
células pré-crescidas em meio YP com 2 % de sacarose ou 2 % de glicose,
até o inicio da fase exponencial de crescimento (ODs79 £3,7) € 0 substrato
p-nitrofenil-a-D-glicosideo (pNPaG). Brevemente, um volume de 100 pL
de células (20 g/L) foi misturado a 100 pL de Substrato de Transporte
(100 mM de succinato-tris pH 5,0; 10 mM de pNPaG) e incubados a
temperatura ambiente por 5-10 min. As reacBes foram interrompidas pela
adicdo de 1 mL de bicarbonato de so6dio 2 M e as amostras foram
centrifugadas a 5.000 g por 3 min. Em seguida foram retirados 800 pL do
sobrenadante e fez-se a estimativa da absorbéancia do p-nitrofenol liberado
a 400 nm (Ae = 14,8 mM™. cm™, em pH > 9,0). Todas as determinacfes
foram realizadas em triplicata e utilizando controles negativos com
células fervidas em duplicata. As atividades de transporte foram expressas

em nmoles de p-nitrofenol liberado por mg™* de células por min™.

3.10 Determinacdo da atividade de transporte utilizando [*C]-

sacarose

O ensaio de transporte pela permease Agtlp, utilizando substrato
marcado radioativamente ([!*C]-sacarose (Amerscham Biosciences)), foi
determinado como descrito anteriormente (SANTOS et al., 1982;
MWESIGYE, BARFORD, 1994; STAMBUK et al., 1998; BATISTA,
MILETTI, STAMBUK, 2004). Utilizando-se células pré-crescidas em meio
YP com 2 % de sacarose, até o inicio da fase exponencial de crescimento
(ODs70 ~3,7), foi feita uma suspensdo celular de 90 g/L em 50 mM de
succinato-tris pH 5,0. Apos 10 minutos a 30 °C em banho Maria, foi

adicionada uma solucdo de ['"C]-sacarose para obter uma concentragéo
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final de 60 g/L de células, 5 mM de [**C]-sacarose, além de glicose e
frutose ndo marcadas radioativamente a 2 mM cada. Apds 30 segundos, as
células foram rapidamente filtradas em membranas com poros de 0,22 um
de didmetro e lavadas 3 vezes com uma solucdo de 0,5 M de sacarose em
0,1 M de succinato-tris pH 5,0. Os filtros foram colocados em tubos de
borosilicato, proprios para cintilacdo, contendo 10 mL do liquido de
cintilacdo. A radioatividade foi medida em equipamento medidor de
cintilacdo Beckman Counter LS6500 (USA). As amostras foram subtraidas
dos controles, que foram fervidos por 5 minutos antes de iniciar o
experimento. A atividade de transporte foi correlacionada com o peso
seco das células, onde 1 mL da suspensdo celular a 90 g/L foi filtrada em
membranas pré pesadas. Em seguida foram submetidas a secagem em
estufa a 65 °C por 60 minutos, e pesados novamente. A diferenca entre os
pesos das membranas sem as células e apdés a adicdo das ceélulas é

referente ao peso seco celular, e foi utilizado nos céalculos.

3.11 Eletroforese de invertase em gel ndo denaturante

A corrida eletroforética em gel ndo denaturante (gel nativo) foi
realizada de acordo com Grossmann, Zimmermann (1979). As amostras
foram obtidas de acordo com o protocolo de Determinacdo da Atividade
da Invertase Total usando extrato celular, descrito por Stambuk (1999),
onde foi feita uma suspensdo celular em Mops-NaOH 50 mM pH 6,8 a 20
g/L (£1). Um volume de 500 pL da suspensdo foi transferido para um tubo
eppendorf juntamente com aproximadamente 200 pL de bolinhas de vidro
pré-tratadas com acido. O tubo foi levado ao vortex por 1 minuto, seguido
de repouso no gelo por mais 1 minuto. Este procedimento foi repetido por
5 vezes. Posteriormente, foi coletada a parte liquida, transferida para
outro tubo e centrifugada por 3 minutos a 10.000 rpm. Foram coletados 10
pL do sobrenadante do tubo e transferido para outro tubo contendo 40 pL
de agua e 50 pL de Solugdo de Carboidrato (200 mM de sacarose em
Tampdo Succinato-Tris 300 mM pH 5,0). As amostras foram incubadas a

30 °C, por 5 min, e em seguida a 100 °C, por 5 min. Utilizou-se o
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sobrenadante para determinar a atividade enzimética através da
determinacdo da glicose formada. As amostras foram feitas em triplicata e
os controles em duplicata com células previamente incubadas a 100 °C por
5 min. A atividade da invertase é expressa em nmoles de glicose
produzida por mg™* de células por min™.

Uma aliquota dos extratos celulares com atividade invertase
correspondente a 80 mU foram aplicadas em géis de poliacrilamida 7,5 %
(acrilamida:bisacrilamida, 37,5:1), e a corrida foi realizada a 150 volts
(~60 mili Amperes) a 4 °C por 90 minutos. Ap6s a corrida, o gel foi
imerso em uma solucdo de 200 mM de sacarose em 150 mM Succinato-
Tris (pH 5,0) por 45 minutos a 30 °C. O gel foi entdo lavado em &gua
destilada e imerso em uma solucdo 0,05% de 2,3,5-trifenil tetrazolium
cloridio em 0,5 M NaOH, em banho Maria a 100 °C até a formacao da cor

vermelha nas regides contendo aclUcares redutores (~2 min).
3.12 PCR

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Ausubel et al. (1992), onde foi coletada uma al¢cada de células
no meio s6lido e colocadas em um eppendorf contendo 200 puL de DEB
(“DNA Extraction Buffer” — 1 % SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0,
1 mM EDTA pH 8,0, 0,2 % Triton X-100, H,O MilliQ Autoclavada), e
ressuspensa em vortex. Em seguida, adicionou-se bolinhas de vidro até a
marca de 700 pL no tubo e 200 pL de Fenol- Cloroférmio (25:24:1 Fenol-
cloroférmio-Alcool Isoamilico, em 10 mM Tris pH 8,0 e 1 mM EDTA pH
8,0) seguido por forte agitacdo dos tubos em vortex por 4 minutos. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de Ti0E; (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM
EDTA pH 8,0, H,O MilliQ Autoclavada) e vortexado fortemente por 30
segundos, seguido por centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos. A
seguir foram transferidos 300 pL do sobrenadante para outro tubo
contendo 750 pL de etanol absoluto gelado (Alcool Etilico Absoluto (99,5
%) P. A.) e vortexado novamente por 1 minuto, seguido por centrifugacdo

a 12.000 rpm por 10 minutos e descarte de todo o sobrenadante. Este
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passo foi repetido novamente para retirar qualquer resquicio de etanol que
tenha ficado nas paredes do tubo. Posteriormente, o tubo foi deixado
aberto por 10 minutos para secar o DNA, seguido pela ressuspensdo do
DNA com 50 pL de H,O milliQ autoclavada. Em seguida foi feita uma
reacdo para eliminar todo o RNA presente, adicionando RNAse e
incubando a 37 °C em estufa por 1 hora. Enfim, a amostra foi guardada
em freezer a -20 °C para ser utilizada posteriormente em reacGes de PCR.

As reagOes de PCR foram realizadas por meio do kit de PCR
STRATAGEN® utilizando 20 pmol de cada primer verificador (primer F e
primer R, vide Tabela 2). Foi utilizado um termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorf), com um passo inicial de 2 min a 95 °C, seguido
por 30 ciclos de 20 s a 95 °C; 40 sa 54 °C e 3 min a 72 °C. Ao final dos
ciclos foi realizada uma extensdo de 10 min, a 72 °C. Em seguida, a
reacdo de PCR foi analisada através de eletroforese em gel de agarose 0,7
% em Tampdo TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8,0) contendo

2,5 pg/mL de brometo de etidio para observacdo das bandas em luz U.V..

3.13 Analise de expressdo génica através de RT-PCR em tempo real
guantitativo (QRT-PCR)

Para efetuar as analises da expressdo dos genes AGT1l e SUC2,
modificados ou ndo, nas linhagens estudadas, as células foram pré-
crescidas em meio YP contendo 2 % de sacarose ou 2 % de glicose, até o
inicio da fase exponencial de crescimento (ODs7o ~3,7), quando entdo
foram rapidamente coletadas, lavadas com agua destilada gelada (4 °C) e
congeladas em nitrogénio liquido. A seguir as células foram armazenadas
a -80 °C para posterior analise. O RNA total das células foi extraido pelo
método de TRIzol (Invitrogen) de acordo com as instru¢cBes do fabricante.
Posteriormente, o RNA extraido foi tratado com a enzima DNAse (Roche)
para eliminar os fragmentos de DNA potencialmente restantes. Em seguida
foi realizado a sintese de cDNA utilizando o kit Reverse Transcription
System (Promega) de acordo com as instrucdes dos fabricantes. Para a

execucdo do processo de PCR em tempo real, foi utilizado o kit KAPA
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SYBR FAST gPCR (KAPABiosystems) também de acordo com as
especificagcbes do fabricante. Na reacdo foram empregados 0s respectivos
oligonucleotideos (Tabela 2) com homologia especifica aos genes em
questdo. Uma curva padrdo com cinco pontos foi realizada para cada gene
a ser analisado. Todo o processo de reacdo e analise dos dados foi feito
no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) com software préprio. Em cada ensaio foi gerada uma curva
de dissociacdo para confirmar a amplificagdo de apenas um produto.
Todas as amostras foram avaliadas em triplicata.

3.14 Sequenciamento dos alelos

As andlises de sequenciamento foram feitas com os genes AGT1 da
linhagem CEN.PK2-1C, com a sua forma modificada com a insercdo do
gene TRP1 e do promotor da ADH1 entre o promotor natural e a ORF,
AGT1l-0e, da linhagem PSYO003; do gene SUC2, também da linhagem
CEN.PK2-1C e da sua forma modificada com a insercdo do gene TRP1 e
do promotor ADH1 entre o peptideo sinal e a ORF, iSUC2, da linhagem
HCJ005-2. Todas as 4 linhagens sdo hapldides e apresentam apenas um
alelo de cada gene (vide Tabela 1).

Para o sequenciamento foi extraido o DNA gendmico de cada
linhagem segundo o protocolo descrito por Ausubel et al. (1992). Em
seguida, os genes foram amplificados por PCR utilizando os primers
AGT1l-oe-FWO01 e AGT1l-0e-RV, no caso do AGT1 e da sua variante
modificada AGT1-o0e, e os primers iISUC2-FWO01 e iSUC2-RV, no caso do
SUC2 e da sua variante modificada iSUC2. Apo6s a amplificacdo, as
amostras foram purificadas utilizando o kit Wizard (Promega) e
encaminhadas juntamente com o0s respectivos primers (Tabela 2) ao VIB
Genetic Service Facility (Bélgica) para serem sequenciados. Os resultados
foram analisados e alinhados utilizando o software Vector NTI Advance

11.0 (Invitrogen).
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencédo das linhagens geneticamente modificadas

Todas a linhagens desenvolvidas neste estudo sdo oriundas da familia
de linhagens CEN.PK, linhagens de laboratério indicadas para estudos
fisioldgicos por serem mais proximas das leveduras industriais, além de
possuir a capacidade de fermentar maltose e expressar 0s genes MAL
constitutivamente (VAN DIJCKEN et al., 2000).

Os genes AGT1 e SUC2 foram sobre-expressados e/ou inseridos no
genoma das linhagens de levedura pelo processo de recombinacéao
homéloga, através de metodologias baseadas em PCR, como descrito por
Puig et al. (1998), Petracek, Longtine (2002) e Batista, Miletti, Stambuk
(2004). Inicialmente foi produzido um fragmento linear de DNA que
apresenta extremidades (30 — 60 pares de bases) com homologia ao alvo
de interesse no genoma da levedura, fragmento este chamado “moédulo de
modificagdo”. Para isto, plasmideos contendo as sequéncias de interesse
foram utilizados em uma reacdo de PCR, juntamente com
oligonucleotideos iniciadores (primers) construidos de forma a conter
regides de homologia as regibes de interesse no plasmideo e as regides
alvo no DNA da levedura (ver Tabela 2). Quando as células foram
transformadas com este moddulo, ele se integrou por recombinacédo
homéloga ao DNA da levedura, resultando em uma linhagem com a nova
sequéncia de DNA inserida na regido de interesse. Apo6s a transformacao,
0s mutantes foram entdo selecionados em placas de Petri, contendo meio
de cultivo confeccionado com a suplementacdo requerida pelos
marcadores inseridos juntamente com a sequéncia de interesse, sendo
posteriormente realizada a confirmacgcdo por PCR utilizando primers que
permitem verificar se houve ou ndo a inser¢cdo correta do moddulo no
genoma da levedura.

A Figura 7 demonstra como foi realizada a sobre-expressdo dos genes
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AGT1 (AGT1-0e) e a forma intracelular do SUC2 (iSUC2).

Figura 7 - Estratégia de modificacdo dos genes SUC2 e AGT1 nas linhagens de S.
cerevisiae. A mesma estratégia apresentada acima para o gene SUC2 foi
utilizada na sobre-expressdo do gene AGT1, porém substituindo-se os
primers SUC2-F5 e SUC2-R4 pelos primers AGT1-F5 e AGT1-R4,
respectivamente (Tabela 2).

iSUC2
m Modulo de Modificagao
suczzy r% PCR ¢ | TRP1 [paDH1][ 3
SuczRa Transformacio
s TRP1 [papH1] ¢
PLASMIDEO
| SUC2 [
CRE SUCA SuUCB ATG ATG
Recombinagao
] Homodloga
Modulo Inserido no v
Genoma da Levedura
TRP1 ADH1
g rea b [pADH1] suc2 e

ATG

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Como descrito na introducdo, o gene SUC2 expressa duas formas da
enzima invertase. O prop0sito da intervencdo na expressdao deste gene se
baseia no interesse de que a forma extracelular da invertase ndo seja mais
expressa nas linhagens. Ainda mais, é de alto interesse neste trabalho que
as linhagens apresentem alta expressdao da forma intracelular da enzima.
No caso do gene SUC2, a insercdo do marcador auxotréfico de selecdo
TRP1 e o promotor forte constitutivo do gene homdélogo ADH1 no seu
interior, exatamente ap0s a sequéncia de sinalizacdo da forma extracelular
da enzima, permitiu a transcricido de um mMRNA sem esta sequéncia
sinalizadora, expressando de forma constitutiva apenas a forma
intracelular iISUC2 (Figura 8). Estratégia semelhante foi utilizada para

sobre-expressar o gene AGT1 em algumas linhagens, porém, neste caso, 0
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local de insercdo separa apenas o promotor natural do gene e preserva

toda a ORF (ing - open reading frame) (Figura 9).

Figura 8 - Estratégia de sobre-expressdo da forma intracelular da enzima invertase
em S. cerevisiae (vide Figura 7).

iSUCc2
Invertase Intracelular
f
mRNA 1,8 kb
T [TREI]  pADHT | suc? fpm
SUCB ATG ATG
| i SUC2 o

L LJ L L
CRE SUCA  SUCB ATG ATG

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Figura 9 - Estratégia de sobre-expressdo da permease Agtlp em S. cerevisiae (vide

Figura 7).
AGT1
Agt1
mRNA 1,85 kb f
e[ TRFT|  pADHT | AGT1 h
uasmal ATG
AGT1 =
uASmal ATG

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Em outras linhagens, a estratégia escolhida para sobre-expressar o
gene AGTL1 foi diferente. O promotor forte constitutivo empregado foi o
do gene da gliceraldeido-3P-desidrogenase (pGPD) (Figura 10). Além
disso, todo o gene AGT1 foi amplificado dentro do mdédulo de
modificacdo. Isso nos permitiu langcar mdo de uma estratégia de insercéo
deste mddulo nas regides dos elementos de transposi¢des do genoma de S.
cerevisiae, estratégia descrita por Guerra et al. (2006). Esta estratégia
ndo utilizou a insercdo de nenhum marcador auxotrofico de selecao,

obrigando a realizacdo do procedimento de transformacdo em uma
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linhagem de S. cerevisiae que ndo apresentava o gene AGT1 em seu
genoma. A selecdo desta linhagem foi realizada em meios contendo
maltotriose como fonte de carbono e antimicina A (ALVES JUNIOR et al.,
2008).

Figura 10 - Estratégia de insergdo nos elementos TY e sobre-expressdo da permease
Agtlp nas linhagens de S. cerevisiae.

AGT1

Ty-pGRSA-E ’\ Modulo de Modificagdao
. AGT T PCR E pGPD tPGK §

Transformacgao
na Levedura

pGPD tPGK

PLASMIDEO

— Elementos Transponiveis (TY) —

Recombinacao
Homologa

Modulo Inserido no
Genoma da Levedura

Processo Ocorrido em Varios TY Espalhados pelo Genoma
I ) o Yo Y o, N ) 0 o O ) 0 = o

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Apbés uma série de transformacdes e cruzamentos, a linhagem
CEN.PK2-1C deu origem a uma grande variedade de novas linhagens com
caracteristicas definidas. A Figura 11 apresenta, por exemplo, como a
linhagem BSY021-34B foi obtida. Esta linhagem foi utilizada neste estudo
como representante do grupo de varias linhagens hapldides que
apresentam a sobre-expressdo do iISUC2 em seu genoma (STAMBUK et
al., 2009a).

