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RESUMO

Basso TO. Melhoramento da fermentacdao alcodlica em Saccharomyces cerevisiae por
engenharia evolutiva. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituo de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

Durante o crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae em meios contendo sacarose,
a enzima invertase hidrolisa a sacarose no ambiente extracelular em glicose e frutose, as
guais sdo posteriormente captadas pelas células por difusdo facilitada. Num trabalho prévio,
a localizacdo da enzima invertase foi modificada nesta levedura, eliminando-se a forma
extracelular e superexpressando-se a forma intracelular da enzima (Stambuk et al., 2009).
Como resultado, a captacdo de sacarose por esta linhagem modificada (iSUC2) é realizada
pelo co-transporte ativo com ions H*, implicando no gasto de 1 mol de ATP para cada mol de
H* extrudado pelas células para manutencdo do pH intracelular. Como forma de compensar
este gasto energético, espera-se que a linhagem iSUC2 desvie uma maior parte do fluxo de
carbono para a geragdo de energia e, consequentemente, para a formagdo de etanol, em
relagdo a uma linhagem selvagem. No presente trabalho, uma avaliagdao fisioldgica
guantitativa de uma linhagem com esta modificacdo genética foi realizada tanto em
guimiostatos limitados por sacarose, como em cultivos descontinuos com sacarose como
Unica fonte de carbono. Os dados obtidos em quimiostatos anaerébios demonstram que na
linhagem iSUC2 a enzima invertase ficou retida no ambiente intracelular e apresentou
atividade absoluta total cerca de duas vezes maior que na linhagem-referéncia (SUC2). Além
disto, verificou-se um aumento de 4% no fator de conversdo de sacarose a etanol (Y gry/s),
em relacdo a linhagem SUC2. No entanto, como foi observado que cerca de 8 % da sacarose
ndo foi consumida pelas células da linhagem iSUC2 durante o estado-estacionario dos
quimiostatos anaerdbios, decidiu-se melhorar a capacidade do transporte ativo deste
dissacarideo nesta linhagem através de uma estratégia de engenharia evolutiva
caracterizada pelo cultivo destas células em quimiostatos longos limitados por sacarose, em
anaerobiose. Obteve-se assim, apds cerca de 60 geragdes, uma linhagem mutante (iSUC2
evoluida) com atividade de transporte de sacarose 20 vezes superior a linhagem iSUC2,
sendo capaz de consumir toda a sacarose do meio de cultivo. Esta linhagem apresentou um
aumento de 11% no Yerw/s € uma diminuigdo de 27% no fator de conversdo de sacarose a

células (Yxss), quando comparada a linhagem-referéncia. A analise do transcriptoma revelou



0 aumento da expressao de varios genes codificadores de transportadores de hexoses, bem
como genes relacionados ao metabolismo de maltose, incluindo o gene do transportador de
alta-afinidade para alfa-glicosideos AG71, quando a linhagem iSUCZ2 evoluida foi comparada
a linhagem iSUC2. Detectou-se que a evolugcdo em quimiostato resultou na duplicacdo do
gene AGT1, sem que houvesse mutagao neste gene. Através da superexpressdao do gene
AGT1 na linhagem iSUCZ, conseguiu-se gerar uma linhagem que apresentou Yery/s muito
proximo ao da linhagem iSUCZ evoluida. No entanto, outros parametros fisiologicos, foram
diferentes nestas duas linhagens, indicando que a duplicacdo do gene AG71 ndo foi a Unica
mutacdo que ocorreu durante o processo de evolucdo em quimiostato. Este trabalho ilustra
o potencial da combinagdo entre engenharia metabdlica e engenharia evolutiva para a
obtencdo de linhagens de levedura melhoradas, para aplicacdo na producdo industrial de

etanol combustivel a partir de meios contendo sacarose.

Palavras-chave: Sacarose. Saccharomyces cerevisiae. Invertase. Engenharia evolutiva. Etanol.

AGT1.



ABSTRACT

Basso TO. Improvement of alcoholic fermentation in Saccharomyces cerevisiae by
evolutionary engineering. [Ph.D. Thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituo de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

When growing on sucrose-containing substrates, Saccharomyces cerevisiae secretes
invertase that hydrolyses sucrose into glucose and fructose, which are subsequently
assimilated by facilitated diffusion. In a previous work, the cellular location of invertase in
yeast was modified, by eliminating the extracellular form of the enzyme and over-expressing
the intracellular one (Stambuk et al., 2009). As a result, sucrose uptake by this modified
strain (iSUC2) occurs by an active H'-sucrose symport system, in which 1 ATP needs to be
used by the cells to extrude the proton co-transported. In order to compensate for this, it is
expected that these cells will deviate a higher proportion of the carbon flow towards energy
generation, and consequently to ethanol formation, in comparison with the wild-type
phenotype (SUC2). In the present work, a quantitative physiological evaluation of the iSUC2
strain was performed in both batch and chemostat cultures. Cells from the iSUC2 strain
harvested from steady-state anaerobic sucrose-limited chemostats retained all invertase
intracellularly and showed a 2-fold higher total invertase activity, when compared to the
SUC2 strain grown under identical conditions. Besides this, the ethanol yield on sucrose in
the former cells was 4% higher than in the latter case. However, due to the high levels of
residual sucrose during these cultivations with the iSUCZ strain, we attempted to improve
the transport capacity in the iSUC2 strain by evolutionary engineering. After 60 generations
of cultivation in an anaerobic sucrose-limited chemostat, an evolved strain was selected,
which presented a 20-fold increase in the sucrose transport capacity, when compared with
the parental strain (iSUC2), leading to almost no residual sucrose. During growth of this
evolved strain in anaerobic sucrose-limited chemostats, the ethanol yield on sucrose was
11% higher and the biomass yield on sucrose was 27% lower, when compared with the SUC2
strain. Transcriptome analysis revealed an increase in the expression level of several hexose
transporters, as well as many MAl-related genes, including the gene for the high-affinity
permease AGT1. Indeed, it was verified that this gene was duplicated during the evolution
experiment, but no point mutation was detected. By over-expressing the AG71 gene in the

iSUC2 strain, it was possible to attain a similar ethanol yield on sucrose, when compared to



the evolved iSUCZ strain. However, several other physiological parameters were different in
both strains, indicating that the AGT7Z gene duplication was not the only mutation that
occurred during evolution in the chemostat. To conclude, this work illustrates that the
combination of metabolic and evolutionary engineering is a powerful strategy to obtain

improved sucrose-fermenting yeast strains.

Keywords: Sucrose. Saccharomyces cerevisiae. Invertase. Evolutionary engineering. Ethanol.

AGT1.
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1 INTRODUCAO

A produgao mundial de etanol combustivel esta em torno de 75 bilhdes de litros por
ano, e a maior parte deste total (cerca de 95%) é produzida pela fermentacdo de
determinados aguUcares pela levedura Saccharomyces cerevisiae (Renewable Fuels
Association, 2011). O Brasil é hoje o segundo maior produtor e o primeiro maior exportador
mundial de etanol, com uma produgdo de 26 bilhdes de litros na safra de 2009/2010. O setor
sucro-alcooleiro movimenta cerca de 2% do PIB brasileiro, assegurando milhdes de
empregos diretos e indiretos, permitindo ao Brasil ser o Unico pais a implantar em larga
escala um programa de combustivel alternativo ao petréleo, com muitas vantagens
ambientais, econOmicas e sociais (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
2011). Apesar de os EUA serem os maiores produtores mundiais de etanol, naquele pais este
combustivel é produzido a partir de amido de milho, principalmente, que resulta na
obtengdo de 1,3 equivalentes de energia para cada 1 equivalente de energia gasto no
processo (balanco de energia liquida) (Tilman et al., 2008). Por outro lado, a producdo de
etanol a partir dos agucares da cana-de-agucar no Brasil resulta em 9,2 equivalentes de
energia por cada equivalente gasto no processo (Macedo, 1996). Assim, esta forma de
producdo é muito mais sustentdvel que a anterior. Desta maneira, pode-se afirmar que o
etanol é um dos produtos biotecnolégicos mais importantes no cenario brasileiro e até
mesmo mundial, quando se leva em conta os quesitos valor, quantidade e sustentabilidade.
No entanto, para que o etanol produzido no pais continue a ser o mais competitivo, é
fundamental que se continue a investir no aprimoramento do processo de producdo.

Substratos a base de sacarose, como o caldo de cana, o melaco ou uma mistura dois
dois, constituem uma das principais matérias-primas para a obtencdo de etanol no cenario
mundial, especialmente no Brasil. Atualmente, os rendimentos da etapa fermentativa do
processo de producdo de etanol a partir de cana-de-agucar sdo elevados, da ordem de 90 %
da conversio estequiométrica de 0,511 g etanol. (g hexose)’. Além disto, o processo
encontra-se em estagio tecnolégico bastante avancado. No entanto, mesmo pequenos
aumentos no rendimento podem significar grandes aumentos em termos de lucratividade

do processo e utilizagdo eficiente da fonte de carbono, ja que os volumes de produgao sao
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grandes e cerca de 60% do custo de produgao do etanol deve-se ao custo da matéria-prima
(Wyman e Hinman, 1990).

Como o etanol é um produto derivado diretamente do metabolismo central do
carbono, sendo um metabdlito primario, cuja formacdo esta atrelada ao crescimento celular,
muitas estratégias para se aumentar o fator de conversao de agucares em etanol [Yeryys; 8
etanol produzido. (g aclcar consumido™)], baseiam-se na alteracdo do metabolismo
energético das leveduras. Uma das possiveis maneiras de se atingir tal objetivo é a
introducdo de modificacbes genéticas (no escopo da engenharia metabdlica) que resultem
em gasto adicional de ATP para a formacdo de uma mesma quantidade de biomassa
(células), em comparagdo a linhagem selvagem. Desta forma, para compensar o maior
custo energético da formacdo de biomassa, mais etanol é produzido para a mesma
quantidade de agucar consumido, ja que no metabolismo fermentativo a geragdo de energia,
na forma de ATP, é alcancada pela producdo de etanol. Recentemente, o grupo de pesquisa
liderado pelo Prof. Dr. Boris U. Stambuk, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
realizou alteracGes no metabolismo da sacarose em S. cerevisiae, no intuito de aumentar o
fator de conversao deste dissacarideo em etanol. Esta estratégia explora a forma como as
leveduras metabolizam a sacarose.

Na levedura S. cerevisiae, sdo conhecidas duas formas pela qual a sacarose é
metabolizada (Figura 1.1). Numa delas, a mais utilizada e bem descrita até o momento, a
sacarose € hidrolisada no ambiente extracelular pela enzima invertase, produzindo glicose e
frutose, as quais sao posteriormente transportadas para o interior das células por difusao
facilitada (sem gasto energético) pelos transportadores Hxtp, e posteriormente consumidas
na via glicolitica. Na outra rota, menos caracterizada, a sacarose pode ser diretamente
transportada através do co-transporte com fons H', pelos transportadores Malx1p e Agtlp, e
subsequentemente hidrolisada no ambiente intracelular por acdo da enzima invertase
intracelular ou por maltases (Carlson e Botstein, 1982; Santos et al., 1982; Stambuk et al.,

2000).
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Figura 1.1 - Esquema resumido das duas vias (extra- e intracelular, mediadas pelas enzimas invertase
extracelular e invertase intracelular, respectivamente) para o metabolismo da sacarose em .
cerevisiae. SUC: sacarose; GLC: glicose; FRU: frutose; ETH: etanol; 1: transportadores Hxtp; 2:
transportadores Agtlp ou Malx1p; 3: H'-ATPase de membrana.

A estratégia concebida pelo grupo do Prof. Dr. Boris Stambuk baseia-se na seguinte
hipdtese: E de se esperar que uma levedura expressando apenas a forma intracelular da
enzima invertase, quando cultivada em sacarose, seja obrigada a transportar este agucar
para o ambiente intracelular. Ao transportar uma molécula de sacarose para o ambiente
intracelular, ocorre o co-transporte de um H’, o que faz com que as células, para manterem
o pH intracelular constante, tenham que bombear este préton para o ambiente extracelular.
Isto ocorre via H'-ATPases de membrana, que gastam uma molécula de ATP por H’
extrudado (Figura 1.1). Como balanco final, para cada mol de sacarose consumido pelas
células em anaerobiose (ou durante metabolismo fermentativo), em vez de serem gerados 4
moles de ATP via fermentag¢do (o que ocorreria no caso de hidrdlise extracelular da sacarose
e transporte de glicose e frutose por difusdo facilitada), sdo gerados apenas 3 moles de ATP
(j4 que um mol é gasto para extrudar o H' co-transportado). Nesta situa¢do, o que se espera
€ que as células, quando em anaerobiose, procurem repor estes 25% de ATP (ou ao menos
parte disto) que deixam de ser gerados, através de um aumento no fluxo de carbono para as
vias fermentativas, ou seja, para a formacdo de etanol. Portanto, o que se imagina é que

este cenario leve a formagao de mais etanol por mol de sacarose consumido em anaerobiose
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do que numa situagao de hidrdlise extracelular. Para verificar esta hipdtese, o gene SUC2 de
uma levedura da espécie S. cerevisiae foi alterado de forma que a linhagem resultante,
denominada iSUC2 ura- (BSY021-34B), expressasse, por acdao do promotor forte Papus,
apenas a forma intracelular da enzima invertase (Stambul et al., 2009).

O presente trabalho de doutoramento, como uma continuidade deste trabalho de
engenharia metabdlica inicial, buscou avaliar de forma quantitativa a eficicia desta
estratégia. Para isto, foi amplamente explorada a técnica de cultivo em quimiostato. Além de
uma avaliacdo fisioldgica inicial de linhagens que superexpressam a invertase intracelular,
buscou-se verificar se era possivel aumentar a afinidade/capacidade dos transportadores de
sacarose nesta linhagem pelo uso de uma estratégia de melhoramento genético
denominada engenharia evolutiva, a qual se baseia na obtencdo de mutantes através da
imposicdo de uma ou mais pressdes seletivas sobre uma determinada populagao de
microrganismos, no intuito de selecionar mutantes com fendtipo melhorado. Além disto,
através do uso da transcriptOmica, procurou-se elucidar as causas para o fendtipo
melhorado obtido e, posteriormente, usando-se a tecnologia do DNA recombinante,
introduzir as modificagdes genéticas mais apropriadas (engenharia reversa), de forma a
mimetizar o processo evolutivo que resultou numa linhagem melhorada em termos do fator

de conversdo de sacarose a etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia Metabdlica de S. cerevisiae para o melhoramento da producdo de etanol

combustivel

Existe atualmente um esforco global no campo do etanol combustivel no sentido de
expandir o espectro de substratos utilizados pela levedura S. cerevisiae (Galazka et al., 2010;
Kuyper et al., 2003, 2004, 2005a, 2005b; Wisselink et al., 2007, 2009), bem como de
aumentar o rendimento da fermentacdo alcodlica (Bro et al., 2006; Guo et al., 2011; Medina
et al., 2010; Nissen et al., 2000). Apesar de os rendimentos deste processo industrial ja
serem elevados [acima de 90% do valor estequiométrico de 0,511 g de etanol. (g de glicose)
] e o processo estar em estagio tecnoldgico bastante avancado, sabe-se que mesmo
pequenos aumentos no rendimento podem significar grandes aumentos em termos de
lucratividade do processo e utilizagao eficiente da fonte de carbono, ja que cerca de 60 % do
custo de producdo do etanol é dado pela matéria-prima (Wyman e Hinman, 1990) e a
producdo anual mundial é da ordem de dezenas de bilhdes de litros atualmente, com
perspectivas de expansado nos préximos anos (Renewable Fuels Association, 2011).

Como o etanol é um produto derivado diretamente do metabolismo central do
carbono (metabdlito primario), muitas estratégias para se aumentar o rendimento e/ou a
produtividade da fermentacdo alcodlica baseiam-se em aumentar a proporc¢do de carbono
convertido em etanol, e/ou aumentar a velocidade desta conversdo, respectivamente,
através do uso da engenharia metabdlica (Stephanopoulos et al., 1998).

Num dos trabalhos nesta area, Nissen et al. (2000) mostraram que, reduzindo-se a
formacdo do excesso de NADH (resultante das vias biossintéticas e normalmente reoxidado
pela formacdo de glicerol) e aumentando-se o consumo de ATP na biossintese, foi possivel
aumentar em 10 % o rendimento em etanol, bem como reduzir em 14% o rendimento em
biomassa sobre a fonte de carbono. Para tanto, foi necessaria a substituicdo da via normal
da sintese de glutamato a partir de amonia (que consome NADPH), por uma via alternativa
na qual ATP e NADH sdo consumidos. A estratégia utilizada foi alcancada pela delecdo do

gene GDHI (que codifica a enzima glutamato desidrogenase, envolvida na via normal de
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sintese de glutamato) e concomitante superexpressao dos genes GLNI e GLT1 (que
codificam as enzimas glutamato sintetase e glutamato sintase, respectivamente, envolvidas
na via alternativa da sintese de glutamato). No entanto, uma possivel desvantagem desta
estratégia é que normalmente os meios industriais contém aminoacidos como fonte de
nitrogénio e tal estratégia depende da assimilagdo da amoénia para se atingir os rendimentos
apresentados.

Em outro trabalho em que houve alteragao do balango de redox em . cerevisiae, Bro
et al. (2006) demonstraram que a expressdao da enzima heterdloga ndo fosforilante
gliceraldeido-3P-desidrogenase dependente de NADP* (NADP*-GAPN) foi suficiente para
reduzir em 40 % o rendimento em glicerol, o que acarretou num aumento de 3 % no
rendimento em etanol. Em teoria, nesta estratégia, a conversao de gliceraldeido-3P para
glicerato-3P pela enzima NADP*-GAPN, substitui a formag3o de glicerol, pois, como nesta via
alternativa ndo ha geracdo de NADH, o NADH formado nas vias biossintéticas, é reoxidado
através da formagdo de etanol. Por sua vez, o NADPH gerado durante a conversao de
gliceraldeido-3P para glicerato-3P é consumido pelas vias biossintéticas. Cabe destacar que a
conversdo de gliceraldeido-3P para glicerato-3P, pelas enzimas NAD'-gliceraldeido-3P-
desidrogenase (GAPDH) e fosfo-glicerato-quinase (PGK), continua operante nas células, uma
vez que na via alternativa o rendimento em ATP é nulo. Assim a via normal é a responsavel
por garantir o suprimento de energia as células crescendo em anaerobiose.

Uma estratégia elegante para o aumento do rendimento em etanol foi proposta
recentemente por Medina et al. (2010), na qual o acetato foi utilizado como aceptor de
elétrons na reoxidacdo de NADH em uma linhagem incapaz de produzir glicerol (deletada
nos genes GPD1 e GPD2) e que expressa a enzima heterdloga acetaldeido desidrogenase
dependente de NAD®. Com isto, um composto resultante da hidrélise de residuos
lignoceluldsicos, que é um conhecido inibidor da atividade de leveduras (o acetato), pode ser
convertido em etanol e ainda permitir a eliminacdo completa da formacdao de glicerol em
cultivos anaerdbios com glicose.

Além de modificar o rendimento de um determinado produto de interesse industrial,
a engenharia metabdlica pode ser empregada com o objetivo de se aumentar a velocidade
de uma determinada via metabdlica. Neste caso, os alvos das alteracdes genéticas sao
normalmente genes regulatdrios, ou seja, genes envolvidos no controle da expressao génica

dentro da via em estudo. Um exemplo de tal conceito é o trabalho desenvolvido por
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Ostergaard et al. (2000), cujo objetivo foi aumentar a velocidade de consumo de galactose
pela alteracdo da rede de regulacdo dos genes GAL. Com a remocdo dos genes GAL80, GAL6
e MIG1 (envolvidos na repressdao dos genes estruturais do metabolismo de galactose; GALZ,
GAL2, GAL4, GAL10) atingiu-se um aumento de 41% na velocidade especifica de consumo de
galactose em relagao a linhagem-referéncia.

Através dos exemplos acima, pode-se notar que existem diversas estratégias para se
aumentar o Yerys (fator de conversdo da fonte de carbono em etanol) através da
manipulacdo dos genes envolvidos no metabolismo central do carbono e/ou de outros
genes. Estas alteragdes genéticas podem envolver tanto genes estruturais, como genes
regulatdrios. No entanto, nao pudemos encontrar nenhum trabalho na literatura, no qual a
energética do transporte da fonte de carbono foi empregada como forma de se aumentar o

rendimento em etanol.

2.2 A Engenharia Evolutiva como ferramenta complementara Engenharia Metabdlica

O termo “Evolutionary Engineering’ (neste texto, traduzido como Engenharia
Evolutiva) tem sido empregado com frequéncia nos ultimos anos, para designar uma
estratégia de melhoramento de microrganismos que é baseada no principio da variagdo e
selecdo natural, conforme proposto originalmente por Charles Darwin em sua Teoria da
Origem das Espécies (Sauer, 2001). Assim, desde que seja possivel impor a pressdo seletiva
adequada em laboratério, torna-se viavel “forgar” um fenétipo desejado ao microrganismo
em estudo. Esta estratégia representa uma alternativa ou uma complementacdo a
Engenharia Metabdlica (Stephanopoulos et al.,, 1998), que se baseia em modificacdes
genéticas dirigidas na busca de um fenétipo desejado, ao contrario da Engenharia Evolutiva,
que busca o fendtipo desejado através da imposigdo de uma ou mais pressdes seletivas,
contando com a ocorréncia de mutacdes e de selecdo natural.

Com freqliéncia, Engenharia Evolutiva e Engenharia Metabdlica sdo combinadas, com
o objetivo de se obter microrganismos melhorados. A abordagem cldssica consiste em
primeiramente introduzir um ou mais genes heterélogos no microrganismo em estudo,
conferindo ao mesmo uma determinada capacidade que ele originalmente nao possuia,
dentro do escopo da Engenharia Metabdlica. Em seguida, procede-se com a Engenharia

Evolutiva, através de experimentos longos com uma populagdo do microrganismo em
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estudo, em que vdrias geracdes transcorrem, aumentando-se a probabilidade de ocorrerem
mutacdes. O fendtipo desejado, neste caso, pode ser, por exemplo, uma maior tolerancia a
fatores como oxigénio ou altas concentragdes de glicose. Assim, a pressao seletiva é imposta
através do aumento gradativo da concentracdo de oxigénio ou de glicose, respectivamente,
no caso destes exemplos.

A obtencdo de linhagens de levedura evoluidas em laboratério é uma estratégia
comprovadamente eficiente para diversas finalidades. Como exemplos, podemos citar a
otimizacdo do transporte de maltose em cultivos aerdbios longos em quimiostato (Jansen et
al., 2004); a metabolizacdo de xilose e arabinose em anaerobiose plena utilizando-se tanto
bateladas repetidas como quimiostatos (Kuyper et al., 2004, 2005a, 2005b; Sonderegger e
Sauer, 2003; Wisselink et al., 2007, 2009), o aumento da toleradncia ao etanol (Brown e
Oliver, 1982). As ferramentas podem ser tanto cultivos descontinuos em série (bateladas
repetidas), como quimiostatos, dependendo dos objetivos do estudo. O fato é que uma
populagdao de microrganismos, que frequentemente contém milhdes de individuos num
mililitro, os quais se duplicam num intervalo de poucas horas, apds varias geracdes, acaba
sofrendo mutagdes e, dentro de um ambiente que confere pressao seletiva, passara
também por selecdo para os individuos com melhores condi¢cdes de desenvolvimento neste
ambiente. Desta maneira, as células menos adaptadas serdo eliminadas destes sistemas de
cultivo; nas bateladas repetidas, a cada vez que se renova o meio, e nos quimiostatos,
continuamente pelo sistema de retirada de meio. Alguns exemplos ilustrativos sdo
apresentados a seguir.

A producdo de etanol apartir de fontes ligno-celuldsicas requer a fermentacdo da
fragao hemi-celuldsica, a qual é rica em pentoses, tais como xilose e arabinose. Entretanto, o
crescimento de linhagens de S. cerevisiae modificadas geneticamente para a metabolizacdo
de xilose geralmente é comprometido por problemas no balanco redox dos cofatores NAD" e
NADP" das enzimas xilose redutase e xilose desidrogenase, ou pela baixa atividade de xilose
isomerase. Neste contexto, Sonderegger e Sauer (2003) demonstraram a aplicacdo da
engenharia evolutiva para a selegao de uma linhagem de S. cerevisiae capaz de crescer em
xilose sob condicbes de anaerobiose. Primeiramente, uma linhagem recombinante
(expressando as enzimas xilose redutase e xilose desidrogenase), capaz de crescer
eficientemente em xilose sob condicdes de aerobiose foi lentamente adaptada, em regime

de quimiostato, para crescer em condigdes de microaerobiose, para depois ser submetida a
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situagdo de anaerobiose plena. Tal procedimento, que totalizou 260 geragdes de selegao, é
um forte indicativo de que multiplas mutacdes foram necessarias para obtencdo deste novo
fenodtipo.

Kuyper et al. (2004) demonstraram a possibilidade do uso de estratégias de
engenharia metabdlica aliadas a engenharia evolutiva para obtengdao de uma linhagem de S.
cerevisiae capaz de converter eficientemente xilose em etanol. Para tanto, uma linhagem
expressando a enzima xilose isomerase foi submetida a transferéncias seriadas, em meio
contendo xilose como Unica fonte de carbono. Desta forma, um mutante com velocidade
especifica maxima de crescimento notavelmente maior (tmax = 0,18 h™*) do que a linhagem
inicial (Umax = 0,005 h'l) foi obtido. Como este mutante ndo foi capaz de crescer sob
condicGes de plena anaerobiose, uma nova selecdo em regime de bateladas repetidas foi
iniciada, sob condicGes crescentes de limitacdo de oxigénio até o ponto de plena
anaerobiose. Ao final dessa selecdo, obteve-se um mutante capaz de crescer em xilose (Mmax
= 0,03 h'), sob condicdes estritas de anaerobiose. Mesmo apds a superexpressdao de
determinados genes da via das pentoses-fosfato nesta linhagem evoluida, a linhagem
resultante apresentou baixa velocidade especifica de consumo de xilose quando cultivada
em meio contendo uma mistura de xilose e glicose (Kuyper et al., 2005a). Para melhorar este
fendtipo, a linhagem foi inicialmente submetida a um cultivo anaerdbico em quimiostato em
meio limitado por xilose, seguido de uma série de cultivos em regime de bateladas
repetidas, em meio contendo glicose e xilose. Com isto, uma nova linhagem evoluida foi
obtida, a qual mostrou-se capaz de crescer eficientemente sob anaerobiose em meio
formado pela mistura destes dois acucares. Cabe destacar que a cinética de assimilacdo da
xilose pela linhagem evoluida [ Vhax = 32 mmol.(g DW.h)" e K, = 99 mM] foi notavelmente
maior do que para a linhagem inicial [Vinax = 16 mmol.(g.h)* e K, = 132 mM] (Kuyper et al.,
2005b).

Com a finalidade de permitir a conversdo de arabinose em etanol sob condi¢des de
plena anaerobiose, Wisselink et al. (2007) utilizaram uma combinacdo de engenharia
metabdlica com engenharia evolutiva. Num primeiro momento, dentro do escopo da
engenharia metabdlica, introduziram os genes bacterianos (araA, araBe araD) que permitem
a conversdo de L-arabinose em D-xilulose-5-P na levedura S. cerevisiae (Becker e Boles,
2003). No entanto, esta estratégia ndo resultou em crescimento em meio sintético contendo

arabinose como Unica fonte de carbono. Para contornar este problema, fizeram uso da
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engenharia evolutiva, inicialmente por meio de transferéncias seriadas em meio sintético
contendo uma mistura de galactose (indutor da expressdao do gene GALZ, que codifica um
transportador de galactose e arabinose) e arabinose, e depois, em meio contendo somente
arabinose. Nesta primeira etapa, conseguiram obter um isolado com L.« de 0,15 ht, porém
incapaz de produzir etanol. Num segundo estagio de selegcdo, empregando-se cultivos
descontinuos em série (com diminuicdo gradual do suprimento de oxigénio), obtiveram um
isolado capaz de converter arabinose em etanol sob plena anaerobiose com um Yery/s de

0,43 g.g™ e uma produtividade especifica de etanol de 1,9 mmol.(g DW.h)™.

2.3 Metabolismo de sacarose em S. cerevisiae

2.3.1 Via extracelular e via intracelular

Sabe-se atualmente que na levedura S. cerevisiae existem duas vias metabdlicas para
a utilizacdo da sacarose (Figura 1.1). Numa delas, conhecida como a via extracelular, a
sacarose ¢ hidrolisada no ambiente extracelular (mais precisamente, no espaco
periplasmdtico) pela enzima invertase (codificada pelos genes SUC), gerando glicose e
frutose, que sdo subsequentemente transportadas para o interior das células através das
permeases Hxtp (Lagunas, 1993) e metabolizadas pela via glicolitica. Na segunda via, a via
intracelular, a sacarose é primeiramente transportada através da membrana plasmatica e
em seguida hidrolisada no interior das células. Este transporte ocorre via co-transporte de
ions H', e implica portanto num gasto de energia para a manutenc¢do do pH intracelular
através do bombeamento de prétons para o ambiente extracelular pelas H*-ATPases da
membrana plasmatica (Carlson e Botstein, 1982; Santos et al., 1982; Stambuk et al., 2000).