Ja a Figura 12 apresenta como a linhagem dipléide HCJ003 foi
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criada. Na Figura 13 pode ser compreendido como todas as linhagens

dipléides utilizadas neste estudo foram obtidas.

Figura 11 - Obtengdo da linhagem BSY021-34B. As linhagens sofreram
transformacdes (setas pretas) e cruzamentos (setas vermelhas) até
alcancarem os perfis de interesse para o estudo, conforme descrito
em Materiais e Métodos.

CEN.PK2-1C
(MATa MAL2-8C ura3-52 his3A1 leu2-3_112 trp1-289)

LCMO03

MGDO1
(agt1Azkann)

(suc2A:kan")

CEN.PK2
(MATo. wt)

BSY020-6C PSY004
(MATo. trp1-289 suc2A:kan") (TRP1-pADH1::iSUC?2 agtiA::kan' trp1-289)

BSY021-34B
(MATa trp1-289 ura3-52 TRP1-pADH1::iSUC2)

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Figura 12 - Obtencdo da linhagem HCJ003. As linhagens sofreram cruzamentos (setas
vermelhas) até alcancarem os perfis de interesse para o estudo,
conforme descrito em Materiais e Métodos.
PSY004
(MATa TRP1-pADH1::iSUC?2 agt1A::kan' trp1-289 ura3-52 his3A1 leu2-3_112)

BSY020-6C

(MATo. trp1-289 suc2A::kan') BSY020-13B

(MATa trp1-289 suc2A:kan")

BSY021-15B BSY022-6B
(MATa TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 his3A1) | (MATo TRP1-pADH1::iSUC2 trp1-289 leu2-3_112)

HCJ003
(MATa/MATa TRP1-pADH1::ISUCZ/TRP1-pADH1::iISUC2
trp1-289/trp1-289 HIS3/his3A1 leu2-3_112/LEU2)

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

A linhagem dipléide CEN.PK122 é uma linhagem da familia da
CEN.PK2-1C, e possui o0 mesmo background genético desta (Tabela 1). A
CEN.PK122 foi utilizada neste trabalho como parédmetro de comparacdo

para as novas linhagens de laboratorio dipldides modificadas. As
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linhagens dipldides industriais CAT-1 e PE-2 sdo linhagens isoladas de
dornas de fermentacdo em processos industriais de producdo de etanol
(BASSO et al., 2008; STAMBUK et al., 2009b), e foram utilizadas neste
trabalho como parametro de comparacéo.

Figura 13 - Obtencdo das linhagens dipléides geneticamente modificadas. Esta figura
apresenta de modo basico a origem de cada linhagem utilizada neste
estudo. As caracteristicas de interesse neste trabalho estdo citadas de
forma resumida abaixo do nome de cada linhagem. Legendas: a = MATa,
a = MATa, oe = “overexpressed” (sobre-expressada), TY1l = construcgéo
génica inserida nas regides dos elementos transponiveis. As setas de
diferentes cores foram usadas apenas para distinguir as setas que se
sobrepdem. Os cruzamentos ocorrem apenas nos circulos fechados.

OBTENCAO DAS LINHAGENS

CEN.PK122 -a/at CEN.PK2-1C- a
AGT1 + AGT1 +SUC2 + SUC2 AGT1+5UC2
CEN.PK2 - A _o- MGDO1-a LCMO0O03 - a PSY001-a
MATa WT AGT1 + suc2A agtld + SUC2 AGT1-oe + SUC2
|, BSY020-6C-0a g PSY004 -a PSY003 - a
AGTI + suc2A ogtlA +iSUC2-0e  AGTI1-oe + suc2d
L, BSY020-13b- a J

AGT1 + suc2A T

BSY021-34B-a
—
AGT1 + iSUC2-0e
|, BSY021-17C-a HCJ0O01 -a/a
AGT1 +iSUC2-oe AGTI1-oe + AGT1 +iSUC2-0e
Ll BSY022-26C-a HCJ002 -a/a.
agtld +iSUC2-oe AGT1-oe + iSUC2-oe
| BSY021-15B-a
AGT1 +iSUC2-oe
BSY022-6B - a HCJ003 -a/a
AGT1 +iSUC2-oe AGT1 + AGT1 +iSUC2-0e + iSUC2-0e
BSY021-2B - a HCI004 -a/a
AGT1 + iSUC2-0e AGT1 + AGT1 + iSUC2-oe + iSUC2-oe
HCJO0S8 -a/a
AGT1 + iSUC2-oe + iSUC2-0€e
HCJ005-2 - a HCJ0O6 -a/a
AGTI-ve:ty +iSUC2-0e AGT1 + AGTI-oe:ity + iSUC2-0e + iSUC2-0e
BSY021-16D - a HCJ007 -a/a
T agtl A +iSUC2-oe AGTI1-oe::ty + iSUC2-oe + iSUC2-0e

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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Como o objetivo deste trabalho foi o de obter linhagens com a
capacidade de consumir a sacarose apenas por meio da sua captacdo direta
pela permease Agtlp e sua posterior hidrolise apenas pela forma
intracelular da enzima invertase, foi necessaria a intervencdo nas formas
de expressdo dos seus respectivos genes, AGT1 e SUC2, conforme descrito
acima. As Figuras 14 e 15 apresentam os resultados da analise por PCR
visando a confirmacdo da insercdo de um fragmento de DNA contendo o
gene marcador auxotrofico TRP1 e o promotor forte constitutivo pADH1 a
frente do gene SUC2, produzindo o alelo iSUC2 nas linhagens de

interesse.

Figura 14 - Confirmacdo por PCR da insercdo do modulo de sobre-expressdo na
regido do gene SUC2 no genoma de linhagens de S. cerevisiae,
utilizando um Unico par de primers. Os tamanhos dos fragmentos
obtidos indicam a presenca da construgdo desejada.

Primerverificador F iSUC2 sobre-expresso
r=-|——=—=—========1
sl IRPI] oo | | sucz =
SuUcCB L_f\TE_________J_\T_(i'
1934 pb <—— Primerverificador R
2027 bp
1904 bp e
1584 bp
1375 bp
947 bp —
831bp
564 bp — 543 bp
o4 ') ~ o "> o~ o -t
] = . = e 8 8 8
o g > | ) e g | -
< w “:‘ o &) O Q
%) a a o = = = =
g = 2
= o -
Primerverificador F —— SUC2 normal
(g —— — B
M P sucz h
CRE SUCA  SUCB | _ATG _ _ATG |
543 pb <—— Primerverificador R

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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Figura 15 - Confirmagdo por PCR da insercdo do modulo de sobre-expressdo na
regido do gene SUC2 no genoma de linhagens de S. cerevisiae,
utilizando dois pares de primers. Os tamanhos dos fragmentos obtidos
indicam a presenca da construcdo desejada.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Para as linhagens wt (wild-type), que ndo sofreram qualquer
intervencdo genética em laboratdrio no gene SUC2, com o par de primers
utilizado (Tabela 2) esperava-se a formacdo de um fragmento de 543 pb,
enquanto que nas linhagens iSUC2, esperava-se um fragmento bem maior,
de 1934 pb. O tamanho dos fragmentos apresentados nas Figuras 14 e 15 é
condizente com a modificacdo genetica introduzida na linhagem estudada,
exceto pela linhagem BSY021-34B, na qual por motivos ainda néo
esclarecidos ndo apresentou amplificacdo de nenhum fragmento por PCR
especifico para a construcdo do alelo iISUC2, embora os experimentos que
serdo apresentados adiante confirmam a sobre-expressdo do iSUC2 nesta
linhagem.

Uma andlise semelhante visando confirmar a modificacdo da regido

promotora e sobre-expressdao do gene AGT1 esta mostrada na Figura 16.



Os resultados de PCR,

mostram que as linhagens sem alteracdo no gene AGT1 apresentam

fragmento de 551 pb,

inserido o modulo TRP1+pADH1 a frente do AGT1 apresentam

utilizando os respectivos primers (Tabela

enquanto que aquelas
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2),
um
linhagens nas quais foi

um

fragmento de 1942 pb. Inclusive, pode ser verificada a existéncia dos dois

alelos na linhagem HCJO0O01 (vide Figura 16 e Figura 13 acima).

Figura 16 - Confirmacdo por PCR da insercdo do mddulo de sobre-expressdo na

regido do gene AGT1 no genoma de linhagens de S. cerevisiae.
tamanhos dos fragmentos obtidos

Os
indicam a presenca da construcdo

desejada.
Primerverificador F AGT1 sobre-expresso
—_—
P e e
el e TRPT | PADH1 | ! AGT1 h
UASmal e e e e e ATG
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

A Figura 17 apresenta a confirmacdo por PCR da sobre-expressdo do

gene AGT1, utilizando a estratégia de inser¢do do mddulo contendo o

promotor forte constitutivo pGPD seguido pelo gene AGT1 com seu

terminador trocado pelo tPGK, nas regides dos elementos Tyl. Pela regido
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de ligacdo dos oligonucleotideos, esperava-se a obtencdo de um fragmento

de 551 pb para as linhagens que possuissem o gene AGT1 na sua forma

normal (selvagem), enquanto que as linhagens que apresentassem o0 gene

AGT1 regulado pelo promotor pGPD, deveriam apresentar um fragmento

de 840 pb. Linhagens que ndo possuiam no seu genoma qualquer forma do

gene AGT1 nao deveriam apresentar amplificacao,

linhagem BSY022-26C.

como ocorrido na

Figura 17 - Confirmagdo por PCR da inser¢cdo do médulo de sobre-expressdao do gene

AGT1 nos elementos

tamanhos dos fragmentos obtidos

Tyl genoma de

linhagens de S.
indicam a presenca da construcgéo

cerevisiae. Os

desejada. Foram utilizados 2 pares de primers em diferentes rea¢gbes de
PCR para cada linhagem. Apd6s a reacdo, as amostras foram misturadas e

pipetadas no poco referente a cada linhagem no gel de corrida
eletroforética.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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E importante ressaltar que neste caso a técnica de PCR permite
apenas a confirmacdo de que houve a recombinacdo homdloga e que as
sequéncias agora se encontram presentes nas regifes esperadas. Porém, ¢
necessario verificar a correta funcionalidade das modificacfes
introduzidas no genoma de cada linhagem, ou seja, se ocorre a expressao
da proteina conforme o esperado. No intuito de confirmar as modificacdes
genéticas, foram realizados experimentos bioquimicos capazes de

identificar fenotipicamente a funcionalidade dos genes em estudo.

4.2 Caracterizacdo das linhagens geneticamente modificadas

Em S. cerevisiae o gene SUC2 permite a sintese das formas intra e
extracelular da enzima invertase (GROSSMANN, ZIMMERMANN, 1979;
CARLSON, BOTSTEIN, 1982). A atividade da enzima invertase nas
diferentes linhagens, ap0s crescimento em sacarose, estd mostrada na
Figura 18. As linhagens wt CEN.PK2-1C e CEN.PK122 apresentam, como
esperado, alta atividade da invertase extracelular e baixa atividade da
forma intracelular da enzima, e resultado semelhante foi obtido com as
linhagens industriais CAT-1 e PE-2. Por outro lado, as linhagens das
séries BSY e HCJ apresentaram altos niveis de atividade invertase
intracelular. Inclusive, as linhagens dipléides HCJ003, 006, 007 e 008,
que possuem duas copias do alelo modificado iISUC2, apresentaram niveis
de invertase intracelular maiores do que as linhagens diploides HCJO001 e
002, ambas com apenas uma cOpia do gene iSUC2 (vide Figura 13).

Um detalhe que deve ser ressaltado é o fato de que é possivel notar
na Figura 18 que as linhagens com o gene iSUC2 apresentam uma suposta
atividade invertase extracelular. Como qualquer outra técnica, a técnica
utilizada para estimar a atividade invertase extracelular possui limitacdes.
Uma das etapas no ensaio enzimatico é a utilizacdo do fluoreto de sodio
(NaF) para evitar que a glicose formada a partir da sacarose seja
metabolizada pela via glicolitica. O fluoreto se liga ao magnésio (Mg?*) e
inibi a acdo da enzima enolase, que tem o papel de desidratar o 2-

fosfoglicerato, formando uma moléecula de agua e fosfoenolpiruvato. Com
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a via glicolitica parada, a glicose que é formada a partir da sacarose pela
acdo da forma extracelular da enzima invertase ndo pode ser metabolizada
pelas células de levedura, que € entdo quantificada para calcular a
atividade especifica da enzima (SILVEIRA, CARVAJAL, BON, 1996).
Porém, como as condi¢BGes utilizadas para determinar a hidrolise e o
transporte utilizam o mesmo pH para incubar as células, nas linhagens que
ndo possuem atividade invertase extracelular a sacarose pode ser captada
rapidamente para o interior da célula. A seguir, a grande quantidade de
glicose liberada pela hidrolise intracelular da sacarose pode sofrer escape
para o exterior da célula por meio dos transportadores de hexoses HXTs,
capazes de transportar aclUcares nos dois sentidos (BOLES,
HOLLEMBERG, 1997). Isso pode levar a deteccdo de glicose no meio,

resultando na falsa impressdo de uma atividade invertase extracelular.

Figura 18 - Atividade invertase nas linhagens de S. cerevisiae. Apds crescimento em
meio YP-2% sacarose, as atividades invertase intra e extracelular foram
determinadas nas células das linhagens indicadas como descrito em
Materiais e Métodos.
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Contudo, o resultado do experimento de determinacédo da atividade da
invertase em gel de poliacrilamida apo6s corrida eletroforética, mostrada
na Figura 19, mostra claramente que as linhagens contendo o gene iSUC?2
expressam apenas a forma intracelular (~135 kDa) néo-glicosilada e néo-
oligomérica da enzima, enquanto que nas linhagens SUC2 wt a forma
extracelular (>>270 kDa) é também visivel no topo do gel (GROSSMANN,
ZIMMERMANN, 1979; WILLIAMS et al., 1985; REDDY et al., 1988).
Note que a linhagem BSY021-34B, que ndo teve sua modificagdo do
iISUC2 confirmada por PCR, apresentou apenas a forma intracelular da

invertase.

Figura 19 - Eletroforese em gel de poliacrilamida da invertase presente nas células.
Extratos celulares das linhagens indicadas foram submetidos a
eletroforese, e a atividade invertase determinada colorimetricamente no
gel como descrito em Materiais e Métodos. As posi¢bes das duas
isoformas da invertase estdo indicadas a esquerda da figura.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)
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Por outro lado, como a expressdo da invertase extracelular ¢
sabidamente reprimida pela glicose (REDDY et al., 1988; OZCAN et al.,
1997; DYNESEN et al., 1998; SCHMIDT, 1998; BU, ECHEGARAY et al.,
2000; HERWING et al., 2001; HAQ, SHAFIQ, ALI, 2003; BELINCHON,
GANCEDO, 2006), as modificagfes introduzidas no gene SUC2, que
posicionaram um promotor forte e constitutivo regulando a expressdo da
forma intracelular da invertase (alelo iSUC2), podem ser melhor
visualizadas ap06s crescimento das linhagens em glicose (Figura 20).
Enquanto que as linhagens industriais e a linhagem wt CEN.PK122
apresentaram baixissimos niveis de atividade invertase, tanto da forma
intracelular mas principalmente da forma extracelular, as linhagens que
sofreram modificagdo no gene SUC2 continuaram apresentando elevados
niveis de atividade da invertase intracelular, mesmo apds crescimento em
glicose. Estes resultados indicam que a estratégia utilizada para a sobre-
expressdo do alelo iSUC2 estd, de fato, conduzindo a expressao
constitutiva deste gene com um aumento significativo na producdo da
invertase intracelular, independentemente da presenca de repressores e/ou
ativadores classicamente envolvidos na regulacdo da expressdo dos genes
SUC, além de estar impedindo a producdo da forma extracelular da
enzima.

A atividade do transportador Agtlp foi avaliada através do transporte
de p-nitrofenil-a-D-glicosideo (pNPaG) pelas células, um substrato
analogo a maltose e especifico para a permease codificada pelo gene
AGT1 (HOLLATZ, STAMBUK, 2001). A Figura 21 mostra que as
linhagens PSY003, HCJO01 e 002, que possuem o gene AGT1 regulado
pelo promotor constitutivo pADH1, e as linhagens HCJ005-2, 006 e 007,
que possuem este gene regulado pelo promotor constitutivo pGPD,

apresentaram uma atividade de transporte maior que as outras linhagens.
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Figura 20 - Atividade invertase nas linhagens de S. cerevisiae. Apds crescimento em
meio YP-2% glicose, as atividades invertase intra e extracelular foram
determinadas nas células das linhagens indicadas como descrito em
Materiais e Métodos.
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A linhagem HCJ003, que possui duas coOpias normais do gene,
apresentou uma atividade de transporte semelhante a da linhagem wt
CEN.PK122, o mesmo se aplicando as linhagens hapldides BSY021-34B e
CEN.PK2-1C. A linhagem dipldide HCJ008, que possui apenas uma copia
do gene AGTL1, apresentou a metade da atividade de transporte encontrada
na linhagem CEN.PK122. Como esperado, a linhagem BSY022-26C
(agtlA) ndo apresentou transporte do substrato. Sabe-se que as linhagens
industriais CAT-1 e PE-2 possuem o gene AGT1, mas este gene ¢
aparentemente nao-funcional nestas linhagens ja que estas células séo
incapazes de fermentar eficientemente a maltotriose, uma caracteristica ja
descrita para outras linhagens industriais (ZASTROW et al., 2000, 2001;
VIDGREN, RUOHONEN, LONDESBOROUGH, 2005; STAMBUK et al.,
2006; ALVES JUNIOR, 2010; DUVAL et al. 2010). Recentemente Alves
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Junior (2010) realizou uma analise por sequenciamento do gene AGT1
nestas linhagens, e ficou «claro que embora o0 gene apresente
polimorfismos na sequéncia, ele codifica uma proteina inteira, mas com
uma regido promotora muito diferente dos genes MAL conhecidos
(VIDGREN et al., 2011).

Figura 21 - Atividade de transporte pela permease Agtlp. Apo6s crescimento em meio
YP-2% sacarose, foi determinada a atividade de transporte do substrato
PNPoG pelas células das linhagens indicadas, conforme descrito em
Materiais e Métodos.
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No experimento apresentado na Figura 21 os dados de transporte séo
definidos a partir do produto (p-nitrofenol) liberado durante a hidrélise
do pNPaG pela enzima maltase (a-glicosidase) ap0s o transporte. Sendo
assim, este experimento depende diretamente da atividade enzimaéatica da
maltase nas células de levedura, uma vez que a auséncia desta enzima ou
sua baixa atividade de hidrolise pode subestimar ou até mesmo impedir a

determinacdo da atividade de transporte do pNPaG pela permease Agtlp.
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A Figura 22 mostra os resultados da atividade enzimtica da maltase com
0s substratos maltose e pNPaG em algumas das linhagens analisadas.
Apesar da variacdo existente entre as linhagens, todas apresentam
consideravel atividade maltase, e portanto a menor atividade de transporte
apresentada pelas linhagens HCJ003 e 008 ndo sdo consequéncia de uma

menor atividade de hidrdlise do pNPaG (comparar as Figuras 21 e 22).

Figura 22 - Atividade de hidrdlise pela maltase. Apdés crescimento em meio YP-2%
sacarose, as atividades de hidrélise dos substratos pNPaG e maltose
pelas células das linhagens indicadas foram determinadas conforme
descrito em Materiais e Métodos.
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4.3 Metabolizacdo de acucares pelas linhagens

A Figura 23 apresenta o perfil de crescimento em varias fontes de
carbono para cada combinacdo possivel dos genes SUC2 e AGT1
analisados neste trabalho. Nesta figura é possivel notar que a linhagem wt

apresentou bom crescimento em glicose, maltose, maltotriose, sacarose e
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rafinose. O crescimento em rafinose foi menor do que nas outras fontes de
carbono, o que pode ser explicado pelo fato da rafinose ser um
trissacarideo formado por uma molécula de a-D-galactose ligada a uma
molécula de a-D-glicose ligada a uma molécula de B-D-frutose. Para
consumir todo este acgucar, a célula precisa expressar duas enzimas
diferentes: a invertase extracelular, para hidrolisar a ligacdo entre a
frutose e a glicose, e a melibiase (a-D-galactosidase), para hidrolisar a
ligacdo entre a galactose e glicose (ALBON, GROSS, 1950; WILLIAMS,
BEVENUE, 1951; FLETCHER, DIEHL, 1952). Como linhagens de S.
cerevisiae ndo possuem melibiase, as células consomem apenas a frutose
liberada no meio gracas a atividade da invertase extracelular.

Por outro lado, a delecdo do gene SUC2 continua permitindo o
crescimento em sacarose (Figura 23), porém torna a célula incapaz de
utilizar a rafinose. Isso ocorre devido ao transporte do acucar e a
presenca da maltase (a-glicosidase), uma enzima expressa pelo gene
MAL22 e que é capaz de hidrolisar tanto a maltose quanto a sacarose
(KAHN, ZIMMERMANN, EATON, 1973; NEEDLEMAN, 1991; BADOTTI,
BATISTA, STAMBUK, 2006; DARIO, 2007; BADOTTI et al., 2008).

Ja a delecdo do gene AGT1 (transportador de alta afinidade para
sacarose, e baixa para maltose e maltotriose) afeta apenas a metabolizacao
da maltotriose, como j& descrito anteriormente (ALVES JUNIOR et al.,
2008). Finalmente, as linhagens que apresentam a delecdo de ambos os
genes AGT1 e SUC2, passaram a ndo metabolizar ndo s6 a maltotriose e
rafinose, mas também a sacarose (Figura 23). Esta caracteristica foi
utilizada na estratégia de obtencdo da linhagem com o gene SUC2
modificado para sobre-expressar a forma intracelular da invertase
(linhagem iSUC2 PSYO004), como mostrado na Figura 11 acima. Foi
postulado que uma linhagem que ndo apresenta o gene AGT1, porém
expressa o gene iSUC2, também n&o cresceria em meios contendo rafinose
e maltotriose, embora seu comportamento na presenca de sacarose era uma
incognita. De fato, esta linhagem ainda consegue apresentar crescimento
em sacarose, apesar de ser claramente mais lento (Figura 23). Como

mostrado por Badotti et al. (2008), células de S. cerevisiae com delecgéo
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do AGT1 continuaram transportando e utilizando o dissacarideo,
transporte provavelmente mediado pelos transportadores de maltose
codificado pelo(s) gene(s) MALx1l, que possuem baixa afinidade pela
sacarose (STAMBUK, BATISTA, DE ARAUJO, 2000; STAMBUK, DE
ARAUJO, 2001).

Figura 23 - Crescimento das linhagens em diferentes fontes de carbono. A densidade
Otica das culturas inoculadas com as linhagens indicadas no meio YP com
as diversas fontes de carbono foi determinada ao longo do tempo numa
placa de 96 pocos como descrito em Materiais e Métodos.
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Apds a obtencdo da linhagem agtlA + iSUC2, e cruzamento com

linhagens AGT1 + suc2A (vide Figura 11 acima), foi possivel obter as
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linhagens contendo apenas a forma intracelular da invertase sobre-
expressa (iSUC2) e nenhum problema no transporte de sacarose (AGT1),
permitindo a utilizacdo eficiente da sacarose presente no meio pela sua
captacdo direta e hidrdlise intracelular (Figura 23). As varias linhagens
hapléides obtidas nos cruzamentos descritos nesta figura foram
posteriormente cruzadas com outras linhagens hapldéides que sobre-
expressam (ou ndo) o gene AGT1, permitindo a obtencdo de outros
conjuntos de linhagens dipldéides com caracteristicas desejadas (vide
Figura 13 acima).

Finalmente, cabe salientar que até o momento ndo ha estudos
indicando alguma forma de transporte da rafinose para o meio intracelular
em S. cerevisiae, caracteristica que foi inclusive utilizada para a
expressdo de um transportador codificado por um gene heterélogo (MBT1)
obtido de um fungo fitopatogeno, e que transporta com sucesso a rafinose
e melibiose nas células de levedura (LINGNER et al., 2011). Entretanto,
nossos resultados indicam que a permease AGT1 provavelmente transporta
rafinose, provavelmente com baixa atividade, uma vez que a linhagem
iISUC2 + AGT1 apresenta um crescimento marginal em rafinose, enquanto
que a linhagem iSUC2 + agtlA ¢ totalmente incapaz de wusar este
trisaccarideo (Figura 23).

A Figura 24 apresenta o perfil de crescimento das linhagens diploides
em meio rico YP contendo 2% sacarose, onde as linhagens wt CEN.PK122,
e a linhagem industrial CAT-1, foram utilizadas como controle. Enquanto
estas duas linhagens iniciam a fase exponencial de crescimento por volta
de 10 horas de incubacdo, as linhagens dipldéides modificadas do grupo
HCJ alcangam esta fase mais cedo, por volta de 5 horas, demonstrando
maior habilidade em meios contendo sacarose. Contudo, as linhagens
HCJ002, HCJ003 e HCJ008 apresentaram uma velocidade de crescimento
menor que as linhagens wt CEN.PK122 e CAT-1. Mesmo possuindo um
alelo pADH1::AGT1, a linhagem HCJ002 n&o demonstrou diferencgas
notaveis no seu perfil de crescimento em comparacdo com as linhagens
HCJ003 e 008, que possuem apenas alelos normais do gene AGT1 (Figura
13). Em contrapartida, as linhagens dipldéides HCJ006 e HCJO007
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apresentaram notavel habilidade de crescimento em meio contendo
sacarose, iniciando e encerrando sua fase exponencial de crescimento
mais rapidamente que as outras linhagens. A presenca do alelo
pGPD::AGT1::tPGK nas linhagens HCJ006 e 007 induziu um aumento na
velocidade de crescimento em sacarose frente as outras linhagens,
principalmente se comparadas a linhagem HCJ008, que é isogénica a
linhagem HCJ006, porém sem o alelo pGPD::AGT1::tPGK (vide Figura
13).

Figura 24 - Crescimento das linhagens dipléides em meio YP com sacarose 2%. A
densidade 6tica das culturas inoculadas com as linhagens indicadas foi
determinada ao longo do tempo numa placa de 96 pogos como descrito
em Materiais e Métodos.
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4.4 Analise do perfil fermentativo em baixas concentrac¢des de sacarose

Para avaliar os efeitos da sobre-expressdo dos genes iSUC2 e AGT1
no perfil fermentativo das novas linhagens em meios com sacarose e
simulando as condi¢cGes existentes nos processos industriais, foram
realizadas fermentacdes em batelada com altas concentracfes de celulas
(aproximadamente 10 g/L de peso seco, 30 g/L de peso Umido), como
descrito em Materiais e Meétodos. Inicialmente foram realizados
experimentos de fermentacdo em batelada contendo 20 g/L de sacarose,
que € considerada uma concentracdo baixa para a industria (WHEALS et
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al., 1999; BORZANI et al., 2001). A Figura 25 demonstra o perfil
fermentativo da linhagem industrial CAT-1. Esta linhagem esgotou os
aclcares em pouco mais de uma hora, com producdo de ~5 g/L de glicose

e frutose, e alcancando um pico de 8 g/L de etanol em 1 hora.

Figura 25 - Fermentacdo em batelada com 20 g/L de sacarose pela linhagem CAT-1.
O consumo de sacarose, producdo de glicose, frutose e etanol, bem como
a concentracdo celular, foram determinados ao longo do tempo conforme
descrito em Materiais e Métodos.
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Na Figura 26, a linhagem CEN.PK2-1C consome rapidamente a
sacarose nas primeiras 2 hs, produzindo 3-4 g/L de glicose e frutose no
meio, devido & hidrdlise causada pela atividade invertase extracelular que
esta linhagem possui. A seguir todos os aclcares foram fermentados até
etanol, enquanto que a biomassa praticamente dobrou durante o processo
de fermentacao.

Um perfil de fermentacdo distinto foi observado quando a linhagem
hapléide BSY021-34B foi utilizada. Esta linhagem apresenta em seu
genoma um alelo do gene iSUC2, e neste caso a sacarose contida no meio
também foi consumida e fermentada em ~2 hs, porém praticamente nédo foi
detectado glicose ou frutose extracelularmente (Figura 26), refletindo a
auséncia da invertase extracelular nesta linhagem. Apesar do novo
comportamento demonstrado por esta linhagem, a producdo de etanol e o

tempo de consumo da sacarose ndo foram afetados, o que ja caracteriza
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uma vantagem para esta linhagem, uma vez que foi diminuida a
disponibilidade de glicose e frutose no meio para eventuais

microrganismos indesejaveis.

Figura 26 - Fermentacdo em batelada com 20 g/L de sacarose pelas linhagens
haploides. O consumo de sacarose, producdo de glicose, frutose e
etanol, bem como a concentracdo celular, foram determinados ao longo
do tempo conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Os resultados obtidos com as linhagens diploides estdo apresentados
na Figura 27. Enquanto que a linhagem wt CEN.PK122 consumiu toda a
sacarose em 2 hs, produzindo 3-4 g/L de glicose e frutose no meio, de
forma semelhante a linhagem hapldéide CEN.PK2-1C (Figura 26), as
linhagens diploides geneticamente modificadas apresentaram perfis de
consumo e fermentagcdo de sacarose distintos (vide Figura 27), embora o
perfil de captacdo direta e hidrdlise intracelular da sacarose esteja

claramente presente.



Figura 27 - Fermentagdo em batelada com 20 g/L de sacarose pelas
dipléides. O consumo de sacarose,

producdo de glicose,
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linhagens
frutose e

etanol, bem como a concentracdo celular, foram determinados ao longo
do tempo conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Em termos gerais, € possivel verificar que as linhagens que
apresentam o gene AGT1 normal (a HCJ003 com duas cOpias, e a HCJ008
com apenas uma cépia) fermentaram a sacarose mais lentamente, levando
~3 hs para o consumo total do aclUcar (Figura 27). Um consumo mais
rdpido da sacarose foi observado com a linhagem HCJ002, que possui uma
copia do iISUC2 e do pADH1::AGT1 no seu genoma, e principalmente com
a linhagem HCJO007 que possui duas coOpias do gene iSUC2 e
possivelmente véarias cépia(s) do gene pGPD::AGT1::tPGK inseridas nos
elementos Tyl do seu genoma (Figura 27). Assim, os resultados sugerem
que a sobre-expressao do AGT1 contribui para o aumento da velocidade da
captacdo da sacarose, apesar de que as baixas concentracdes de sacarose
utilizadas podem né&o ser suficientes para refletir um incremento na sua
captacdo pela permease Agtlp. E importante salientar que a linhagem
HCJ007 possui duas cépias do gene iSUC2, enquanto que a linhagem

HCJ002 possui apenas uma coOpia deste alelo.

4.5 Analise do perfil fermentativo em altas concentrag¢des de sacarose

A seguir analisamos o desempenho destas linhagens em fermentacdes
em batelada contendo 200 g/L de sacarose, ensaio experimental que se
assemelha mais as condi¢des industriais de producdo de éalcool
combustivel no Brasil (WHEALS et al., 1999; BORZANI et al., 2001). Na
Figura 28 encontra-se o perfil fermentativo da linhagem industrial CAT-1
(dados semelhantes foram obtidos com a linhagem industrial PE-2).
Nestas linhagens industriais a formacdo de glicose mais frutose no meio
alcancou picos de até ~190 g/L, confirmando a hidrélise extracelular da
sacarose presente no meio, e 0 esgotamento destes aclUcares se deu em ~9
horas, produzindo ~100 g/L de etanol. Como pode ser observado na Figura
29, a linhagem haploide CEN.PK2-1C consome rapidamente a sacarose nas
primeiras 9 hs de fermentagdo. Porém, a hidrélise extracelular da sacarose
produziu até 100 g/L de glicose e frutose no meio, que s& foram

completamente consumidas e fermentadas em ~21 hs.
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Figura 28 - Fermentacdo em batelada com >200 g/L de sacarose pela linhagem
industrial CAT-1. O consumo de sacarose, producdo de glicose, frutose
e etanol, bem como a concentracdo celular da cultura, foram
determinados ao longo do tempo conforme descrito em Materiais e
Métodos.

CAT-1 CAT-1 CAT-1

- -+ 100

0

o]

3

e

4]

3

=

— %

® 2

— = T 80 (O_]

2 o

2 . - 60 =

(1] )

o e
(3]

o . - 40 @

g

0 O 12 @

(1/6) joueig ep oednpoid @ 8sojnio

1 1 T 1 1 1 I__0

LI B |
0 3 6 9 1215 18 21 240 3 6 9 12 1518 21 240 3 6 9 12 15 18 21 24

Tempo (h)
—&— Sacarose —l- Glicose )
O~ Concentragdo Celular —W— Frutose %~ Produgéo de Etanol

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

A linhagem hapléide BSY021-34B (Figura 29), que possui o gene
iISUC2 no seu genoma, apresentou um perfil fermentativo diferente, e
apesar do esgotamento da sacarose ter ocorrido em ~12 hs, é possivel
notar que a partir de ~9 hs de fermentacdo ocorre producdo de glicose e
frutose no meio (~40 g/L), exatamente no periodo em que ocorre uma
rapida captacdo de sacarose pelas células. Apesar de o esgotamento total
dos agulcares ter ocorrido em ~18 hs, menor tempo do que sua parental, a
producdo de etanol pela linhagem BSY021-34B néo foi eficiente.