As H'-ATPases (codificadas pelos genes PMAI e PMAZ2 na levedura S. cerevisiae) é
uma proteina de 100 kDa, ancorada na camada bi-lipidica da membrana plasmatica, que
bombeia H' para fora da célula através da clivagem de ATP, com estequiometria 1:1.
Acredita-se que normalmente este mecanismo consuma cerca de 25 % de todo ATP
produzido pelas células, para bombear H* e assim gerar o gradiente eletroquimico que

governa a captac¢do H'-dependente de nutrientes (Ambesi et al., 2000; Serrano et al., 1986).
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Leveduras que contenham qualquer um dos genes SUC (SUCI-SUC5 e SUC?) sao
capazes de produzir a enzima invertase (Carlson e Botstein, 1983a). Na verdade, o gene SUC
é responsavel pela sintese de dois fragmentos de RNA. Um transcrito maior (1,9 kb),
contendo a seqiiéncia sinal, que codifica a enzima glicosilada extracelular, e outro menor
(1,8 kb), que codifica a enzima ndo-glicosilada intracelular (Carlson e Botstein, 1982; Carlson
e Botstein, 1983b; Grossmann e Zimmermann, 1979). Os dois RNAs sdo transcritos na
mesma dire¢do, e diferem apenas na regido do inicio da transcri¢do (porgao 5’), a qual
codifica o peptideo sinal para a secrecdo e glicosilacdo da enzima extracelular (Figura 2.1).
Os niveis da versdo extracelular da enzima s3dao controlados pela repressdo por glicose,
enquanto a versao intracelular é praticamente insensivel ao controle pela glicose e
expressada constitutivamente. Todavia, na auséncia de repressdo por glicose, a fracao
extracelular é a fragdo majoritdria da atividade total de invertase (> 90%), e desta forma,
postula-se que a via de utilizacdo da sacarose pela invertase extracelular seja a rota principal
no metabolismo deste dissacarideo por S. cerevisiae (Carlson e Botstein, 1982; Gascon e

Lampen, 1968).

ATG ATG

sucz

mRNA constitutivo INVERTASE
> INTRACELULAR

: mRNA induzivel

’ INVERTASE
EXTRACELULAR

Figura 2.1 - Esquema da estrutura genética do gene SUC2 em S. cerevisiae. As setas indicam os mRNAs,
relativos as duas invertases, extracelular (cuja expressdo génica é induzivel) e intracelular (cuja
expressdo € constitutiva).

Fonte: Adaptado de Carlson e Botstein, 1982.

2.3.2 Transporte ativo de sacarose através da membrana pksmadtica de leveduras

O primeiro trabalho a demonstrar a possibilidade de transporte ativo da sacarose por

células de levedura foi o de Santos, et al. (1982). Neste trabalho pioneiro, foi demonstrado



32

que o transporte de sacarose pelas células é mediado pelo co-transporte com ions H, sendo
assim dependente do gradiente eletroquimico de H' através da membrana plasmatica. No
entanto, ndo se soube precisar exatamente a identidade do(s) transportadore(s)
envolvido(s). Todavia, de acordo com o perfil cinético do transporte, pode-se afirmar que
mais de um sistema de transporte estaria em agdo. Outros trabalhos, anteriores ou
posteriores ao estudo de Santos et al. (1982), também corroboram parte das constatacdes
observadas por estes autores (Avigad, 1960; Klaassen e Raamsdonk, 1998; Mwesigye e
Barford, 1996). Contudo, foi apenas mais tarde que Stambuk et al. (2000) demonstraram que
o transporte de sacarose é realizado pelas permeases codificadas nos loci MAL Mais
precisamente, foi verificado que o transportador Agtlp compunha o sistema de alta
afinidade para o transporte de sacarose (K, ~ 8 mM), enquanto que as permeases Malx1p
(mais precisamente Mal21p) eram responsaveis pelo sistema de baixa afinidade (A7, ~ 120
mM). A propdsito, a permease Agtlp jd havia sido sugerida como sendo a principal
transportadora de sacarose na levedura S. cerevisiae num trabalho anterior do mesmo
grupo de pesquisa (Stambuk et al., 1999). Em vista dessas constatacdes, e utilizando uma
linhagem incapaz de assimilar glicose e frutose (devido a delegdo dos genes HXT7), Batista et
al. (2004) demonstraram que a sacarose pode ser eficientemente transportada e hidrolisada
intracelularmente por S. cerevisiae, e que o seu transporte fica severamente comprometido
quando o gene AGTI é removido desta linhagem, enfatizando a importancia do
transportador Agtlp durante a captacdo da sacarose. Estratégia semelhante havia sido
previamente utilizada por Klaassen e Raamsdonk (1998).

Como se pode notar, os trabalhos relatados acima demonstraram que a via de
utilizagdo da sacarose por transporte ativo encontra-se intimamente relacionada ao
metabolismo da maltose, bem como a de outros alfa-glicosideos (maltotriose, trealose, alfa-
metil-glicosideo, etc), compartilhando assim o mesmo sistema de transporte e algumas
vezes, o de hidrodlise (ver abaixo). Apesar de sabermos hoje que o transporte de sacarose em
S. cerevisiae € mediado pelos transportadores codificados pelos loci MAL, que constitui uma
familia de genes poliméricos (muitos genes para as mesmas fung¢des), a grande maioria dos
estudos sobre a caracterizacdo genética e bioquimica destes genes foi feita empregando-se a
maltose como substrato de estudo (Cheng e Michels, 1991; Han et al., 1995; Needleman,

1991; Stambuk e Araujo, 2001; Vanoni et al., 1989).
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Ja foram descritos até o presente cinco diferentes loci MAL, todos localizados nas
regioes teloméricas dos cromossomos VII (MALI), Il (MAL2), Il (MAL3), XI (MAL4) e VI
(MAL6). Cada lécus contém ao menos uma cépia de trés genes distintos, codificando uma
permease (MALxI, onde x representa o ldcus), uma alfa-glicosidase, ou também
denominada “maltase” (MALx2) e uma proteina de regulagdo positiva (MALx3), necessaria
para a transcricdo induzida pela maltose dos dois genes anteriores (Figura 2.2). Este ultimo
gene codifica uma proteina de regulagao positiva que se liga a regido inter-génica entre os
genes MAIx1 e MALx2, induzindo as suas transcricbes (em sentidos opostos).
Adicionalmente, esta proteina também se liga a regido promotora do seu proprio gene,

induzindo sua transcricdo (Needleman, 1991).

REGULADOR PERMEASE -GLICOSIDASE

MAIx3 MALx1 MALX2

Malx3p

MALTOSE GLICOSE

Figura 2.2 - Esquema geral da estrutura genética dos loci MAL em S. cerevisiae. O gene MALx3 codifica a
proteina de regulagdo positiva; o gene MALxI codifica a permease (transportador); o gene MALx2
codifica a alfa-glicosidase (maltase). A proteina de regulagdo positiva (Malx3p), na presenca de
maltose, liga-se aos sitios 1 e 2 (UASya), como também ao sitio 3. A glicose, por outro lado,
reprime a atividade da Malx3p e a transcricdo dos genes MAL pela via de repressao catabdlica, na
qual a proteina Miglp tem papel fundamental.

Fonte: Adaptado de Needleman, 1991.

Além dos loci MAL descritos acima, nos quais todos os trés genes sao funcionais, ja
foram descritos outros alelos naturais (malg, malp, mal), contendo genes nao funcionais,
impossibilitando assim, por exemplo, a fermentacdo da maltose, em linhagens que somente
possuem estes alelos (Naumov, 1994). Particularmente interessante para o transporte da
sacarose, destaca-se um dos alelos do locus MALZ, denominado MALIg. Este locus parece

nado conter atividade para o alelo regulador (MALx3), porém estdo presentes os outros dois
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genes estruturais (MALxI e MALx2). No entanto, um fato surpreendente deste distinto locus
€ que o gene que codifica a permease possui pouca similaridade com o gene homadlogo no
l6cus MALI dominante (Charron e Michels, 1988). Segundo estes autores, o alelo MALlg
deve ter sido originado através de um evento de rearranjo cromossémico. Neste evento,
acredita-se que tenha ocorrido a remogao dos genes MAL11 e MAL13, presentes no ldcus
ancestral MALI1. Além da remocdo, postula-se que tenha ocorrido a integracdo de uma outra
regido do genoma contendo um gene transportador (AGT7I). Assim, o locus resultante
(MAL1g), contém os genes estruturais AGT71 e MAL12, mas ndo contém o gene regulador
MAL13.

Mais tarde, o gene que codifica a proteina transportadora no l6cus MAL1g, bem
como o seu produto, ou seja, a proteina em si, foram investigados em detalhes por Han et al.
(1995). Descrito inicialmente como um transportador de maltose, verificou-se que este gene
codifica uma permease com capacidade de transporte para diversos alfa-glicosideos, e
assim, atribuiu-se a ele o nome AGTI (“alpha-glucoside transporter’). Por apresentar cerca
de 25 % de identidade aos demais membros da superfamilia de transportadores de agucares
(Nelissen et al., 1997; Silverman 1991), a proteina Agtlp foi incluida nesta categoria de
transportadores (familia TDM, “twelve transmembrane domair’’). Dentre os demais
membros, a maior identidade e similaridade é encontrada com a proteina Mal6lp, o
transportador de maltose codificado pelo gene MAL61, sendo tais parametros de 57 e 75 %,
respectivamente (Han et al., 1995). Conforme descrito por Stambuk et al. (2000) e Stambuk
e Araujo (2001), a permease Agtlp é um transportador de alta afinidade para a sacarose (A,
~ 8 mM) e para a trealose (K, ~ 7 mM), e de menor afinidade para a maltose (A, ~ 18 mM),
maltotriose (K, ~ 18 mM) e alfa-metil-glicosideo (X, ~ 34 mM). Por outro lado, os
transportadores Malx1p (mais especificamente Malllp, Mal21lp e Mal61p) possuem alta
afinidade para a maltose [ambos com A, ~ 5 mM; Cheng e Michels (1991); Stambuk e Aradjo
(2001)], enquanto que Mal21p transporta a sacarose com baixa afinidade (K, ~ 120 mM),
segundo Stambuk et al. (2000).

Recentemente, duas novas permeases, capazes de transportar alfa-glicosideos com
alta afinidade, foram caracterizadas (Day et al., 2002). A seus genes, atribuiu-se o nome de
MPH2 e MPH3 (“maltose permease homologuée’), sendo que estdo localizadas nos
cromossomos IV e X (na linhagem S. cerevisiae S288C), respectivamente. As duas permeases

sdo idénticas entre si, e compartilham 76% de identidade com as permeases Mal31p e
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Mal6lp, e 53% com a permease Agtlp (comparagbes realizadas com a seqiéncia de
aminodcidos das permeases). Adicionalmente, tém a sua atividade mediada pela proteina
reguladora Malx3p, como nas demais permeases desta familia, porém apresentando apenas
um sitio de ligacdo para a maltose, ao invés dos trés sitios caracteristicos das demais
permeases (Ni e Needleman, 1990). Segundo os autores, em termos de especificidade pelo
substrato, as duas permeases situam-se num nivel intermedidrio em relacdo as permeases
Mal31p e Mal61lp, mais especificas para maltose, e a Agtlp, com um amplo espectro para
alfa-glicosideos. No entanto, nao foi reportado no referido trabalho se tais permeases sao
capazes de transportar a sacarose, como no caso da permease Agtlp (Stambuk et al., 2000).

O outro gene estrutural deste locus, MALx2, codifica uma alfa-glicosidase (maltase).
Trata-se de uma enzima citoplasmatica, que possui pH 6timo em torno de 7 e é capaz de
hidrolisar a ligagdo alfa-glicosidica, presente na maltose, na maltotriose, e na turanose, bem
como na sacarose (Needleman, 1991; Zastrow et al., 2001). No entanto vale ressaltar que,
como a sacarose é um dissacarideo formado por uma molécula de glicose ligada a uma de
frutose, através de uma ligacdo glicosidica de conformacdo glicose-al1-B2-frutose, esta pode
sofrer a agao tanto de hidrolases capazes de clivar a ligagao alfa-glicosidica, quanto de
hidrolases capazes de clivar a ligacdo beta-glicosidica, sendo este ultimo o caso da enzima

invertase.

2.3.3 Regulagdo génica dos loci MAL

A regulagdo génica dos loci MAL é mediada pela proteina Malx3p. No entanto, o
mecanismo de regulacdo/acdo da Malx3p é complexo e ainda ndo inteiramente
compreendido. Os 3 sitios de ligacdo da proteina reguladora (sitios 1, 2 e 3) sdo distintos
entre si tanto na estrutura como em suas seqliéncias (Figura 2.2). Os dois sitios (1 e 2)
localizados entre os genes MALxI e MALx2, bem como a regido compreendida entre os
mesmos, constituem a regido denominada de UASwaL (“maltose-dependent upstream
activating sequence’), a qual é o sitio de ligacdo da proteina reguladora na presenca de
maltose (Figura 2.2). Apesar desta regido promotora ser bi-direcional, é possivel que ela
regule independentemente os genes MALxI e MALx2 (Needleman, 1991). Adicionalmente,

muitos outros genes parecem interferir na indugao por maltose (SSN6, CYCY, HEX1, HEX2,
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MALX, MALY, SNFI) (Needleman, 1991). No caso especifico da permease Agtlp, para o
transporte de sacarose, esta permease parece ser induzida mais fortemente por alfa-metil-
glicosideo e por maltose, ao passo que é insensivel a indugdo pela trealose (Stambuk et al.,
1999). Este mesmo trabalho aponta que o dissacarideo transportado preferencialmente por
esta permease é a trealose seguido da sacarose.

Por outro lado, a presenga de glicose exerce um efeito repressor na expressao dos
genes MAL. Tal efeito é mediado pelas proteinas Miglp, Hxk2p, e Grrlp, sendo que o
complexo envolvendo a proteina Miglp bloqueia a regidgo promotora UASya, impedindo a
inducdo pela proteina reguladora (Hu et al., 1995; Needleman, 1991). Adicionalmente, sabe-
se que a glicose, bem como andlogos ndo-metabolizaveis, como por exemplo a 2-deoxi-D-
glicose, podem desencadear a inativacdo dos transportadores, por um mecanismo de
fosforilagdo, endocitose e degracdo/protedlise vacuolar dos mesmos, conhecido como
inativacdo catabdlica ou inativacdo induzida por glicose (Brondijk et al., 1998; Medintz et al.,
1996; Riballo et al., 1995), a qual depende fortemente das condi¢des de cultivo, e parece
estar associada a um mecanismo de ubiquitinacdo (Lucero e Lagunas, 1997).

De uma forma geral, o mecanismo de repressdao dos genes MAL pela glicose pode
ocorrer por duas maneiras: pela via de repressao catabdlica (ou também conhecida por via
de repressdo por glicose), e pela via Ras/cAMP/proteina-quinase A (PKA). A primeira leva a
repressao da transcricdo dos genes MAL, enquanto a segunda parece resultar na inativagdo
catabdlica das permeases MAL (Brondijk et al., 1998; Verstrepen et al., 2004). No contexto
industrial, a ativagdo de tais vias pode trazer prejuizos na produtividade e na velocidade da
fermentacdo, pois a presenca de glicose em mostos industriais provoca repressdo na
assimilagdo (transporte) e no metabolismo de agUcares como a maltose e a maltotriose, e
possivelmente sacarose. De fato, a expressdao de muitos genes responsaveis pela sintese de
transportadores de maltose, bem como de maltases, parece ser reprimida
permanentemente apds o cultivo prolongado (adaptacdo) em meio contendo glicose como

fonte de carbono (Kuthan et al., 2003).
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2.3.4 Regulagdo génica dos loci SUC

Estudos mostram que a regulacdo do gene SUC2 é mediada por mecanismos
transcricionais e pos-transcricionais. O primeiro mecanismo é decorrente da repressao da
transcricdo pela glicose (repressdo por glicose). O segundo mecanismo envolve a degradacdo
do mRNA (“turnover’), a qual também é induzida por glicose (Cereghino e Scheffler, 1996).
Postula-se que a regido promotora do transcrito menor (invertase intracelular) ndo responde
a repressao por glicose, ao passo que a regido promotora do outro transcrito maior
(invertase extracelular) é regulada pela glicose e determinadas proteinas (Carlson e Botstein,
1982). Sabe-se que varias proteinas, como Grrlp, Reglp, Hxt2p, Glc7p, Miglp, Ssnép e
Tuplp estdo envolvidas nesta via de regulacdo (Carlson e Botstein, 1982; Gancedo, 1992).
Outras proteinas, como Snflp e Snfdp, sdo requeridas para que ocorra a desrepressdo do
gene SUCZ, e mutantes snfl ndo sdo capazes de sintetizar o transcrito referente a invertase
extracelular, mesmo na auséncia da repressado por glicose (Carlson e Botstein, 1982). Um dos
componentes principais deste mecanismo regulatério é a proteina Miglp (gene M/GI -
“Multicopy Inhibitor of GAL gene expression”; Nehlin e Ronne, 1990), que se liga a regiao
promotora do gene SUCZ, reprimindo sua transcricdo sob altos niveis de glicose.

Se, por um lado, altos teores de glicose reprimem a expressao do gene SUCZ
(invertase extracelular), foi demonstrado por Ozcan et al. (1997) que este mesmo gene tem
a sua maxima expressao quando na presenga de baixos niveis de glicose ou frutose [0,1 -
0,005 % (p/v)], produtos resultantes da clivagem da sacarose. Adicionalmente, a indugdo a
baixos niveis de glicose parece ocorrer pelo relaxamento de um mecanismo de repressao, do
gual uma regido a montante do gene SUC2 (URSsyc), bem como o gene SNF3, sdo
componentes essenciais. Estes autores observaram que a atividade de invertase extracelular
é de 5 a 10 vezes maior em células crescendo na presenca de baixos teores de glicose [0,1%
(p/v)], quando comparada a atividade em células crescendo em glicerol. Desta forma, se
existir excesso de glicose num meio de cultura contendo sacarose, células de S. cerevisiae
terdo a expressdo do gene SUC2 reprimida, consumindo preferencialmente a glicose e
poupando a sacarose para instantes futuros. E sugerido por Ozcan et al. (1997) que estes
mecanismos de repressdo e indugdo por glicose, aparentemente antagobnicos, servem para
ajustar os niveis de invertase no meio de crescimento, garantindo uma utilizagdo eficiente

das fontes de carbono disponiveis.



38

Finalmente, a regulagdo do gene SUCZ2 é, de certa forma, semelhante a regulagdo dos
genes dos transportadores de glicose HX72 e HXT4. Os trés sdo reprimidos por altos niveis de
glicose e induzidos por baixos niveis deste agucar. No entanto, diferentemente dos dois
ultimos, a proteina repressora Rgtlp parece ndo exercer influéncia sobre a expressdo do
gene SUCZ, enquanto que a proteina Snf3p promove a indugdo a baixos niveis de glicose, de

forma similar aos genes HX72e HXT4(0Ozcan et al., 1997).

2.4 Fisiologia quantitativa de S. cerevisiae durante o crescimento em sacarose ou em

misturas de glicose e frutose

Sdo poucos os trabalhos publicados na literatura sobre cultivos de S. cerevisiae em
meio sintético contendo sacarose como fonte de carbono. Ainda mais marcante é a auséncia
completa de dados experimentais quantitativos, obtidos durante o crescimento de &.
cerevisiae limitado por sacarose, em anaerobiose. Além disto, os poucos trabalhos
existentes muitas vezes utilizaram células de S. cerevisiae adaptadas em sacarose por cerca
de 250 geragdes (Barford et al., 1995; Orlowsky e Barford, 1991), o que pode comprometer a
interpretacdo dos resultados, uma vez que o fendtipo original pode ter sido alterado por
mecanismos adaptativos e/ou evolutivos (Ferea et al., 1999). Abaixo apresentamos uma
compilagdo de dados obtidos da literatura sobre cultivos de S. cerevisiae em sacarose, ou

numa mistura de glicose e frutose, em meio sintético totalmente definido (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Principais parametros fisioldgicos de S. cerevisiae (linhagem 248 UNSW 703100) durante o crescimento em sacarose ou em misturas de glicose e frutose, sob

regime de aerobiose.

. E Y, Y, e o2 P
M It 1 ’3 ) X/s ETH/S _ 02 ) ) Font C Ref
odo de cultivo Kou D(h7) [mmol GLC eq.(g dw.h) 1] (g dw.g 1) (g ETH.g 1) [mmol.(g dw.h) 1] [mmol.(g dw.h) 1] onte de Carbono eterenclas
a b Glicose (5 g/L) + Orlowsky and
Batelada 0,45 17 0,15 nd nd nd Frutose (5 g/L) Barford, 1991
Batelada® 0,55 19 0,16 nd nd nd Sacarose (10 g/L) g;::ll’zkylggi
. ac Glicose (5 g/L) + Orlowsky and
Continuo 0,55 22 0,14 0,38 nd nd Frutose (5 g/L) Barford, 1991
Continuo™* 0,55 23 0,17 0,36 nd nd Sacarose (10 g/L) S;L?::’Zkylggi
. Glicose (10 g/L) + Johnston and
Continuo 0,09 L5 0,55 0 2.2 2,0 Frutose (10 g/L) Barford, 1991
. Glicose (10 g/L) + Johnston and
Continuo 0,23 25 0,55 0 4,9 47 Frutose (10 g/L) Barford, 1991
, Glicose (10 g/L) + Johnston and
Cont ¢ 0,31 9 0,20 0,35 22,3 4,0
ontinuo ! ! ! ! ! Frutose (10 g/L) Barford, 1991
, Glicose (10 g/L) + Johnston and
Continuo 0,41 17 0,13 0,41 32,4 4,5 Frutose (10 g/L) Barford, 1991
, Glicose (5 g/L) + Johnston and
Cont 0,41 14 0,16 0,31 d d
ontinuo ! ! ’ n n Frutose (5 g/L) Barford, 1991
Continuo® 0,09 nd nd 0 2 2 Sacarose (10 g/L) Barfcigggt al,
Continuo® 0,17 nd nd 0 4 4 Sacarose (10 g/L) Barf(irgdggt al,
Continuo 0,10 1,2 0,54 0 2,2 2,5 Sacarose (10 g/L)  Basso et al,, 2010

® As células foram previamente adaptadas em sacarose por cerca de 250 geragGes antes do experimento.
®'N3o determinado.
© parametros estimados a partir dos graficos publicados.
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Ja foi demonstrado diversas vezes que as velocidades especificas maximas de
crescimento e de consumo de agucares sofrem aumento, quando células de levedura sdo
previamente adaptadas ao substrato em estudo. Orlowsky e Barford (1991) foram os
primeiros a chamar a atengao para este fen6meno em cultivos com sacarose. Em seu estudo
pioneiro sobre a fisiologia de S. cerevisiae, utilizando meio de cultivo totalmente definido,
estes autores reportam os primeiros dados da fisiologia quantitativa de leveduras na
utilizacdo da sacarose. Em cultivos em modo batelada, sob regime de aerobiose e com
células adaptadas a sacarose por 250 geracOes (em transferéncias seriadas), eles reportaram
dados de pmax, Yx/s € gs: 0,55 h''. 0,16 g DW.g'1 e 19 mmol.(g DW.h)?, respectivamente. Além
disto, constataram que os mesmos parametros foram todos menores (de 5 a 10 % em
relagdo aos valores obtidos em sacarose) em cultivos com células adaptadas a respectiva
fonte de carbono, quando a mesma foi glicose, frutose, ou uma mistura equimolar de glicose
e frutose (Tabela 2.1). Segundo os autores, os resultados indicam, de forma indireta, que o
transporte da sacarose ocorrendo simultaneamente a capata¢cdo dos monossacarideos foi a
causa do aumento no pmax de 0,45 ht em glicose + frutose, para 0,55 h' em sacarose.
Corroborando esta hipotese, Barford et al. (1995), em cultivos continuos e utilizando células
adaptadas por mais de 200 geracg0es, verificaram que a taxa de diluicdo maxima em sacarose
(D=0,56 h™) foi significativamente maior do que a obtida em frutose (O = 0,49 h') (Tabela
2.1).

Em cultivos continuos aerdbicos e limitados simultaneamente por glicose e frutose,
foi observado que a transicdo do metabolismo respiratorio para o respiro-fermentativo
(evidenciado pela presenga de etanol no meio de cultivo) ocorreu em algum valor de vazao
especifica (D) entre 0,23 e 0,31 h™ (Johnston e Barford, 1991) (Tabela 2.1). No caso de
cultivos aerdbicos limitados por sacarose, a mesma transicdo ocorreu para D entre 0,27 e
0,33 h™* (Barford et al., 1995). Um fato intrigante foi observado nos cultivos continuos
limitados por misturas equimolares de glicose e frutose. Johnston e Barford (1991),
observaram que ambos os agucares foram consumidos na mesma velocidade e por completo
a vazOes especificas menores do que 0,40 h™. No entanto, acima deste valor, o consumo de
ambas as fontes de carbono foi incompleto. Este consumo incompleto parece ter sido
relacionado a concentracdo de agucares na alimentagdo, sendo que foi observado a 20 g/L e

ndoa 10 g/L.
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Apesar de descrito ha algum tempo (Santos et al.,, 1982), acreditava-se que o
transporte direto de sacarose contribuia muito pouco para a utilizacdo deste acucar por S.
cerevisiae. No entanto, em vista dos trabalhos apresentados acima, parece que este
mecanismo pode ter contribuicdo significativa ao metabolismo de sacarose, caso as células

sejam previamente adaptadas a ela por varias geragdes (~ 200-250) (Mwesigye e Barford,

1996).
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3 OBIJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar as alteracdes fisioldgicas na
levedura Saccharomyces cerevisiae, decorrentes de modificacbes na topologia e na
energética do metabolismo da sacarose nesta levedura. Estas modificagdes foram
introduzidas tanto por engenharia metabdlica (eliminacdo da atividade de invertase
extracelular e superexpressdao da atividade intracelular da enzima), como por engenharia

evolutiva subsequente (melhoria do transporte ativo da sacarose).

Os objetivos especificos foram os seguintes:

3.1 Estudar os efeitos da limitagao por uracila na fisiologia quantitativa de linhagens de S.

cerevisiae auxotroficas para este nutriente, durante cultivos em quimiostato;

3.2 Comparar os parametros fisiolégicos e o transcriptoma de uma linhagem da levedura S.
cerevisiae que ndo apresenta atividade de invertase extracelular e que superexpressa
atividade de invertase intracelular (denominada iSUC2), com o0s parametros
correspondentes de uma linhagem referéncia (SUC2), durante o estado-estacionario de

cultivos continuos limitados por sacarose;

3.3 Comparar os parametros fisiolégicos das linhagens iSUC2 e SUC2 (descritas acima),

durante o crescimento exponencial em cultivos descontinuos;

3.4 Investigar os efeitos da delecdo do gene AGTI, que codifica a principal proteina
transportadora de sacarose, nas linhagens iSUC2 e SUCZ, durante o crescimento exponencial

em cultivos descontinuos;

3.5 Alterar as caracteristicas do transporte da sacarose na linhagem iSUC2 pelo uso da

engenharia evolutiva;
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3.6 Avaliar a fisiologia e o transcriptoma da linhagem iSUC2 evoluida, durante cultivos

continuos e descontinuos em sacarose;

3.7. Tentar verificar quais alteracdes genéticas ocorreram durante o processo de evolucdo
em quimiostato e que foram responsaveis pelo fenétipo melhorado da linhagem isuc2

evoluida, em relacdo a linhagem iSUC2.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens de levedura e preservagao

As linhagens utilizadas para o desenvolvimento deste projeto sdo apresentadas na
Tabela 4.1. A familia de leveduras “CEN.PK” foi escolhida para o desenvolvimento deste
projeto pois tratam-se de linhagens laboratoriais referéncia para estudos fisioldgicos e de
gendmica funcional (Van Dijken et al., 2000). Duas destas linhagens (CEN.PK113-5D e
CEN.PK113-7D) foram gentilmente cedidas pelo Dr. Peter Kotter (Institut fir Mikrobiologie
der Johan Wolfgang Goethe-Universitdt, Alemanha). A linhagem BSY021-34B (iSUC2 ura-),
incapaz de hidrolisar sacarose no ambiente extracelular e que superexpressa a invertase no
ambiente intracelular, foi construida pelo grupo do Prof. Dr. Boris U. Stambuk (Universidade
Federal de Santa Catarina, Brasil) e gentilmente cedida por ele, que é um colaborador neste
projeto, juntamente com seu aluno de doutoramento, Marcelo Goulart Dério.

As linhagens foram estocadas no Laboratdrio de Engenharia Bioquimica da
Universidade de Sdo Paulo (LEB/USP) e no Laboratdrio de Microbiologia Industrial da TU
Delft (LMI/TU Delft), sob a forma de cultura-estoque em meio YPD (extrato de levedura, 10
g.L'", peptona, 20 g.L'", glicose, 20 g.L™), contendo 20% (p/v) de glicerol, a -80 °C. Para a
obtencdo dos estoques, primeiramente cultivou-se cada linhagem descrita na Tabela 4.1 em
frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio YPD em incubador rotativo (marca
New Brunswick, modelo C24, Edison, New Jersey, USA) a 30 °C e 200 rpm. Ap0ds cerca de 24
h de crescimento, adicionou-se a suspensdo volume suficiente de glicerol estéril para
resultar numa concentracdo final de 20% (p/v). Em seguida, aliquotas de 1 mL foram
distribuidas em criotubos estéreis, os quais foram congelados a temperatura de -80 °C. Estes
estoques congelados foram empregados para se gerar o indculo para os cultivos em
quimiostato, bem como para os cultivos em frasco agitado e para as bateladas repetidas

(cultivos descontinuos).