No caso das linhagens diploides (Figura 30), a linhagem wt
CEN.PK122 apresentou perfil fermentativo semelhante ao da linhagem
CEN.PK2-1C (Figura 29), porem ¢é possivel perceber que tanto a
velocidade de hidrélise da sacarose quanto a velocidade de consumo dos
aclcares totais foram muito maiores do que na linhagem hapldide, e assim
a linhagem dipldide consegue fermentar todos os aclcares em ~12 hs.
Entretanto, os picos de producdo de glicose e frutose no meio e a
producdo de etanol se mostraram muito semelhantes nas duas linhagens. A
linhagem dipléide CEN.PK122 apresenta, portanto, uma velocidade e

capacidade fermentativa parecida a das linhagens industriais CAT-1
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(Figura 28) e PE-2 (dados ndo mostrados).

Figura 29 - Fermentacdo em batelada com >200 g/L de sacarose pelas linhagens
hapldides. O consumo de sacarose, producdo de glicose, frutose e
etanol, bem como a concentracdo celular da cultura, foram determinados
ao longo do tempo conforme descrito em Materiais e Métodos.
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No caso das linhagens dipléides geneticamente modificadas, apesar
de todas produzirem pouca glicose e frutose no meio, como seria esperado
por possuirem o gene iSUC2, o consumo da sacarose foi diferente para
cada linhagem (Figura 30). As linhagens HCJ003 e 008 novamente foram
as que consumiram e fermentaram a sacarose mais lentamente, resultado
semelhante ao ja observado com 20 g/L do aclcar (Figura 27). No caso da
linhagem HCJ002, que fermentou bem baixas concentragfes de sacarose
(Figura 27), a fermentagdo de >200 g/L deste agucar foi tdo lenta como as
observadas para as linhagens HCJ0O03 e HCJ008 (Figura 30). Por outro
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lado, as linhagens que apresentaram o melhor perfil fermentativo foram a
HCJ006 e 007, novamente ressaltando a importancia da expressao
constitutiva do gene AGT1 para a eficiente fermentacdo da sacarose.

Tanto a linhagem HCJ006 (duas cdpias do iSUC2, uma cépia do AGT1
normal e cdpias do pGPD::AGT1::tPGK inserido nos elementos Tyl do seu
genoma), quanto a linhagem HCJ007 (duas cépias do iSUC2, e coOpias do
pGPD::AGT1::tPGK inserido nos elementos Tyl do seu genoma),
consumiram e fermentaram toda a sacarose em ~9 horas. E importante
salientar que estas duas linhagens foram construidas a partir de uma
mesma linhagem hapléide (HCJ005-2), que teve inserido nos elementos
Tyl do seu genoma o médulo pGPD::AGT1::tPGK (Figura 13).

Quando a sacarose é hidrolisada no meio extracelular ocorre uma
alteracdo osmotica muito brusca devido as altas concentragdes de glicose
e frutose liberadas no meio. Para evitar a saida da agua, a célula sinaliza
para o aumento da producdo e retencdo do glicerol, que, neste caso,
mantém o equilibrio osmdtico dentro da célula (HERSEN et al., 2008).
Porém, a producdo de glicerol compete diretamente pelos carbonos do
actucar com a producdo de etanol (MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997).
Nossos resultados indicam de fato uma possivel correlacdo inversa entre a
producdo de etanol e de glicerol pelas linhagens (Figura 31), e uma
correlacdo direta entre a producdo de glicose e frutose no meio com a
producdo de glicerol pelas linhagens (Figura 32), corroborando a teoria do
estresse osmadtico provocado pela rapida hidrélise extracelular de altas
concentracdes de sacarose (MYERS, LAWLOR, ATTFIELD, 1997;
HERSEN et al., 2008).

4.6 Analise da expressdo dos genes SUC2 e AGT1 nas linhagens

No intuito de entender as diferencas observadas na capacidade
fermentativa das diferentes linhagens geneticamente modificadas (Figuras
27 e 30), analisamos a expressdo dos genes SUC2 e AGT1 em linhagens

representativas de cada modificacdo introduzida no genoma das leveduras.
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Figura 30 - Fermentacdo em batelada com >200 g/L de sacarose pelas linhagens
diplédides. O consumo de sacarose, producdo de glicose, frutose e
etanol, bem como a concentragdo celular da cultura, foram determinados
ao longo do tempo conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 31 - Producdo de etanol em fun¢do do glicerol produzido pelas linhagens
indicadas durante as fermentagfes em batelada de >200 g/L de sacarose.
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Figura 32 - Producdo de acuUcares redutores (glicose e frutose) no meio em fung¢édo do

glicerol produzido pelas linhagens indicadas durante as fermentag¢Ges em
batelada de >200 g/L de sacarose.
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Como pode ser observado na Figura 33, nas linhagens que apresentam
0 gene SUC2 normal (CEN.PK2-1C e CEN.PK122) a expressdo deste gene
¢ baixa quando as células estdo consumindo glicose como fonte de
carbono, sendo que e a expressdo deste gene aumenta ~2 vezes quando as
células foram cultivadas na presenca de sacarose (Figura 33). Nas
leveduras que possuem o alelo pADH1::iSUC2 (linhagens HCJ005-2, 003 e
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007) a expressdo deste gene é claramente alta, e geralmente maior quando
a glicose foi a fonte de carbono, em comparacdo as células metabolizando
a sacarose (Figura 33). Isto pode ser explicado pelo fato do promotor do
gene ADH1 ser fortemente induzido pela presenca de glicose no meio
(BEIER, YOUNG, 1982; RUOHONEN, AALTO, KERANEN, 1995,
ELBING et al., 2004). Por outro lado, € possivel perceber que a presenca
de dois alelos modificados aumenta mais a expressdo do gene SUC2 (p.ex.
linhagens HCJ003 e 007, Figura 33), em comparagdo com linhagens que
apresentam apenas um alelo (p. ex. linhagem HCJ005-2, Figura 33). A
linhagem PSYO003 foi incluida como controle negativo, jd que esta
linhagem é deletada no gene da invertase (suc2A), e¢ de fato ndo

apresentou expressdo do gene SUC2 (Figura 33).

Figura 33 - Andlise da expressdao do gene SUC2. Células das linhagens indicadas,
crescidas em meios YP contendo 2% sacarose ou glicose, foram
coletadas para extracdo de RNA e anélise da expressdo por RT-gqPCR,
como descrito em Materiais e Métodos. Os valores representam a
expressdo relativa do gene SUC2 em relacdo ao gene ACT1.
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E importante salientar que os resultados da analise da expressdo do
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gene SUC2 (Figura 33) estdo de acordo com o0s niveis de atividade
invertase intra- e extracelular no caso das linhagens wt, e da invertase
intracelular nos caso das linhagens iSUC2 (Figuras 18 e 20), embora
diferencas na atividade invertase provocadas pelo numero de cépias do
gene ndo sejam tdo aparentes.

No caso do gene AGT1 a situacdo € um pouco mais complexa, uma
vez que foram utilizadas duas estratégias para sobre-expressar este gene:
troca do promotor no lécus do gene no caso das linhagens pADH1::AGT1,
ou insergdo do modulo pGPD::AGT1::tPGK nos elementos Tyl presentes
no genoma das leveduras. E importante ressaltar que as linhagens
contendo esta ultima modificacdo fermentaram a sacarose melhor do que
aquelas que possuiam o alelo pADH1::AGT1 (Figuras 27 e 30). Nas
linhagens wt CEN.PK2-1C e CEN.PK122 a expressdo do gene AGT1 foi
baixa quando as células utilizavam glicose como fonte de carbono, e a
expressdo deste gene aumenta 2-3 vezes quando as celulas foram
cultivadas na presenca de sacarose (Figura 34), provavelmente refletindo
uma menor repressdo pela sacarose nestas linhagens MAL constitutivas. A
linhagem diploide HCJO003 apresenta duas coOpias do gene AGT1 normais,
mas a presenca do gene iSUC2 no seu genoma faz com que a expressdo do
gene AGT1 aumente de forma significativa quando estas células estdo
metabolizando a sacarose através da hidrdlise intracelular, indicando que
a repressdo da expressdo do gene AGT1 provavelmente ocorre pela
presenca de glicose (e frutose) no meio extracelular, e ndo no interior da
célula (Figura 34).

Ainda na Figura 34 é possivel observar que o alelo pADH1::AGT1
(presente na linhagem PSYO003) de fato induz uma maior expressdao do
gene, com um padrdo de expressdao semelhante ao do gene SUC2 nas
linhagens contendo o alelo pADH1::iSUC2, isto é, a expressdo do gene
AGT1 foi maior quando a glicose foi a fonte de carbono, em comparacéo
as células metabolizando a sacarose. No caso das linhagens que possuem o
modulo pGPD::AGT1::tPGK nos elementos Tyl presentes no genoma das
células (p.ex. nas linhagens HCJ005-2 e 007) a expressao do gene foi alta

quando as celulas foram crescidas em ambas as fontes de carbono (Figura
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34). Inclusive, é importante salientar que os niveis de expressdo do gene
AGT1 foram semelhantes no caso das linhagens hapldoides PSYO003
(pPADH1::iSUC2) e HCJ005-2 (pGPD::AGT1::tPGK nos elementos Tyl),
indicando que ambas as estratégias de substituicdo do promotor do gene
AGT1 funcionaram.

Figura 34 - Analise da expressdo do gene AGT1. Células das linhagens indicadas,
crescidas em meios YP contendo 2% sacarose ou glicose, foram
coletadas para extracdo de RNA e analise da expressdo por RT-qPCR,
como descrito em Materiais e Métodos. Os valores representam a
expressdo relativa do gene AGT1 em relacdo ao gene ACTL1.
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E importante salientar que os resultados de expressdo do gene AGT1
reportados na Figura 34 estdo de acordo com a atividade de transporte de
pNPaG pelas mesmas celulas (Figura 21). No intuito de encontrar
possiveis explicacdes para o aparente insucesso da modificacdo do AGT1
com o promotor pADH1 nos experimentos de fermentacdo de sacarose
(Figuras 27 e 30), foi realizado uma analise do transporte de [**C]-

sacarose pelas diferentes linhagens (Figura 35). E possivel perceber que
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mesmo possuindo o alelo pADH1::AGT1, a linhagem PSY003 apresentou
uma capacidade de transporte de sacarose apenas um pouco maior que as
linhagens CEN.PK2-1C, CEN.PK122 e HCJ003, que ndo possuem
modificacdes no gene AGT1, em contraste com as altas atividades de
transporte de ['“C]-sacarose verificadas nas linhagens HCJ005-2 e
HCJ007, que possuem o alelo pGPD::AGT1::tPGK nos seus genomas.
Portanto, apesar das linhagens que possuem o alelo pADH1::AGT1 no seu
genoma apresentarem alta atividade de transporte de pNPaG (Figura 21), e
alta expressdo do gene AGT1 (Figura 34), o transporte de sacarose néo
esta sendo realizado de forma eficiente pela proteina Agtlp, sintetizada a

partir deste alelo.

Figura 35 - Atividade de transporte de ['*C]-sacarose pela permease AGT1. Apés
crescimento em meio YP-2% sacarose, foi determinada a atividade de
transporte do substrato [**C]-sacarose pelas células conforme descrito
em Materiais e Métodos.
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FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Corroborando os dados ja obtidos pelo nosso grupo de pesquisa
(ALVES JUNIOR, 2010), as linhagens CAT-1 e PE-2 ndo apresentaram

transporte de ['*C]-sacarose quando crescidas em sacarose (Figura 35).
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Como o transporte de sacarose pela linhagem PSY003 difere daquele
apresentado na Figura 21 com substrato o pNPaG, um analogo a maltose
especifico para a permease Agtlp (HOLLATZ, STAMBUK, 2001), este
substrato difere estruturalmente da sacarose. Portanto, uma possibilidade
seria que o alelo pADH1::AGT1 possa ter sofrido alguma mutagdo na sua
sequencia, alteracdo que poderia estar reduzindo a atividade de transporte
de sacarose por esta permease. Assim, foi realizado o sequenciamento dos
genes SUC2 e AGT1, e suas versdes geneticamente modificadas, presentes

no genoma das linhagens em estudo.

4.7 Sequenciamentos dos genes SUC2 e AGT1 nas linhagens

No intuito de entender as diferencas fenotipicas observadas na
capacidade das diferentes leveduras fermentarem e transportarem a
sacarose, 0s alelos normais (SUC2 e AGT1) e os alelos modificados com o
promotor pADH1 (TRP1-pADH1::iSUC2 e TRP1-pADH1::AGT1) presentes
nas linhagens wt CEN.PK2-1C, e nas geneticamente modificadas HCJ005-
2 e PSYO003, tiveram sua sequéncia determinada (vide Anexo 1).

A Figura 36 mostra os resultados obtidos para o sequenciamento do
l6cus SUC2 presente na linhagem CEN.PK2-1C, e do alelo
TRP1-pADH1::iSUC2 presente na linhagem HCJ005-2. E importante
salientar que a regido que compreende o gene SUC2 (e 1000 nucleotideos
da regidao promotora) na linhagem wt CEN.PK2-1C é 100% idéntica a este
l6cus presente no genoma da linhagem j& sequenciada S288C (GOFFEAU
et al., 1996), e 100% idéntica a este lécus na recentemente sequenciada
linhagem CEN.PK113-7D (OTERO et al., 2010), um outro membro das
linhagens da familia CEN.PK. Como ja descrito em detalhes no inicio
deste trabalho, a regido promotora do gene SUC2 inclui 4 regibes de
ligacdo de proteinas: os sitios CRE, regido regulada pela ligacdo da
proteina Skolp controlada pela via HOG; os sitios A e B, controlados pela
ligacdo de um complexo de proteinas envolvendo principalmente a Miglp
e eventualmente a Rgtlp e/ou a Hxk2p; e a regido "TATA", sitio de

reconhecimento e inicio da transcricdo pela enzima polimerase, além de
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sitio de ligacdo da proteina repressora Sfllp, controlada pela via cAMP.
Em seguida encontra-se o primeiro ATG, que dard origem ao peptideo
sinal. Apds 60 pares de base do primeiro ATG, encontra-se o segundo
ATG, que d& origem & enzima invertase. Mais detalhes podem ser

encontrados na introducdo deste trabalho.

Figura 36 - Representacdo da sequéncia de DNA nos alelos SUC2, presente na
linhagem CEN.PK2-1C, e iSUC2, presente na linhagem HCJ005-2. Os
dados foram obtidos apdés o sequenciamento dos produtos de PCR
obtidos com os primers iSUC2-FWO01 e iSUC2-RV (Tabela 2), a partir
do DNA genbmico das respectivas linhagens, como descrito em
Materiais e Métodos.

CEN.PK2-1C

o 00 o suc2 b
il 1l 1Ll
CRE A B TATA ATG ATG

Perda de base: C
Perda de base: A

r—’ Troca de base: G—=C r—b Mutacdo: AAC = AAG (asn—lis)
TRP1 | pADH1 isucz y |
+ + 4 + 3 \ 4
CRE A B TATA ATG ATG

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Por outro lado, a sequencia de DNA do alelo TRP1-pADHL1::iSUC2
presente na linhagem HCJ005-2 ndo s6 confirmou a inser¢cdo do mddulo de
modificacdo entre o peptideo sinal e o segundo ATG do gene da invertase,
permitindo a sobre-expressdo da forma intracelular da enzima (alelo
iISUC2), como também revelou a existéncia de quatro mutacGes na
sequencia obtida (Figura 36). Este resultado indica que a modificacdo
genética das leveduras pode levar ao aparecimento de outras mutacdes
inespecificas no genoma das células, e ressalta a importancia de realizar
estudos e controles apropriados para verificar a funcionalidade do(s)
gene(s) envolvido(s).

Trés destas mutacdes estdo presentes na regido promotora natural e
na sequencia do peptideo sinal, e portanto ndo devem causar nenhuma
influencia na expressdo génica e sintese da invertase intracelular regulada

pelo promotor pADH1 do alelo pADHL1::iSUC2. Entretanto, uma das



94

mutacOes situa-se na nona base da ORF iSUC2, alterando o terceiro
aminoacido da proteina, com a troca de um aminoacido polar neutro,
asparagina, por um aminodacido basico, a lisina (Figura 36). Esta alteracéo
de aminoacidos poderia explicar a pequena diferenca nas posi¢des das
formas intracelulares da invertase no gel de corrida eletroforética (Figura
19). A troca de um aminoacido polar neutro por um aminoacido basico
pode ter resultado numa alteracdo da carga elétrica da proteina nas
linhagens iSUC2, alterando a forca da corrente elétrica sobre a mesma,
resultando numa velocidade de migragdo no gel diferente da enzima
extraida da linhagem wt. Contudo, aparentemente essa troca de
aminoacido ndo provocou mudancas significativas na atividade e/ou
afinidade da enzima invertase pelo substrato, como pode ser observado em
todos os resultados de determinacdo da atividade invertase apresentados
neste trabalho. Recentemente Oda e colaboradores (2010) mostraram que o
gene SUC2 ¢ altamente polimdrfico entre linhagens de S. cerevisiae,
podendo inclusive ser utilizado para identificar e/ou discriminar linhagens
de S. cerevisiae e S. paradoxus. Apesar do numero elevado de
polimorfismos nas sequencias do gene SUC2, estes autores mostraram que
todas as enzimas codificadas por estes diferentes alelos sdo funcionais
(ODA et al., 2010).

Considerando que foram identificadas mutacGes inespecificas no
alelo pADH1::iSUC2, a seguir sequenciamos o locus AGT1 presente na
linhagem CEN.PK2-1C, e o alelo TRP1-pADH1::AGT1 presente na
linhagem PSYO003 (Figura 37). E importante salientar que a regido que
compreende o gene AGT1 (e 1000 nucleotideos da regido promotora) na
linhagem wt CEN.PK2-1C é 100 % idéntica a este locus presente no
genoma da linhagem ja sequenciada S288C (GOFFEAU et al., 1996), e
100 % de identidade com este ldcus presente na linhagem CEN.PK113-7D
(OTERO et al., 2010).

O l6cus do gene AGT1 ndo modificado consiste em um promotor, com
regides de ligacdo da proteina de ativacdo, regiGes estas chamadas de
UASna, € uma regido “TATA”, regido de inicio da transcricdo do gene
(NEEDLEMAN, 1991; HORAK, 1997; NOVAK, ZECHNER-KRPAN,
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MARIE, 2004; JOHNSTON, KIM, 2005; VERMA, BHAT, VENKATESH,
2005). Em seguida, situa-se a ORF, que dara origem ao mRNA necessario

para a sintese da proteina Agtlp.

Figura 37 - Representacdo dos alelos AGT1, presente na linhagem CEN.PK2-1C, e
pADH1::AGT1, presente na linhagem PSY003. Os dados foram obtidos
ap6s o sequenciamento dos produtos de PCR obtidos com os primers
AGT1-0e-FW01 e AGT1-0e-RV (Tabela 2), a partir do DNA genbémico
das respectivas linhagens, como descrito em Materiais e Métodos.

CEN.PK2-1C

*® @ 92 © AGT1 p |
1l TR |
UASmal TATA ATG

@@mummnn@s  TRP1 AGT1 p—
‘o 4 '

UASmal TATA ATG

FONTE: (ESPIRITO SANTO, 2012)

Em comparacdo ao gene ndo modificado, o alelo apresenta,
exatamente entre o promotor e a ORF, a sequéncia do gene TRP1,
utilizado como marcador auxotrofico para selecdo dos transformantes, e a
sequéncia do promotor do gene ADH1, tudo conforme esperado.

Apesar do gene AGT1 e o novo promotor pADH1 apresentarem suas
sequéncias molde na fita lider (ing — leading), o gene TRP1 apresenta sua
sequéncia molde na fita tardia (ing — lagging). Entretanto, isto néo
interfere na expressdao do gene, uma vez que a sequéncia do gene TRP1
ndo participa da regulacdo do gene AGTL.

De qualquer forma, os resultados do sequenciamento demonstraram
que o alelo pADH1::AGT1 ndo apresenta nenhuma diferenca na estrutura
da ORF em comparacdo com o alelo ndo modificado. Isto anula a hipotese
de uma mutacdo genética e, consequentemente, ndo esclarece o motivo da
baixa atividade de transporte apenas da sacarose nas linhagens que
possuem este alelo. A sequéncia completa e o alinhamento destes genes

podem ser obtidos nas paginas em anexo a este documento.
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5 DISCUSSAO

Varios estudos ja& se propuseram a aumentar o rendimento da
conversdo acucar-etanol. Um dos principais desafios relacionados a
estequiometria da conversdo dos acgucares em etanol pela levedura S.
cerevisiae se deve as considerdveis quantidades de glicerol,
invariavelmente formado como um produto secundario da fermentacao
(NISSEN et al., 2000b). Foi estimado que, em um tipico processo
industrial de producdo de etanol, por volta de 4% dos aclcares séo
convertidos em glicerol (NISSEN et al., 2000b). Apesar do glicerol
também servir como um soluto compativel para manter o equilibrio
osmoético celular em condi¢cdes de alta osmolaridade extracelular
(BLOMBERG, ADLER, 1989), o glicerol estd primordialmente
relacionado ao equilibrio redox entre as rea¢des bioquimicas de
biossintese celular (VAN DIJKEN, SCHEFFERS, 1986).

Durante o crescimento anaerObio por células de S. cerevisiae, a
oxidacdo dos aclUcares se d& pela fermentacdo alcodlica. Neste processo, 0
NADH formado durante a oxidacdo da molécula de glicose pela via
glicolitica, é reoxidado pela conversdo do acetaldeido a etanol,
dependente de NADH. Este padrdo fixo de reciclagem do cofator NADH
nas vias glicolitica e fermentativa tem como consequéncia a formacdo de
produtos como o glicerol, ja que na célula existe uma producdo liquida de
NADH, resultante das varias reacGes de biossintese (ou anabdlicas)
envolvidas no crescimento celular, como o ciclo do acido citrico, a B-
oxidacdo, as reacdes de sintese de aminoacidos, e outras, que resultam na
reducdo do NAD" em NADH. Em condicdes anaerdbicas, a reoxidagdo do
excesso de NADH em S. cerevisiae € estritamente dependente da
conversdo do aclcar presente no meio em glicerol (VAN DIJKEN,
SCHEFFERS, 1986).

Em vista de suas desvantagens energéticas e econbmicas, varias

estratégias de engenharia metabolica tém sido exploradas para reduzir ou
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eliminar a producdo de glicerol em culturas anaerdbias de S. cerevisiae.
Nissen et al. (2000b) desenvolveram uma linhagem de levedura que sobre-
expressava as enzimas glutamato sintase e glutamina sintetase, além de
ter sofrido delecdo do gene que codifica a enzima glutamato
desidrogenase NADPH-dependente, a enzima de maior envolvimento na
assimilacdo de amdnia em S. cerevisiae, e que utiliza o NADPH como co-
fator. Estas modifica¢BGes induziram a substituicdo do consumo do NADPH
na biossintese do glutamato pelo consumo do NADH e ATP nesta
biossintese. Esta estratégia reduziu notavelmente a producdo de glicerol
em cultivos anaerdébios usando aménia como fonte de nitrogénio e
aumentou o rendimento do etanol. Entretanto, ndo obteve 0 sucesso
esperado, j4 que as novas linhagens passaram a apresentar um crescimento
muito lento quando crescidas em amonia. Tentativas de reduzir ainda mais
a producdo de glicerol por meio da expressdo de uma transhidrogenase
heter6loga, visando converter NADH e NADP® em NAD' e NADPH,
também ndo tiveram sucesso (NISSEN et al., 2000a), pois as
concentracdes intracelulares dos cofatores NADP e NADPH acabavam por
induzir a reacdo reversa (NISSEN et al., 2001).

Entretanto, recentemente foi publicada uma nova estratégia que
resultou ndo s6 na eliminacdo da producdo do glicerol, mas também no
aumento da producdo de etanol e no consumo parcial do tdo indesejado
acetato (MEDINA et al., 2010), um forte inibidor do metabolismo de
leveduras obtido durante a hidrdlise da biomassa lignoceluldsica para a
producdo do etanol de segunda geracdo (PALMQVIST et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2007; BELLISSIMI et al., 2009). Este estudo investigou
a possibilidade de se eliminar completamente a producgdo de glicerol
utilizando uma estratégia de reoxidacdo do NADH por meio da reducdo do
acetato em etanol, através de reagdes dependentes deste cofator. O
genoma de S. cerevisiae ja contém os genes codificadores das enzimas
acetil coenzima A sintetase (VAN DEN BERG et al., 1996) e de algumas
alcool desidrogenases, dependentes de NADH, expressas pelos genes
ADH1-5 (CIRIACY, 1975). Sendo assim, para completar o percurso linear

para a reducdo do acetato, eles expressaram, por meio de técnicas de
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biologia molecular, o gene heter6logo mhpF da bactéria E. coli
(FERRANDEZ, GARCIA, DIAZ, 1997), e que codifica a enzima
acetaldeido desidrogenase, dependente de NADH em S. cerevisiae. Estes
pesquisadores utilizaram uma linhagem de laboratorio de S. cerevisiae que
teve os genes GPD1 e GPD2 deletados no seu genoma, e que, portanto, é
incapaz de produzir glicerol, além de ndo conseguir crescer
anaerobicamente, uma vez que boa parte da producdo do NADH se da no
metabolismo de amino&cidos e lipideos durante o crescimento anaerobico,
exigindo a existéncia de uma via de regeneracdo deste NADH. Com isto,
foi possivel restaurar o crescimento anaerObio nas linhagens pela
suplementacdo do meio com 2 gramas por litro de acido acético, com
aumento da producdo de etanol (~5 %) e auséncia de producédo do glicerol.
De acordo com os autores, a estequiometria do crescimento celular e do
consumo de acetato foi consistente com a substituicdo completa da
formacdo do glicerol pela reducdo do acetato até etanol como a via de
reoxidacdo do NADH.

Este estudo abriu caminho para um novo panorama no
desenvolvimento de linhagens industriais com potencial para melhorar o
rendimento da conversdo de acucares em etanol em processos de segunda
geracdo. Entretanto, a estratégia utilizada por Medina et al., (2010)
resulta em linhagens que ndo produzem glicerol e, portanto, a principio
seriam inviaveis na industrial da producdo de etanol a partir da sacarose,
ja que ndo possuem formas de se protegerem contra o forte estresse
osmoético existente nas dornas de fermentacdo industriais devido a
hidrolise extracelular da sacarose. Contudo, o nosso trabalho abriu uma
nova perspectiva na diminui¢cdo do estresse osmdtico sofrido pelas
células, ja que na hidrdlise intracelular da sacarose ndo ocorre uma
mudanc¢a brusca na osmolaridade do meio, 0o que diminui muito a
necessidade da sintese do glicerol como osmorregulador. Assim, um
estudo futuro muito promissor seria a aplicacdo da estratégia descrita por
Medina et al. (2010) nas nossas linhagens iSUC2. Isso permitiria um
incremento ainda maior no rendimento da conversdo sacarose-etanol, uma

vez que parte da fonte de carbono que ainda e destinada a sintetize do
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glicerol pelas linhagens iSUC2, passaria a ser totalmente direcionada &
producdo do etanol nestas novas linhagens.

Apb6s a avaliacdo das linhagens em meios YP contendo 2% de
sacarose, é possivel destacar os rendimentos alcodlicos maiores nas
linhagens iSUC2. Entretanto, um resultado inesperado apresentado pelas
linhagens modificadas foi a deteccdo de glicose e frutose no meio durante
0 processo fermentativo. Uma hipdtese é que a captacdo ativa e rapida da
sacarose do meio, aliada a eficiente hidrolise intracelular da sacarose
pelos altos niveis de invertase sintetizados a partir do gene iSUC2, esteja
produzindo grandes quantidades de glicose e frutose no interior da célula,
de tal forma que a célula ndo consegue metabolizar e nem reter essas
moléculas em seu interior, lembrando que os transportadores de hexoses
HXT permitem o transporte bi-direcional dos aclUcares a favor do
gradiente de concentracdo (OZCAN, JONHSTON, 1999). Esta hipoOtese foi
comprovada por Jansen, De Winde, Pronk (2002), que estudaram este
fendmeno comparando linhagens isogénicas com e sem o0s transportadores
da familia HXT. Eles demonstraram que as linhagens que possuiam estes
genes apresentavam grande efluxo de glicose ap6s a administracdo de
grandes quantidades de maltose as celulas. Porém as linhagens sem estes
transportadores ndo apresentavam efluxo de glicose, e ainda apresentavam
no seu interior as mesmas quantidades de glicose-6-fosfato e ATP que as
linhagens que ainda possuiam os transportadores, indicando que nao
houve aumento da atividade de fosforilacdo destas moléculas, e sim a sua
retencdo fisica devido a auséncia de transporte transmembrana. Foi
investigada também a hipoOtese de lise celular, que foi descartada apds
eles ndo detectarem qualquer alteracdo nas quantidades de proteinas e
outras moléculas presentes no meio durante a experimentacdo. Eles ainda
descreveram que as quantidades de glicose excretadas variavam entre
diferentes linhagens. Desta forma, o fendomeno do efluxo de
monossacarideos descrito pelo trabalho acima pode explicar a deteccédo de
glicose e frutose no meio extracelular durante as fermentacdes com as
novas linhagens iSUC2.

Outra hipotese que poderia ser formulada para a deteccdo de
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monossacarideos no meio € a da eventual ocorréncia de hidrolise
extracelular da sacarose. Contudo, usando 0s nossos proprios dados, €
possivel concluir que nas linhagens com o gene iISUC2 sobre-expresso a
deteccdo de glicose e frutose no meio ndo significa hidrolise extracelular
da sacarose. Uma evidéncia disto € que nas linhagens normais os produtos
de hidrolise sdo detectados logo que o nivel de sacarose comeca a
diminuir, demonstrando que a sacarose ndo esta sendo captada diretamente
para o interior da célula, e sim hidrolisada extracelularmente. Ja nas
linhagens com sobre-expressdo do iSUC2, a deteccdo dos monossacarideos
no meio ocorre horas ap6s a concentracdao de sacarose diminuir, as vezes
até mesmo quando ja estd sendo totalmente esgotada do meio. Ao
utilizarem maltose em seus experimentos, Jansen, De Winde, Pronk (2002)
também eliminaram a hipdtese de formacdo de monossacarideos no meio
pela hidrolise extracelular da maltose, ja que esta molécula s6 pode ser
hidrolisada intracelularmente (KAHN, ZIMMERMANN, EATON, 1973;
ZASTROW et al., 2000, 2001; ALVES JUNIOR et al., 2008; ALVES
JUNIOR, 2010).

Um resultado que deve ser ressaltado e explicado é que as linhagens
que possuem os alelos modificados pelo pADH1, tanto do SUC2 quanto do
AGT1, apresentaram maior expressdo génica quando crescidas em meios
contendo glicose, enquanto que as linhagens ndo modificadas
apresentaram maior expressdo destes dois genes na presenca da sacarose.
Este comportamento pode ser explicado pelo fato do promotor do gene
ADH1 ser fortemente induzido pela presenca de glicose no meio (BEIER,
YOUNG, 1982; RUOHONEN, AALTO, KERANEN, 1995; ELBING et al.,
2004), enquanto que os promotores dos genes SUC2 e AGT1 sdéo
reprimidos na presenca desta molécula (REDDY et al., 1988;
NEEDLEMAN, 1991; HORAK, 1997; OZCAN et al., 1997).

Apesar de ndo termos identificado as causas para o comportamento
inesperado das linhagens que apresentam o alelo pADH1::AGT1, ainda
existem algumas hipoOteses que poderdo ser estudadas futuramente. Uma
delas é a possibilidade do transportador Agtlp estar sendo inativado. Esta

descrito na literatura que transportadores Malx1lp (codificados pelo gene
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MALx1, da familia dos genes MAL) sofrem inativacdo catabdlica pela
glicose, causando sua fosforilacdo e ubiquitinacdo, conduzindo-os a
endocitose e degradacdo vacuolar (MEDINTZ et al., 1996; JIANG et al.,
2000a, 2000b; GADURA, MICHELS, 2006; GADURA, ROBINSON,
MICHELS, 2006; HATANAKA et al., 2009). No caso do transportador
Malx1p, a hidrdlise da maltose e a fosforilacdo das moléculas de glicose
formadas no interior da célula, promovem a rapida ativacdo de uma
cascata de regulacdo que induz a fosforilacdo das véarias permeases
Malx1lp espalhadas pela membrana celular, causando perda drastica de
suas atividades (GANCEDO et al., 1998; JIANG et al., 2000a; GADURA,
ROBINSON, MICHELS, 2006; SANTANGELO et al., 2006). Sendo o gene
AGT1 da mesma familia dos genes MAL e regulado pelos mesmos
mecanismos gerais de regulacdo, é possivel que a hidrdlise intracelular da
sacarose, e a consequente liberacdo de moléculas de glicose, esteja
induzindo a uma inativacdo da permease Agtlp na membrana, apesar de
que até o momento ainda ndo foi comprovado que a permease Agtlp sofra
a inativacdo da mesma forma que as outras permeases da familia MAL.
Interessante observar que mesmo a linhagem HCJ003 (fermentacdo da
sacarose apenas por captacdo direta e hidrélise intracelular) possuindo
dois alelos do gene AGT1 normal, a expressdo génica apresentada na
Figura 36 foi muito maior em comparacdo a linhagem diploide
CEN.PK122 (producdo de glicose e frutose no meio extracelular), quando
crescidas em sacarose. Isto contribui para reforcar uma hipotese de que na
verdade a repressdo catabolica da permease Agtlp pela glicose poderia
ocorrer apenas quando este monossacarideo fosse formado ainda no
exterior da célula, e ndo no interior da célula, como no caso das linhagens
iISUC2. Esta é uma hipdtese que precisa de maiores investigacdes,
especificamente utilizando a sacarose como a fonte de glicose. Seria
interessante avaliar a expressdo de genes qQue possuem expressao
influenciada pela presenca da glicose, como os genes das familias SUC,
MAL e HXT, utilizando as linhagens iSUC2 em meios contendo sacarose
ou glicose, e verificar se a expressdo destes genes é muito diferente

quando crescida em sacarose ou glicose.
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Também é possivel notar na Figura 36 que, depois de crescida em
sacarose, a expressao génica da linhagem PSY003, que apresenta o alelo
pADH1::AGT1, foi menor que a metade da expressdo génica da linhagem
HCJ005-2, que possui o alelo pGPD::AGT1::tPGK. Além disto, a efetiva
expressdo de um gene ndo significa que as proteinas sintetizadas a partir
daqueles mMRNAs estardo ativas na membrana. Como explicado acima, a
inativacdo catabdlica pode ocorrer independentemente de uma forte
expressdo génica, jA que ocorre apds a sintese da proteina. 1sso nos induz
a supor que a presenca de apenas um alelo pADH1::AGT1 no genoma pode
ndo ser suficiente para visualizar os efeitos esperados. E possivel que a
estratégia utilizada para inserir o alelo pGPD::AGT1::tPGK no genoma
tenha resultado na insercdo de inumeras cdpias do alelo, e que o nimero
de cdpias do alelo associado & alta expressdao do gene, pode estar gerando
uma quantidade tdo grande de transportadores que a inativacao catabdlica
ndo chega a ser suficiente para interferir no transporte do substrato.