Tabela 4.1 - Linhagens utilizadas neste projeto.
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Linhagem

Nomenclatura*

Gendtipo relevante

Fonte

CEN.PK113-7D sucz MATa mali3 AGT1 MAL12 MAL2-8c Peter Kotter
URA3 sUC2

CEN.PK113-5D SUC2 ura- MATa mall3 AGT1 MAL12 MAL2-8c Peter Kotter
ura3-52 sucz

BSY021-34B iSUC2 ura- MATa mali3 AGT1 MALI2 MAL2-8c Boris Stambuk
ura3-52 trip1-289 TRP1-pADH1::iSUC2

IMI-056 isuc2 Isogénica a BSY021-34B, mas wra3- Estetrabalho
52::URA3

IMK-305 iSUC2 Aagtl Isogénica a IMI-056, mas agtlA::KanMX Este trabalho

IMK-308 SUC2 Aagt1 Isogénica a  CEN.PK113-7D, mas Este trabalho
agtiA::KanMX

IMM-007 iSUC2 evoluida Evoluida a partir da linhagem IMI-056 Este trabalho

IMM-008 iSUC2 evoluida Aagt1 Isogénica a IMM-007, mas agtiA::kanMX  Este trabalho

IMM-009 iSUC2 evoluida A/Aagtl Isogénica a IMM-008, mas agtiA:loxP- Este trabalho
hphN-loxP

IMI-066 iSUC2P p-MAL13 Isogénica a IMI-056, mas Py, ;3:/oxP- Este trabalho
KanMX-1oxP-Prp;;

IMI-067 iSUC2P 1pyrAGT1 Isogénica a IMI-056, mas URA3-Pys;- Estetrabalho
AGTI-T ycpiura3-52

IMM-010 iSUC2 evoluida Amal13 Isogénica a IMM-007, mas ma/13A4::loxP- Este trabalho

hphN-loxP

*Esta nomenclatura serd empregada ao longo do texto para identificar as linhagens.

4.2 Meios de cultivo

Neste trabalho foram utilizados 3 meios de cultivo. 1) Meio YP, contendo 10 g.L™* de
extrato de levedura, 20 g.L" de bacto-peptona. 2) Meio sintético definido cuja composicdo é
a descrita por Verduyn et al. (1992). Este meio contém, por litro: (NH4),SO4, 5 g; KH,POy4, 3 g;
MgS0,4.7H,0, 0,5 g. Além desses nutrientes, o meio é suplementando com os seguintes
elementos traco para conter, por litro: EDTA, 15 mg; ZnS0,4.7H,0, 4,5 mg; CoCl,.6H,0, 0,3
mg; MnCl,.4H,0, 0,84 mg; CuS0,4.5H,0, 0,3 mg; CaCl,.2H,0, 4,5 mg; FeS04.7H,0, 3 mg;
NaMo04.2H,0, 0,4 mg; H3BO3, 1mg; Kl, 0,1 mg. Adicionou-se também ao meio as seguintes
vitaminas para conter, por litro: biotina, 0,05 mg; pantotenato de calcio, 1 mg; acido
nicotinico, 1 mg; inositol, 25 mg; tiamina-HCl, 1 mg; piridoxina-HCl, 1 mg; e acido para-
aminobenzdico, 0,2 mg. 3) Meio sintético definido com uréia (Luttik et al., 2000), onde a
Unica diferenca deste meio com o anterior é que este contém, por litro, uréia (2,3 g) ao invés
de (NH4),S04, além de ser acrescido de K,SO4 (6,6 g). Cabe ressaltar que as quantidades de
nitrogénio e enxofre sdo as mesmas nos dois meios. Por fim, todos os 3 meios foram

acrescidos da fonte de carbono em estudo (glicose ou sacarose).
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Para o preparo dos meios 2 e 3, as solugdes de elementos trago, de vitaminas e de
uréia foram preparadas separadamente e esterilizadas por filtracdo com membrana de 0,22
um (marca Millipore, Billerica, MA, USA). Os demais componentes foram esterilizados por
autoclavagem a 120 °C durante 15 min. Em relagao as fontes de carbono, estas foram
adicionadas ap0s a esterilizacdo dos outros componentes, sendo que a solugdo de sacarose
foi esterilizada por filtragdo com membrana de 0,22 um (Millipore) para se evitar hidrélise
do dissacarideo, enquanto a solugao de glicose foi esterilizada por autoclavagem a 110 °C
durante 20 min. Todas as solu¢des foram misturadas sob condicdes assépticas.

No caso dos quimiostatos e nas bateladas repetidas (SBR) em anaerobiose total, o
meio foi suplementado com ergosterol e Tween 80 (10 e 420 mg.L'l, respectivamente). Nos
experimentos com as linhagens auxotréficas para a uracila, o meio foi suplementado com
esta substancia para uma concentragdo final de 20 (limitagdo por uracila) ou 80 mg.L" (n3o-
limitagdo por uracila), conforme indicado.

Para a confecgdo de meios seletivos adicionou-se 200 mg.L™" de Geneticina-G418
(Sigma, St. Louis, MO, USA) ou 100 mg.L™ de Higromicina (Sigma). Para a preparacio de
meios solidificados, acresentou-se 20 g.L* de bacto-agar.

O cultivo de Escherichia coli, destinado a multiplicagdo e ao isolamento de
plasmideos, foi realizado a 30 °C em meio Luria-Bertani. Quando necessario, 100 mg.L'1 de

Ampicilina (Sigma) foram adicionados.

4.3 CondigOes de cultivo

4.3.1 Cultivo em frasco agitado

Nestes ensaios foram utilizados dois tipos de meios: 1) YP acrescido da fonte de
carbono; e 2) meio sintético definido com uréia, empregado para se evitar uma elevada
acidificacdo do meio. Quando necessério, foram adicionados 80 mg.L™ de uracila ao meio
sintético.

O ind6culo para o cultivo em frasco agitado foi obtido da seguinte maneira: parte do
conteudo de um tubo da cultura-estoque da linhagem a ser estudada foi transferida para

uma placa de Petri contendo meio YPD-agar 2% (p/v), com auxilio de uma alga de platina,
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usando a técnica da semeadura por esgotamento. A placa foi entdao incubada em estufa a 30
°C. Apds cerca de 24 h, células de uma coldnia isolada foram transferidas para um frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio sintético definido com uréia (Luttik et al.,
2000) ou meio rico (conforme o experimento) e colocado em incubador rotativo a 30 °C e
200 rpm. Apds um cultivo “overnight’, a absorbancia foi medida a 600 nm (Absgy) € 0
volume de indculo para o cultivo em frasco agitado foi calculado de forma a se iniciar o
cultivo com Absgoo de 0,1. No momento da transferéncia do indculo para os frascos agitados,
as células encontravam-se na fase exponencial de crescimento.

Os cultivos em frasco agitado foram conduzidos em Erlenmeyer chicanados de 500
mL contendo 100 mL de meio sintético definido com uréia, acrescido da fonte de carbono.
Os frascos foram incubados a 30 °C e 200 rpm. O crescimento celular foi acompanhado pela
medida da Absgy, apds retirada de amostras da cultura em tempos pré-determinados
(normalmente de hora em hora). Parte dessas amostras foi filtrada por pressdo positiva
usando filtros descartaveis e utilizada para a quantificagdo dos agucares e outros

metabdlitos (etanol, glicerol e acidos orgéanicos).

4.3.2 Cultivos em quimiostato

O indculo para os cultivos em quimiostato foi obtido conforme descrito acima (item
4.3.1), porém empregando-se meio mineral definido conforme Verduyn et al. (1992), com
sulfato de amoénio, em vez de uréia, como fonte de nitrogénio. Apds um cultivo “overnight”,
a absorbancia foi medida a 600 nm e o volume de indculo para o fermentador foi calculado
de forma a se iniciar o cultivo com Absgg de 0,1.

As linhagens de S. cerevisiae estudadas foram cultivadas em regime de quimiostato a
uma vazdo especifica de 0,10 h™ empregando-se biorreatores de bancada (marca New
Brunswick, modelo BIOFLO Ill, Edison, New Jersey, USA), nos experimentos realizados no
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade de Sdo Paulo (LEB/USP), e
biorreatores de bancada (marca Applikon, Schiedam, Holanda), nos cultivos realizados no
Laboratério de Microbiologia Industrial da Delft University of Technology (LMI/TU Delft). Um

esquema geral dos sistemas utilizados é apresentado na Figura 4.1.
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O meio de cultura utilizado foi o meio sintético definido (Verduyn et al. 1992),
contendo glicose ou sacarose como Unica fonte de carbono (item 4.2). O pH dos cultivos foi
mantido constante em 5,0 através da adicdo controlada de uma solucdo de KOH 2 M. A
temperatura foi de 30 °C e a agitacdo mantida em 800 rpm. O condensador do gas de saida
do fermentador foi mantido a 2 °C, de forma a se minimizar a perda de etanol e outros
metabdlitos. Para o regime em quimiostato, que foi iniciado como um cultivo descontinuo, a
adigdo e a retirada continuas de meio passaram a ocorrer no momento de exaustao da fonte
de carbono da etapa em batelada, o que correspondeu ao inicio na queda do sinal de % de
CO, no gas de saida do reator. A adicdao de meio de cultura estéril ao fermentador foi
realizada por meio de uma bomba peristaltica de precisdao. A remogao de meio deu-se por
uma bomba continuamente ligada e conectada a um dreno localizado a altura adequada no
fermentador, no caso dos cultivos no LEB/USP, ou utilizando-se um sensor de nivel
eletronico, no caso dos cultivos no LMI/TU Delft, de forma a sempre se manter um volume

de trabalho de 1 L em ambos os casos.
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Figura 4.1 - Configuragdo geral do sistema de biorreatores para cultivos continuos, em regime de aerobiose e
anaerobiose, empregado no presente estudo. 1) Frasco contendo meio de alimentagdo; 2)
Biorreator de bancada; 3) Frasco para coleta do efluente. 4) Bomba peristaltica de alimentagdo de
meio; 5) Bomba peristaltica de retirada de efluente (meio + células); 6) Sistema de agitacao; 7)
Sistema para medida da vazdo de alimentacao.

Nos cultivos em aerobiose, ar comprimido foi introduzido no reator a uma vazdo de
0,5 L.min™ por meio de um controlador de fluxo massico (marca Brooks, modelo 5876,
Hatfield, PA, USA). A concentracdo de oxigénio dissolvido foi monitorada de forma continua

por um eletrodo de oxigénio dissolvido (marca Mettler-Toledo, Columbus, OH, USA) e
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permaneceu acima de 60% da saturagao com ar por todo o experimento, de modo a se
garantir condi¢Oes de plena aerobiose.

Para os cultivos em anaerobiose, os fermentadores foram equipados com
mangueiras de Norprene (Cole-Parmer, Vernon Hills, lllinois, USA), para se evitar a entrada
de oxigénio no sistema, e foram borbulhados com gds nitrogénio (pureza de 99,95% no
LEB/USP e de 99,995% no LMI/TU Delft) a uma vazdo 0,5 L.min. Nestes cultivos, o frasco de
alimentagao também foi borbulhado com o mesmo gas durante todo o experimento, a uma
vazio de ~ 50 mL.min?, e também foi protegido da luz para se evitar degradacio do
ergosterol.

O estado estaciondrio foi definido como a situacdo em que ao menos 5 tempos de
residéncia tivessem passado depois da ultima mudanca nas condicdes de cultivo e em que
tanto a concentracdo de biomassa como a velocidade especifica de producao de CO, no gas
de saida do biorreator, tivessem permanecido constantes (variacdo menor do que 2%)
durante os dois ultimos tempos de residéncia.

Nos experimentos de evolucdo, a linhagem iSUC2 foi cultivada de forma analoga aos
quimiostatos em anaerobiose limitados por sacarose, porém estes cultivos foram
prolongados até o momento em que se constatou reducdo do substrato residual (item 4.6) e
aumento da capacidade de co-transporte de H* (item 4.10). Para tanto, amostras foram
coletadas diariamente, sendo que ao final do cultivo (apds cerca de 100 geragles) a
suspensdo de células amostrada do biorreator foi plagueada em meio sélido YPD, e algumas

colonias isoladas foram estocadas conforme o item 4.1.

4.3.3 Cultivos em bateladas repetidas (SBR)

Os cultivos em bateladas repetidas foram realizados no LMI/TU Delft, com reatores
de bancada Applikon. O indculo para tais cultivos foi obtido conforme descrito no item 4.3.1,
porém empregando-se meio mineral definido conforme Verduyn et al. (1992), com sulfato
de amonio. Apds um cultivo “overnight’, a absorbancia foi medida a 600 nm e o volume de
indculo para o fermentador foi calculado de forma a se iniciar o cultivo com Absggg de 0,1.

As linhagens de S. cerevisiae estudadas foram cultivadas em regime de bateladas

repetidas e o terceiro ciclo foi amostrado. O meio de cultura utilizado foi o meio sintético
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definido (Verduyn et al. 1992), contendo sacarose como Unica fonte de carbono (item 4.2). O
pH dos cultivos foi mantido constante em 5,0 através da adicdo controlada de uma solugdo
de KOH 2 M. A temperatura foi de 30 °C e a agitagao mantida em 800 rpm. O condensador
do gas de saida do fermentador foi mantido a 2 °C, de forma a se minimizar a perda de
etanol e outros metabdlitos. Para o regime em bateladas repetidas, a retirada (cerca de 95 %
do volume do meio) e a adicdo de meio estéril passaram a ocorrer no momento da exaustao
da fonte de carbono na etapa anterior, o que correspondeu ao inicio na queda do sinal de %
de CO; no gas de saida do reator. Os reatores foram equipados com mangueiras de
Norprene para se evitar a entrada de oxigénio (presente na atmosfera) no sistema, e foram

borbulhados com gas nitrogénio (pureza de 99,995%) a uma vazdo de 0,5 L.min™.

4.4 Determinagao da fragao molar de O, e CO, no gas de saida do biorreator

Nos cultivos realizados no LEB/USP, os gases de saida do biorreator foram
previamente secos pela passagem em recipiente com silica, e analisados quanto as fragdes
molares de CO, e O, por um analisador de gases. A determinagao da fragao molar de O, no
gas de saida foi realizada por um detector paramagnético (marca Beckman, modelo 755,
Brea, CA, USA), enquanto que a fracdo molar de CO, foi determinada com um detector na
faixa do infravermelho (marca Fuji eletric, modelo 3300, Burlington, NJ, USA).

Nos cultivos realizados no LMI/TU Delft, os gases de saida do fermentador foram
previamente secos através de um secador Perma Pure (PD-625-12P) e analisados quanto as
fracoes molares de CO, e O, por um analisador de gases (marca Rosemound, modelo NGA

2000, Knoxville, TN, USA).

4.5 Quantificagdo da concentragdao de metabdlitos extracelulares e intracelulares

Um determinado volume de amostra, apds retirada do cultivo, foi imediatamente
filtrado por pressdao positiva em filtros de porosidade 0,22 um (Millipore) e o filtrado
utilizado nas determinacgdes. Glicose, etanol, glicerol, acetato, succinato e piruvato foram
separados numa coluna de exclusdo i6nica (marca Biorad, modelo Aminex HPX-87H,
Hercules, CA, USA) a 60 °C, utilizando-se H,SO, 8 mM como fase movel a uma vazdo de 0,6

mL.min™. Estes compostos foram detectados num refratémetro diferencial (marca Waters,
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modelo 2414, Milford, MA, USA). A amostragem para quantificagdio da concentragdo
residual do substrato limitante no meio de cultura para cultivos em quimiostato foi realizada
conforme metodologia descrita por Mashego et al. (2003). Para tal, amostras foram
coletadas com seringa, contendo em seu interior esferas de aco inoxidavel (62 g, 4 mm de
didametro) previamente resfriadas a -18 °C. A amostra foi imediatamente filtrada por pressao
positiva em filtros de porosidade 0,22 um. Esse método, conhecido como “Cold Steel
Beads’, permite que a temperatura final da amostra atinja o valor de 1 °C muito
rapidamente. Com isso, evita-se que a pequena quantidade de substrato existente na
amostra seja consumida pelo microrganismo, o que ocorre durante procedimentos usuais de
amostragem. Os agucares em amostras contendo sacarose, glicose e frutose, foram
quantificados por kit enzimatico, conforme orientagdes do fabricante (Boehringer
Mannheim, Cat. Nr. 10 716 260 035) ou mediante cromatografia liquida de troca anionica
(marca Dionex, modelo DX-300, Sunnyvale, CA, USA), coluna Carbopak PA-1 e detector de
amperometria de pulso, tendo NaOH 100 mM como fase mével a um fluxo de 0,9 mL.min™.
Esta ultima andlise foi realizada no laboratdrio do Prof. Dr. Luiz Carlos Basso (ESALQ, USP).

A determinagdo de trealose e glicogénio nas células foi realizada segundo Hazelwood

et al. (2009).

4.6 Quantificagdo da concentragao celular

Nos cultivos em frasco agitado, a  concentracdo celular foi determinada
indiretamente pela medida da Absgy em espectrofotometro (marca Thermo Scientific,
modelo Genesys 20, West Palm Beach, FL, USA). No caso das amostras dos quimiostatos, a
concentracdo celular foi também determinada em termos de massa seca de células. Para
tanto, parte da amostra foi filtrada a vacuo em membrana de porosidade 0,45 pum
(Millipore). Antes de se interromper a filtragdo, o “pellet’ celular foi lavado duas vezes com
agua destilada e entdao a amostra foi levada ao forno de microondas numa poténcia de 180
W por 15 min. A diferenca entre a massa da membrana contendo o “pe/let’ seco de células e
a massa da membrana seca, sem células, foi entdo dividida pelo volume de amostra utilizado
na filtracdo. DeterminagGes em duplicata variaram menos que 3%. Para que esta
determinagdo fosse precisa, utilizou-se um volume de amostra tal que a massa seca de

células retidas na membrana estivesse entre 25 e 50 mg Olsson e Nielsen (1997).
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4.7 Inspegdo da pureza da cultura

A partir de algumas amostras, foram preparadas laminas a fresco para a inspecdo da

pureza dos cultivos por microscopia luminosa, com aumento de 400 vezes.

4.8 Medida da capacidade fermentativa

Para a avaliacdo da capacidade fermentativa das células, amostras do cultivo foram
coletadas em tubos de 50 mL, em quantidade suficiente para se obter 100 mg (massa seca)
de “pellet’ apos centrifugacdo (4 min a 4000 ga 4°C). O “pellet’ de células foi ressuspenso
em 10 mL de meio sintético definido 5 X concentrado, e sem a fonte de carbono (Verduyn et
al., 1992) e o conteudo vertido em recipiente para avaliacdo da capacidade fermentativa. O
tubo de 50 mL foi entdao lavado com 30 mL de dgua e o conteudo da lavagem também
adicionado ao recipiente. Em seguida, o “Aeadspace’ do recipiente foi saturado com gas CO,
(30 mL.min™) para se obter ambiente de plena anaerobiose a temperatura de 30 °C. O
ensaio foi iniciado com a adicdo de 10 mL de solucdo de glicose ou sacarose 10% (p/v) ao
recipiente. Apds isto, acompanhou-se (amostragens a cada 5 min num periodo de 30 min) a
formacdo de etanol, o qual é produzido pelas células em quantidade equimolar ao CO,
(assumindo-se metabolismo puramente fermentativo). A capacidade fermentativa é

expressa em mmol ETH.(g DW.h) ™.

49 Determinagao da atividade de invertase extracelulare total

A atividade de invertase extracelular foi determinada conforme metodologia
adaptada de Silveira et al. (1996). Para tanto, um volume de amostra do cultivo foi
submetido a centrifugagdo e a massa de células obtida foi utilizada para preparar uma
suspensdo de células a 20 g.L'' em agua destilada. Em seguida, as células integras foram
tratadas com tampdo Tris-succinato pH 5,0 contendo Fluoreto de Sddio, que atua como
inibidor da enolase (uma das enzimas da via glicolitica). Uma solugdo de sacarose foi

adicionada as células e a glicose formada por hidrélise do dissacarideo, presente no
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sobrenadante, foi determinada com auxilio de kit enzimatico, conforme orientacdes do
fabricante (Boehringer Mannheim, Cat. Nr. 10 716 260 035, Ingelheim am Rhein, Germany).
Para a determinacdo da atividade da invertase total, utilizaram-se células
permeabilizadas, conforme adaptado de Stambuk et al. (1999). Um volume de amostra do
cultivo foi submetido a centrifugacdo, e a massa de células obtida foi utilizada para preparar
uma suspens3o de células a 20 g.L'* em 4gua destilada. Em seguida, as células foram tratadas
com tampao Tris-succinato pH 5,0 e com uma solugdo de permeabilizagdo (Etanol:Triton
X100:Tolueno, 1:4:1). Uma solucdo de sacarose foi adicionada as células e a glicose formada
por hidrélise do dissacarideo foi determinada com auxilio de kit enzimatico, conforme

orientacdes do fabricante (Boehringer Mannheim, Cat. Nr. 10 716 260 035).

4.10 Determinagao da atividade do transporte de sacarose

A atividade do transporte de sacarose foi determinada por duas metodologias
diferentes. Nos experimentos realizados na USP, mediu-se o transporte de [U-**C]sacarose
(Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA, USA), utilizando-se células integras através da
técnica adaptada de Stambuk et al. (1998). Para isto, 36 UL de uma suspensdo celular a 30
g.L’1 foram misturados a 36 pL de Tampdo 50 mM Tris-succinato pH 5,0 e incubados em
banho por 3 min, a 30 °C. Apos esse periodo, adicionou-se 18 uL de uma solugdo 100 mM de
[U-*C]sacarose (perfazendo uma concentracdo final de sacarose de 20 mM), 50 mM de
glicose e 50 mM de frutose, mantendo-se as amostras incubadas em banho a 30 °C. A adicdo
de glicose e frutose ndao marcadas é utilizada para diluir o efeito da possivel assimilacdo de
[U—”C]glicose e [U-**C]frutose, as guais podem ser oriundas da hidrdlise extracelular da [U-
%Clsacarose (Santos et al., 1982). Apés intervalos de tempo pré-estabelecidos, aliquotas
foram coletadas e rapidamente filtradas em membranas com porosidade de 0,45 pum
(Millipore). A seguir, as membranas foram lavadas com 5 mL de agua deionizada gelada e
colocadas em frascos contendo 10 mL de liquido de cintilacdo. A radioatividade foi medida
apos 10 h em temperatura ambiente. Tais medidas foram realizadas no laboratério do Dr.
Pedro de Araujo, no IQ/USP, pelo doutorando Marcelo G. Dario.

Nos experimentos realizados no LMI/TU Delft, o transporte de sacarose foi estimado
indiretamente pelo co-transporte de ions H". Para isto, utilizou-se uma concentracdo de

sacarose de 70 mM, com células coletadas durante o estado estacionario de quimiostatos
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em anaerobiose limitados por sacarose (Stambuk et al., 2000). A s células foram coletadas
em gelo (4 °C), centrifugadas (4000 g, 5 min, 4 °C) e lavadas duas vezes com agua destilada
(4 °C). O “pellet’ (25 mg DW) foi ressuspenso em 3 mL de tampao ftalato de potassio 25 mM
e pH 5 e incubadas em recipiente apropriado, a 30 °C, por 5 minutos. Apds este periodo,
adicionou-se uma solugdo de sacarose 1 M (para resultar numa concentracgdo final de 70
mM) e a alcalinizacgdo inicial da suspensdo celular foi acompanhada por cerca de 30-60 s com
um pH-metro de alta sensibilidade. Esta alcaliniza¢do reflete o transporte de H" que ocorre
juntamente com o transporte da sacarose pelas células de levedura. Para calcular a
velocidade de assimilagdo de H*, uma curva de calibracdo foi obtida pela adicdo de 100-500
nmol de NaOH & suspensdo celular. As velocidades iniciais de assimilagido de H' foram
calculadas a partir da inclinagdo dos primeiros 10-20 s da curva, registrados apds a adicao de
sacarose, descontando-se a absorcdo basal de ions H'. Todas as determina¢des foram feitas
ao menos em duplicata.

A determinacdo dos parametros cinéticos do transporte de sacarose (Vmax € Kn) pelas
linhagens iSUC2 e iSUC2 evoluida foram realizadas pelo doutorando Marcelo Goulart Dario,
no Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras da UFSC, coordenado
pelo Prof. Dr. Boris U. Stambuk, de acordo com Stambuk et al. (2000). Para tanto, as celulas
foram cultivadas em meio YP com sacarose a 2% (p/v), e coletadas durante a fase
exponencial de crescimento. As células foram lavadas duas vezes com agua destilada (4 °C) e
resuspendidas em agua destilada a ~ 15 mg DW.mL™. A suspens3o celular foi incubada em
recipiente apropriado termostatizado (30 °C) e o pH da suspensdo celular foi ajustado a 5.
Em seguida, pulsos de sacarose (1-150 mM) foram aplicados a suspensdo celular, e a
alcalinizagao inicial da mesma foi acompanhada por cerca de 30-60 s com um pH-metro de
alta sensibilidade acoplado a um registrador grafico TT1 Servograph (Radiometer,
Copenhagen). Para calcular a velocidade de assimilagio de H*, uma curva de calibrac3o foi
obtida pela adicdo de 10-200 nmol de HCl a suspensdo celular. As velocidades iniciais de
assimilagdo de H* foram calculadas a partir da inclinagdo dos primeiros 10-20 s da curva,
registrados apo6s a adicdo de cada pulso de sacarose, descontando-se a absorcdo basal de
ions H*.

Para o cdlculo dos parametros cinéticos (Vmax € km) foi utilizado o método de

Lineweaver e Burk (ou duplo-reciproco).
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4.11 ManipulagGes genéticas

4.11.1 Fletroforese em gel de agarose

O isolamento de fragmentos de DNA e a verificacdo dos produtos de PCR e dos
produtos de digestao com enzimas de restricao foram realizados por meio da eletroforese
do material genético em gel de agarose. Para isto, o gel de agarose (Sigma, St. Louis, USA) a
1% (p/v) foi preparado em tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) com corante SYBR® Safe Gel
Stain (Invitrogen, Paisley, Scotland). As amostras de DNA foram adicionadas aos pogos do gel
juntamente com uma mistura contendo azul de bromo-fenol 0,25% (p/v), xileno cianol
0,25% (p/v) e glicerol 30% (p/v) em agua a pH 8,0-8,6. A corrida eletroforética foi realizada
em tampao TAE, a 90 V, durante 40-60 min.

4.11.2 Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amplificagdes foram realizadas utilizando-se um termociclador (marca Bidmetra,
modelo TGardient Thermocycler, Gottingen, Alemanha). Os reagentes utilizados foram
provenientes de kits especificos. A quantidade empregada de primers, do DNA-molde
(plasmidial ou genomico) e dos demais reagentes presentes na mistura reacional, foi de
acordo com as instrucdes dos fabricantes (mencionados ao longo do texto). Similarmente, as
condicOes para as reacdes de desnaturacdo, anelamento e extensdo, em cada ciclo do PCR,

foram estabelecidas de acordo com as instrucdes dos fabricantes dos kits.

4.11.3 Transformagdo de leveduras pelo método do acetato c Iitio

As transformacdes genéticas descritas abaixo foram realizadas de acordo com Gietz e
Schiestl (1995). O conteudo de um tubo de cultura estoque da linhagem a ser manipulada
geneticamente foi transferido para 20 mL de meio YPD liquido e incubado a 30 °C em
incubador rotativo por 12 h. Apds este periodo, uma aliquota foi transferida para 100 mL de

meio YPD liquido, de modo que a Absgy da cultura ficasse em torno de 0,3. O frasco foi
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entdo incubado sob agitacdo a 30 °C por 4 h. Em seguida, ~ 50 mL da suspensdo celular
foram centrifugados a 4000 g por 5 minutos a 20 °C, as células foram ressuspensas em 25 mL
de agua destilada e centrifugadas novamente nas mesmas condicdes. As células foram
ressuspensas em 1 mL de solu¢do 100 mM LiAc (acetato de litio) e transferidas para um tubo
eppendorf estéril. Esta suspensdo foi centrifugada a 11600 g por 1 min a temperatura
ambiente e as células ressuspensas em 400 UL de solugdo 100 mM de LiAc.

Para cada reagao de transformagdo, 50 UL da suspensdo celular foram transferidos
para um novo tubo eppendorf e centrifugados por 1 min a temperatura ambiente para
retirada do meio. Ao “pellet’ celular foi adicionado, na seguinte ordem: 240 uL de PEG 40 %
(p/v), 36 uL de 1M LiAc, 25 pL de suspensdo de DNA de esperma de salmdo desnaturado (2
mg.mL?), 49 UL de dgua destilada, e 1 pL de suspensdo do DNA transformante. A mistura foi
entdo incubada por 30 min a 30 °C. Em seguida, novamente incubada por 30 min a 42 °C.
Terminada a incubagdo, a mistura foi centrifugada por 1 min a 11600 g a temperatura
ambiente e as células ressuspensas em agua destilada. Por fim, as células foram semeadas
em placas com meio seletivo solidificado, conforme o tipo de marcador de selecdo

empregado.