De qualquer forma, o aumento da velocidade do consumo da sacarose
foi alcancado utilizando o alelo pGPD::AGT1::tPGK, e, associado com a
sobre-expressdo da forma intracelular da invertase, foi possivel alcancar
melhores rendimentos alcodlicos em comparacdo com as linhagens
parentais.

O aumento da producdo de etanol nas novas linhagens sé foi possivel
devido ao efetivo gasto de energia pela célula para realizar o transporte
ativo da sacarose. Na fermentacdo da glicose e frutose em condicdes
anaerdbicas, 2 moléculas de ATP sdo formadas por molécula de hexose.
Portanto, a fermentacdo da sacarose resulta em 4 moléculas de ATP,
quando a sacarose € hidrolisada extracelularmente. Porém, quando a
sacarose € metabolizada intracelularmente, o préton que entra junto com a
molécula de sacarose durante sua captacdo ativa precisa ser excretado
pela ATPase (Pmalp) para evitar a acidificacdo intracelular (VAN
DIJKEN, SCHEFFERS, 1986; WEUSTHUIS et al. ,1993). Para efetuar a
extrusdo deste proton, a ATPase gasta uma molécula de ATP. Assim, a
hidrélise intracelular da sacarose produz apenas 3 moléculas de ATP por

molécula do dissacarideo. Em crescimentos fermentativos a partir de
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aclcares, parte desta fonte de carbono é usada para a producdo de
biomassa celular e glicerol, necessario para regenerar o NADH formado
durante as reacdes de biossintese (VAN DIJKEN, SCHEFFERS, 1986).
Contudo, essa producdo de biomassa e glicerol necessita de certas
quantidades de ATP, que é provida pela fermentacdo alcodlica dos
actcares. Assim, uma diminuicdo na producdo de ATP durante a
fermentacdo resultara no aumento da quantidade de moléculas de sacarose
sendo convertidas em etanol, na tentativa de compensar a diminui¢cdo da
producdo de biomassa pela perda de ATP disponivel. Entdo, a fermentacdo
da sacarose via captacdo direta e hidrolise intracelular proporciona maior
producdo de etanol em relacdo a fermentacdo a partir da sua hidrdlise
extracelular (VAN DIJKEN, SCHEFFERS, 1986; WEUSTHUIS et al.
,1993).

Weusthuis et al. (1993) estudaram o impacto do simporte
dissacarideo-H" na producdo de biomassa e outras moléculas em S.
cerevisiae, por meio da comparacdo entre crescimentos anaerdbios em
glicose e maltose (que ¢é transportada ativamente e hidrolisada
intracelularmente pela enzima maltase). Eles demonstraram que a
producdo de biomassa em crescimentos anaer6bicos em meios com maltose
foi 25% menor, e a producdo de etanol 8% maior, que nos meios com
glicose, corroborando o modelo descrito acima.

Nossos resultados ficam em torno destes dados. O rendimento da
producdo de etanol pela linhagem HCJ007, em meios contendo 20% de
sacarose, foi de aproximadamente 10% maior quando comparado com o
rendimento da linhagem wt CEN.PK122 (Figura 30). Em relacdo a
producdo de biomassa, a linhagem HCJ007 produziu em média 30% menos
biomassa em comparacdo com a linhagem wt CEN.PK122 em meios com
20% de sacarose. Isso confirma que o modelo mostrado por Weusthuis et
al. (1993) também pode ser aplicado ao metabolismo da sacarose em um
perfil de captacdo direta e hidrolise intracelular.

Recentemente foi publicado um trabalho realizado em paralelo pelo
mesmo grupo de pesquisa onde este trabalho foi desenvolvido, onde foi

demonstrado cineticamente que a captacdo direta e hidrolise intracelular
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da sacarose permitiram um incremento de até 11% no rendimento da
conversdo sacarose-etanol por linhagens de S. cerevisiae (BASSO et al.,
2011). Este trabalho estudou a cinética fermentativa da linhagem BSY021-
34B (haploide e que apresenta uma cépia do gene iSUC2 e AGT1 normal
no seu genoma - vide Figura 13), em meios contendo sacarose como fonte
de carbono. Inicialmente, em estudos teoricos, Basso et al. (2011)
estabeleceram que a mudanca total do metabolismo da sacarose para o
interior da célula permitiria um incremento de aproximadamente 9 % na
producdo de etanol. Em comparacgdo, este incremento € praticamente o
mesmo que o observado por Weusthuis et al. (1993), quando comparado o
perfil fermentativo das células em meios contendo maltose. Porém, nos
testes preliminares de fermentacdo de sacarose em regime de anaerobiose
plena em quimiostato, esta linhagem apresentou um rendimento de etanol
apenas 4% maior em comparacdo com a linhagem parental, além de
grandes quantidades de sacarose residual. Entretanto, ao submeterem esta
linhagem & um processo de engenharia evolutiva em meios contendo a
sacarose como o fator limitante em condi¢cdes de anaerobiose, foi
observado que apdés 90 geracOGes esta linhagem passou a consumir a
sacarose em altas velocidades. Apdés uma detalhada caracterizacao
genética, foi constatado que esta linhagem duplicou espontaneamente o
niamero de coépias do gene AGT1 no seu genoma, resultando num
transporte ativo da sacarose 20 vezes maior que na linhagem original, e
passou a apresentar um rendimento 11% maior na producdo de etanol,
além de uma dréstica reducdo da sacarose residual.

Ao deletarem uma coOpia do gene AGT1 da nova linhagem iSUC?2
evoluida, Basso et al. (2011) demonstraram que o perfil fermentativo
desta linhagem voltou a ser similar ao da linhagem iSUC2 original,
apresentando aproximadamente a metade da velocidade de transporte da
sacarose que a linhagem evoluida apresentava antes da delecdo. Ao
deletarem as duas copias do gene AGT1 da linhagem iSUC2 evoluida, eles
observaram uma dréstica diminuicdo na captagdo da sacarose pela célula.
O perfil fermentativo da linhagem iSUC2 evoluida com as duas coOpias do

AGT1 deletadas, foi igual ao perfil apresentado pela linhagem wt SUC2.
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Além disso, ndo foi detectada nenhuma mutacdo nos loci do gene AGT1
nesta nova linhagem. Isto significa que o aumento nas velocidades de
transporte da sacarose provavelmente deveu-se ao aumento no numero de
cOpias deste gene no genoma e, consequentemente, ao aumento no numero
de transportadores ativos na membrana, e ndo & uma mudancga na afinidade
da proteina pelo substrato. Entretanto, vale ressaltar que uma eventual
mutacdo na proteina regulatdéria dos loci MAL (MALx3) também poderia
explicar a expressdo aumentada do gene AGTL.

Corroborando estes dados, as linhagens utilizadas no nosso trabalho
s6 alcancaram um perfil eficiente de metabolizacdo da sacarose apo0s
apresentarem o gene AGT1 sobre-expressado no seu genoma. Estes
resultados demonstram que o transportador Agtlp possui um papel
fundamental para alcangar maiores conversfes da sacarose em etanol.
Assim, como observado por Basso et al. (2011) e reforcado pelos nossos
dados, apenas a realocacdo do metabolismo da sacarose para o interior da
célula ndo é suficiente para alcancar um maior rendimento na conversao
da sacarose em etanol. E necessario o transporte eficiente das moléculas
do acucar, refletido pelas modificacbes na regido promotora do gene
AGT1,como no nosso trabalho; ou no numero de cOpias deste mesmo gene,
como demonstrado por Basso et al. (2011).

Ainda de acordo com Basso et al. (2011), a andalise do transcriptoma
da nova linhagem iSUC2 evoluida comparada com a linhagem iSUC2
original, ainda mostrou que ao final do experimento de evolugcdo desta
linhagem, 84 genes tiveram sua expressdo significativamente aumentada,
como os genes MPH2, MPH3 e MAL31, relacionados ao transporte de
dissacarideos (NEEDLEMAN, 1991; HORAK, 1997; DAY et al., 2002a,b),
e 0s genes HXT8, HXT9 e HXT12, envolvidos no transporte de hexoses
(OZCAN, JONHSTON, 1999). Quase todos 0s genes presentes nos loci
MAL1 e MAL3 (AGT1, MAL13, MAL31 e MAL32) tiveram sua expressao
aumentada. Mais uma vez, uma eventual mutacdo na proteina regulatoria
dos loci MAL poderia explicar o aumento na expressdao de quase todos o0s
outros genes MAL. Além dos genes acima, também houve aumento da

expressdo de varios genes envolvidos com o metabolismo e transporte de
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carboidratos e, em menor numero, com as respostas ao estresse e
estimulos externos. Isto mostra que novos estudos com outros genes ainda
podem ser conduzidos no intuito de melhorar ainda mais o metabolismo da
sacarose.

Neste nosso trabalho, as linhagens da familia HCJ alcancaram o
perfil de metabolismo da sacarose de acordo com os objetivos propostos.
Entretanto, € necessario enfatizar que o rendimento da fermentacdo da
sacarose para a producdo de etanol foi maior nas linhagens iSUC2
dipléides do que nas linhagens iSUC2 hapldéides. Em comparacdo, a
producdo de etanol e biomassa foi, respectivamente, em média 30% maior
e 8% menor na linhagem dipléide HCJ003 quando comparada a linhagem
hapléide BSY021-34B. Na linhagem HCJ007 a producdo de etanol e
biomassa foi, respectivamente, em média 7% maior e 13% menor quando
comparada com a linhagem hapléide HCJ005-2. Desta forma, fica claro
que o uso de linhagens diploides na fermentacdo da sacarose para a
produgdo de etanol pode incrementar ainda mais o rendimento da

conversao sacarose-etanol.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que a
estratégia de sobre-expressdo da invertase intracelular (iSUC2), tanto em
linhagens hapldides quanto dipldides, permite a eficiente fermentacdo da
sacarose pelas leveduras, incluindo uma menor producdo de glicerol e
aclcares (glicose e frutose) no meio de cultivo, além do aumento da
producdo de etanol quando comparadas as linhagens sem a modificacao.
De fato, os resultados aqui apresentados fazem parte de um pedido de
depésito de patente (Processo para modificar geneticamente leveduras
Saccharomyces, e seu uso em processos fermentativos de producédo de
metabolitos), que foi depositado pela Universidade Federal de Santa
Catarina ao INPI como representante legal do grupo de 13 co-inventores,
incluindo este doutorando e seu orientador.

Embora a estratégia de sobre-expressdo do AGT1l com o promotor
pADH1 apresentou resultados caracteristicos de sobre-expressdo da
proteina pelos testes de transporte de pNPaG, nao foi possivel perceber a
contribuicdo do alelo pADH1::AGT1 durante os processos de fermentacgéo
com 200 g/L de sacarose. Porém, as linhagens que apresentam o gene
AGT1 regulado com o promotor forte constitutivo pGPD (HCJ006 e 007),
apresentaram um significativo aumento na velocidade de captacdo direta
da sacarose durante os processos fermentativos realizados com 200 g/L,
sem comprometer em demasia a capacidade da célula em reter os produtos
de hidrdlise interna. Essas linhagens alcancaram um perfil de consumo
bastante proximo ao das linhagens industriais (CAT-1 e PE-2), porém com
as vantagens da hidrolise intracelular da sacarose.

Como os resultados indicam uma menor producdo de glicerol pelas
leveduras, o que sugere um menor estresse osmadtico nas células iISUC2,
seria interessante verificar fermentacdes com maiores concentracfes de
sacarose (>>250 g/L), o que permitiria a eficiente producdo de maiores

concentracdes de etanol, com interessantes consequéncias no balanco
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energético das usinas pelo menor gasto na destilacdo e tratamento da
vinhaca.

Este estudo promoveu grande avan¢o nas pesquisas para aumentar o
rendimento da producdo de etanol no Brasil. Como demonstrado, a
hidrdlise intracelular da sacarose apresenta grande vantagem metabdlica
na conversao sacarose-etanol, mas ndo se limita apenas a isto. A hidrodlise
extracelular da sacarose em glicose e frutose permite o crescimento de
varios organismos indesejaveis que ndo consumiriam a sacarose (GREIG,
TRAVISANO, 2004; GORE, YOUK, VAN OUDENAARDEN, 2009). Além
disso, a formacdo de frutose no meio extracelular pode trazer grandes
perdas para a industria, devido a lenta utilizacdo deste monossacarideo
por linhagens industriais de S. cerevisiae, resultando em acucar residual e
reducdo da producédo de etanol (BERTHELS et al., 2004).

O desenvolvimento de linhagens de leveduras capazes de fermentar
sacarose sem que ocorra a hidrolise extracelular deste aclUcar, podera
trazer significativos beneficios as wusinas de producdao de alcool
combustivel no Brasil. Estas leveduras dardo uma maior flexibilidade a
conducdo do processo industrial, permitindo alimentar as dornas de
fermentacdo com grandes volumes de mosto contendo concentracdes
maiores de sacarose, a uma velocidade maior, mas reduzindo o estresse
osmotico causado pela hidrdlise extracelular do dissacarideo e impedindo
o0 consumo de glicose e frutose por bactérias e leveduras contaminantes.
Desta forma, a producdo de etanol poderad ser substancialmente ampliada
sem a necessidade do aumento das areas de plantio da cana.