4.11.4 Reconstituicdo do gene URA3

O gene URA3 foi inserido no genoma da linhagem BSY021-34B (iSUC2 ura-) por
recombinacdo homodloga e metodologias baseadas em enzimas de restricdo (Gietz e Schiestl,
1995). O plasmideo pRS406 (Sikorski e Hieter, 1989) (Figura 4.2), extraido de uma cultura de
E. coli conforme orientacdes do fabricante (Gene Elute™ Plasmid Miniprep Kit, Sigma), foi
clivado com as enzimas de restricdo Ndel e Stul, e assim dois fragmentos foram obtidos (523
e 3861 pb). O fragmento menor, contendo regides de homologia ao gene URA3, foi
purificado seguindo orientacdes do fabricante (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Zymo
Research). Este cassete foi empregado para transformar a linhagem iSUC2 ura- (BSY021-34B)
pela técnica de transformacdo de leveduras por acetato de litio, substituindo-se, por
recombinacdo homdloga, parte do alelo wra3-52 pelo novo cassete. Desta maneira, a

reconstituicdao do gene URA3 nas células transformadas permitiu as mesmas crescerem em
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meio sintético definido sem uracila (ver item 4.2). Uma col6nia foi resgatada e denominada

IMI-056 (iSUCY).

Andl,

pRS406
4384 bps

pMEB1 ori

* BlaZl Hindill
L BsaAl EcoRl
WMael Patl
Mook Srmal
Xmal
BamH|
Spel
Xbal
Notl
Eagl
BstXl
Alel
Sacll
EcclCRI
Sacl

Figura 4.2 - Plasmideo pRS406 utilizado para se obter o fragmento de 523 pb empregado para reconstru¢do do
gene URA3nas linhagens auxotrdficas para a uracila.

4.11.5 Delegcdo do gene AGT1

O gene AGTI foi deletado do genoma das linhagens CEN.PK113-7D (SUC2), IMI-056
(isUC2) e IMM-007 (iSUC2 evoluida) por recombinacdo homdloga e metodologias baseadas
em PCR (Gietz e Schiestl, 1995), gerando os transformantes IMK-308 (SUC2 Aagti), IMK-305
(isUC2 Aagtl), e IMM-008 (iSUC2 evoluida Aggtl), respectivamente. Através de PCR, os
primers cédigos 1470 e 1471 (Tabela 4.2) e o DNA gend6mico de uma linhagem Aagtl
derivada da linhagem S288C (BY4741), da colegdo Saccharomyces Genome Deletion Project
(YKO MATa Strain Collection-Glycerol Stocks, Open Biosystems, Thermo Scientific), extraido
conforme orientacGes do fabricante (YeaStar Genomic DNA Kit, Zymo Research), produziram
um fragmento linear de DNA com ~ 2,7 kb, portando em suas extremidades regides
homdlogas as regides imediatamente a montante (compreendendo 381 pb) e a jusante
(compreendendo 644 pb) do gene AGTI e, entre essas extremidades, o cassete KanMX

(uptag-P7z~kan -Trs=downtag, com ~ 1,7 kb), contendo o gene kan'. Este novo cassete
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(AGT1-KO-KanMX) foi purificado (Genelute PCR Clean up Kit, Sigma), e em seguida
empregado para transformar as linhagens pela técnica do acetato de litio, substituindo-se,
por recombinagdo homodloga, o gene AGTI pelo cassete, o qual conferiu as células
transformadas resisténcia a geneticina (G418) em meio YPD sélido com 200 mg.L™ de G418.

Em seguida, os transformantes foram analisados por PCR diagndstico através do
isolamento do DNA genomico utilizando-se kit e seguindo as instrucdes do fabricante
(YeaStar Genomic DNA Kit, Zymo Research) e empregando-se uma combinacdo de dois pares
de primers (1472 e 9; 1473 e 10) (Tabela 2.2). A combinacdo de primers foi desenhada de
maneira que um deles fosse anelado na regido do cassete e a outra na regido adjacente ao
gene deletado. A insercao correta do cassete AG71-KO-KanMX no genoma das leveduras
permitiu uma amplificacdo de dois fragmentos (1010 e 1067 pb). Caso a inser¢do nao tivesse
ocorrido no sitio correto, ndo haveria produtos de amplificacdo com estes dois pares de
primers.

Para verificar se o gene AGT71 ainda estava presente nestes transformantes deletados
no gene AGT71, bem como para confirmar a presenga do mesmo nas linhagens parentais,
uma outra combinagao de trés pares de primers foi utilizada sobre o DNA gendmico destas
linhagens. A combinacdo dos primers 1563 e 1564 gerou um fragmento com 75 pb, que foi
amplificado a partir de uma regido interna ao gene AG71. A combinacdo dos primers 1472 e
1564 gerou um fragmento com 1076 pb, que foi amplificado de uma regiao compreendida
entre nucleotideos a montante e nucleotideos internos ao gene AGT1. Por fim, a
combinagao dos primers 1687 e 1688 gerou um fragmento com 1507 pb, novamente
amplificado de outra regido interna ao gene AGT1.

Para a delecdo do gene AGT71 na linhagem IMM-008 (iSUC2 evoluida Aagtl), que ja
continha em seu genoma o cassete AGT7T1-KO-KanMX, foi empregada outra estratégia de
delecdo. Através de PCR, os primers 1651 e 1652 (Tabela 2.2) e o plasmideo pUG-hphN (Zelle
et al., 2011) (Figura 4.3), extraido conforme orientacdes do fabricante (Qiagen midprep kit,
Qiagen), produziram um fragmento linear de DNA com 1949 pb, portando em suas
extremidades regides homdlogas as regides a montante e a jusante do gene AGTI e, entre
essas extremidades, o gene AphN. Este novo cassete (AGT1-KO-hphN) foi purificado (DNA
Clean and Concentrator Kit, Zymo Research), e em seguida empregado para transformar a
linhagem IMM-008 (iSUC2 evoluida Aagtl) pela técnica do acetato de litio, substituindo-se,

por recombinacdo homadloga, a outra cépia do gene AGT1 pelo cassete, o qual conferiu as
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células transformadas resisténcia a higromicina, permitindo o seu isolamento em meio YPD
com 100 mg.L'1 desta substancia. A linhagem obtida, IMM-009 (iSUC2 evoluida A/Aagtl), foi
analisada por PCR diagndstico. Para verificar a insergdo no local correto do cassete AGT71-KO-
hphN, foram empregados uma combinacdo de dois pares de primers (1007 e 1472; 1008 e
1473) (Tabela 2.2), os quais permitiram a amplificagdo de dois produtos (1405 e 1744 pb).
Adicionalmente, utilizou-se uma outra combinacdo de dois pares de primers (1472 e 9; 1473
e 10) (Tabela 2.2), para verificar a presenca do cassete AGTI-KO-KanMX, os quais
permitiriam a amplificacdo de dois fragmentos (1010 e 1067 pb) caso as células tivessem em
seu genoma a insercao do cassete. Por fim, empregou-se uma terceira combinacdo de
primers (1687 e 1688; 1564 e 1472), que geraria os fragmentos de 1507 e 1226 pb,

respectivamente, caso o transformante tivesse uma terceira cépia do gene AGT1.
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60

Primer Cédigo® Seqiiéncias (5= 3°)

Kan A 9 CGCACGTCAAGACTGTCAAG

Kan B 10 TCGTATGTGAATGCTGGTCG

MAL32 Probe RV 942 AGCAGCAAACAGCGTCTTGTC

hphNT Ctrl Rv 1007 AGACGTCGCGGTGAGTTCAG

hphNT Ctrl Fw 1008 ACGCGGATTTCGGCTCCAAC

TPI1prom.CTRL-FW 1067 CTTTGGCTCGGCTGCTGTAAC

MAL1 locus-CTRL-FW 1084 AGGCACAAGTACCAGGTGCTAAAG

MALLL Fus 1145 CACCCATATGGTATAATATGAAAAATATCATTTCATTGGTAAGCAAGA

AG

AGT1-KO upstream 1470 GCGAGTTGCAAGAATCTCTACG

AGT1-KO downstream 1471 GATGACGACCACATGGGTTTG

AGT1 Ctrl Fw 1472 GCCTCTTTCCACCACTTTG

AGT1 Ctrl Rv 1473 ACGAGGACTGTCAGACCATTG

Fw MAL11 gPCR 1563 CAGCCCTGTGGTCCATATTAGTG

Rv MAL11 gPCR 1564 ACAGTGCGCTCAGTAGTGC
TCATTTCATTGGTAAGCAAGAAGAAGGCTGCCTCAAAAAATGAGGATA

AGT1KO FwB 1651 AAAACATCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CATTTATCAGCTGCATTTAATTCTCGCTGTTTTATGCTTGAGGACTGACT

AGT1KORvE 1652 GATACGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
AAGTAAATGAAAAGTAGAAAATTTAGCCAGAACTCTTTTTTGCTTCGAG

MAL13 Prom Repl Fw 1653 TCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CGACAGCAGTCGCATGCCTGCTTGGCGCATGTTTGCTTAGTTAAAGTCA

MAL13 Prom Repl Rv 1654 TGCGGAGTTTATGTATGTGTTTTTTG

MAL13 Prom Repl Ctrl Fw 1655 TAAAGTCCGGGTGACCTGG

MAL13 Prom Repl Ctrl Rv 1656 CCCTCTGCACTTCTGCTATTC
CTCGATATATATTAAAGTAAATGAAAAGTAGAAAATTTAGCCAGAACTC

MALL3 KO Fw A 1668 TCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CACAGTTTCTACAATGGAAAGCTATCACTTACCAGGAAGTTGAGATGCA

MAL13 KO Rv A 1669 CGCATAGGCCACTAGTGGATC

TG

MAL13 Ctrl Fw 1672 ATAAAGTCCGGGTGACCTGGG

MAL13 Ctrl Rv 1673 CCAATCTGGCTCTTAGCACTC

MAL13 inside Fw 1674 CGGTCCTAACACCATTGCAACTG

MAL13 inside Rv 1675 CAAGTTGCGGTGGTGCTATTGTG

AGT1 inside Fw 1687 CCACCAATTCAGCCCAGTTAG

AGT1 inside Rv 1688 AAGGTTCTACCAGTTGTCTCAGGCAGATCG

MAL11 Seq Fw 1
MAL11 Seq Fw 2
MAL11 Seq Fw 3
MAL11 Seq Rv 1
MAL11 Seq Rv 2

sC
sC
sC
sC
sC

CAGCCCTGTGGTCCATATTAG
TGGCCTGCTCCTTTAATGATCG
CTGGTATCGGTGCAGTTG
TGTCCCACAGCAATCATAGC
GCAGCCTTCTTCTTGCTTACC

(a)Cédigo referente ao banco de dados do Laboratério de Microbiologia Industrial da Delft University of
Technology, Holanda. Os nucleotideos em negrito e sublinhados nos primers de delegdo referem-se as regides
de homologia ao genoma de S. cerevisiae, obtidos da base de dados “Saccharomyces Genome Database’

(SGD).

sc — sem cadigo, pois ndo foram estocados, mas apenas utilizados no sequenciamento (item 4.13).
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Figura 4.3 - Plasmideo pUGhphN utilizado para se obter o cassete de transformagdo com 1949 pb para delegdo
da copia extra do gene AGT1 na linhagem IMM-008 (iSUC2 evoluida Aagtl).

4.11.6 Delecdo do gene MAL13

Esta etapa do trabalho foi realizada pelo aluno de doutoramento, Stefan de Kok, do
LMI/TU Delft, que é um colaborador deste trabalho.

O gene MAL13 foi deletado do genoma da linhagem IMM-007 (iSUC2 evoluida) por
recombinagdo homéloga e metodologias baseadas em PCR (Gietz e Schiestl, 1995), gerando
o transformante IMM-010 (iSUC2 evoluida Amal/13). Através de PCR, os primers 1668 e 1669
(Tabela 4.2) e o plasmideo pUG-hphN (Zelle et al., 2011) (Figura 4.3), extraido conforme
orientacdes do fabricante (Qiagen midprep kit, Qiagen), produziram um fragmento linear de
DNA com 1939 pb portando em suas extremidades regides homdlogas a regido a montante e
a jusante do gene MALI3 e, entre essas extremidades, o gene hphN. Este novo cassete
(MAL13-KO-hphN) foi purificado (DNA Clean and Concentrator Kit, Zymo Research), e em
seguida empregado para transformar as linhagem IMM-007 (iSUC2) pela técnica do acetato
de litio, substituindo-se, por recombinacdo homoéloga, o gene MAL13 pelo cassete, o qual

conferiu as células transformadas resisténcia a higromicina, permitindo o seu isolamento em
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meio YPD com 100 mg.L" desta substancia. A linhagem obtida, IMM-010 (iSUC2 evoluida
Amal13), foi analisada por PCR diagndstico, empregando-se uma combinagdo de dois pares
de primers (1008 e 1672; 1007 e 1673) (Tabela 4.2), os quais permitiram a amplificagdo de
dois fragmentos (695 e 1078 pb) caso as células tivessem em seu genoma a inser¢do correta
do cassete MAL13-KO-hphN. Adicionalmente, empregou-se outra combinagao de primers
internos ao gene MAL13 (1674 e 1675), que geraria um fragmento de 587 pb, caso o

transformante tivesse uma outra copia do gene MAL13.

4.11.7 Substituicdo do promotor do gene MAL13

Para a substituicdo do promotor nativo do gene MAL13, pelo promotor forte Pz, foi
utilizado outro cassete de DNA. Através de PCR (Expand High Fidelity PCR System, Roche), os
primers 1653 e 1654 (Tabela 4.2) e o plasmideo pUG6-P 7, (Abbott et al., 2009) (Figura 4.4),
extraido conforme orientagdes do fabricante (Qiagen miniprep kit, Qiagen), produziram um
fragmento linear de DNA com 2301 pb portando em suas extremidades regides homdlogas
as regides a montante e a jusante da regido promotora do gene MAL13 e, entre essas
extremidades, o cassete loxP-KanMX-loxP-P;. Este novo cassete foi purificado (DNA Clean
and Concentrator Kit, Zymo Research), e em seguida empregado para transformar a
linhagem IMI-056 (iSUC2) pela técnica do acetato de litio, substituindo-se, por recombinacao
homodloga, o promotor original pelo novo promotor (P7s;) e gerando assim a linhagem IMI-
066 (iSUC2 Prpi1-MAL13). Os transformantes foram selecionados em meio YPD contendo
Geneticina. Por fim, os transformantes foram analisados por PCR (FastStart PCR Master,
Roche) diagnostico através de técnica conhecida como “colony PCR’, empregando-se uma
combinacdo de dois pares de primers (9 e 1655; 1067 e 1656) (Tabela 2.2), os quais
permitiriam uma amplificacdo de dois fragmentos (375 e 396 pb) caso as células tivessem

em seu genoma a insercao no sitio correto do cassete loxP-KanMX-loxP-P 7.
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Figura 4.4 - Plasmideo pUG6-TPI1lprom utilizado para se obter o cassete de transformag¢do com 2301 pb para
obtengdo da linhagem que superexpressa o gene MAL13 por agdo do promotor forte Pp; (IMI-
066; iSUC2 P 1p- MAL13).

4.11.8 Super-expressdo do gene AGT1

Esta etapa do trabalho foi realizada pelo aluno de doutoramento, Stefan de Kok do
LMI/TU Delft, que é um colaborador deste trabalho. O plasmideo pAG306GPD-MALI1
(Figura 4.5), que contém o gene AGT1(MAL11) amplificado do DNA gendmico da linhagem
CEN.PK113-7D, foi clivado com a enzima de restricdo Stul e o cassete resultante foi integrado
no lécus ura3-52 da linhagem BSY021-34B (iSUC2 ura-), gerando a linhagem IMI-067 (iSUC2
P oz AGTI).
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Figura 4.5 - Plasmideo pAG306GPD-MAL11 utilizado para se obter o cassete de transformagdo com 7725 pb
para obtencdo da linhagem que superexpressa uma cépia extra do gene AGTI por agao do
promotor forte P7py; (IMI-067; iSUC2 P 1p,7 AGTI).

4.12 Andlise da expressdo génica em escala genémica (transcriptoma)

Esta etapa do trabalho foi realizada em parceria com o grupo coordenado pelo Dr.
Jack Pronk, colaborador deste projeto, nas dependéncias do LMI/TU Delft. A anadlise dos
micro-arranjos de DNA foi conduzida com arranjos S98 Yeast GeneChip da Affymetrix (Santa
Clara, CA) conforme descrito anteriormente (Piper et al., 2002) e coordenada pelo Dr. Jean-
Marc Daran. As células foram transferidas diretamente dos quimiostatos em anaerobiose
para um frasco com nitrogénio liquido e processadas de acordo com as instrugdes do
fabricante (Manual técnico da Affymetrix), com as seguintes modificacbes. A sintese de
cDNA de fita-dupla foi conduzida empregando-se 15 ug de RNA total e os componentes do
“One Cycle cDNA Synthesis Kit' (Affymetrix). O cDNA de fita-dupla foi purificado (GeneChip
Sample Cleanup Module, Qiagen) antes das etapas de transcri¢do /n vitro e marcagao
(GeneChip IVT Labelling Kit, Affymetrix). Por fim, o cRNA marcado foi purificado (GeneChip
Sample Cleanup Module) antes das etapas de fragmentacdo e hibridizacdo empregando-se
15 pg de cRNA-biotina. Os resultados de expressao génica para cada linhagem foram obtidos

a partir de 2 replicatas biolédgicas (dois cultivos independentes) (De Nicola et al., 2007).
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A aquisi¢ao e a quantificagdo das imagens dos arranjos, bem como a filtragem dos
dados, foram conduzidas usando o programa de operac¢do Affymetrix Genechip, versdo 1.2.

O “add-in" “Significance Analysis of Microarrays” (SAM), versdao 1.12 (Tusher et al.,
2001) do Microsoft Excel foi utilizado para analise estatistica dos resultados de expressao
génica obtidos para cada linhagem (iSUC2, iSUC2 evoluida e SUC2). As comparacgles
realizadas (“pairwise comparison”) foram: entre a linhagem iSUC2 e a linhagem iSUC2
evoluida, bem como entre a linhagem iSUC2 e a linhagem-referéncia SUCZ, todas elas
cultivadas em condig¢des idénticas (quimiostatos limitados por sacarose em anaerobiose).

Grupos de genes que respondem igualmente a uma dada condi¢cdo experimental
foram avaliados quanto a sua super-representagao em categorias funcionais (MIPS e KEGG)
usando testes hipergeométricos, conforme descrito por Knijnenburg et al. (2007) e

Kresnowati et al. (2006).

4.13 Sequenciamento do gene AGT1

Para o sequenciamento do gene AGTI presente nas linhagens iSUC2, iSUC2 evoluida
e iSUC2 evoluida Aagtl, foi necessario, primeiramente, extrair o DNA gendmico das mesmas
segundo protocolo padrdo (YeaStar Genomic DNA Kit, Zymo Research). Em seguida, o alelo
presente em cada linhagem foi amplificado (Phusion Hot Start, High-Fidelity DNA
polymerase, Finnzymes) com os primers 1084 e 942, gerando o produto com 4476 pb, no
caso das duas primeiras linhagens, e com as combinacdes de primers 1084 e 1145, e 1472 e
1564, gerando os produtos com 2097 e 1226 pb, respectivamente, no caso da linhagem
iSUC2 evoluida Aggti (Tabela 2.2). Tais produtos de PCR foram entdo purificados (DNA Clean
and Concentrator Kit, Zymo Research) e encaminhados, juntamente como os primers MAL11
seg-Fwl, -Fw2, -Fw3, -Rvl e -Rv2 (Tabela 2.2) a empresa Baseclear (Leiden, Holanda), para

serem sequenciados.

4.14 Calculo dos parametros fisioldgicos

Os parametros fisiolégicos (fator de conversdo de substrato a células, fator de

conversao de substrato a etanol, velocidade especifica de produgado de produto e velocidade
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especifica de consumo de substrato) dos cultivos realizados foram calculados segundo

Schmidell et al., 2001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro 5.1 é apresentada uma visdo geral de todos os experimentos realizados

em biorreator ou em frasco agitado, durante este trabalho de tese de doutoramento.



Quadro 5.1: Quadro-resumo dos experimentos realizados

68

(@)

Linhagem Sigla (LMI/TU Delft) Modo de cultivo Fonte de Carbono Limitagdo nutricional Condigdo Local

SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato Sacarose Sacarose Aerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Quimiostato Sacarose Sacarose Aerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato* Glicose Glicose Aerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato* Glicose Glicose Anaerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Quimiostato* Glicose Glicose Aerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Quimiostato* Glicose Glicose Anaerobiose LEB/USP
sucz CEN.PK113-7D Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
isuc2 IMI-056 Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2 evoluida IMM-007 Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2 evoluida dagt1 IMM-008 Quimiostato* Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2 evoluida Aagtl/Aagtl IMM-009 Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2P rp7MAL13 IMI-066 Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2P rpyrAGT1 IMI-067 Quimiostato Sacarose Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
suc2 CEN.PK113-7D Batelada repetida (SBR)(b) Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
isucz IMI-056 Batelada repetida (SBR) Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2 evoluida IMM-007 Batelada repetida (SBR) Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
SUC2 Aagtl IMK-305 Batelada repetida (SBR) Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
iSUC2 Aagtl IMK-308 Batelada repetida (SBR) Sacarose Anaerobiose LMI/TU Delft
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Shake-flask Sacarose Aerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Shake-flask Glicose Aerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Shake-flask Sacarose Aerobiose LEB/USP
iSUC2 ura- BSY021-34B Shake-flask Glicose Aerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato Glicose Uracila/Glicose Aerobiose LEB/USP
SUC2 ura- CEN.PK113-5D Quimiostato Sacarose Uracila/Sacarose Aerobiose LEB/USP

@ Todas as linhagens empregadas sdo da espécie Saccharomyces cerevisiae
®) Nas bateladas repetidas (sequential batch reactors - SBR), o terceiro ciclo foi amostrado
NOTA: Todos os cultivos foram realizados em duplicata (exceto quando indicados, feitos em monoplicata*), a 30 °C, pH controlado em 5,0 (no caso de cultivos em
biorreator) e em meio de cultura definido (Verduyn et al., 1992). Todos os quimiostatos foram realizados a uma vazao especifica de 0,10 h™. Para mais detalhes

experimentais, favor consultar a secao de Materiais e Métodos.
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5.1 Efeitos da limitagdo por uracila em cultivos continuos de S. cerevisiae

Linhagens auxotréficas de leveduras constituem importantes plataformas utilizadas
tanto para a pesquisa aplicada como para a pesquisa fundamental. O uso destas linhagens
como estratégia para a deteccdo e a selecdo de transformantes é uma ferramenta
importante e eficaz no escopo da biologia molecular, principalmente quando o objetivo é
utilizar a marcacdo auxotrofica para impedir a perda do(s) gene(s) introduzido(s) (Pronk,
2002). Um exemplo muito utilizado com linhagens de S. cerevisiae é a auxotrofia para a
uracila. O gene URA3 codifica a enzima orotidina-5-fosfato descarboxilase (ODC), envolvida
na sintese “de novo” de pirimidinas. Esta enzima cataliza a descarboxilagao de orotidina-5-
fosfato (OMP) para uridina-5-fosfato (UMP), essencial na biossintese de uracila na levedura
S. cerevisiae. O alelo wra3-52 (ura-) é causado por uma insercdo tipo 7y na regido
codificadora do gene funcional URA3, que por sua vez elimina a sintese da enzima ODC,
deixando as células incapazes de sintetizar UMP pela via “de novo” (Rose e Winston, 1984).

Se ndo transformada com um alelo funcional do gene URA3, as células auxotroficas
para a uracila s6 podem ser propagadas em meios que contenham esta substancia em sua
composicao. Nesta situacdo, a uracila é captada pelas células por meio de um sistema de co-
transporte com H' (Pantazopoulou e Diallinas, 2007), suprindo assim o requerimento de
UMP pela via “salvage” de pirimidinas. A facilidade com que as linhagens auxotroficas e suas
correspondentes complementadas podem ser manipuladas e os baixos custos dos reagentes
envolvidos tém contribuido em muito para a construgao de inumeras linhagens laboratoriais
com varias combinacGes de auxotrofia.

Como algumas linhagens (SUC2 ura- e iSUC2 ura-) utilizadas neste projeto sdo
auxotroéficas para a uracila, foi necessario definir uma concentracdo adequada desta
substancia no meio de cultivo. Existem divergéncias entre os trabalhos publicados na
literatura, sobre os requerimentos nutricionais para linhagens auxotroficas, e, em especial,
para a uracila. Numa referéncia importante sobre o tema (Sherman, 1991), sugere-se uma
suplementacdo de uracila de 20 mg.L'1 para meios sintéticos. Por outro lado, Pronk (2002)
sugere uma suplementacdo de acordo com a concentracdo celular esperada, considerando-

se um teor de uracila na massa seca celular de 0,011 g.g DW™ (Oura, 1972" apud Pronk,

! Oura E. The effect of aeration on the growth energetics and biochemical composition of baker’s yeast [PhD
Thesis]. Helsinki: University of Helsinki, 1972.
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2002) e um fator de acréscimo/seguranca de 1,25. Por exemplo, num quimiostato em
aerobiose com S. cerevisiae, com uma concentracdo de glicose de 10 g.L'1 no meio de
alimentacdo, espera-se uma concentragdo de biomassa seca de cerca de 5 g DW.L*
(assumindo-se um Yy;s de 0,5 g DW. gl). Logo, é possivel calcular uma suplementacio de
uracila ao redor de 70 mg.L'1 (0,011 X 10 X 0,5 X 1,25). Como pode ser observado, existe uma
grande variagdo entre o valor sugerido por Sherman (1991) e o sugerido por Pronk (2002).
Assim, decidiu-se avaliar os efeitos das duas concentragdes de uracila sobre a fisiologia da
linhagem auxotrofica para este nutriente.

Durante o estado-estacionario de quimiostatos aerdbios limitados por glicose (e
suplementados com 75 mg de uracila.L?) conduzidos com a linhagem auxotréfica para a
uracila (SUC2 ura-), os principais parametros fisiologicos foram essencialmente iguais
aqueles apresentados pela linhagem isogénica prototréfica (SUC2, CEN.PK113-7D) (Tabela
5.1). Assim, a uma D de 0,10 h, o crescimento foi completamente respiratdrio, e nenhum
metabdlito foi detectado no meio de crescimento. Apesar desta observagdo parecer 6bvia,
foi decidido conduzir tal experimento, uma vez que a Umax € afetada pela suplementagao
nutricional. Ao crescerem, as células precisam transportar ativamente os nutrientes
auxotroficos, e no caso da uracila, a ativacdo da via de utilizacdo de pirimidina também é
requerida (Pronk, 2002), o que implica em gasto adicional de energia.

No caso dos cultivos limitados por sacarose, como era esperado, o crescimento foi
puramente respiratério. No entanto, o rendimento em biomassa foi 8 % maior e a
concentracdo de acuUcares residuais 3 vezes maior, quando comparados aos mesmos
parametros obtidos nos quimiostatos limitados por glicose. Vale destacar que dados obtidos
durante quimiostatos limitados por sacarose sdao extremamente raros na literatura.
Similarmente aos dados obtidos neste estudo, num dos raros trabalhos que relatam
resultados nestas condigdes experimentais, reporta-se um rendimento em biomassa maior
em sacarose do que em glicose (Barford et al.,1995).

Para o estudo da limitagao por uracila, foi utilizada uma concentragao de uracila de
20 mg.L'1 no meio de alimentagdo. Esta concentracdo é a sugerida por um dos principais
manuais sobre o cultivo de linhagens auxotréficas (Sherman, 1991). Considerando-se um
conteddo de uracila na biomassa de 0,011 g uracila.g DW™ (Pronk, 2002), é possivel calcular
que a concentragao celular maxima esperada para estes cultivos seria em torno de 1,8 g

DW.L", o que indicaria que em tais condicdes a uracila e ndo a glicose ou a sacarose seriam o
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nutriente limitante. Como observado na Tabela 5.1, as concentracdes de biomassa
alcancadas em cultivos com limitacdo de uracila foram préximas deste valor (considerando-
se uma concentracdo de acticar de 10 g.L'! no meio de alimentagdo, um rendimento em
biomassa de 0,22 g DW.g’l, e uma concentragao de agucares residuais menores do que 0,6
mM, é possivel calcular uma concentracdo de biomassa de 2,1 g DW.L'l). Assim, nas
condicBes de limitacdo de uracila, era esperado que as células ndo fossem consumir uma
parte consideravel do agucar proveniente do meio de alimentagdo (uma vez que a Dde 0,10
h™! sob regime de aerobiose, o rendimento em biomassa gira normalmente em torno de 0,5
g DW.g). No entanto, isto n3o foi o observado, uma vez que 99% e 94% da fonte de
carbono foi consumida nos quimiostatos conduzidos com glicose e com sacarose,

respectivamente.

Tabela 5.1 - Parametros fisioldgicos da linhagem SUC2 ura- (CEN.PK113-5D) durante o estado estaciondrio em
quimiostatos aerdbios limitados por diferentes nutrientes. Os dados estdo apresentados como a
média e o desvio da média de dois experimentos independentes.

Sem limitagdo de uracila Com limitagao de uracila

Parametros fisiolégicos(“) Fonte de carbono

Glicose® Glicose™ Sacarose Glicose Sacarose
Yys [g DW.(g GLC eq)'l] 0,50%+0,01 0,50 0,540 0,22 +0,00 0,23+0,02
Yerys [8.(8 GLC eq)™] 0 0 0 0,194+0,00  0,13+0,01
Gern [mmol.(g DW.h)"] 0 0 0 1,96+ 0,17 1,2 +0,09
Goiye [mmol.(g DW.h)"l] 0 0 0 0,04+0,01 0,02 0,00
Gace [mmol.(g DW.h)"l] 0 0 0 0,49+ 0,09 0,29 +0,08
gs [mmol GLC eq.(g DW.h)'l] 1,1+0,1 1,1 1,2+0,03 2,67 £0,26 2,4+0,03
Sresiouar (MM)? 0,17 +0,01 0,17 054+0,11  0,63+0,03  1,75+0,39
o> [mmol.(g DW.h)7] 2,6+0,1 2,2 2,240,2 4,1+0,4 4,1+0,6
Geo2 [mmol.(g DW.h)™] 2,8+0,0 2,6 2,5+0,5 6,1+0,2 56+0,1
RQ (dco2/902) 1,1+0,1 1,2 1,1+0,1 1,5+0,1 1,4+0,2
Balanco de C (%) 95,5 95,0+ 5,1 93,5+1,9 89,5+3,2

“0s dados se referem ao trabalho de Diderich et al., (1999). A linhagem utilizada foi S. cerevisiae CEN.PK113-
7D, prototréfica para uracila.

®)para este cultivo em particular, ndo foi realizado uma duplicata.

(C)Concentragﬁo de agucar residual no estado-estacionario. Nos cultivos em glicose o valor refere-se a
concentragdo desta substancia. Nos cultivos em sacarose, o valor refere-se a soma da concentragdo dos 3
acucares (glicose, frutose e sacarose).

(d)BaIango de carbono foi estimado usando-se uma composi¢cdo de biomassa de 25,34 g/C-mol para cultivos
aerdbios e um conteudo de cinzas de 7% (Nielsen et al., 2003).

Observa-se ainda, pelos dados apresentados na Tabela 5.1, que a limitacdo por
uracila resulta num metabolismo respiro-fermentativo, mesmo em condi¢des nas quais as
células, quando limitadas pela fonte de carbono, normalmente apresentariam um

metabolismo puramente respiratério. Este comportamento é, em parte, semelhante aos
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cultivos limitados por outros nutrientes, tais como nitrogénio (N), fésforo (P), e enxofre (S)
(Diderich et al., 1999; Boéer et al., 2003). O aumento nas gsi.c € Gsuc, 0 qual é resultado da
menor eficiéncia energética da fermentag¢do alcodlica (Qquando comparada ao metabolismo
respiratorio), foi acompanhado de um menor Yy (Tabela 5.1). Adicionalmente, ndo apenas a
Gco2, Mas também a go, aumentaram mais de 2 vezes no cultivos limitados pela uracila, em
relagao aos cultivos com excesso deste nutriente.

As semelhangas entre os cultivos limitados por uracila e os cultivos limitados por N, P,
e S sdo restritas as observacGes descritas acima. No primeiro caso, a concentracdo residual
de glicose foi muito menor (na faixa de 1-2 mM) do que no segundo caso, onde uma
concentracdo 10 vezes maior foi observada (Diderich et al., 1999; Béer et al., 2003). Com
isto, foi concluido que existe uma dupla limitagdo nutricional nos experimentos realizados
com limitagdo de uracila: por carbono (glicose ou sacarose) e pela proépria uracila, o que
caracteriza uma situacao fisioldgica diferente da limitagdo nutricional por N, P ou S. Este fato
foi também reportado por outros autores (Brauer et al., 2008; Boer et al., 2008).

Em alguns casos, a restauracdo da prototrofia em células auxotroficas, através da
complementacao com plasmideos contendo os genes em questdo, também resultaram em
alteragdes na fisiologia destas células. Foi reportado que, no caso da auxotrofia pela leucina,
as concentracdes celulares na fase estacionaria de cultivos descontinuos foram diferentes
entre leveduras prototroficas e suas correspondentes auxotroficas nas quais o0s
requerimentos nutricionais foram atendidos pela complementacdo genética (insercdo de
plasmideo) ou pela suplementacdo do meio com o nutriente auxotréfico (Cakar et al., 1999).

Um fato curioso observado nos experimentos limitados por uracila foi que houve um
aumento significativo na formagao de acetato nos cultivos aerébicos, tanto quando a fonte
de carbono empregada foi glicose como sacarose (Tabela 5.1). As gace foram maiores do que
as comumente observadas em quimiostatos anaerdbios com S. cerevisiae [0,02 mmol.(g
DW.h)?, conforme reportado por Abbott et al., 2007] e semelhantes aos valores
encontrados em quimiostatos aerdbios conduzidos acima da vazao especifica critica de
alimentacdo (D). Segundo Postma et al. (1989), a gace foi igual a 0,6 mmol.(g DW.h)?, a
uma D de 0,35 h™, em cultivos com a linhagem S. cerevisiae CBS 8066. Similarmente, em
quimiostatos aerodbios limitados por glicose, conduzidos com uma linhagem de Bacillus
subtilis auxotréfica para a metionina, niveis elevados de formacdo de acetato foram

encontrados, quando a suplementagdo de metionina foi insuficiente (Cakar et al., 1999).
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E provavel que este aumento na gace em condigdes aerdbias pode ter sido resultado
da atividade de uma rota metabdlica conhecida como “desvio da piruvato desidrogenase”,
qgue normalmente opera sob condi¢des respiro-fermentativas (Frick e Wittmann, 2005).
Nesta via, que é uma alternativa a reacdo catalizada pela enzima piruvato desidrogenase, o
piruvato é convertido a acetil-CoA pela agdo seqtiencial das enzimas piruvato descarboxilase,
acetaldeido desidrogenase, e acetil-CoA sintetase. Isto, combinado a uma menor demanda
biossintética por acetil-CoA (menor biomassa celular), sob condi¢es de limitagdo de uracila,
poderia levar ao acumulo e subseqiente excrecdo de acetato ao meio de cultivo.
Adicionalmente, como o acumulo de acetato (um acido organico fraco) no meio causa um
efeito desacoplador na membrana celular (Verduyn et al., 1992), levando ao gasto de ATP
(devido ao influxo de protons) para a manutencao do pH intracelular, isto poderia explicar o
aumento da go, sob limitacdo de uracila (Tabela 5.1). Nesta situacdo, as células iriam
consumir oxigénio na cadeia transportadora de elétrons como forma de gerar ATP para
propiciar a retirada de prétons, em vez de ser utilizado na sintese de biomassa.

Em resumo, a limitagdo por uracila, em quimiostato conduzido em aerobiose plena,
resultou em metabolismo respiro-fermentativo e agucar residual abaixo de 2 mM, indicando
uma situacdo de dupla limitagdo nutricional (pela fonte de carbono e pela uracila,
simultaneamente). Com isto, ocorre diminui¢cdo no Yy/s € aumento nas qQoz, Gco2 € Gace, €M
comparagao a uma situagao de excesso deste nutriente auxotrofico. Desta maneira, é
possivel afirmar que a suplementacao insuficiente de uracila (seguindo indicacdes de alguns
manuais para o cultivo de leveduras) resulta numa situagao fisiolégica claramente distinta de
um quimiostato “classico”, limitado pela fonte de carbono, podendo levar a interpretacées

equivocadas em estudos quantitativos.
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5.2 Estudo da relocalizagdo do metabolismo da sacarose em cultivos continuos

Como apresentado na introducdo desta tese (ver item 1), é de se esperar que uma
levedura expressando apenas a forma intracelular da enzima invertase, quando cultivada em
sacarose, seja obrigada a transportar este agucar para o ambiente intracelular. Ao
transportar uma molécula de sacarose para o ambiente intracelular, ocorre o co-transporte
de um H’, o que faz com que as células, para manterem o pH intracelular constante, tenham
que bombear este préton para o ambiente extracelular. Isto ocorre via H'-ATPases de
membrana, que gastam uma molécula de ATP por H" extrudado (Figura 1.1). Como balanco
final, para cada mol de sacarose consumido pelas células em anaerobiose, em vez de serem
gerados 4 moles de ATP via fermentacdo, sdo gerados apenas 3 moles de ATP (ja que um
mol é gasto para extrudar o H' co-transportado). Nesta situacdo, o que se espera é que as
células, quando em anaerobiose, procurem repor estes 25% de ATP que deixam de ser
gerados (ou ao menos parte disto) através de um incremento do fluxo de carbono para as
vias fermentativas, ou seja, para a formacdo de etanol. Portanto, o que se imagina é que
este cenario leve a formagao de mais etanol por mol de sacarose consumido em anaerobiose
do que numa situacdo de hidrélise extracelular da sacarose. Para verificar esta hipotese, o
gene SUC2 de uma levedura da espécie S. cerevisiae foi alterado, de forma que a linhagem
resultante superexpressasse, por acao do promotor forte P4py;, apenas a forma intracelular

da enzima invertase (Stambuk et al., 2009).

5.2.1 Modelo teorico do metabolismo de sacarose em anaerobiose

A Unica diferenga, em termos energéticos, entre células de S. cerevisiae que
transportam sacarose ativamente e células que hidrolisam este dissacarideo
extracelularmente reside na etapa do transporte deste dissacarideo. Normalmente, em S.
cerevisiae, apoOs a hidrdlise extracelular da sacarose, a glicose e a frutose liberadas sao
transportadas através da membrana plasmatica da levedura S. cerevisiae por difusdo

facilitada (transporte passivo), sem gasto de ATP (Heredia et al., 1968° apud Serrano, 1977;

’ Heredia CF, Sols A, DelaFuente G. Specificity of the constitutive hexose transport in yeast. Eur J Biochem.
1968;5:321-9.
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Lagunas, 1993). Por outro lado, o transporte de sacarose é ativo (Santos et al., 1982;
Stambuk et al., 2000), e portanto implica no gasto de ATP durante a remocdo dos H co-
transportados com a sacarose, pela H'-ATPase de membrana (Serrano, 1977; Lagunas,
1993).

No caso das células que hidrolisam a sacarose no ambiente extracelular, os
parametros fisiolégicos tedricos, em cultivos continuos limitados por sacarose, podem ser
obtidos a partir de modelos energéticos estabelecidos para cultivos continuos limitados por
glicose (Verduyn et al., 1990). De forma analoga, para células que hidrolisam sacarose no
ambiente intracelular, modelos estabelecidos para cultivos continuos limitados por maltose
(Weusthuis et al., 1993) podem ser utilizados como referéncia.

A equacdo (1) apresenta a estequiometria para a formacdo de 100 g de biomassa
celular (massa seca, DW) da levedura S. cerevisiae, em plena anaerobiose, a partir de glicose

(Verduyn et al., 1990).

5394 mmol glicose -> 100 g de biomassa + 1102 mmol de glicerol + 8240 mmol de

etanol + 8825 mmol de CO,
(1)

A partir da equagao (1), é possivel calcular os valores para a formagdo da mesma
guantidade de biomassa (100 g DW) durante o crescimento em sacarose, quando a hidrdlise

ocorre exclusivamente pela via extracelular.

2697 mmol de sacarose = 5394 mmol de glicose e frutose (1:1) -> 100 g de biomassa + 1102

mmol de glicerol + 8240 mmol de etanol + 8825 mmol de CO,

(2)

Para calcular os parametros fisiologicos tedricos em cultivos limitados por sacarose
com células que transportam este dissacarideo, primeiramente deve-se fazer algumas
consideracdes, de forma andloga ao que ja foi realizado em cultivos com maltose (Weusthuis
et al., 1993). Como a estequiometria no co-transporte de sacarose-H" é de 1:1 (Serrano,
1977), e as H'-ATPases de membrana consomem 1 mol de ATP para remover 1 mol de H*

(Serrano et al., 1986), o requerimento em ATP para o transporte de sacarose é de 1 mol de
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ATP para cada 1 mol de dissacarideo co-transportado. Assim, a producdo liquida nesta
situacdo é de 3 mol de ATP para cada 1 mol de sacarose metabolizado a etanol e CO, (via
fermentativa). Portanto, existe um déficit de 2697 mmol de ATP para a formagdo de 100 g de
biomassa (devido ao co-transporte de 2697 mmol de sacarose) em relagdo ao crescimento
em sacarose pela via extracelular. Tal déficit pode ser reposto pelo consumo adicional de
899 (2697/3) mmol de sacarose, os quais geram exatamente 2697 mmol de ATP, segundo a

equacao (3):

899 mmol sacarose -> 3596 mmol de etanol + 3596 mmol de CO, + 2697 mmol de

ATP
(3)

Por meio das equacgdes (2) e (3), é possivel elaborar a equagdo para a formacgao de
100 g de biomassa através do metabolismo da sacarose exclusivamente pela via intracelular,

ou seja, precedido pelo co-transporte com fons H':

3596 mmol de sacarose = 7192 mmol de glicose + frutose -> 100 g de biomassa + 1102 mmol

de glicerol + 11836 mmol de etanol + 12421 mmol de CO2
(4)

Finalmente, através das equacdes (2) e (4), torna-se vidvel estimar os parametros
fisiologicos tedricos durante cultivos em quimiostato a £ = 0,10 h™* em plena anaerobiose
com sacarose como Unica fonte de carbono e energia, tanto para células que hidrolisam a
sacarose extracelularmente, como para aquelas que a hidrolisam no ambiente intracelular
(Tabela 5.2). Como se nota pelos dados apresentados na Tabela 5.2, devido a energética do
transporte ativo de dissacarideos (Weusthuis et al., 1993; Stambuk et al., 2000), é esperado
que as células que transportam a sacarose (linhagem iSUC2) apresentem um maior fator de
conversdo de sacarose a etanol (Yyss), em relagdo as células que a hidrolizam o dissacarideo

no ambiente extracelular (SUC2).
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Tabela 5.2 - Parametros fisiolégicos tedricos, para o crescimento de S. cerevisiae em quimiostatos limitados por
sacarose em plena anaerobiose (D = 0,10 h‘l). Os cdlculos foram realizados tanto para uma
situacdo de consumo de sacarose exclusivamente pela hidrélise extracelular, como para seu
consumo exclusivamente pela hidrdlise intracelular, precedida pelo co-transporte da sacarose
com H*. Os calculos foram baseados no modelo metabélico proposto por Verduyn et al., (1990)
para, a linhagem S. cerevisiae CBS 8066.,

Parametro fisiolégico Modo de consumo da sacarose Relagdo INTRA/EXTRA (%)
Invertase Invertase
extracelular intracelular

Yys [g DW.(g GLC eq) '] 0,103 0,077 -25

Yerys [g ETH.(g GLC eq) ] 0,39 0,42 8

Gerw [mmol.(g DW.h)™"] 8,24 11,8 43

Gco, [mmol.(g DW.h)™M] 8,83 12,4 40

Gsiyve [mmol.(g DW.h)™] 1,10 1,10 0

gs [mmol GLC eq.(g DW.h)"] 5,29 7,20 33

5.2.2 Fisiologia das linhagens iSUC2 ura- e SUC2 ura- em quimiostatos limitados por sacarose

ou glicose em aero- ou anaerobiose

Para verificar experimentalmente e de forma quantitativa se os parametros
fisioldgicos da levedura S. cerevisiae seriam alterados conforme as previsGes tedricas
apresentadas no item acima, a linhagem iSUC2 ura-, uma linhagem hapldide derivada da
familia CEN.PK (van Dijken et al., 2000), que tem o gene SUC2 modificado de forma que as
células expressam apenas a forma intracelular da invertase sob controle do promotor forte
P aprz (Stambuk et al., 2009), foi avaliada. Como linhagem referéncia, utilizou-se a linhagem
isogénica S. cerevisiae SUC2 ura- (CEN.PK113-5D), a qual, igualmente a linhagem iSUC2 ura-,
€ auxotroéfica para a uracila. No entanto, esta ultima nao tem o metabolismo de sacarose
modificado, ou seja, tem o gene SUC2 selvagem, apresentando a invertase extracelular como
via principal de hidrélise da sacarose (ver item 1). Ambas as linhagens foram cultivadas em
guimiostatos limitados por sacarose ou glicose, sob aero- ou anaerobiose, e operados a uma
vazdo especifica (D) de 0,10 h™'. Tais cultivos foram conduzidos empregando-se meio
sintético totalmente definido, contendo glicose ou sacarose como unica fonte de carbono.
Todos os resultados apresentados e discutidos a seguir referem-se a amostras coletadas

durante o estado estacionario destes cultivos.
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Figura 5.1 - Atividade de invertase nas linhagens SUC2 ura- e iSUC2 ura-. A atividade de invertase extracelular
foi estimada com células intactas (barras brancas) e a atividade total (barras pretas) com células
permeabilizadas, ambas coletadas durante o estado-estacionario de quimiostatos limitados por
sacarose (A) ou glicose (B) em regime de aerobiose e anaerobiose. Os valores apresentados sdo as
médias e os desvios-padrao de andlises realizadas em triplicata, para cada duplicata bioldgica
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Nos cultivos limitados por sacarose com a linhagem iSUC2 ura-, a atividade de
invertase foi representada quase que exclusivamente pela atividade intracelular, a qual pode
ser calculada pela diferenga entre a atividade total e extracelular. A atividade intracelular
representou 96% da atividade total em anaerobiose e 98% em aerobiose (Figura 5.1 A). Com
isto, verificou-se que a estratégia de engenharia metabdlica empregada por Stambuk, et al.
(2009) resultou na retencdo da atividade da invertase no ambiente intracelular na linhagem
iSUC2 ura-. Além disto, nota-se que o valor absoluto da atividade de invertase é maior na
linhagem iSUC2 ura-, do que na linhagem SUC2 ura-. Por outro lado, na linhagem-referéncia
(SUC2 ura-) foram detectadas atividades para as duas formas desta enzima, sendo a forma
extracelular responsavel pela maior parte da atividade total nos cultivos anaerdbios (91%), e
por cerca da metade nos cultivos aerdbios (48%). Este ultimo dado sugere que durante o
metabolismo respiratdrio possa existir repressao na expressao da invertase extracelular.

Foi observado que a linhagem iSUC2 ura- apresentou alguma atividade de invertase
extracelular, o que nao era esperado. No entanto, como o método de quantificagao de
invertase extracelular baseia-se na dosagem de glicose presente no meio extracelular (ver
Materiais e Métodos), ndo se pode descartar a hipdtese de que os produtos de hidrélise da
sacarose (glicose e frutose), mesmo sendo hidrolisada intracelularmente, sejam excretados
pelas células através dos transportadores Hxtp (Boles e Hollemberg, 1997) e detectados no

III

sobrenadante. Assim, esta atividade “residual” extracelular pode ser uma falha da
metodologia de dosagem de invertase, a qual pode ainda ser acentuada pela super-
expressao da invertase intracelular nesta linhagem e pelo uso de NaF, substancia utilizada
para bloquear a via glicolitica e impedir que os produtos da hidrdlise da sacarose sejam
consumidos nesta via metabdlica.

Nos quimiostatos anaerdbicos limitados por sacarose (Tabela 5.3), o Yenys da
linhagem iSUC2 ura- foi 5% maior do que o mesmo parametro na linhagem SUC2 ura-. Em
relacdo a gery, Observou-se um aumento de 22% em relacdo a linhagem-referéncia (SUC2
ura-). Adicionalmente, o Yyss foi cerca de 13% menor na linhagem expressando apenas a
forma intracelular da invertase. Estes resultados indicam que a estratégia de engenharia
metabdlica, que teve o intuito de relocalizar o metabolismo da sacarose, resultou num

aumento do Yeryss, fruto da menor eficiéncia energética das células que ndo expressam a

invertase extracelular e se véem obrigadas a transportar a sacarose por transporte ativo.
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Observa-se também, pelos dados apresentados na Tabela 5.3, que as concentragdes
de sacarose, glicose e frutose residuais foram diferentes para as duas linhagens, sendo a
soma dos agucares residuais 10 vezes superior na linhagem iSUC2 ura-, em relagao a
linhagem-referéncia (SUC2 ura-). Mesmo tendo uma atividade de invertase total muito
superior a da linhagem controle (Figura 5.1), a linhagem iSUC2 ura- ndo foi capaz de
consumir parte da fonte de carbono disponivel (cerca de 8% p/p). O fato de uma parte
substancial da fonte de carbono nao ter sido consumida pela linhagem iSUC2 ura indica
uma possivel limitacdo no transporte deste dissacarideo.

Nos quimiostatos limitados por sacarose em aerobiose (Tabela 5.3), foi observado
que o metabolismo das duas linhagens foi completamente respiratorio. O Yy/s foi cerca de 13
% menor na linhagem iSUC2 ura- em relacdo a linhagem- referéncia (SUC2 ura-),
analogamento ao que ocorreu nos experimentos em anaerobiose. Os valores de gcoz € Qo2
foram maiores na linhagem iSUC2 ura- em relagdo a linhagem-referéncia, indicando uma
intensificagdo do metabolismo nesta linhagem, provavelmente fruto da sua menor eficiéncia
energética (geracdo de ATP por mol de sacarose consumida). No entanto, ndo era esperada
uma diminui¢do tdo acentuada (de 13%) no Yx;s para os cultivos em aerobiose, pois no
metabolismo puramente respiratério sdo gerados 76 mol de ATP por mol de sacarose
metabolizada, e apenas 1 mol de ATP por mol de proton é gasto no bombeamento de
protons para fora das células, no caso da linhagem iSUC2 ura-. Assim, a diferenga na
producdo de ATP entre a linhagem iSUC2 ura- e a linhagem SUC2 ura-, deveria ser de
apenas 1,2%. Talvez a diferen¢a no Yys seja resultado de outros processos metabdlicos que
foram afetados pela estratégia da engenharia metabdlica empregada, mas

experimentos/determinagGes adicionais seriam necessarios para elucidar esta questdo.
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Tabela 5.3 - Parametros fisioldgicos das linhagens SUC2 ura- (referéncia) e iSUC2 ura- (auséncia de invertase extracelular e super-expressdo da invertase intracelular)
durante o estado estacionario em quimiostatos limitados por sacarose ou glicose em aero- ou anaerobiose. Os dados estdo apresentados como a média e + o
desvio da média de dois experimentos independentes.

Sacarose Glicose
isucz/
Parametros Fisiologicos Aerobiose Anaerobiose SUC2 Aerobiose Anaerobiose
sUC2 ura iSUC2 ura sUC2 ura iSUC2 ura (o) CENPKIL  SUcz isucz CEN.PKIL - sUc2 isucz
3-7D ura- ura 3-7D ura ura-

D(h'l) 0,103 £ 0,005 0,093 £ 0,001 0,102 + 0,003 0,103 £ 0,005 0,10 0,100 0,097 0,10 0,106 0,107
Glicose (g.L’l) 0,036 + 0,005 0,010 + 0,002 0,047 + 0,006 0,090 +0,028 0,03 0,030 0,027 0,08 0,069 0,06
Frutose (g.L™") 0,062+0,014  0,017+0,003 0,103+0,016 0,053 + 0,033
Sacarose (g GLC eq.L™)" 0 0,031 + 0,001 0 2,81+ 0,07
Yys (8 DW.g GLC eq-l) 0,539 +£ 0,003 0,47 £ 0,007 0,109 + 0,001 0,095 £ 0,003 -13/(-25) 0,5 0,504 0,494 0,10 0,103 0,104
gs [mmol GLG eq.(g DW.h)'l] 1,06 £ 0,055 1,103 £ 0,013 5,178 £ 0,199 6,003 +£0,121 16/(33) 1,103 1,092 5,708 5,742
Gcoa [mmol.(g DW.h)™Y 2,47 +0,47 3,38 £ 0,04 8,67 +0,13 10,7 +0 23/(40) 2,8 2,65 2,59 8,7 8,93 8,88
9o, [mmol.(g DW.h)™"] 2,22 +0,21 3,11 £ 0,04 0 0 2,6 2,25 2,22 0 0 0
RQ 1,11+0,11 1,090 1,08 1,18 1,17
Yenys (8 ETH.g GLC eq™) 0 0 0,363+0,005 0,382+ 0,004 5/(8) 0 0 0,379 0,389
Gern [mmol.(g DW.h)7] 0 0 7,34+0,19 8,97 + 0,27 22/(43) 0 0 0 0 8,45 8,72
Gace [mmol.(g DW.h)"] 0 0 0 0 0 0 0 0
Giac [mmol.(g DW.h)™Y 0 0 0,065+ 0,008 0,075+ 0,015 0 0 0,085 0,093
Geyr [mmol.(g DW.h)™Y 0 0 0,011+0,001 0,014 + 0,003 0 0 0,013 0,013
Gsuce [mmol.(g DW.h)™Y 0 0 0,001 +0 0,001+0 0 0 0,002 0,002
Gauve [mmol.(g DW.h)"] 0 0 0,607 £0,067 0,709 % 0,062 17/(0) 0 0 0,810 0,786
Balango de Carbono (%)(e) 98+5 103+2 94+1 971 95,5 93,9 95,1 96
FC [mmol ETH.(g DW.h)'l] 8,6+0,6 6,0+1,8 10,6 +2,1 11,9+4,4 7,6 nd nd 14,8 6,1 7,6

@) Variagdo porcentual observada e variagdo tedrica (obtida pelo modelo, Tabela 5.2) entre pardametros da linhagem iSUC2 ura- e da linhagem-referéncia SUC2 ura-, dos cultivos em
anaerobiose limitados por sacarose.
k9 hados obtidos do trabalho de Diderich et al. (1999).
(d) _ . .

g GLC eq = g de glicose equivalentes.
(¢) Balango de carbono foi estimado usando-se uma composi¢do de biomassa de 25,34 g/C-mol para cultivos aerdbios (Nielsen et al., 2003) e 25,1 g/C-mol para cultivos anaerdbios (Verduyn et
al., 1990). Utilizou-se um conteudo de cinzas de 7% (Nielsen et al., 2003).
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Diferentemente do cultivo limitado por sacarose em anaerobiose, as concentracdes
de sacarose, glicose e frutose residuais foram bem mais baixas no cultivo aerébico com a
linhagem iSUC2 ura-. Adicionalmente, foi constatado que a concentracdo de sacarose
residual nos cultivos em aerobiose com a linhagem iSUC2 ura- (0,031 g GLC eq.L?) foi
bastante préxima da concentragdo de maltose residual (0,025 g GLC eq.L’) durante o
estado-estaciondrio de cultivos aerdbicos limitados por este dissacarideo (Jansen et al.,
2004). Cabe destacar que a maltose também é transportada pelo co-transporte com H".
Assim, parece que a afinidade por sacarose dos transportadores na linhagem iSUC2 ura- é
alta, uma vez que a concentragdao do substrato residual no quimiostato é inversamente
proporcional a afinidade do transportador pelo substrato limitante (Jansen et al., 2004).

Estas observacdes parecem descartar a hipdtese de que a alta concentracdo de
sacarose residual (2,8 g GLC eq.L"), observada no cultivo em anaerobiose com a linhagem
iSUC2 ura-, seja resultado de uma baixa afinidade do(s) transportadore(s) pela sacarose,
devido a uma constante de saturagdo pelo substrato (k) elevada. Como a afinidade
especifica dos transportadores pelo substrato limitante pode ser definida com ¢s.K,, ", onde
gs se iguala a Viansporte [velocidade especifica de transporte; mmol.(g DW.h)'l] em
quimiostatos (Button, 1991; Jansen et al., 2004), torna-se plausivel sugerir que a baixa
afinidade especifica observada no cultivo em anaerobiose limitado por sacarose seja uma
limitagdo na Wransporte da linhagem iSUC2 ura-, ou seja, na capacidade de transporte de
sacarose ( Vinax)-

De uma maneira geral, os parametros fisioldgicos observados nos cultivos com a
linhagem-referéncia (SUC2 ura-) foram semelhantes aos obtidos por Barford et al. (1995), ao
analisarem a linhagem de panificagao de S. cerevisiae 248 UNSW 703100. De fato, estes sdo,
para o nosso conhecimento, os Unicos dados publicados na literatura cientifica para cultivos
continuos limitados por sacarose em meio de cultura definido.

Com o intuito de verificar se as diferencas obtidas entre as duas linhagens seriam
exclusivas aos cultivos limitados por sacarose, foi realizada uma série de experimentos
idénticos, porém sob limitagao de glicose. Os dados obtidos demonstram que praticamente
ndo houve diferencas entre as linhagens nestas condi¢cdes (Tabela 5.3), o que é muito
interessante, pois o objetivo da estratégia de engenharia metabdlica empregada era o de

modificar somente o metabolismo do dissacarideo sacarose, no sentido de aumentar a
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formacdo de etanol quando as células sdo cultivadas nesta fonte de carbono, que é a
situacdo relevante na atual producdo industrial de etanol brasileira. Portanto,
aparentemente, as modificacdes genéticas realizadas ndo afetaram outros aspectos da
fisiologia destas células, o que é desejavel.