Com tantas vantagens em potencial, implementar estas modificacdes
genéticas em linhagens industriais se mostra extremamente atraente,
apesar de ainda existirem outras caracteristicas que ainda carecem de ser
aprimoradas, como a formacdo de produtos secundarios (NISSEN et al.,
2000b; BRO et al., 2006; GUADALUPE MEDINA et al., 2010; GUO et al.,
2010) e a tolerancia a grandes quantidades de etanol (YANG et al., 2011).
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APENDICES

APENDICE A - Sequenciamento do gene SUC2 nas linhagens abaixo

APENDICE B - Sequenciamento do gene AGT1 nas linhagens abaixo



CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

129

Sequenciamento do gene SUC2 nas linhagens abaixo:

(601)
(599)

(651)

(725)
(749)

(725)
(799)

(725)
(849)

(725)
(899)

(725)
(949)

1 50
CTAGCGTAGTTCTCGCTCCCCCAGCAAAGCTCAAAAAAGTACGTCATTTA _—{ [IC1] Comentario: SITIO CRE )
CTAGCGTAGTTCTCGCTCCCCCAGCAAAGCTCAAAAAAGTACGTCATTTA

51 100
GAATAGTTTGTGAGCAAATTACCAGTCGGTATGCTACGTTAGAAAGGCCC
GAATAGTTTGTGAGCAAATTACCAGTCGGTATGCTACGTTAGAAAGGCCC
101 150
ACAGTATTCTTCTACCAAAGGCGTGCCTTTGTTGAACTCGATCCATTATG
ACAGTATTCTTCTACCAAAGGCGTGCCTTTGTTGAACTCGATCCATTATG
151 200
AGGGCT[TCCATTATTCCCCGCATTTTTATTACTCTGAACAGGAATAAAAA ////{Dczlcommﬂéﬁmsﬁm"N' ]
AGGGCTTCCATTATTCCCCGCATTTTTATTACTCTGAACAGGAATAAAAA

201 250
GAAAAAACCCAGTTTAGGAAATTATCCGGGGGCGAAGAAATACGCGTAGC
GAAAAAACCCAGI[TTAGGAAATTATCCGGGGGCGAAGAAATACIGCGTAGC
251 300
GTTAATCGACCCCACGTCCAGGGTTTTTCCATGGAGGTTTCTGGAAAAAC
GTTAATCGACCCCACGTCCAGGGTTTTTCCATGGAGGTTTCTGGAAAAAC
301 350
TGACGAGGAATGTGATTATAAATCCCTTTATGTGATGTCTAAGACTTTTA
TGACGAGGAATGTGATTATAAATCCCTTTATGTGAT(GT- TAAGACTTTTA
351 400
AGGTACGCCCGATGTTTGCCTATTACCATCATAGAGACGTTTCTTTTCGA
[-GGTACGCCCGATGTTTGCCTATTACCATCATAGAGACGTTTCTTTTCGA ////{UEss]comemjﬁm[kbﬁodebme ]
401 450
GGAATGCTTAAACGACTTTGITTGACAAAAATGTTGCCTAAGGGCTCTAT
GGAATGCTTAAACGACTTTGTTTGACAAAAATGTTGCCTAAGGGCTCTAT
451 500
AGTAAACCATTTGGAAGAAAGATTTGACGACTTTTTTTTTTTGGATTTCG
AGTAAACCATTTGGAAGAAAGATTTGACGACTTTTTTTTTTTGGATTTCG
501 550
ATCCTATAATCCTTCCTCCTGABAAGAAACATATAAATAGATATGTATTNA////{pcs]CommﬂéﬁmTKMBOX ]
ATCCTATAATCCTTCCTCCTGAAAAGAAACATATAAATAGATATGTATTA

551 600
TTCTTCAAAACATTCTCTTGTITCTTGTGCTTTTTTTTTACCATATATCTT
TTCTTCAAAACATTCTCTTGITCTTGTGCTTTTTTTTTACCATATATCTT
601 650
ACTTTTTTTTTTCTCTCAGAGAAACAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTTT
ACTTTTTTTTTTCTCTCAGAGAAACAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTTT
651 700
CACTAACGTATATGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGT ////{pgs7lc°memﬁﬁo:mekom@ ]
CACTAACGTATATGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCT@Cﬂglggg{ P

701 750 [JES8] Comentario: Troca de Base J
TTTGCAGCCAAAATATCTGCATCA-——— === === ——m—mmmmm e
TTTGCAGCCAAAATATCTGCATCACTATTTCTTAGCATTTTTGACGAAAT £p559]c°memjﬁo:$opwdmdo }
751 800 gene TRP1
TTGCTATTTTGTTAGAGTCTTTTACACCATTTGTCTCCACACCTCCGCTT

801 850
ACATCAACACCAATAACGCCATTTAATCTAAGCGCATCACCAACATTTTC

851 900
TGGCGTCAGTCCACCAGCTAACATAAAATGTAAGCTTTCGGGGCTCTCTT

901 950
GCCTTCCAACCCAGTCAGAAACCGAGTTCCAATCCAAAAGTTCACCTGTC

951 1000

CCACCTGCTTCTGAATCAAACAAGGGAATAAACGAATGAGGTTTCTGTGA

[3C3] Comentario: SiTIO “B” ]

[JES4] Comentario: Delecio de base ]




CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

(725)
(999)

(725)
(1049)

(725)
(1099)

(725)
(1149)

(725)
(1199)

(725)
(1249)

(725)
(1299)

(725)
(1349)

(725)
(1399)

(725)
(1449)

(725)
(1499)

(725)
(1549)

(725)
(1599)

(725)
(1649)

(725)
(1699)

(725)
(1749)

(725)
(1799)

(725)
(1849)

(725)
(1899)

(725)
(1949)

(725)
(1999)

(725)
(2049)

AGCTGCACTGAGTAGTATGTTGCAGTCTTTTGGAAATACGAGTCTTTTAA

1051

1100

TAACTGGCAAACCGAGGAACTCTTGGTATTCTTGCCACGACTCATCTCCA

1101

1150

TGCAGTTGGACGATATCAATGCCGTAATCATTGACCAGAGCCAAAACATC

1151

1200

CTCCTTAGGTTGATTACGAAACACGCCAACCAAGTATTTCGGAGTGCCTG

1201

1250

AACTATTTTTATATGCTTTTACAAGACTTGAAATTTTCCTTGCAATAACC

1251

1300

GGGTCAATTGTTCTCTTTCTATTGGGCACACATATAATACCCAGCAAGTC

1301

1350

AGCATCGGAATCTAGAGCACATTCTGCGGCCTCTGTGCTCTGCAAGCCGC

1351

AAACTTTCACCAATGGACCAGAACTACCTGTGAAATTAATAACAGA@ATEAJ///{
1450

1401

HTTGTTGTTTCCGGGTGTACAATATGGACTTCCTCTTTTCTGGCAACC

1451

1400

[JES10] Comentario: Start cédon do
gene TRP1

|

15%

[JES11] Comentario: Inicio da
sequéncia promotora do gene ADH1

|

ACCCATACATCGGGATTCCTATAATACCTTCGTTGGTCTCCCTAACATGT

1501

1550

AGGTGGCGGAGGGGAGATATACAATAGAACAGATACCAGACAAGACATAA

1551

1600

TGGGCTAAACAAGACTACACCAATTACACTGCCTCATTGATGGTGGTACA

1601

1650

TAACGAACTAATACTGTAGCCCTAGACTTGATAGCCATCATCATATCGAA

1651

1700

GTTTCACTACCCTTTTTCCATTTGCCATCTATTGAAGTAATAATAGGCGC

1701

1750

ATGCAACTTCTTTTCTTTTTTTTTCTTTTCTCTCTCCCCCGTTGTTGTCT

1751

1800

CACCATATCCGCAATGACAAAAAAATGATGGAAGACACTAAAGGAAAAAA

1801

1850

TTAACGACAAAGACAGCACCAACAGATGTCGTTGTTCCAGAGCTGATGAG

1851

1900

GGGTATCTCGAAGCACACGAAACTTTTTCCTTCCTTCATTCACGCACACT

1901

1950

ACTCTCTAATGAGCAACGGTATACGGCCTTCCTTCCAGTTACTTGAATTT

1951

2000

GAAATAAAAAAAAGTTTGCTGTCTTGCTATCAAGTATAAATAGACCTGCA

2001

2050

ATTATTAATCTTTTGTTTCCTCGTCATTGTTCTCGTTCCCTTTCTTCCTT

2051

2100

@TTTCTTTTTCTGCACAATATTTCAAGCTATACCAAGCATACAATCAACT

[JES12] Comentario: Final da
sequéncia promotora do gene ADH1




CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

(725)
(2099)

(763)
(2149)

(813)
(2199)

(863)
(2249)

(913)
(2299)

(963)
(2349)

(1013)
(2399)

(1063)
(2449)

(1113)
(2499)

(1163)
(2549)

(1213)
(2599)

(1263)
(2649)

(1313)
(2699)

(1363)
(2749)

(1413)
(2799)

(1463)
(2849)

(1513)
(2899)

(1563)
(2949)

(1613)
(2999)

(1663)
(3049)

(1713)
(3099)

(1763)
(3149)

131
2150
———————————— ATGACAAACGAAACTAGCGATAGACCTTTGGTCCACTT

ATCTCATATACAATGACABA@GAAACTAGCGATAGACCTTTGGTCCACTT

/{ [JES13] Comentario: Segundo ATG

)

2151 2200
CACACCCAACAAGGGCTGGATGAATGACCCAAATGGGTTGTGGTACGATG
CACACCCAACAAGGGCTGGATGAATGACCCAAATGGGTTGTGGTACGATG
2201 2250
AAAAAGATGCCAAATGGCATCTGTACTTTCAATACAACCCAAATGACACC
AAAAAGATGCCAAATGGCATCTGTACTTTCAATACAACCCAAATGACACC
2251 2300
GTATGGGGTACGCCATTGTTTTGGGGCCATGCTACTTCCGATGATTTGAC
GTATGGGGTACGCCATTGTTTTGGGGCCATGCTACTTCCGATGATTTGAC
2301 2350
TAATTGGGAAGATCAACCCATTGCTATCGCTCCCAAGCGTAACGATTCAG
TAATTGGGAAGATCAACCCATTGCTATCGCTCCCAAGCGTAACGATTCAG
2351 2400
GTGCTTTCTCTGGCTCCATGGTGGTTGATTACAACAACACGAGTGGGTTT
GTGCTTTCTCTGGCTCCATGGTGGTTGATTACAACAACACGAGTGGGTTT
2401 2450
TTCAATGATACTATTGATCCAAGACAAAGATGCGTTGCGATTTGGACTTA
TTCAATGATACTATTGATCCAAGACAAAGATGCGTTGCGATTTGGACTTA
2451 2500
TAACACTCCTGAAAGTGAAGAGCAATACATTAGCTATTCTCTTGATGGTG
TAACACTCCTGAAAGTGAAGAGCAATACATTAGCTATTCTCTTGATGGTG
2501 2550
GTTACACTTTTACTGAATACCAAAAGAACCCTGTTTTAGCTGCCAACTCC
GTTACACTTTTACTGAATACCAAAAGAACCCTGTTTTAGCTGCCAACTCC
2551 2600
ACTCAATTCAGAGATCCAAAGGTGTTCTGGTATGAACCTTCTCAAAAATG
ACTCAATTCAGAGATCCAAAGGTGTTCTGGTATGAACCTTCTCAAAAATG
2601 2650
GATTATGACGGCTGCCAAATCACAAGACTACAAAATTGAAATTTACTCCT
GATTATGACGGCTGCCAAATCACAAGACTACAAAATTGAAATTTACTCCT
2651 2700
CTGATGACTTGAAGTCCTGGAAGCTAGAATCTGCATTTGCCAATGAAGGT
CTGATGACTTGAAGTCCTGGAAGCTAGAATCTGCATTTGCCAATGAAGGT
2701 2750
TTCTTAGGCTACCAATACGAATGTCCAGGTTTGATTGAAGTCCCAACTGA
TTCTTAGGCTACCAATACGAATGTCCAGGTTTGATTGAAGTCCCAACTGA
2751 2800
GCAAGATCCTTCCAAATCTTATTGGGTCATGTTTATTTCTATCAACCCAG
GCAAGATCCTTCCAAATCTTATTGGGTCATGTTTATTTCTATCAACCCAG
2801 2850
GTGCACCTGCTGGCGGTTCCTTCAACCAATATTTTGTTGGATCCTTCAAT
GTGCACCTGCTGGCGGTTCCTTCAACCAATATTTTGTTGGATCCTTCAAT
2851 2900
GGTACTCATTTTGAAGCGTTTGACAATCAATCTAGAGTGGTAGATTTTGG
GGTACTCATTTTGAAGCGTTTGACAATCAATCTAGAGTGGTAGATTTTGG
2901 2950
TAAGGACTACTATGCCTTGCAAACTTTCTTCAACACTGACCCAACCTACG
TAAGGACTACTATGCCTTGCAAACTTTCTTCAACACTGACCCAACCTACG
2951 3000
GTTCAGCATTAGGTATTGCCTGGGCTTCAAACTGGGAGTACAGTGCCTTT
GTTCAGCATTAGGTATTGCCTGGGCTTCAAACTGGGAGTACAGTGCCTTT
3001 3050
GTCCCAACTAACCCATGGAGATCATCCATGTCTTTGGTCCGCAAGTTTTC
GTCCCAACTAACCCATGGAGATCATCCATGTCTTTGGTCCGCAAGTTTTC
3051 3100
TTTGAACACTGAATATCAAGCTAATCCAGAGACTGAATTGATCAATTTGA
TTTGAACACTGAATATCAAGCTAATCCAGAGACTGAATTGATCAATTTGA
3101 3150
AAGCCGAACCAATATTGAACATTAGTAATGCTGGTCCCTGGTCTCGTTTT
AAGCCGAACCAATATTGAACATTAGTAATGCTGGTCCCTGGTCTCGTTTT
3151 3200
GCTACTAACACAACTCTAACTAAGGCCAATTCTTACAATGTCGATTTGAG
GCTACTAACACAACTCTAACTAAGGCCAATTCTTACAATGTCGATTTGAG

[JES14] Comentario: Troca de Base
com troca de aminoacido: asn > lys




CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

CEN.PK2-1C
HCJ005-2

(1813)
(3199)

(1863)
(3249)

(1913)
(3299)

(1963)
(3349)

(2013)
(3399)

(2063)
(3449)

(2113)
(3499)

(2163)
(3549)

(2213)
(3599)

(2263)
(3649)

(2313)
(3699)

(2363)
(3749)

(2413)
(3799)

(2463)
(3849)

(2513)
(3899)

132
3201 3250
CAACTCGACTGGTACCCTAGAGTTTGAGTTGGTTTACGCTGTTAACACCA
CAACTCGACTGGTACCCTAGAGTTTGAGTTGGTTTACGCTGTTAACACCA
3251 3300
CACAAACCATATCCAAATCCGTCTTTGCCGACTTATCACTTTGGTTCAAG
CACAAACCATATCCAAATCCGTCTTTGCCGACTTATCACTTTGGTTCAAG
3301 3350
GGTTTAGAAGATCCTGAAGAATATTTGAGAATGGGTTTTGAAGTCAGTGC
GGTTTAGAAGATCCTGAAGAATATTTGAGAATGGGTTTTGAAGTCAGTGC
3351 3400
TTCTTCCTTCTTTTTGGACCGTGGTAACTCTAAGGTCAAGTTTGTCAAGG
TTCTTCCTTCTTTTTGGACCGTGGTAACTCTAAGGTCAAGTTTGTCAAGG
3401 3450
AGAACCCATATTTCACAAACAGAATGTCTGTCAACAACCAACCATTCAAG
AGAACCCATATTTCACAAACAGAATGTCTGTCAACAACCAACCATTCAAG
3451 3500
TCTGAGAACGACCTAAGTTACTATAAAGTGTACGGCCTACTGGATCAAAA
TCTGAGAACGACCTAAGTTACTATAAAGTGTACGGCCTACTGGATCAAAA
3501 3550
CATCTTGGAATTGTACTTCAACGATGGAGATGTGGTTTCTACAAATACCT
CATCTTGGAATTGTACTTCAACGATGGAGATGTGGTTTCTACAAATACCT
3551 3600
ACTTCATGACCACCGGTAACGCTCTAGGATCTGTGAACATGACCACTGGT
ACTTCATGACCACCGGTAACGCTCTAGGATCTGTGAACATGACCACTGGT
3601 3650
GTCGATAATTTGTTCTACATTGACAAGTTCCAAGTAAGGGAAGTAAAATA
GTCGATAATTTGTTCTACATTGACAAGTTCCAAGTAAGGGAAGTAAAATA
3651 3700
@%GGTTATAAAACTTATTGTCTTTTTTATTTTTTTCAAAAGCCATTCTAA

GAGGTTATAAAACTTATTGTCTTTTTTATTTTTTTCAAAAGCCATTCTAA
3701 3750
AGGGCTTTAGCTAACGAGTGACGAATGTAAAACTTTATGATTTCAAAGAA
AGGGCTTTAGCTAACGAGTGACGAATGTAAAACTTTATGATTTCAAAGAA
3751 3800
TACCTCCAAACCATTGAAAATGTATTTTTATTTTTATTTTCTCCCGACCC
TACCTCCAAACCATTGAAAATGTATTTTTATTTTTATTTTCTCCCGACCC
3801 3850
CAGTTACCTGGAATTTGTTCTTTATGTACTTTATATAAGTATAATTCTCT
CAGTTACCTGGAATTTGTTCTTTATGTACTTTATATAAGTATAATTCTCT
3851 3900
TAAAAATTTTTACTACTTTGCAATAGACATCATTTTTTCACGTAATAAAC
TAAAAATTTTTACTACTTTGCAATAGACATCATTTTTTCACGTAATAAAC
3901 3911

CCACAATCGTA

CCACAATCGTA

[JES15] Comentario: Cédon

terminador “TAG”




CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

133

Sequenciamento do gene AGTI nas linhagens abaixo:

(501)
(501)

(534)
(551)

(534)
(601)

(534)
(651)

(534)
(701)

(534)
(751)

(534)
(801)

(534)
(851)

(534)
(901)

(534)
(951)