Em relagdo as atividades de invertase nos cultivos com glicose com as duas linhagens
(Figura 5.1 B), os resultados observados foram muito semelhantes aos cultivos em sacarose.
No caso da linhagem SUC2 ura-, a atividade extracelular foi responsavel pela maior parte da
atividade total (76%) nos cultivos anaerébios, mas em contrapartida, por apenas 24% nos
cultivos aerodbios. No caso dos cultivos com a linhagem iSUC2 ura-, a atividade de invertase
foi representada quase que exclusivamente pela atividade intracelular (96% em anaerobiose,
e 98% em aerobiose). E sabido que a atividade de invertase extracelular é reprimida pela
presenca de glicose (Carlson e Botstein, 1982; Mwesigye e Barford, 1996). No entanto, nos
cultivos em glicose, a atividade de invertase extracelular na linhagem referéncia foi
semelhante aos valores obtidos em sacarose. Provavelmente, a concentracdo de glicose é
baixa o suficiente (Tabela 5.3) para ndo reprimir a expressdo do gene SUC2, sendo até
mesmo capaz de induzir sua expressao nestas concentragdes, como reportado por Ozcan et
al., 1997.

Os dados de transporte, utilizando [U-”C]sacarose a 20 mM, sao apresentados na
Figura 5.2. Primeiramente, é preciso ressaltar que a concentragdo de sacarose utilizada nesta
medida ndo foi muito maior do que o valor de X, reportado para o transporte de sacarose
pelo Agtlp (8 mM). Além disto, a concentragao utilizada foi bem menor do que o X}, para os
transportadores Malx1p (120 mM) (Stambuk et al., 2000). Portanto, os dados de transporte
ndo devem ser interpretados como sendo referentes a capacidade maxima de transporte
(Vimax) de sacarose nas linhagens estudadas. E possivel observar, por exemplo, que o ¢s da
linhagem iSUC2 ura- em cultivos anaerdbicos limitados por sacarose, que foi de 6,0 mmol
GLC eq.(g DW.h)! (Tabela 5.3), equivalente a 52,5 nmol SUC.(mg DW.min)>. Se esta
linhagem metaboliza toda a sacarose através do seu transporte ativo, 0 Viransporte deveria ser
no minimo igual ou superior ao valor de gs. No entanto, 0 Vansporte €ncontrado foi de apenas
5 nmol SUC.(mg DW.min)™ (Figura 5.2).

De uma forma geral, os valores de transporte obtidos com as células crescendo em
sacarose foram muito proximos aos obtidos com as células crescendo em glicose. A Unica

excecgao foi com a linhagem iSUC2 ura-, para a qual a atividade de transporte foi maior no
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cultivo aerdbico limitado por sacarose do que no cultivo limitado por glicose. Estes dados
reforcam a hipotese de que a sacarose ndo funciona como molécula indutora dos
transportadores Malx1p e Agtlp, diferentemente do que ocorre com a maltose (Batista et
al., 2004).

Nos cultivos limitados por sacarose em anaerobiose, foi observado que o transporte
de sacarose marcada foi menor na linhagem iSUC2 ura- do que na linhagem SUC2 ura-. Por
outro lado, nos cultivos limitados por sacarose em aerobiose, o transporte de sacarose
marcada foi maior na linhagem iSUC2 ura- do que na linhagem SUC2 ura-. E provavel que
estes resultados sejam decorrentes das diferentes concentracdes de glicose no estado-
estaciondrio destes cultivos, uma vez que a glicose reprime a expressao dos transportadores
e promove inativacdo catabdlica dos mesmos (Medintz et al.,, 1996). A concentracdo de
glicose foi maior nos cultivos em anaerobiose com a linhagem iSUC2 ura- em relagao a
linhagem SUC2 ura-, e menor nos cultivos em aerobiose com a linhagem iSUC2 ura- em
relacdo a linhagem SUC2 ura- (Tabela 5.3). No entanto, as diferencas nos teores de glicose
dos cultivos limitados por glicose ndo explicam os dados de transporte, os quais foram
distintos entre as duas linhagens. Contudo, é intrigante observar que nos cultivos anaerdbios
limitados por sacarose, o transporte foi menor na linhagem iSUC2 ura- do que na linhagem-
referéncia (SUC2 ura-). Mwesigye e Barford (1994) reportaram Vnax ao redor de 20 nmol.(mg
DW.min) %, utilizando [U-**C]sacarose a uma concentragio de 13 mM.

Para concluir, cabe ressaltar que a estratégia de engenharia metabdlica desenvolvida
por Stambuk et al. (2009), avaliada aqui de forma quantitativa, apesar de algumas limitacdes
encontradas (concentracdo de acUcares residuais elevada e parametros fisioldgicos
diferentes dos previstos pelo modelo), pode ser considerada bastante promissora, pois
trabalhos que buscaram aumentar o rendimento em etanol pelo incremento no consumo de
ATP na biossintese celular resultaram num aumento de apenas 3 % (bastante questionavel
do ponto de vista estatistico, conforme os proprios autores indicam) no parametro Yern/s em
relacdo a levedura referéncia (Bro et al., 2006). Outra estratégia, obtida pela modificacdo do
metabolismo de glutamato, resultou em cerca de 10 % de aumento no Yery/s (Nissen et al.,
2000). No entanto, para o sucesso desta Ultima estratégia, as células necessitam assimilar
nitrogénio na forma de NH;", o que n3o é uma realidade em substratos industriais, nos quais

as fontes de N sdo normalmente aminodacidos.
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Figura 5.2 - Atividade de transporte de [U—14C]sacarose nas linhagens SUC2 ura- e iSUC2 ura-. A atividade de
transporte foi estimada nas células coletadas durante o estado-estaciondrio de quimiostatos
limitados por sacarose (A) ou por glicose (B) em aerobiose e anaerobiose, conforme descrito na
parte de Materiais e Métodos. Os valores apresentados sdo as médias e os desvios-padrdo de
analises realizadas em triplicata, para cada duplicata bioldgica.



86

5.3 Comparagao das linhagens SUCZ2 e iSUC2 em cultivos descontinuos

5.3.1 Cultivos descontinuos em frasco agitado

No presente estudo, foram levantados diversos dados fisiolégicos em cultivos
continuos (item 5.2). Estes dados mostraram diferencas significativas em muitos parametros
fisioldgicos entre as linhagens iSUC2 ura- e SUC2 ura-, e assim, permitiram quantificar
algumas das implicagdes fisioldgicas provenientes da relocalizagdo do metabolismo da
sacarose na levedura S. cerevisiae. Apesar de altamente quantitativos, nos quimiostatos os
dados sdo obtidos com as linhagens crescendo na mesma velocidade especifica de
crescimento (a qual foi relativamente baixa, u de 0,10 h) e em condi¢des na qual a
concentracdo de acgucar é geralmente baixa. Desta maneira, decidiu-se investigar o efeito da
modificagdo do gene SUC2 sobre o Umax € sobre outros parametros fisioldgicos, durante o
crescimento em cultivos descontinuos, nos quais a fonte de carbono encontra-se em
excesso. Mais especificamente, as linhagens SUC2 ura- e iSUC2 ura- foram cultivadas em
modo descontinuo (frasco agitado) com meio sintético.

Nos cultivos realizados com sacarose como fonte de carbono (Figura 5.3), houve uma
diferenca significativa nos valores de pmax €ntre as duas linhagens. O referido parametro foi
de 0,40 + 0,01 h™! na linhagem-referéncia (SUC2 ura-), sendo assim préximo ao publicado na
literatura com a linhagem dipldide CEN.PK122 nas mesmas condicdes (0,38 h™'; van Dijken et
al., 2000). No caso da linhagem iSUC2 ura-, o \\max foi consideravelmente menor (0,25 + 0,01
h!). Uma constatac3o surpreendente nos cultivos com a linhagem modificada foi a auséncia
de etanol e glicerol no meio de cultivo durante o crescimento desta linhagem, o que indica
um metabolismo puramente respiratério. Provavelmente, o crescimento lento desta
linhagem, abaixo do valor da vazdo especifica critica em S. cerevisiae linhagem CEN.PK113-
7D (0,30 h™; van Hoek et al., 1998), tenha permitido a utilizacdo da sacarose exclusivamente
pela via respiratéria. Em concordancia com tal observagao, constatou-se um maior
rendimento de biomassa sobre substrato (maior Absgy ao atingir-se a exaustdao da fonte de
carbono) da linhagem iSUC2 ura- em relagdo a linhagem-referéncia. Uma possivel causa para
este fendtipo diferente da linhagem iSUC2 ura- seria uma baixa capacidade de transporte de

sacarose, o que restringiria o fluxo de carbono pela via glicolitica, permitindo que o mesmo
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fosse totalmente direcionado para as vias respiratérias. No entanto, como ndao foram
levantados dados sobre a capacidade de transporte de sacarose durante estes cultivos, ndo
se pode precisar se o crescimento lento é resultado de um transporte de sacarose limitante

na linhagem iSUC2 ura-.
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Figura 5.3 - Cultivos descontinuos (em frasco agitado) com as linhagens SUC2 ura- (A, C) e iSUC2 ura- (B, D).
Concentracdo celular (®), concentracdo de sacarose (M), glicose (A) e frutose (A), e
concentracdo de etanol () e glicerol (O) durante o cultivo em meio sintético com uréia,
suplementados com uracila, e contendo sacarose (A, B) ou glicose (C, D) a 15 g.L'1 iniciais como
fonte exclusiva de carbono e energia. Os dados sdo apresentados como a média * desvio dao
media de experimentos independentes realizados em duplicata.

Diferentemente dos cultivos com a linhagem iSUC2 -ura, nos cultivos em sacarose
com a linhagem-referéncia (SUC2 ura-), houve formacdo de etanol (Figura 5.3 A), e assim o
Yx/s foi semelhante (dados ndo apresentados) aos cultivos continuos anaerdbicos limitados
por sacarose (Tabela 5.3). Como a glicose é apontada como causadora de repressdo nas
enzimas respiratdrias (Fiechter et al., 1981), torna-se plausivel especular que uma outra
razao para um metabolismo puramente respiratério nos cultivos com a linhagem iSUC2 ura-

em sacarose, seja a auséncia de glicose durante tais cultivos. Por outro lado, nos cultivos em
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sacarose com a linhagem-referéncia, observou-se acimulo de glicose no meio (3 g LY, o que
pode ter contribuido para um metabolismo respiro-fermentativo nesta situacao.

Cabe ressaltar que nestes cultivos em frasco agitado tipo erlenmeyer, existe
transferéncia de oxigénio do ar para o meio de cultura, de maneira que os cultivos
ocorreram em situagao de aerobiose plena, eventualmente com instantes de limitagdao por
oxigénio (ndo é possivel garantir que houve aerobiose plena durante todo o tempo de
cultivo, pois ndo se mediu a concentragdo de oxigénio dissolvido). Isto é diferente da
situacdo de anaerobiose total em que os quimiostatos foram realizados (item 5.2), ndo
havendo, naqueles experimentos, possibilidade de ocorréncia de respiracao.

Ao estudarem o crescimento em sacarose de uma linhagem incapaz de transportar
hexoses (e assim obrigada a transportar o dissacarideo), Batista et al. (2004) reportaram
que, somente com a expressdo constitutiva do gene MAL6F, que codifica a proteina de
regulacdo positiva dos genes MAL, foi possivel que a levedura crescesse em meio sintético
com sacarose (sendo que 0 Umax foi de 0,12 £ 0,01 h™). Este mesmo grupo de pesquisa
reportou que O Umax €M meio rico com sacarose numa linhagem obrigada a transportar
sacarose por uma outra estratégia (Asuc2), foi de 0,24 + 0,01 h™! (Badotti et al., 2008). No
entanto, diferentemente dos resultados observados no presente estudo, em que nao houve
formacdo de etanol, os dois estudos citados relataram a presenca de etanol no meio de
cultivo, mesmo com valores de L,.x menores do que o valor critico (0,30 h'l).

Cabe aqui ressaltar que ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de
Mmax €ntre as duas linhagens quando cultivadas em meio sintético com glicose, tendo sido
obtidos valores de 0,37 + 0,01 h™ € 0,38 + 0,00 h™ para as linhagens SUC2 ura-e iSUC2 ura-,
respectivamente. Na verdade, estes cultivos foram praticamente idénticos entre si. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os Yx/s das duas linhagens (0,16 + 0,01, para
SUC2 ura- e 0,16 £ 0,01 g DW.g'1 para iSUC2 ura-), bem como do Yeryss (0,45 + 0,01, para
SUC2 ura- e 0,44 + 0,01 g.g"* para iSUC2 ura-). Com isto, pode-se inferir que a modificagdo
no gene SUC2 na linhagem iSUC2 ura- ndo interferiu no metabolismo da glicose,
corroborando os dados obtidos nos cultivos continuos (ver item 5.2).

Outra observacdo interessante é que quando a linhagem prototréfica CEN.PK113-7D
foi cultivada nas mesmas condicdes, tendo glicose como fonte de carbono, o max (0,37
0,00 h) desta linhagem n3o diferiu da linhagem controle SUC2 ura-, auxotréfica para a

uracila (dados ndo apresentados). Isto é um forte indicativo de que, apesar das linhagens
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empregadas neste estudo (até este momento) serem auxotréficas para a uracila, este fato
ndo representa um fator limitante para a interpretagdo dos resultados. Apesar dos cultivos
conduzidos em meio sintético suplementado com uracila ndo apresentarem diferengas entre
as linhagens auxotroficas e prototroficas, o mesmo ndo ocorreu nos cultivos em meio rico
complexo (YPD). Nestes cultivos, foram observadas diferencas no perfil de crescimento e no
tempo para exaustdo da fonte de carbono, entre cultivos suplementados com uracila e
cultivos ndo suplementados (dados ndo apresentados), o que indica que, apesar do meio
YPD ser bastante rico e complexo, ndo ha uracila em quantidade suficiente para suplementar
a necessidade auxotrofica da linhagem SUC2 ura-, conforme recentemente apontado por

Corbacho et al., 2010.

5.3.2 Cultivos descontinuos em anaerobiose plena

Neste ponto dos trabalhos, decidiu-se eliminar a auxotrofia por uracila na linhagem
iSUC2 ura- (BSY021-34B). Para esta finalidade, o alelo ndo funcional ura3-52 foi substituido
pelo gene funcional URA3 (ver Materiais e Métodos). A nova linhagem prototroéfica obtida,
designada iSUC2 (MATa URA3 trp1-289 TRP1 - pADH1:./SUC2 MAL2-§& AGTI), foi entdo
investigada em comparagdo a linhagem-referéncia CEN.PK113-7D (MATa URA3 SUC2 MAL2-
& AGTI), a qual, igualmente a linhagem iSUC2, é prototréfica para a uracila, mas no entanto
tem o gene SUCZ selvagem.

Em virtude da auséncia de etanol nos cultivos descontinuos em frasco agitado (item
5.3.1), decidiu-se investigar a importancia do transportador de sacarose na levedura
modificada. Mais precisamente, optou-se por investigar o transportador de alta afinidade
para a sacarose, Agtlp, (Stambuk et al., 1999, 2000) tanto na linhagem expressando apenas
a invertase intracelular, iSUC2, como na linhagem controle, SUC2. Para tal, o gene AGTI foi
deletado nestas linhagens, conforme descrito no item Materiais e Métodos. As duas novas
linhagens obtidas, iSUC2 Aagtl e SUC2 Aagtl, bem como as suas parentais (iSUC2 e SUC2),
foram cultivadas em regime de bateladas repetidas sob anaerobiose em meio sintético
contendo sacarose como fonte exclusiva de carbono e energia. Vale destacar que optou-se
por utilizar bateladas repetidas e amostrar o terceiro ciclo (ver Materiais e Métodos). A

razdo para tal foi anular possiveis diferencas oriundas da transferéncia do indculo, cultivado
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em regime de aerobiose (em frasco agitado), para uma condi¢do de plena anaerobiose (nos
fermentadores), bem como para eliminar variagcdes oriundas da fase de crescimento do
inéculo, como ja apontado por Abbott et al. (2009).

Através dos perfis de CO, oriundos destes cultivos (Figura 5.4), nota-se que o tempo
de cultivo é praticamente dobrado (de 10 h para 20 h) ao compararmos a linhagem SUC2
(referéncia) com a linhagem iSUC2. No caso da linhagem iSUC2 Aagtl, a auséncia do
transportador Agtlp aumenta ainda mais o tempo de fermentagdo (35 h) e parece reduzir a
afinidade de captacdo da sacarose, principalmente ao final do cultivo (observado, de
maneira indireta, pelo declinio menos acentuado no perfil de CO, no gas de saida quando
comparado as demais linhagens). Estes dados estdo de acordo com a constatacdo de que o
gene AGTI é um transportador de alta afinidade para a sacarose (Stambuk et al., 2000;
Batista et al.,, 2004). No entanto, tais dados ndo eliminam a possibilidade de que outros
transportadores, possivelmente Malx1lp, possam também transportar a sacarose, embora
com baixa afinidade (Stambuk et al., 2000; Badotti et al., 2008). Adicionalmente, é possivel
especular que a ocorréncia de um vazamento de invertase para fora das células e/ou a
presenca de alguma hidrolase extracelular estejam permitindo a hidrdlise (lenta) da sacarose

e o consumo dos monossacarideos resultantes.
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Figura 5.4 - Perfil de CO, no gas de saida em cultivos descontinuos com as linhagens SUC2 (linhas pretas
tracejadas); iSUC2 (linhas pretas sdlidas); e iSUC2 Aagtl (linhas cinzas). Os cultivos foram
conduzidos em anaerobiose plena, de forma descontinua, em meio sintético definido, contendo
20 g.L'1 de sacarose iniciais como Unica fonte de carbono. Dois cultivos independentes para cada
linhagem estdo representados no grafico
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Por outro lado, a remogao do gene AGT1 na linhagem referéncia SUCZ nao resultou
em alteracdo no perfil de CO,, ndo interferindo no tempo de fermentacdo, quando
comparado a linhagem SUC2 (dados ndo apresentados). Como o perfil da linhagem SUC2
Aagtl é idéntico ao da linhagem SUC2 (que possui o gene AGTI), pode-se afirmar que o
transporte de sacarose numa linhagem com o gene SUC2 selvagem, ou seja, que expressa
majoritariamente a invertase extracelular, ndo parece exercer papel essencial na
metabolizacao deste dissacarideo. Em outras palavras, a via extracelular de consumo de
sacarose € mesmo a principal via, como afirma a literatura (Carlson e Botstein, 1982; Santos
et al.,, 1982; Stambuk et al., 2000), apesar de alguns trabalhos sugerirem que a via
intracelular pode contribuir significativamente para o metabolismo de sacarose em células
selvagens de S. cerevisiae (Orlowski e Barford, 1991; Mwesigye e Barford, 1994; 1996). No
entanto, nestes trés trabalhos em particular, as células foram adaptadas por mais de 200
geracOes em sacarose, antes do experimento e, além disto, o meio continha glicose em
quantidade suficiente para reprimir a atividade de invertase extracelular.

Nos cultivos descontinuos em anaerobiose plena, ao contrario da linhagem SUC2,
praticamente ndao houve acimulo de glicose e frutose no meio de cultivo da linhagem isuUc2
(Figura 5.5), provavelmente devido ao transporte da sacarose e hidrélise intracelular.
Enquanto a concentragao de glicose e frutose nos cultivos com a linhagem SUC2 chegaram
aos valores maximos de 5 e 8 g.L'!, respectivamente, as concentracdes destes agucares ndo
passaram de 1 g.L™" nos cultivos com a linhagem iSUC2. Similarmente aos cultivos com a
linhagem-referéncia (SUC2), Mwesigye e Barford (1996) observaram aciumulo de frutose (4
g.L'!) durante cultivos descontinuos aerébicos com sacarose (concentrag3o inicial de 10 g.L'%)
utilizando a linhagem de S. cerevisae 248 UNSW 703100.

Como verificado pelo perfil de CO,, o tempo necessario para a exaustdo da sacarose
foi significativamente maior na linhagem iSUC2 do que na linhagem SUC2 (20 e 10 h,
respectivamente). Isto é refletido numa velocidade especifica de consumo de sacarose
menor na linhagem iSUC2 [11,1 + 0,2 mmol GLC eq.(g DW.h)™"] em comparac3o a linhagem-
referéncia [19,4 + 0,2 mmol GLC eq.(g DW.h)™]. Este ultimo valor foi muito préximo aos
dados publicados [19 mmol GLC eq.(g DW.h)"] por Orlowski e Barford (1991) e Mwesigye e
Barford (1996), durante cultivos descontinuos aerdbicos com a linhagem S. cerevisae 248
UNSW 703100. No entanto, em ambos os trabalho citados, foram empregadas células

previamente adaptadas em sacarose por cerca de 250 geragdes, através de transferéncias
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seriadas durante 14 dias em frascos agitados com meio sintético contendo sacarose como
fonte de carbono. Ainda nestes trabalhos, cultivos descontinuos com células ndo-adaptadas
resultaram em velocidades especificas de consumo de sacarose ligeiramente menores [14

mmol GLC eq.(g DW.h)™] do que nos cultivos com células adaptadas.
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Figura 5.5 - Cultivos descontinuos em anaerobiose plena com as linhagens SUC2 (A,C) e iSUC2 (B,D).
Concentracdo de sacarose (M), glicose (A) e frutose (A), (A,C); concentragido de etanol (O),
glicerol (O) e biomassa celular (®) (C,D), durante cultivos em meio sintético contendo sacarose a
20 g/L iniciais como Unica fonte de carbono. Os dados apresentados correspondem ao terceiro
ciclo de bateladas repetidas e referem-se a média *+ desvio do media de experimentos
independentes realizados em duplicata (ver Materiais e Métodos).

Paralelamente a estes dados, observou-se uma menor velocidade especifica de
producio de etanol (gern) na linhagem iSUC2[16,9 + 2,5 mmol ETH.(g DW.h)™] em relacdo a
selvagem [26,6 £ 0,2 mmol ETH.(g DW.h)™]. As velocidades menores na linhagem iSUC2
podem ser explicadas pelo menor Ly.x desta linhagem (0,17 £ 0,01 h™) em comparacio a
linhagem-referéncia (0,35 + 0 h'%). Apesar das velocidades especificas terem sido menores na
linhagem iSUC2, o Yerys (global) foi 7% maior nesta linhagem em comparagdo a linhagem

SUC2, passando de 0,350 + 0,004 para 0,374 + 0,014 g ETH.g GLC eq’l. O aumento do Yerwys
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foi acompanhado de um menor fator de conversao de substrato a células, parametro que foi
de 0,100 + 0,001 g DW.g GLC eq™* na linhagem-referéncia e de 0,083 + 0,005 g DW.g GLC eq™
na linhagem iSUC2, bem como de uma menor producdo de glicerol (Figura 5.5).

Muitos trabalhos descritos na literatura tém buscado aumentar o Yerys através da
diminui¢ao da formagao do glicerol, um dos principais subprodutos da fermentagao. Uma
estratégia é a substituicdo da especificidade de algumas enzimas-chave pelos seus
respectivos co-fatores (normalmente a troca de NADPH por NADH ou vice-versa,
dependendo de qual forma da coenzima, reduzida ou oxidada, é usada nas reagdes). Nissen
et al. (2000) verificaram que esta estratégia somente permitiu alcancar um aumento
expressivo do Yerys (10% em relagdo a linhagem-referéncia), quando tal estratégia foi
combinada a um aumento do custo em ATP para a formacdo de biomassa (gasto extra
incorporado durante a assimilagio de amonio). No trabalho de Bro et al. (2006), que
igualmente visava a reducdo da formacdo de glicerol através da re-oxidacdao de NADH pela
expressio da enzima heteréloga n3o-fosforilante, NADP'-Gliceraldeido 3-Fosfato
Desidrogenase (que converte gliceraldeido-3P em glicerato-3P), reporta-se um aumento
modesto de 3% no Yery/s. Assim, pode-se concluir que estratégias baseadas no aumento do
custo energético para a formagdo de biomassa, como foi o caso do presente estudo, sdo
promissoras para se obter aumentos mais expressivos no Yery/s em relagdo a troca de co-
fatores. Neste texto, o custo energético para a formagdao de biomassa engloba, além das
reacOes de biossintese celular, os gastos envolvidos no transporte dos nutrientes.

No presente estudo, a estratégia de se aumentar o rendimento em etanol, pela
relocalizacdo do metabolismo de sacarose, parece estar limitada por uma baixa capacidade
de transporte da sacarose (passo inicial, essencial para a posterior hidrdlise intracelular e
metabolizacdo dos monossacarideos resultantes). De um lado, foi observada uma
quantidade elevada de substrato residual nos cultivos em quimiostato (Tabela 5.3). Por
outro lado, observou-se uma baixa velocidade especifica de crescimento e auséncia de
etanol nos cultivos descontinuos em frasco agitado. Somando-se a isto, constatou-se um
aumento no tempo da fermentagdo (de 20 para 35 h) na linhagem iSUC2 sem o gene AGT],
em relacdo a sua isogénica (iSUC2). Com estes resultados, concluimos que era necessario
aumentar a afinidade/capacidade do sistema de transporte de sacarose, para que a
estratégia de engenharia metabdlica empregada, que envolve a relocalizacdo do

metabolismo da sacarose, gerasse um melhoramento ainda maior da formacgao de etanol.
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Deste modo, como continuidade do trabalho, empregou-se a estratégia conhecida como
engenharia evolutiva (Sauer, 2001), aplicada a linhagem iSUC2, com o objetivo de se obter
um mutante com maior afinidade/capacidade de captagdo de sacarose e com isto obter

linhagens com Yery/s ainda maiores.
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5.4 Engenharia evolutiva para o melhoramento do transporte de sacarose em S. cerevisiae

5.4.1 Fisiologia de S. cerevisiae SUC2 e iSUC2 prototroficas em quimiostatos anaerobios

limitados por sacarose

Relatos cientificos recentes apontam diferengas fisioldgicas entre linhagens
auxotroficas e suas respectivas prototroficas, mesmo quando o meio é suplementado com
os respectivos nutrientes auxotrdéficos, tais como uracila, leucina, metionina, entre outros
(Cakar et al., 1999; Pronk, 2002; Corbacho et al., 2010). Assim, antes de serem iniciados os
experimentos de evolucdo com a linhagem que expressa apenas a forma intracelular da
invertase (por meio de um promotor forte, P,py;), decidiu-se verificar se os parametros
fisioldgicos observados com as linhagens auxotroficas para uracila (SUC2 ura-e iSUC2 ura-),
durante os experimentos em quimiostato (ver item 5.2), seriam os mesmos obtidos
cultivando-se as respectivas linhagens prototroficas (URA3). Para esta finalidade a linhagem
prototréfica iSUC2 (MATa URA3 trpl-289 TRP1 P apy;.iSUC2 MAL2-& AGTI), foi comparada
a linhagem-referéncia CEN.PK113-7D (MATa URA3 SUC2 MAL2-8& AGTI), a qual, igualmente
a linhagem iSUC2, é prototrdéfica para a uracila, mas no entanto tem o gene SUCZ selvagem.

As duas linhagens foram cultivadas em quimiostatos limitados por sacarose, sob
plena anaerobiose, operados a uma vazio especifica (D) de 0,10 h™. Tais cultivos foram
conduzidos empregando-se meio sintético totalmente definido, contendo sacarose como
Unica fonte de carbono e energia. Todos os resultados apresentados e discutidos a seguir
referem-se as amostras coletadas durante o estado-estacionario destes cultivos.

Em relacdo as atividades de invertase nos cultivos com sacarose, foi possivel observar
gue a estratégia de engenharia metabdlica resultou na retencdo da atividade da invertase no
ambiente intracelular na linhagem iSUC2 (Figura 5.6), além de um aumento no valor
absoluto da atividade total nesta linhagem, em relagao a linhagem SUCZ, analogamente ao
gue havia sido observado anteriormente nos experimentos com as linhagens auxotroéficas
(ver item 5.2). Por outro lado, na linhagem-referéncia (SUC2) foram detectadas atividades
para as duas formas desta enzima, sendo a forma extracelular responsavel pela maior parte
da atividade total (91%). Na linhagem iSUC2, a atividade de invertase foi representada quase

que exclusivamente pela forma intracelular (96%). Ainda assim, foi possivel notar, como
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anteriormente na linhagem iSUC2 ura-, que a linhagem iSUC2 também apresentou alguma
atividade de invertase extracelular. No entanto, como o método de quantificacdo de
invertase extracelular baseia-se na dosagem de glicose no meio extracelular (ver Materiais e
Métodos), ndo se pode descartar a hipotese de que os produtos de hidrdlise da sacarose,
mesmo sendo hidrolisada intracelularmente, sejam excretados das células pelos
transportadores Hxtp (Boles e Hollemberg, 1997) e detectados no sobrenadante, tratando-
se assim de uma possivel falha da metodologia de dosagem de invertase, conforme discutido

anteriormente (ver item 5.2).
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Figura 5.6 - Atividade de invertase nas linhagens SUCZ, iSUC2 e iSUC2 evoluida. A atividade de invertase
extracelular (barras brancas) foi estimada com células intactas e a atividade total (barras pretas)
com células permeabilizadas, ambas coletadas durante o estado-estaciondrio de quimiostatos
limitados por sacarose em anaerobiose. Os valores apresentados sdo as médias e os desvios-
padrdo de analises realizadas em triplicata, para cada duplicata bioldgica.