1 50
GTATGCGTTATCACTCTTCGAGCCAATTCTTAATTGTGTGGGGTCCGCGA
GTATGCGTTATCACTCTTCGAGCCAATTCTTAATTGTGTGGGGTCCGCGA
51 100
AAATTTCCGGATAAATCCTGTAAACTTTAACTTAAACCCCGTGTTTAGCG
AAATTTCCGGATAAATCCTGTAAACTTTAACTTAAACCCCGTGTTTAGCG
101 150
AAATTTTCAACGAAGCGCGCAATAAGGAGAAATATTATCTAAAAGCGAGA
AAATTTTCAACGAAGCGCGCAATAAGGAGAAATATTATCTAAAAGCGAGA
151 200
GTTTAAGCGAGTTGCAAGAATCTCTACGGTACAGATGCAACTTACTATAG
GTTTAAGCGAGTTGCAAGAATCTCTACGGTACAGATGCAACTTACTATAG
201 250
CCAAGGTCTATTCGTATTACTATGGCAGCGAAAGGAGCTTTAAGGTTTTA
CCAAGGTCTATTCGTATTACTATGGCAGCGAAAGGAGCTTTAAGGTTTITA
251 300
ATTACCCCATAGCCATAGATTCTACTCGGTCTATCTATCATGTAACACTC
ATTACCCCATAGCCATAGATTCTACTCGGTCTATCTATCATGTAACACTC
301 350
CGTTGATGCGTACTAGAAAATGACAACGTACCGGGCTTGAGGGACATACA
CGTTGATGCGTACTAGAAAATGACAACGTACCGGGCTTGAGGGACATACA
351 400
GAGACAATTACAGTAATCAAGAGTGTACCCAACTTTAACGAACTCAGTAA
GAGACAATTACAGTAATCAAGAGTGTACCCAACTTTAACGAACTCAGTAA
401 450
AAAATAAGGAATGTCGACATCTTAATTTTTTATATAAAGCGGTTTGGTAT
AAAATAAGGAATGTCGACATCTTAATTTTTTATATAAAGCGGTTTGGTAT
451 500
TGATTGTTTGAAGAATTTTCGGGTTGGTGTTTCTTTCTGATGCTACATAG
TGATTGTTTGAAGAATTTTCGGGTTGGTGTTTICTTTCTGATGCTACATAG
501 550
AAGAACATCAAACAACTAAAAAAATAGTATAAT—————————————————
AAGAACATCAAACAACTAARAAAATAGTATAATCTATTTCTTAGCATTTT

551 600
TGACGAAATTTGCTATTTTGTTAGAGTCTTTTACACCATTTGTCTCCACA
601 650
CCTCCGCTTACATCAACACCAATAACGCCATTTAATCTAAGCGCATCACC
651 700
AACATTTTCTGGCGTCAGTCCACCAGCTAACATAAAATGTAAGCTTTCGG
701 750
GGCTCTCTTGCCTTCCAACCCAGTCAGAAATCGAGTTCCAATCCAAAAGT
751 800
TCACCTGTCCCACCTGCTTCTGAATCAAACAAGGGAATAAACGAATGAGG
801 850
TTTCTGTGAAGCTGCACTGAGTAGTATGTTGCAGTCTTTTGGAAATACGA
851 900
GTCTTTTAATAACTGGCAAACCGAGGAACTCTTGGTATTCTTGCCACGAC
901 950
TCATCTCCATGCAGTTGGACGATATCAATGCCGTAATCATTGACCAGAGC
951 1000

CAAAACATCCTCCTTAGGTTGATTACGAAACACGCCAACCAAGTATTTCG

[JES1] Comentario: Stop cédon do
gene TRP1




CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

(534)
(1001)

(534)
(1051)

(534)
(1101)

(534)
(1151)

(534)
(1201)

(534)
(1251)

(534)
(1301)

(534)
(1351)

(534)
(1401)

(534)
(1451)

(534)
(1501)

(534)
(1551)

(534)
(1601)

(534)
(1651)

(534)
(1701)

(534)
(1751)

(534)
(1801)

(534)
(1851)

(534)
(1901)

(563)
(1951)

(613)
(2001)

(663)
(2051)

GAGTGCCTGAACTATTTTTATATGCTTTTACAAGACTTGAAATTTTCCTT
1051 1100
GCAATAACCGGGTCAATTGTTCTCTTTCTATTGGGCACACATATAATACC
1101 1150
CAGCAAGTCAGCATCGGAATCTAGAGCACATTCTGCGGCCTCTGTGCTCT
1151 1200
GCAAGCCGCAAACTTTCACCAATGGACCAGAACTACCTGTGAAATTAATA
1201 1250
ACAGACATTTTTGTTGTTTCCGGGTGTACAATATGGACTTCCTCTTITTCT
1251 1300
GGCAACCAAACCCATACATCGGGATTCCTATAATACCTTCGTTGGTCTCC
1301 1350
CTAACATGTAGGTGGCGGAGGGGAGATATACAATAGAACAGATACCAGAC
1351 1400
AAGACATAATGGGCTAAACAAGACTACACCAATTACACTGCCTCATTGAT
1401 1450
GGTGGTACATAACGAACTAATACTGTAGCCCTAGACTTGATAGCCATCAT
1451 1500
CATATCGAAGTTTCACTACCCTTTTTCCATTTGCCATCTATTGAAGTAAT
1501 1550
AATAGGCGCATGCAACTTCTTTTCTTTTTTTTTCTTTTCTCTCTCCCCCG
1551 1600
TTGTTGTCTCACCATATCCGCAATGACAAAAARATGATGGAAGACACTAA
1601 1650
AGGAAAAAATTAACGACAAAGACAGCACCAACAGATGTCGTTGTTCCAGA
1651 1700
GCTGATGAGGGGTATCTCGAAGCACACGAAACTTTTTCCTTCCTTCATTC
1701 1750
ACGCACACTACTCTCTAATGAGCAACGGTATACGGCCTTCCTTCCAGTTA
1751 1800
CTTGAATTTGAAATAAAAAARAGTTTGCTGTCTTGCTATCAAGTATARAT
1801 1850
AGACCTGCAATTATTAATCTTTTGTTTCCTCGTCATTGTTCTCGTTCCCT
1851 1900
[fTCTTCCTTGTTTCTTTTTCTGCACAATATTTCAAGCTATACCAAGCAT

1901 1950
————————————————————— RTGAAARATATCATTTCATTGGTAAGCAA
CAATCAACTATCTCATATACAATGAAAAATATCATTTCATTGGTAAGCAA

1951 2000
GAAGAAGGCTGCCTCAAARAATGAGGATAAAAACATTTCTGAGTCTTCAA
GAAGAAGGCTGCCTCAAARAATGAGGATAAAAACATTTCTGAGTCTTCAA

2001 2050
GAGATATTGTAAACCAACAGGAGGTTTTCAATACTGAAGATTTTGAAGAA
GAGATATTGTAARACCAACAGGAGGTTTTCAATACTGAAGATTTTGAAGAA

2051 2100
GGGARAAAGGATAGTGCCTTTGAGCTAGACCACTTAGAGTTCACCACCAA
GGGAAAAAGGATAGTGCCTTTGAGCTAGACCACTTAGAGTTCACCACCAA

[JES2] Comentario: Start cédon do
gene TRP1

[JES3] Comentario: Inicio da
sequéncia promotora do gene ADH1

[JES4] Comentario: Final da sequéncia
promotora do gene ADH1

[JES5] Comentario: Inicio do gene
AGT1




CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

(713)
(2101)

(763)
(2151)

(813)
(2201)

(863)
(2251)

(913)
(2301)

(963)
(2351)

(1013)
(2401)

(1063)
(2451)

(1113)
(2501)

(1163)
(2551)

(1213)
(2601)

(1263)
(2651)

(1313)
(2701)

(1363)
(2751)

(1413)
(2801)

(1463)
(2851)

(1513)
(2901)

(1563)
(2951)

(1613)
(3001)

(1663)
(3051)

(1713)
(3101)

(1763)
(3151)

135
2101 2150
TTCAGCCCAGTTAGGAGATTCTGACGAAGATAACGAGAATGTGATTAATG
TTCAGCCCAGTTAGGAGATTCTGACGAAGATAACGAGAATGTGATTAATG
2151 2200
AGATGAACGCTACTGATGATGCAAATGAAGCTAACAGCGAGGAAAAAAGC
AGATGAACGCTACTGATGATGCAAATGAAGCTAACAGCGAGGAAAAAAGC
2201 2250
ATGACTTTGAAGCAGGCGTTGCTAAAATATCCAAAAGCAGCCCTGTGGTC
ATGACTTTGAAGCAGGCGTTGCTAAAATATCCAAAAGCAGCCCTGTGGTC
2251 2300
CATATTAGTGTCTACTACCCTGGTTATGGAAGGTTATGATACCGCACTAC
CATATTAGTGTCTACTACCCTGGTTATGGAAGGTTATGATACCGCACTAC
2301 2350
TGAGCGCACTGTATGCCCTGCCAGTTTTTCAGAGAAAATTCGGTACTTTG
TGAGCGCACTGTATGCCCTGCCAGTTTTTCAGAGAAAATTCGGTACTTTG
2351 2400
AACGGGGAGGGTTCTTACGAAATTACTTCCCAATGGCAGATTGGTTTAAA
AACGGGGAGGGTTCTTACGAAATTACTTCCCAATGGCAGATTGGTTTAAA
2401 2450
CATGTGTGTCCTTTGTGGTGAGATGATTGGTTTGCAAATCACGACTTATA
CATGTGTGTCCTTTGTGGTGAGATGATTGGTTTGCAAATCACGACTTATA
2451 2500
TGGTTGAATTTATGGGGAATCGTTATACGATGATTACAGCACTTGGTTTG
TGGTTGAATTTATGGGGAATCGTTATACGATGATTACAGCACTTGGTTTG
2501 2550
TTAACTGCTTATATCTTTATCCTCTACTACTGTAAAAGTTTAGCTATGAT
TTAACTGCTTATATCTTTATCCTCTACTACTGTAAAAGTTTAGCTATGAT
2551 2600
TGCTGTGGGACAAATTCTCTCAGCTATACCATGGGGTTGTTTCCAAAGTT
TGCTGTGGGACAAATTCTCTCAGCTATACCATGGGGTTGTTTCCAAAGTT
2601 2650
TGGCTGTTACTTATGCTTCGGAAGTTTGCCCTTTAGCATTAAGATATTAC
TGGCTGTTACTTATGCTTCGGAAGTTTGCCCTTTAGCATTAAGATATTAC
2651 2700
ATGACCAGTTACTCCAACATTTGTTGGTTATTTGGTCAAATCTTCGCCTC
ATGACCAGTTACTCCAACATTTGTTGGTTATTTGGTCAAATCTTCGCCTC
2701 2750
TGGTATTATGAAAAACTCACAAGAGAATTTAGGGAACTCCGACTTGGGCT
TGGTATTATGAAAAACTCACAAGAGAATTTAGGGAACTCCGACTTGGGCT
2751 2800
ATAAATTGCCATTTGCTTTACAATGGATTTGGCCTGCTCCTTTAATGATC
ATAAATTGCCATTTGCTTTACAATGGATTTGGCCTGCTCCTTTAATGATC
2801 2850
GGTATCTTTTTCGCTCCTGAGTCGCCCTGGTGGTTGGTGAGAAAGGATAG
GGTATCTTTTTCGCTCCTGAGTCGCCCTGGTGGTTGGTGAGAAAGGATAG
2851 2900
GGTCGCTGAGGCAAGAAAATCTTTAAGCAGAATTTTGAGTGGTAAAGGCG
GGTCGCTGAGGCAAGAAAATCTTTAAGCAGAATTTTGAGTGGTAAAGGCG
2901 2950
CCGAGAAGGACATTCAAGTTGATCTTACTTTAAAGCAGATTGAATTGACT
CCGAGAAGGACATTCAAGTTGATCTTACTTTAAAGCAGATTGAATTGACT
2951 3000
ATTGAAAAAGAAAGACTTTTAGCATCTAAATCAGGATCATTCTTTAATTG
ATTGAAAAAGAAAGACTTTTAGCATCTAAATCAGGATCATTCTTTAATTG
3001 3050
TTTCAAGGGAGTTAATGGAAGAAGAACGAGACTTGCATGTTTAACTTGGG
TTTCAAGGGAGTTAATGGAAGAAGAACGAGACTTGCATGTTTAACTTGGG
3051 3100
TAGCTCAAAATAGTAGCGGTGCCGTTTTACTTGGTTACTCGACATATTTT
TAGCTCAAAATAGTAGCGGTGCCGTTTTACTTGGTTACTCGACATATTTT
3101 3150
TTTGAAAGAGCAGGTATGGCCACCGACAAGGCGTTTACTTTTTCTCTAAT
TTTGAAAGAGCAGGTATGGCCACCGACAAGGCGTTTACTTTTTCTCTAAT
3151 3200
TCAGTACTGTCTTGGGTTAGCGGGTACACTTTGCTCCTGGGTAATATCTG
TCAGTACTGTCTTGGGTTAGCGGGTACACTTTGCTCCTGGGTAATATCTG



CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

CEN.

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSYO003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

PK2-1C
PSY003

(1813)
(3201)

(1863)
(3251)

(1913)
(3301)

(1963)
(3351)

(2013)
(3401)

(2063)
(3451)

(2113)
(3501)

(2163)
(3551)

(2213)
(3601)

(2263)
(3651)

(2313)
(3701)

(2363)
(3751)

(2413)
(3801)

(2463)
(3851)

(2513)
(3901)

(2563)
(3951)

136
3201 3250
GCCGTGTTGGTAGATGGACAATACTGACCTATGGTCTTGCATTTCAAATG
GCCGTGTTGGTAGATGGACAATACTGACCTATGGTCTTGCATTTCAAATG
3251 3300
GTCTGCTTATTTATTATTGGTGGAATGGGTTTTGGTTCTGGAAGCAGCGC
GTCTGCTTATTTATTATTGGTGGAATGGGTTTTGGTTCTGGAAGCAGCGC
3301 3350
TAGTAATGGTGCCGGTGGTTTATTGCTGGCTTTATCATTCTTTTACAATG
TAGTAATGGTGCCGGTGGTTTATTGCTGGCTTTATCATTCTTTTACAATG
3351 3400
CTGGTATCGGTGCAGTTGTTTACTGTATCGTTGCTGAAATTCCATCAGCG
CTGGTATCGGTGCAGTTGTTTACTGTATCGTTGCTGAAATTCCATCAGCG
3401 3450
GAGTTGAGAACTAAGACTATAGTGCTGGCCCGTATTTGCTACAATCTCAT
GAGTTGAGAACTAAGACTATAGTGCTGGCCCGTATTTGCTACAATCTCAT
3451 3500
GGCCGTTATTAACGCTATATTAACGCCCTATATGCTAAACGTGAGCGATT
GGCCGTTATTAACGCTATATTAACGCCCTATATGCTAAACGTGAGCGATT
3501 3550
GGAACTGGGGTGCCAAAACTGGTCTATACTGGGGTGGTTTCACAGCAGTC
GGAACTGGGGTGCCAAAACTGGTCTATACTGGGGTGGTTTCACAGCAGTC
3551 3600
ACTTTAGCTTGGGTCATCATCGATCTGCCTGAGACAACTGGTAGAACCTT
ACTTTAGCTTGGGTCATCATCGATCTGCCTGAGACAACTGGTAGAACCTT
3601 3650
CAGTGAAATTAATGAACTTTTCAACCAAGGGGTTCCTGCCAGAAAATTTG
CAGTGAAATTAATGAACTTTTCAACCAAGGGGTTCCTGCCAGAAAATTTG
3651 3700
CATCTACTGTGGTTGATCCATTCGGAAAGGGAAAAACTCAACATGATTCG
CATCTACTGTGGTTGATCCATTCGGAAAGGGAAAAACTCAACATGATTCG
3701 3750
CTAGCTGATGAGAGTATCAGTCAGTCCTCAAGCATAAAACAGCGAGAATT
CTAGCTGATGAGAGTATCAGTCAGTCCTCAAGCATAAAACAGCGAGAATT
3751 3800
AAATGCAGCTGATAAATGTHANGTAAAAGGGTTGTTTTTTTTTTTTTGGA

AAATGCAGCTGATAAATGTTAAGTAAAAGGGTTGTTTTTTTTTTTTTGGA
3801 3850
AGAAATAAGGAATCCCTTTGACTGCTCCCAAAACCCTCAGCTAGCTCGAG
AGAAATAAGGAATCCCTTTGACTGCTCCCAAAACCCTCAGCTAGCTCGAG
3851 3900
ATTTTATATATATACATTTTTTATTTTTCTGTAAAACATTCATATTTACC
ATTTTATATATATACATTTTTTATTTTTCTGTAAAACATTCATATTTACC
3901 3950
ATTTTTTAAGCAAAATATTGTTAGTAGTTAGTTAAAATAGCCCAAGCAGC
ATTTTTTAAGCAAAATATTGTTAGTAGTTAGTTAAAATAGCCCAAGCAGC
3951 3995

AATCAAGCAAATATGAGAGTACTTTTTCTTTAGCACCTGGTACTT

AATCAAGCAAATATGAGAGTACTTTTTCTTTAGCACCTGGTACTT

[JES6] Comentario: cédon terminador
“TAA”