De uma maneira geral, ao se comparar a linhagem iSUC2 com a linhagem-referéncia
(SUC2), nos cultivos limitados por sacarose (Tabela 5.4), foi observado que os parametros
fisiolégicos de interesse foram alterados de forma semelhante aos dados obtidos
anteriormente com as linhagens auxotréficas para a uracila (Tabela 5.3). O Yerns foi 4%
maior na linhagem iSUC2 em relagdo a linhagem SUC2. A ety apresentado pela linhagem
iSUC2 foi 5% superior em relagdo ao mesmo parametro na linhagem SUCZ, enquanto o Yys
foi cerca de 4,5% menor na linhagem iSUC2 em relacdo a SUC2. Estes resultados indicam que

a estratégia de engenharia metabdlica, que teve o intuito de alterar a topologia da hidrodlise
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e a energética do transporte da sacarose em S. cerevisiae, resultou num aumento do Yeryys,
provavelmente fruto da menor eficiéncia energética das células que ndo expressam a
invertase extracelular e se véem obrigadas a transportar a sacarose por transporte ativo. No
entanto, de maneira analoga ao observado nos experimentos com as linhagens auxotroéficas
para a uracila (ver item 5.2), as variagdes observadas foram menores do que as previstas
pelo modelo metabdlico (Tabela 5.4). De acordo com o modelo, seria esperada uma
diminui¢ao de 25 % no Yxss, ao se comparar a linhagem iSUC2 com a linhagem SUC2. Porém,
como pode ser observado, a reducdo foi de apenas 4,5%. O mesmo ocorreu com os demais
parametros (Yernss, Qetv, Qco2, Gs, €tc), todos apresentando variagdes menores do que as
esperadas (Tabela 5.4).

Uma observagao importante refere-se as concentragdes de sacarose, glicose e
frutose residuais (no estado-estacionario), as quais foram muito diferentes entre as
linhagens iSUC2 e SUC2. De uma forma geral, a soma dos acgucares residuais foi cerca de 12
vezes superiores na linhagem iSUC2 em comparagdo a linhagem-referéncia. Fato
interessante é observar que mesmo tendo uma atividade de invertase total superior a da
linhagem controle (Figura 5.6), a linhagem iSUC2 nao foi capaz de consumir parte da fonte
de carbono disponivel [8% (p/p)]. O fato de uma parte substancial da fonte de carbono nao
ter sido consumida pela linhagem iSUC2 indica uma possivel limitacdo no transporte deste

dissacarideo nesta linhagem.
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Tabela 5.4 - Parametros fisioldgicos das linhagens SUC2 (CEN.PK113-7D, linhagem-referéncia), iSUC2 (auséncia de invertase extracelular e super-expressdo da invertase

intracelular; IMI-056), iSUC2 evoluida (linhagem evoluida obtida em quimiostatos anaerdbios longos limitados por sacarose, a partir da linhagem iSUC2; IMM-
007), iSUC2 evoluida Aagtl (IMM-008), iSUC2 evoluida A/Aagti (IMM-009), iSUC2 P 5 MAL13 (IMI-066) e iSUC2 Ppy+AGT1 (IMI-067) durante o estado
estacionario em quimiostatos anaerdbios limitados por sacarose. Os dados estdo apresentados como a média * o desvio da média de dois experimentos

independentes.
. . . ; . . . iSUC2 evoluida
Parametros fisiolégicos sucz isucz isUCZevoluida Uczj;’;’l'”'da 'Suiz‘;';;'da 'SUZZG;J’D”" 'Sﬁz’l’;’f wuc(*;;g ve e( ./ﬂ){gz
6

Glicose (g.L) 0,05+0 0,09 0,04 0,01+0 0,01 0,37 £ 0,03 0,30 £ 0,03 0,41+0,14
Frutose (g ..L") 0,11+ 0,03 0,16 + 0,03 0,03+0 0,01 0,32 +0,03 0,30 £ 0,03 0,40 £ 0,13
Sacarose (g GLC eq.L?) 0,00+0 1,79+0,23 0,08+0 0,09 1,51+0,07 1,05 + 0,09 1,6 + 0,24
Yys (8 DW.g GLC eq™) 0,092+0,001  0,088+0,001 0,067 0,001 0,066 0,097 + 0,001 0,09+0 0,101 + 0,003 -4,5/(-25) -27/(-25)
gs [mmol GLC eq.(g DW.h™)] 6,22 +0,05 6,31+0,04 8,50 + 0,09 8,82 5,84 +0,03 6,25 + 0,08 5,46 + 0,31 1,5/(33) 37/(33)
4CO, [mmol.(g DW.h™)] 10,35+0,04 10,64 £0,22 15,55 + 0,18 14,96 9,86+ 0,57 12,27+0,04 10,66 +0,13 3/(40) 50/(40)
Gerw [mmol.(g DW.h)] 9,34+0,18 9,84 + 0,02 14,16 + 0,41 13,92 8,84+ 0,03 10,18 + 0,14 9,1+0,06 5/(43) 52/(43)
Yerys (8 ETH.g GLC eq™) 0,384+0,005 0,399+0,002 0,427 +0,009 0,403 0,387+0,001 0,416+0,011  0,422+0,16 4/(8) 11/(8)
Gace [mmol.(g DW.h?)] 0,010 0+0 0,03 +0,01 0,03 0,02 +0,01 0,01+0 0
Giac [mmol.(g DW.h )] 0,08+0 0,07+0 0,10+ 0 0,10 0,07+0 0,07+0 0,06 + 0,01
Gove [mmol.(g DW.h )] 0,01+0 0,01+0 0,01+0 0,01 0,01+0 0,01+0 0,01+0
Gsuce [mmol.(g DW.h™)] 0,03+0 0,03+0 0,02+0 0,02 0,02 +0,01 0,03+0 0,03+0
Geuve [mmol.(g DW.h™Y)] 0,77 0,01 0,69+0 0,85 + 0,03 0,90 0,70 +0,01 0,68 + 0,01 0,66 + 0,01 -10/(0) 10/(0)
Balango de carbono (%) 96,2 +0,2 97,4+0,8 100,1+0,8 95 97,4+ 1,4 103,7+1,7 106,2 + 4,4

@) Variagdo observada e (variagdo tedrica, obtida pelo modelo, Tabela 5.2), ambas em %, entre a linhagem iSUC2 e a linhagem-referéncia SUC2 dos cultivos em anaerobiose limitados por

sacarose.

(®) Variagdo observada e (variagdo tedrica, obtida pelo modelo, Tabela 5.2), ambas em %, entre a linhagem iSUCZ evoluida e a linhagem-referéncia SUC2 dos cultivos em anaerobiose limitados

por sacarose.

© Balancgo de carbono foi estimado usando-se uma composi¢do de biomassa de 25,1 g/C-mol para cultivos anaerdbios (Verduyn et al., 1990) e um contetdo de cinzas de 7% (Nielsen et al.,

2003).
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Até esta etapa do trabalho, a analise do transporte de sacarose havia sido realizada

4¢ (**c-sacarose), o que é pratica comum no estudo

empregando-se sacarose marcada com
da cinética do transporte de dissacarideos. No entanto, alguns estudos (Serrano, 1977;
Benito e Lagunas, 1992; Stambuk e Araujo, 2001) apontam que, quando altas concentragdes
de substrato marcado sdo utilizadas para tais medidas, existe o risco de ocorrerem ligacGes
nao-especificas desses substratos as células de levedura (ou até mesmo aos filtros
empregados), levando a erros nestas medidas (gerando superestimativas). Adicionalmente,
outro problema encontrado com o uso de substratos radioativos é o fato de que quando os
mesmos s30 metabolizados pelas células, ocorre liberagdo de **CO, que igualmente leva a
erros nas medidas (gerando subestimativas). Um outro fator agravante, especifico para o
caso da sacarose radioativa, é que esta pode ser hidrolisada extracelularmente durante o
periodo de incubag3o, e os monossacarideos radioativos liberados (**C-glicose e **C-frutose)
podem ser assimilados pelas células (por difusdo facilitada), contribuindo assim para uma
falsa medida de transporte . Em vista do exposto, decidiu-se utilizar, a partir deste ponto do
trabalho, outra técnica para estimar o transporte. Esta técnica é conhecida como medida do
transporte de dissacarideos pelo co-transporte com ions H* ou simplesmente co-transporte
de sacarose/H" (Stambuk et al., 1999; Stambuk e Araujo, 2001). Nesta determinac3o, faz-se
uso da medida da alcalinizacdo do meio de cultura, que ocorre apds exposicao das células a
presenca do dissacarideo. Esta alcalinizacdo é resultante do co-transporte do dissacarideo
com ions H*, que apresenta uma estequiometria de um H" co-transportado por molécula de
sacarose (ou outro dissacarideo) assimilada pelas células (Serrano, 1977; Stambuk et al.,
1999; ver Matérias e Métodos).

Os dados de co-transporte de sacarose/H’, utilizando sacarose a 70 mM, sdo
apresentados na Figura 5.7. Primeiramente, é preciso ressaltar que, como a concentragao de
sacarose utilizada nesta medida é cerca de 10 vezes superior aos valores de 4, ja reportados
para o co-transporte de sacarose/H" em S. cerevisiae (Stambuk et al., 2000; Badotti et al.,
2008), os dados podem ser interpretados como sendo referentes a capacidade maxima de
transporte (Vnhax) deste dissacarideo. Durante o estado estaciondrio, a linhagem iSUC2
apresentou transporte de sacarose maior do que a linhagem SUC2. Na literatura, nao foi
possivel encontrar valores de transporte de sacarose durante o estado estaciondrio em

cultivos anaerdbicos limitados por sacarose.
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O transporte de sacarose (Vransporte) medido com a linhagem iSUC2 foi em torno de
1,5 mmol SUC.(g DW.h)™* [25 nmol SUC.(mg DW.min)™] (Figura 5.4.2), enquanto a gsyc foi de
3,15 mmol SUC.(g DW.h)™ [6,3 mmol de GLC eq.(g DW.h)™] (Tabela 5.4), ou seja, maior que o
transporte. Numa linhagem que depende do transporte para metabolizar a sacarose, era
esperado que 0 Wransporte fOSSE igUal Ou superior a gsyc. Assim, é possivel especular que parte
da sacarose foi utilizada de uma maneira diferente da esperada, ou seja, através do
transporte e subseqiiente hidrodlise intracelular. Ou seja, parte da sacarose pode ter sido
hidrolisada extracelularmente e os monossacarideos captados por difusdo facilitada. Isto, em
parte, explicaria o fato de que os parametros fisiologicos observados na linhagem iSUCZ (Yy/s

e Yernss) foram diferentes dos previstos pelo modelo metabdlico (Tabela 5.4).
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Figura 5.7 - Atividade de co-transporte de sacarose com H" nas linhagens SUC2, iSUC2, iSUC2 evoluida, iSUC2
evoluida Aaggtl, iSUC2 evoluida A/Aagtl, iSUC2 PpurAGTIL, iSUC2 Pp-MAL13. A atividade de
transporte foi determinada em células coletadas durante o estado-estacionario de quimiostatos
limitados por sacarose em anaerobiose, conforme descrito na parte de Materiais e Métodos. Os
valores apresentados sdo as médias e os desvios-padrdao de analises realizadas em triplicata, para
cada duplicata bioldgica.

Uma possibilidade para explicar a incoeréncia entre os dados de Yy/s observado e
tedrico (previsto pelo modelo) é que o conteldo intracelular de carboidratos de reserva da

linhagem /SUC2 seja diferente daquele da linhagem SUC2, conforme previamente reportado
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por Wisselink et al., (2009). No entanto, os valores de trealose e glicogénio na biomassa
foram muito proximos entre as duas linhagens (Figura 5.8), descartando parcialmente esta

hipdtese.
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Figura 5.8 - Conteldo de carboidratos de reserva em células de levedura, coletadas durante o estado
estacionario de quimiostatos anaerdbios limitados por sacarose. Teores de trealose (barras
brancas) e glicogénio (barras pretas) nas linhagens SUCZ, iSUC2, iSUC2 evoluida. Os valores
apresentados sdo as médias e os desvios-padrdo de andlises realizadas em triplicata, para cada
duplicata bioldgica.

De uma maneira geral, os resultados obtidos com as linhagens prototréficas durante
0s quimiostatos anaerdbicos limitados por sacarose foram semelhantes aos resultados
obtidos com as linhagens auxotroficas para a uracila (SUC2 ura- e iSUC2 ura-). As diferengas
observadas em alguns parametros fisioldgicos (getn, Yx/s, Gcoz etc) entre as linhagens
auxotroéficas e suas correspondentes prototroficas podem ser atribuidas aos diferentes
equipamentos e métodos de quantificagdo empregados nos dois laboratérios onde foram
realizados os estudos (LEB/USP e LMI/TU Delft). Pelos dados apresentados até este ponto do
trabalho, tanto obtidos com as linhagens auxotrdéficas, como com as linhagens prototroficas,
observa-se que a estratégia de engenharia metabdlica empregada por Stambuk, et al.
(2009), que modificou a topologia e a energética do metabolismo de sacarose em S.
cerevisiae, apesar das limitagdes encontradas (parametros fisiologicos diferentes dos
esperados e concentracdes de aclcares residuais elevadas), pode ser considerada

promissora, no sentido de aumentar a conversdo de sacarose em etanol (Yerys). Vale
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destacar que a relocalizacdo do metabolismo de sacarose, de extracelular para intracelular,
teria ainda a seguinte vantagem no ambiente industrial: a diminuicdo da competicdo pela
fonte de carbono com microrganismos contaminantes do processo, que freqlientemente

ndo metabolizam dissacarideos tdo bem quanto monossacarideos.

5.4.2 Engenharia evolutiva aplicada a linhagem iSUC2

Em vista dos dados obtidos, buscou-se melhorar ainda mais o fendtipo da linhagem
iSUC2, no sentido de aumentar a afinidade/capacidade do co-transporte de sacarose/H"
nesta linhagem, como forma de se aumentar ainda mais o Yemys, com a concomitante
diminui¢ao do Yyxss, procurando-se chegar mais proximo aos valores calculados pelo modelo
metabdlico (Tabela 5.2). Para alcancar tal objetivo, estratégias de engenharia evolutiva, que
se baseiam no principio da variacdo e selecdo natural (Sauer, 2001), foram empregadas.
Devido ao fato de existir, em cultivos continuos do tipo quimiostato, uma forte pressdo
seletiva no sentido de selecionar células com maior afinidade/capacidade de transporte pelo
substrato limitante, que se encontra em baixas concentracdes dentro do reator (Wick et al.,
2002; Jansen et al., 2004), é esperado que durante cultivos longos limitados por sacarose,
seja possivel a selecdo de mutantes com maior afinidade/capacidade para o co-transporte
de sacarose/H". O surgimento de um mutante deste tipo dentro do reator causa uma
diminui¢ao na concentragao residual de sacarose, o que diminui a velocidade especifica de
crescimento com que as células originais sdo capazes de crescer nesta nova condicdo (isto
pode facilmente ser explicado pelo modelo de Monod para o crescimento microbiano).
Sendo assim, as células originais tendem a ser lavadas do sistema e uma nova populacdo
derivada do mutante com maior afinidade/capacidade por sacarose tendera a dominar o
reator, ja que, ao contrario das células originais, esta nova populagdo consegue crescer com
velocidade especifica (i) igual a vazao especifica do quimiostato (D) na nova concentragao
residual do substrato limitante.

Desta maneira, a linhagem iSUC2 foi submetida a um cultivo continuo sob limitagdo
de sacarose ao longo de varias geracdes. Uma forma de se avaliar a eficiéncia desta
estratégia de melhoramento do co-transporte de sacarose/H" é acompanhar a concentragdo

do substrato limitante ao longo do cultivo (Brown et al., 1998; Ferea et al., 1999). Além
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disto, acompanhou-se também a capacidade do transporte de sacarose ao longo do cultivo.
Para tanto, o transporte de sacarose foi medido indiretamente pelo co-transporte de H', que
se baseia na estequiometria de 1:1 no co-transporte de sacarose:H" em células de S.
cerevisiae (Stambuk et al., 2000). Durante este cultivo prolongado, a concentracdo residual
de sacarose passou de cerca de 2 g.L'1 para menos de 0,1 g.L'1 apos cerca de 50-60 geracdes
(Figura 5.9). Paralelamente, a capacidade do co-transporte de sacarose/H, que indica de
maneira indireta a capacidade de transportar sacarose, aumentou de 10 para cerca de 200

nmol.(mg DW.min)?, perfazendo um aumento de 20 vezes.
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Figura 5.9 - Experimento de evolugdo com a linhagem iSUC2. Concentragdo dos agucares residuais (sacarose)
(O) e a atividade do co-transporte de sacarose-H" (O) ao longo de cultivo continuo limitado por
sacarose em regime de anaerobiose. O experimento foi conduzido em duplicata, e no grafico sdao
representados apenas os dados de um dos cultivos, na forma da média e desvio-padrdo das
medidas feitas em triplicata de uma mesma amostra.

Ap0ds cerca de 90 geragdes, em que tanto a concentragao de agucar residual como a
atividade de co-transporte de sacarose-H' permaneceram praticamente constantes por mais
de 30 geragdes, uma amostra foi coletada e espalhada na superficie de uma placa de Petri
contendo meio YPD solidificado, de forma a se isolar col6nias e armazena-las conforme o
protocolo utilizado para o estoque das linhagens (ver item 4.2, em Materiais e Métodos).
Uma destas colbnias, designada iSUC2 evoluida (IMM-007), foi caracterizada em quimiostato
limitado por sacarose em anaerobiose. Enquanto as atividades de invertase total e

extracelular desta linhagem evoluida ndo foram alteradas em relagdo aos mesmos
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pardmetros na linhagem iSUC2 (Figura 5.6), a atividade de co-transporte de sacarose/H"
aumentou consideravelmente na linhagem evoluida, passando de 25 para cerca 346
nmol.(mg DW.min)" (Figura 5.7). A diferenca observada nos valores do transporte de
sacarose/H" entre os instantes finais do experimento de evolucdo (Figura 5.9) e o cultivo
com a linhagem iSUC2 evoluida é um forte indicativo de que havia distintos fendtipos
“evoluidos” no reator ao longo do experimento de evolucgdo. Este fendmeno ja foi observado
diversas vezes em experimentos semelhantes, sob outras limitagdes nutricionais (Brown et
al., 1998; Gresham et al., 2008, 2011). No entanto, o fato de os parametros fisiolégicos da
linhagem iSUC2 evoluida serem diferentes daqueles da linhagem iSUC2, quando ambas sdo
comparadas durante quimiostatos limitados por sacarose em anaerobiose, é um forte
indicativo de que realmente ocorreram mutagdes na linhagem iSUC2 evoluida, em relagdo a
linhagem iSUC2 e nao simplesmente uma adaptagao.

Ao se comparar os parametros fisiologicos da linhagem iSUC2 evoluida com a
linhagem referéncia (SUC2) nos cultivos limitados por sacarose, foi observado que os
parametros relevantes para o objetivo deste estudo (Yeru/s, Getn, € Yxss), foram alterados em
magnitudes semelhantes as variacbes estimadas pelo modelo metabdlico (Tabela 5.2). O
Yernss foi 11% maior na linhagem iSUC2 evoluida em relagdo a linhagem SUCZ, enquanto a
getn Observada na linhagem evoluida foi 52 % superior a gety da linhagem-referéncia (SUC2),
sendo que o modelo previa uma variacdo de 8 e 43% nos parametros Yeruss € Geth,
respectivamente. Adicionalmente, o Yy/s foi 27% menor na linhagem evoluida em relagdo a
SUC2, sendo a variacdo esperada de 25%. A concentracao residual de sacarose foi muito
menor na linhagem evoluida em relagdo a iSUC2, indicando um aumento expressivo na
afinidade/capacidade do transporte de sacarose na linhagem evoluida, uma vez que a
concentracdo do substrato residual no quimiostato estd diretamente ligada a
afinidade/capacidade do transporte para o substrato limitante (Jansen et al., 2004).

A primeira vista, o aumento da capacidade/afinidade do transporte de sacarose
obtido apds a evolugao da linhagem iSUC2 parece ser o fator responsavel pela mudanga nos
parametros fisiolégicos, aumentando a capacidade de formagao de etanol pelas células, com
a concomitante diminuicdo da conversdo de sacarose em biomassa. Como continuacdo do
trabalho, buscou-se identificar alteragdes genéticas que pudessem explicar o novo fendtipo
obtido ao longo da evolugdo em quimiostato. Para tanto, o transcriptoma e a seqiiéncia de

determinados genes da linhagem melhorada foram investigados e comparados aos dados
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correspondentes na linhagem original, procurando-se identificar possiveis mutagGes e/ou

genes que tiveram sua expressao alterada, durante o processo de evolucao.

5.4.3 Andlise do transportador Agtlp na linhagem iSUC2 ewluida

Com o intuito de investigar o envolvimento do gene AGT71, que codifica a proteina
transportadora Agtlp (“a-glucoside transporter”), na utilizacdo de sacarose pela linhagem
evoluida, mutantes deletados no referido gene foram construidos.

Através do emprego de técnicas de PCR diagndstico (Materiais e métodos, item
4.11.4) sobre o DNA genOmico das linhagens SUC2 e iSUC2 e seus respectivos mutantes
Aagtl, foi possivel verificar que as linhagens SUC2 e iSUC2 apresentam apenas uma copia do

gene AGT1em seus genomas (Figura 5.10 A e B).
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Figura 5.10 - Verificagdo da presenca, bem como confirmagdo da delegcdo do gene AGTI nas linhagens iSUC2
(A), iSUC2 Aagtl (B), iSUC2 evoluida (C), iSUC2 evoluida Aagt1 (D) e iSUC2 evoluida A/Aagtl (E).
Conforme descrito, os DNAs gendmicos das linhagens foram extraidos e analisados, através de
PCR, para a verificacdo da presenga do gene AGT1, com os primers 1687/1688 (internos ao gene
AGTI), com produto de amplificagdo de 1507 pb (linha 1); para a confirmacgdo da delegdo com o
cassete AGT1-KO-KanMX, com os primers 1472/9 e 1473/10, o quais produziriam os fragmentos
de 1010 e 1067 pb, respectivamente, caso a inser¢do do cassete ocorresse no sitio correto (linhas
2 e 3); e para a confirmacdo da delecdo com o cassete AGT1-KO-hphN, com os primers 1007/1472
e 1008/1473, os quais produziriam os fragmentos de 1405 e 1744 pb, respectivamente, caso a
insercdo do cassete ocorresse no sitio correto (linhas 4 e 5); Marcador molecular (linha M,
GeneRuler Ladder DNA Mix, Fermentas). Os produtos de PCR estdo mostrados em gel de agarose
1 %. Os numeros ao lado do gel indicam o tamanho dos marcadores e os nUmeros sobre o gel o
tamanho dos produtos amplificados (em pb).

Apds a delecdo do gene AGT1 na linhagem iSUC2 evoluida, verificou-se por meio de
PCR diagnéstico a presenca de ao menos uma segunda cdpia deste gene na linhagem
resultante (iSUC2 evoluida Aagtl) (Figura 5.10 D). Como se pode notar na Figura 5.10 D, foi
observada nesta linhagem a presenca dos produtos de amplificacdo de 1010 e 1067 pb, os

guais confirmam a insercdao do cassete AGT71-KO-KanMX na posicdo correta, confirmando a
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deleg¢dao de uma cdpia do gene AGT1. Porém, foi observado o fragmento de 1507 pb, que
indica a presenca de uma copia extra do gene AGTI nesta linhagem. Apenas quando esta
segunda cdpia foi deletada, criando a linhagem iSUC2 evoluida A/Aagtl, constatou-se que
ndo havia mais nenhuma copia do gene, concluindo-se assim que durante a evolugdo
ocorreu uma duplicagdo do gene AGT1.

Metodologia semelhante a descrita acima foi aplicada a linhagem iSUC2 evoluida,
verificando-se que o gene MAL13 também foi duplicado durante a evolugdo (item 4.11.6;
dados ndo apresentados).

Duplicagdes génicas vém sendo relatadas durante experimentos de evolugdo cuja
pressdo seletiva é a limitacdo nutricional. Brown et al. (1998) mostraram que o cultivo em
regime de quimiostato limitado por glicose por cerca de 450 geracdes com S. cerevisiae
resultou numa linhagem evoluida apresentando maior afinidade pelo substrato limitante, do
gue a linhagem original. Foi verificado que a razdo para este novo fendtipo foi a ocorréncia
de multiplas duplicagdes nos transportadores de alta afinidade para glicose (Hxt6p e Hxt7p),
as quais teriam ocorrido em decorréncia de “crossing-overs’ desemparelhados entre os
genes HXT6 e HXT7 (que encontram-se dispostos de forma sequiencial no cromossomo V),
durante a troca das cromatides irmas. Em cultivos continuos limitados por glicose ou sulfato,
Gresham et al. (2008) observaram amplificagdes no numero de cdpias de genes relativos aos
respectivos sistemas de transporte para estes nutrientes.

Para avaliar o papel do gene AGT1 na utilizagdo de sacarose pela linhagem evoluida,
os parametros fisioldgicos de dois mutantes deletados no referido gene (linhagens iSUC2
evoluida Aagtl e iSUC2 evoluida A/Aagtl) foram obtidos em quimiostatos anaerdbios
limitados por sacarose. A delecdo de apenas uma das cOpias do gene AGTI praticamente
ndo alterou a maior parte dos parametros avaliados, quando comparados aos parametros
correspondentes da linhagem contendo as duas cépias do gene AGT71 (iSUC2 evoluida). As
Unicas diferencas observadas foram no co-transporte de sacarose/H’, que passou de 346
para 215 nmol.(mg DW.min)" com dele¢do de uma das cépias do gene (Figura 5.7), e o
Yerss, que decaiu cerca de 5% na linhagem Aagtl em relagdo a linhagem iSUC2 evoluida
(Tabela 5.4). No entanto, como o cultivo em quimiostato com a linhagem iSUC2 evoluida
Aagtl ndo foi realizado em duplicata, a diminuicdo no Yenys deve ser interpretada com

cautela.
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Por outro lado, o mutante deletado nas duas cdpias do gene AGTI (iSUC2 evoluido
A/Aagtl) apresentou diferengas marcantes em relagdo a linhagem iSUC2 evoluida, bem
como em relacdo a linhagem nocauteada em apenas uma das copias (iSUC2 evoluida Aagti).
O transporte ativo de sacarose por co-transporte com H* foi praticamente abolido [< 5
nmol.(mg DW.min)™] (Figura 5.7). Como conseqiiéncia, as concentracdes de glicose, frutose
e sacarose residuais, durante o cultivo com esta linhagem, foram elevadas (0,37; 0,32; 1,51 g
GLC eq.L™, respectivamente), em relagio aos cultivos realizados com a linhagem iSUC2
evoluida (0,01; 0,03; 0,08 g GLC eq.L, respectivamente). De um modo geral, a linhagem
iSUC2 evoluida A/Aagt1 parece ter perdido o desempenho fermentativo favoravel que havia
sido adquirido apos a evolugdo, apresentando valores de Yxss, Yern/s, Qetn, proximos a da
linhagem-referéncia (SUC2), e a concentracdo dos acucares residuais semelhantes a da
linhagem iSUC2 (Tabela 5.4). Todas estas observagdes indicam que o gene AGTZ tem um
papel determinante no metabolismo da sacarose pela linhagem iSUC2 evoluida.
Adicionalmente, os resultados apresentados sugerem que a regulacdo do gene AGTI na
linhagem iSUC2 evoluida possa ser diferente daquela existente na linhagem iSUC2 original,
uma vez que a linhagem evoluida com apenas uma das cépias do gene (iSUC2 evoluida
Aagtl) apresentou desempenho consideravelmente diferente da linhagem iSUC2 original
(Tabela 5.4), que igualmente apresenta apenas uma copia do gene AGT1. Estes resultados
enfatizam a importancia do gene AGT7I no transporte ativo da sacarose, e sao um forte
indicativo de que a duplicacdo do gene AGT1 pode ser a Unica mutacdo (ou pelo menos a
mais importante) causadora do novo fendtipo, obtido ao longo da evolucdo.

Para averiguar esta hipdtese, ou seja, para verificar se a adicdo de uma segunda cépia
do gene AGTI (sob controle de um promotor forte) seria suficiente para provocar o fenétipo
evoluido na linhagem iSUC2, uma segunda cépia do gene AGT1, sob controle do promotor
forte Ppys3 foi inserida no lécus wra3-52 da linhagem iSUC2 ura-. A linhagem resultante,
iSUC2 Prpy+AGTI foi cultivada em quimiostato anaerdbico limitado por sacarose (Tabela
5.4). Como pode ser observado na Figura 5.7, a adicdo de uma copia do gene AGTI, sob
controle do promotor forte Ppy3 ndo resultou em aumento da capacidade de co-transporte
de sacarose/H*, em comparacdo a linhagem iSUC2. No entanto, aumentou em 18 e 9% os
parametros gcox € Getw, respectivamente, em comparacdao a linhagem-referéncia (SUC2).
Adicionalmente, houve uma diminui¢ao de 2% no Yx/s € um aumento de 8% no Yery/s quando

a linhagem iSUC2 P;py3AGT1 foi comparada a linhagem-referéncia (SUC2). Assim, os
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aumentos e diminui¢cdes encontrados, foram todos menores do que os observados na
linhagem iSUC2 evoluida (Tabela 5.4), mas parecem indicar que a duplicacdo do gene AGT1
durante a evolugdo, somada a uma regulagdo diferenciada do mesmo (no caso, a expressao
por meio de um promotor forte) foram eventos importantes na aquisicdo no fendtipo
evoluido. Vale destacar que a linhagem iSUCZ, que possui o gene AGTI selvagem,
apresentou aumentos de apenas 3, 5 e 4% nos parametros @gcoz, Getv € Yewss
respectivamente, em comparac¢do a linhagem-referéncia (SUC2). No entanto, como na
linhagem iSUC2, os niveis dos acucares residuais foram elevados (~ 1,6 g GLC eq.L) nos
cultivos com a linhagem iSUC2 P rpuAGT1, 0 que é um indicativo de limitagdo no transporte
de sacarose (Tabela 5.4).

Como forma alternativa para aumentar a atividade do transporte de sacarose na
linhagem iSUCZ, buscando-se simular a evolugao obtida em quimiostato, o promotor forte
P 75 foi inserido a montante do gene MAL13. Este gene, que teve expressdo aumentada na
linhagem iSUC2 evoluida, em relagao a iSUCZ, de acordo com os resultados da analise
transcriptomica (Tabela 5.5) e foi duplicado na linhagem iSUC2 evoluida (dados ndo
apresentados), codifica uma proteina de regulagdo positiva, que aumenta a expressao do
gene AGTI (Needleman 1991). O comportamento dos parametros fisioldgicos da linhagem
resultante, iSUC2 Pp-MAL13, quando cultivada em quimiostato anaerdbico limitado por
sacarose, é de dificil interpretagao. Alguns parametros, para os quais se esperava um
aumento na linhagem iSUC2 Pp-MAL13, em relacdo a linhagem-referéncia (SUC2),
diminuiram. Por exemplo, observou-se uma diminuicdo da gy € da ¢gs (de 3 e 12%,
respectivamente) (Tabela 5.4). Para o Yys, ao invés de uma diminuigdo, observou-se um
aumento do mesmo (10%). A medida de co-transporte de H* com esta linhagem foi baixa
(Figura 5.7) e a concentracio de acucares residuais elevada (~ 2,4 g GLC eq.L).
Surpreendemente, 0 Yerys aumentou cerca de 10% em relagdo a linhagem-referéncia
(SUC2). Por todas estas evidéncias e, mesmo sem saber a causa deste fendtipo, o que se
conclui é que esta estratégia de modificagdo genética ndo resultou numa linhagem com
fendtipo préximo ao fendtipo da linhagem iSUC2 evoluida.

Cabe ressaltar que a presenca do promotor nas linhagens modificadas foi apenas
verificada por meio de PCR diagndstico (Materiais e Métodos). Assim, os niveis de expressao

dos dois genes (AGT1 e MAL13) ndo foram avaliados. Portanto, ndo é possivel concluir se os



109

fenotipos observados devem-se a uma falha na super-expressao dos referidos genes, ou se,
mesmo quando super-expressos, tais genes ndo sao capazes de conferir o fenétipo evoluido.

Para verificar se o fendtipo evoluido poderia ter sido resultado de mutagdes no gene
AGT1, ou em sua regido promotora, estas regiées foram seqlienciadas nas linhagens iSUC2,
iSUC2 evoluida, e iSUC2 evoluida Adagtl (item 4.13). A seqiiéncia de nucleotideos do gene
AGTI1 da linhagem iSUC2 evoluida foi comparada a seqliéncia correspondente na linhagem
iSUC2 original. Vale destacar que, a montante do gene AGTI e a jusante do gene MALI2
encontra-se uma regido inter-génica (Han et al., 1995), na qual estd localizada a seqiiéncia
denominada UASuaL (que compreende os nucleotideos -413 até o -494 da regido promotora
do gene AGTI). Esta seqiiéncia € o sitio de ligacdo da proteina de regulacdo positiva Malx3p,
que controla a transcricao do gene AGT71. Quando a proteina Malx3p estiver ligada ao sitio
UASwuaL a transcricdo deste gene é fortemente induzida (Needleman, 1991). A comparacao
das seqliéncias de nucleotideos do gene AG71 (1851 pb) e de toda a regido inter-génica (785
pb) da linhagem iSUC2 evoluida com as correspondentes sequéncias na linhagem iSUC2
parental demonstrou que ndo ha um sé nucleotideo de diferenca entre as duas linhagens,
nesta por¢ao do genoma. Quando uma das copias do gene AGTI foi deletada do genoma da
linhagem iSUC2 evoluida e a copia restante do gene AGT71 foi seqiienciada, igualmente nao
foi observada nenhuma diferenca na seqiiéncia de nucleotideos entre as regides
amplificadas das duas linhagens (dados ndo apresentados). Em vista destes resultados de
sequenciamento, pode-se concluir que mutagdes pontuais no gene AGT71, ou em sua regidao

promotora, nao ocorreram.

5.4.4 Cultivos descontinuos com a linhagem iSUC2 evoluida

Para investigar o comportamento do fenétipo evoluido em bateladas com sacarose,
uma condicdo fisioldgica bastante diferente dos quimiostatos, e de certa forma mais
proxima do processo industrial de produgdo de etanol, a linhagem iSUC2 evoluida foi
cultivada em cultivos descontinuos em anaerobiose plena. Nestes cultivos, ao contrario da
linhagem SUC2 (Figura 5.5), as concentragbes de glicose e frutose nos cultivos com a

linhagem iSUC2 evoluida atingiram os valores maximos de 1,5 e 3 g.L™}, respectivamente, os
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quais foram ligeiramente superiores aos valores observados na linhagem parental (iSUC2),

que n3o passaram de 1 g.L'* (Figura 5.5).
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Figura 5.11 - Cultivos descontinuos em anaerobiose plena com a linhagem iSUC2 evoluida. Concentragdes de
sacarose (M), glicose (A) e frutose (A), (A); e de etanol (), glicerol (O) e biomassa celular (®)
(B), durante cultivos descontinuos em meio sintético com sacarose a 20 g/L iniciais como Unica
fonte de carbono. Os dados apresentados correspondem ao terceiro ciclo de bateladas repetidas
conduzidas em duplicata (ver Materiais e Métodos). Os dados estdo apresentados como a média +
o desvio da média de dois experimentos independentes.

O tempo necessario para a exaustdo da fonte de carbono diminuiu da linhagem
iSUC2 para a iSUC2 evoluida, passando de 20 para 15 h (Figuras 5.11 e 5.5). Isto é refletido
num aumento da gs na linhagem evoluida [16,1 * 0,7 mmol GLC eq.(g DW.h)] em
comparacdo a linhagem iSUC2 [11,1 + 0,2 mmol GLC eq.(g DW.h)?*]. Com o referido
aumento, tal parametro na linhagem iSUCZ2 evoluida se aproximou a gs da linhagem SUC2
[19,4 £ 0,2 mmol GLC eq.(g DW.h)’l]. Paralelamente a estes dados, observou-se um aumento
na gery da linhagem iSUC2 evoluida [26,5 £ 1,2 mmol ETH.(g DW.h)?!] em relacdo a iSUC2
original [16,9 + 2,5 mmol ETH.(g DW.h)], e assim a gey da linahgem iSUC2 evoluida
praticamente se igualou ao mesmo parametro da linhagem SUC2 [26,6 + 0,2 mmol ETH.(g
DW.h)™].

Além de apresentar uma velocidade especifica de produgao de etanol semelhante a
da linhagem SUCZ, o Yery/s foi 18% superior na linhagem iSUC2 evoluida em relagdo a SUCZ,
passando de 0,350 + 0,004 para 0,413 + 0,009 g.g’l. O aumento do Ygrys foi acompanhado
de um menor rendimento em biomassa, parametro que foi de 0,100 + 0,001 g DW.g'1 na
linhagem SUC2 e 0,081 + 0,004 g DW.g " na linhagem iSUC2 evoluida. No entanto, o tempo

necessario para a exaustdo da fonte de carbono na linhagem evoluida (15 h) ainda foi maior

do que na linhagem selvagem, que consumiu toda a sacarose em cerca de 10 h.
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Com todos estes dados, é possivel concluir que os atributos favoraveis da linhagem
iSUC2 evoluida, observados em regime de quimiostato, foram igualmente observados em
cultivos descontinuos. Além disto, o fendtipo obtido durante a evolugao, que foi selecionado
num ambiente limitado pela fonte de carbono, aparentemente ndo apresentou hiper-
sensibilidade (queda de viabilidade) ao ser exposto ao excesso de agucar, como ja observado
em sele¢Ges semelhantes realizadas em meios contendo glicose (Jansen et al., 2005) ou
maltose (Jansen et al., 2004) como substrato limitante. Finalmente, este fendtipo em cultivo
descontinuo é uma forte comprovacdo de que o que ocorreu ao longo do processo de

evolucdao em quimiostato foi mutacdo e ndo adaptacéo.

5.4.5 Andlise do transcriptoma

A andlise do transcriptoma foi realizada por meio de micro-arranjos de oligo-
nucleotideos, utilizando-se plataforma de canal-Unico Affymetrix, a partir de amostras
coletadas durante o estado-estacionario de cultivos independentes realizados em duplicata
para cada uma das trés linhagens avaliadas (SUCZ, iSUC2 e iSUC2 evoluida).

Quando a linhagem iSUC2 evoluida foi comparada a linhagem iSUC2 em cultivos
anaerobicos limitados por sacarose, foram encontrados 122 genes apresentando um nivel de
transcricdo no minimo 2 vezes maior na linhagem evoluida, em relacdo a linhagem parental.
Surpreendentemente, ndo foi identificado nenhum gene com expressao diminuida na
linhagem /SUC2 evoluida, em relacdo a linhagem /SUC2. A andlise estatistica foi realizada
usando o algoritmo SAM ( “Significance Analysis of Microarrays”), conforme descrito no item
Materiais e Métodos (item 4.12) e a lista completa dos 122 genes com expressdao aumentada
na linhagem /SUC2 evoluida encontra-se apresentada no ANEXO A. Alguns genes
selecionados, envolvidos no metabolismo da sacarose, sdo apresentados na Tabela 5.5.

Dentre os 122 genes com expressao aumentada na linhagem /SUC2 evoluida, em
relacdo a linhagem /SUCZ, foram identificados varios envolvidos no metabolismo da
maltose/sacarose. Foram encontrados tanto genes estruturais, que codificam permeases
(AGT1, MAL31, MPHZ2, MPH3) e maltases (MAL32, FSP2, IMA5, YGR287C) (Teste et al., 2010),
como genes que codificam proteinas regulatérias (MAL13). Com isto, observa-se que os loci

MALI e MAL3 tiveram quase todos 0s seus genes com expressao aumentada, ao
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compararmos as linhagens iSUC2 evoluida e iSUC2. As Unicas excec¢des foram para os genes
MAL33 e YFLO52W, os quais ndo apresentaram alteragOes significativas de acordo com o
algoritimo SAM (Tabela 5.5).

E importante salientar que a linhagem CEN.PK113-7D (da qual origina-se a linhagem
iSUC2, bem como a iSUC2 evoluida) possui os loci MALI (AGT1 MALI2 mall13), MAL2
(MAL21-22-23) e MAL3 (MAL31-32-33) (Vidgren et al., 2005). No entanto, a linhagem S288C,
na qual a plataforma dos micro-arranjos Affymetrix é baseada, apresenta apenas os loci
MALI1 e MAL3. Assim sendo, para a interpretacdo destes dados, deve-se levar em conta que
os transcritos relativos aos 3 genes do locus MAL2 podem nao ter hibridizado ou podem ter
hibridizado com sondas relativas aos genes contidos nos loci MALI e MAL3.

O aumento na transcricdio dos genes referentes as permeases (Tabela 5.5) foi
condizente com o aumento do transporte de sacarose/H” (Figura 5.7). Como n3o foi
observada nenhuma mutacdo (item 5.4.3) no gene do transportador de alta-afinidade Agtlp,
considerado o principal transportador de sacarose (Stambuk et al., 2000), é provavel que o
aumento no transporte de sacarose/H" na linhagem iSUC2 evoluida tenha sido causado pelo
aumento do numero dos transportadores na membrana plasmatica, decorrente da
duplicacdo deste gene, o que significa um aumento na capacidade de transporte e ndo na
afinidade. Adicionalmente, a regulacdo da expressdo do gene e/ou a degradacdo deste
transportador podem ter sido alteradas durante a evolugdo. Portanto, é pouco provavel que
o aumento do transporte de sacarose na linhagem evoluida seja fruto de alteracGes na
constante de satura¢do do substrato (A7) da proteina Agtlp. Esta hipdtese é suportada pelo
aumento de 4 vezes na expressao deste gene, passando de 861 para 3369 unidades
arbitrdrias, ao se comparar a linhagem iSUC2 com a linhagem iSUC2 evoluida (Tabela 5.5).
Apesar de outros genes, que codificam transportadores de alfa-glicosideos (MAL31, MPH2 e
MPH3) terem apresentado expressdao aumentada na linhagem /SUC2 evoluida, apenas o
transportador Mal31p é apontado com sendo capaz de transportar sacarose. No entanto,
este transporte é de baixa afinidade (120 mM) e baixa capacidade, segundo Badotti et al.
(2008). Em relagdo as proteinas Mph2p e Mph3p, nado existem estudos demonstrando se as
mesmas sdo capazes de transportar sacarose (Day et al., 2002).

Para confirmar que a melhoria do transporte de sacarose na linhagem iSUC2 evoluida
realmente ocorreu pelo aumento da capacidade de transporte, e ndo pelo aumento da

afinidade, alguns parametros cinéticos (Vnax € Kn) do transporte de sacarose das linhagens
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iSUC2 e iSUC2 evoluida foram estimados por meio do co-transporte com H'. As células foram
coletadas durante a fase exponencial de crescimento em meio YP com sacarose a 2 % (p/v) e
avaliadas quanto as cinéticas de transporte de sacarose. Os dados da cinética de transporte
da linhagem iSUC2 foram condizentes com os dados publicados na literatura (Badotti et al.,
2008; Stambuk et al., 2000), apresentando A, ao redor de 6 mM e um V. de 70,4 nmol.(g
DW.min) . Como havia sido previamente suspeitado, verificou-se que somente 0 Vi fOi
alterado na linhagem iSUC2 evoluida, sendo este parametro de 227,3 nmol.(g DW.h)?,
enquanto o 4, (~ 5,5 mM) manteve-se praticamente inalterado em relacdo a linhagem
iSUC2. As diferencas observadas entre os dados de transporte obtidos nos cultivos em
quimiostato (Figura 5.7) e os dados de V. estimados em meio rico (Figura 5.12) podem ser

explicadas pelas distintas condicGes fisioldgicas das células no momento das analises.
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Figura 5.12 - Cinéticas de transporte de sacarose para as linhagens iSUC2 (O) e iSUC2 evoluida (®). As células
foram coletadas na fase exponencial de crescimento em frasco agitado em meio YP com sacarose
a 2 % (p/v). Os dados referem-se a medidas Unicas do co-transporte com H*, provenientes de um
Unico cultivo. Os parametros V., € K, foram calculados pelo método de Lineweaver e Burk.

Assim, conclui-se que o elevado teor de sacarose residual durante os quimiostatos
com a linhagem iSUC2 é provavelmente fruto de uma capacidade saturada de transporte (ou
seja, limitado pelo V) € ndo de uma baixa afinidade dos transportadores pela sacarose
(resultante de um valor de A7, eleveado). Assim, pode-se especular que, durante a evolugao,
o aumento no V. ocorreu através do aumento do numero de transportadores na
membrana plasmatica. Esta explicacdo é reforgada pelo fato de que nos cultivos aerdbicos

limitados por sacarose com a linhagem iSUC2 ura-, a concentracdo de sacarose residual no
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estado-estaciondrio foi de apenas 0,03 g.L”! (Tabela 5.3). Nesta condicdo, a gs, que em teoria
se iguala @ Vransporte (Jansen et al., 2004), foi de 1,1 mmol GLC eq.(g DW.h)’l, enguanto que
nos cultivos anaerdbicos em sacarose o mesmo parametro foi de 6,0 mmol GLG eq.(g DW.h)’
! Portanto, um aumento no V. do Agtlp justificaria uma diminuicdo na concentracdo de
sacarose (0,08 g.L'l), observada nos cultivos anaerdbicos limitados por sacarose com a
linhagem iSUC2 evoluida.

Além do aumento da expressao das permeases para alfa-glicosideos (MAL11, MAL31,
MPH3 e MPH?2), também foram identificados genes relacionados ao transporte de hexoses
(HXT8, HXT9 e HXT12) (Ozcan e Johnston, 1999), os quais podem ter contribuido para os
baixos niveis de glicose (< 0,01 g.L™"; Tabela 5.4) durante o estado-estacionario nos cultivos
com a linhagem iSUC2 evoluida. Uma constatacdo interessante foi o fato de que os genes
HXT8 e HXT9 nao foram expressos na linhagem iSUC2 (nivel de transcrigao igual a 12), mas
passaram a ser expressos na linhagem iSUC2 evoluida (nivel de transcricdo de 297 para o
gene HXT8e 92 para o gene HXT9).

Apesar do aumento na transcricdio dos genes que codificam maltases (alfa-
glicosidases), as quais sdo capazes de hidrolisar a sacarose (Needleman, 1991; Badotti et al.,
2008), que é um a-D-Glucopiranosideo, B-D-fructofuranosil, ndo foi observada diferenca nos
niveis de expressao do gene SUC2, que codifica a enzima invertase, entre as linhagens /SUC2
evoluida e /SUC2 (Tabela 5.5). A medida da atividade de invertase, durante os cultivos com
estas duas linhagens, gerou resultados muito préximos entre si (Figura 5.4). Estes resultados
indicam que a expressao e a atividade da invertase ndao foram afetadas pelo processo de
evolucdo em biorreator.

Outro gene que poderia ter sido alterado na evolugdo seria o gene PMAI, o qual
codifica a H'-ATPase de membrana, que bombeia H' para fora das células através da
clivagem de ATP (Ambesi et al., 2000; Serrano et al., 1986). No entanto, apesar de altamente
expresso nas duas linhagens (niveis de transcricdo ao redor de 1700 unidades arbitrarias),
ndo foram observadas diferengas de expressao entre as mesmas.

A ferramenta “The hypergeometric distribution analyser” (HGD) foi utilizada para
avaliar possiveis categorias funcionais de genes que estivessem sobre-representadas no
conjunto dos genes com expressdo aumentada (Knijnenburg et al., 2007). Foram
encontradas as seguintes categorias funcionais, de acordo com o modo de classificacdo

“Gene Ontology’: disaccharide metabolic process, maltose metabolic process,
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oligosaccharide metabolic process, carbohydrate metabolic process, cellular carbohydrate
metabolic process, response to stress, carbohydrate transport. De todas estas categorias
funcionais, a Unica que ndo é dbvia é a de resposta ao estresse. De fato, notam-se varios
genes do tipo “Heat-Shock Protein” na Tabela 5.5. No entanto, ndo temos uma explicacdo
para esta observagdao e também nao se buscou, neste trabalho, entender as causas para a
super-representa¢do desta categoria funcional no grupo de genes que tiveram expressdo
aumentada na linhagem iSUCZ2 evoluida, em relagao a linhagem iSUC2.

Quando os niveis dos transcritos na linhagem iSUC2 foram comparados aos da
linhagem-referéncia SUC2 (CEN.PK113-7D), amostradas durante o estado estacionario de
quimiostatos anaerdbicos limitados por sacarose, foram encontrados apenas 9 genes com
um nivel de transcricdo no minimo 2 vezes menor na linhagem iSUC2, em relacdo a linhagem
CEN.PK113-7D (Tabela 5.6). Nado foi identificado nenhum gene com expressao
significativamente aumentada (no minimo 2 vezes) na linhagem /SUC2, em relacdo a
linhagem SUC2.

O gene SUC2, que codifica a enzima invertase, apresentou expressdo de 1660
unidades arbitrarias na linhagem-referéncia (SUC2) e de 3141 unidades arbitrarias na
linhagem iSUC2. Apesar de ndo estar significativamente com expressdo aumentada (razdo de
aumento de expressdao menor do que 2 vezes), estes resultados estdo condizentes com o
nivel da atividade de invertase total nestas duas leveduras, que foram de 2133 e 4726
nmol.(mg DW.min) " nas linhagens SUC2 e iSUC2, respectivamente, indicando também que a
regulacdo da expressdo deste gene é fundamentalmente transcricional. Cabe ressaltar que a
analise por microarranjo de DNA ndo é capaz de diferenciar entre os dois transcritos que
codificam a invertase extracelular e intracelular.

Considerando-se este numero muito baixo de genes que tiveram sua expressao
alterada na linhagem iSUC2, em relacdo a linhagem SUC2, pode-se afirmar que a
modificacdo genética realizada na linhagem-referéncia, nomeadamente a modificacdo do
gene SUC2 através da eliminagdao da sequéncia sinal de secre¢do e da introdugdo de um
promotor forte (P4py;) para promover a expressdo do gene (Stambuk et al, 2009), nao
resultou em outras alteracdes importantes no metabolismo da levedura, o que é desejavel.
Além disto, estes resultados também atestam a reprodutibilidade da analise de
transcriptoma, ja que a expressdo de mais de 6000 genes é interrogada por esta

metodologia.
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Tabela 5.5 - Lista de alguns genes (envolvidos no metabolismo de sacarose) com expressdo aumentada na
linhagem iSUC2 evoluida em relagcdo a iSUCZ, durante o estado-estaciondrio de quimiostatos
anaerdbicos limitados por sacarose.

Niveis dos
. Aumento
Gene Descrigdo funcional tran.scrltos da Enzima
(unidades «
arbitrarias) expressdo
(Nome (Nome (Nome sistematico com breve isucz (isucz
padrio)  sistemitico) descricdo obtida da base de dados iSUC2 evolui evoluida vs
SGD) da isuCc2)
MAL11 YGR289C YGR289C alpha-glucoside 861 3369 3,9
(AGT1) transporter
MAL31 YBR298C YBR298C maltose permease 217 1444 6,6
MPH3 YJRI60C  YJR160C strong similarity to Mal3lp 24 427 17,4 permease
MPH2 YDL247W YDL247W strong similarity to sugar 23 395 16,7
transport proteins
HXT2 YMRO11W high affinity hexose 184 434 2,4
transporter-2
HXT8 YJL214W YJL214W High-affinity hexose 12 297 24,8
transporter
HXTI2  YILI7IW  YILL71W High-affinity hexose 26 107 permease
transporter
HXT9 YJL219W YJL219W High-affinity hexose 12 82 6,8
transporter
MAL32 YBR299W YBR299W Maltase (EC 3.2.1.20) 1472 3806 2,6
FSP2 YJL221C YJL221C homology to maltase(alpha- 275 1736 6,3
D-glucosidase)
YGR287C  YGR287C strong similarity to 153 477 3,1 maltase
maltase
IMAS5 YJL216C YJL216C strong similarity to Mal62p 12 331 27,6
MAL13 YGR288W YGR288W maltose pathway 48 513 10,5
regulatory protein proteina
YFLO52W YFLO52W strong similarity to 49 87 1,7 de
Mal63p, YPR196w and Mall3p regulacdo
MAL33 YBR297W YBR297W Maltose fermentation 433 355 -1,2 positiva
regulatory protein
sucz YIL162W YIL162W invertase (sucrose 3141 3262 1,0 .
invertase

hydrolyzing enzyme)
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Tabela 5.6 - Lista dos 9 genes com expressdo diminuida na linhagem iSUC2 em relagdo a SUC2 (linhagem-
refeéncia), durante o estado-estaciondrio de quimiostatos anaerébicos limitados por sacarose.

Gene Descrigdo funcional Niveis dos transcritos Aumento
(unidades arbitrarias) da
expressao
(Nome (Nome (Nome sistematico com breve (iSUC2vs
~ . s descrigdo obtida da base de dados sucz isucz
padrdo) sistematico) 5GD) sUC2)
INO1 YJL153C YJL153C L-myo-inositol-1- 1923 74 -2,6
phosphate synthase
YBRO56W YBRO56W Homolog to glucan-1,3-- 62 24 -2,6
glucosidase (EC 3.2.1.5\; S.
cerevisiae)
TFs1 YLR178C YLR178C suppressor of cdc25 352 174 -2,0
cyez YELO39C YELO39C iso-2-cytochrome ¢ 118 58 -2,0
YMLO83C YMLO83C hypothetical protein 53 23 -2,2
ECM4 YKRO76W YKRO76W ExtraCellular Mutant 94 43 -2,2
THI21 YPL258C YPL258C similarity to B.subtilis 51 21 -2,5
transcriptional activator tenA, and
strong similarity to hypothetical
proteins YOLO55c and YPR121w
YDL158C YDL158C questionable ORF 127 28 -4,5
YLR456W YLR456W strong similarity to 56 25 -2,2

YPR172w
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem concluir que:

6.1 Efeito da limitagdo por uracila em cultivos continuos

6.1.1. A limitacdo pela uracila, em cultivos continuos aerdbicos com células de S.
cerevisiae auxotrdficas para este nutriente, resulta em uma drastica alteragdo do
metabolismo celular, quando comparada a limitagao exclusiva pela fonte de carbono. Nesta
situacdo, i) ocorre diminuicdo do fator de conversdo de substrato a células, ii) desvio do
carbono para a formacdo de etanol e acetato, e iii) crescimento celular limitado

simultaneamente pela fonte de carbono e pelo nutriente auxotréfico (Basso et al., 2010).

6.2 Impactos fisioldgicos oriundos da relocalizagdo daenzima invertase

6.2.1. A estratégia de engenharia metabdlica, cujo propdsito foi o de aumentar o
fator de conversdo de sacarose em etanol [Yerys (g etanol g sacarose™)] na levedura S
cerevisiae, através da eliminacdo da atividade de invertase extracelular e da superexpressao
da forma intracelular desta enzima (linhagem iSUC2), desenvolvida por Stambuk et al.
(2009), foi eficaz, resultando em 4% de aumento no Yerys, com uma concomitante
diminuicdo de 4,5% no Yy, o que foi determinado durante o estado-estaciondrio de
quimiostatos anaerdbicos limitados por sacarose. Adicionalmente, a atividade de invertase
total na linhagem iSUC2 foi cerca de 2 vezes maior do que na linhagem SUC2. Entretanto, na
levedura iSUC2 a invertase passou a ser predominantemente intracelular, ao contrario da
levedura SUC2, que foi predominantemente extracelular. Apesar desta melhoria nos
parametros fisioldgicos, observou-se uma alta concentracdo residual de sacarose (1,8 g.L'l)
nestes experimentos e as variagdes observadas em Yers € Yyxs estiveram aquém das
variagoes que se poderia obter (+ 8% e - 25%, respectivamente), segundo previsdes de um
modelo metabdlico tedrico para o crescimento de S. cerevisiae em anaerobiose;

6.2.2. Os resultados descritos em 6.2.1. podem ser explicados por uma limitada

capacidade (e ndo afinidade) de transporte de sacarose na linhagem iSUC2, o que foi
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comprovado por medidas de transporte de sacarose realizadas tanto com esta linhagem,
como com a linhagem iSUC2 evoluida, na qual esta limitacdo foi contornada. Os dados
demonstram que o V. aumentou na linhagem iSUC2 evoluida, em relagdo a linhagem
iSUC2, enquanto o parametro K, permaneceu o mesmo. O fato de a velocidade especifica
maxima de crescimento em sacarose na linhagem iSUC2 ter diminuido 40 e 50% (em frasco
agitado e em cultivo descontinuo em anaerobiose, respectivamente), em relacdo ao fendtipo
selvagem, corrobora esta constatagao;

6.2.3. A interrupgdo do gene AGT71 na linhagem iSUC2 aumentou em 30% e em 100%
0 tempo necessario para a exaustdo da sacarose em cultivos descontinuos anaerdbicos, em
relagao as linhagens iSUC2 e SUC2Z, respectivamente. Esta observagao comprova o papel
determinante do gene AGTI no metabolismo da sacarose, principalmente em linhagens que
ndo expressam a invertase extracelular. Por outro lado, a remo¢do do mesmo gene na
linhagem SUC2 ndo causou alteragdo no metabolismo da sacarose, o0 que
demonstra/comprova que em linhagens selvagens a via principal de hidrdlise de sacarose é a
extracelular;

6.2.4. A modificagdo genética introduzida por Stambuk et al. (2009) na linhagem
CEN.PK113-7D (SUC2), no sentido de relocalizar o metabolismo da sacarose em S. cerevisiae,
nao gerou alteragcdes importantes no transcriptoma desta levedura (somente 9 genes
tiveram sua expressao significativamente diminuida na linhagem iSUCZ, em relagdo a
linhagem SUC2), determinado durante o estado-estaciondrio de quimiostatos anaerdbicos

limitados por sacarose.

6.3 Aplicagao da engenharia evolutiva como estratégia para o melhoramento do transporte

ativo de sacarose

6.3.1. A estratégia de engenharia evolutiva empregada - quimiostatos longos
limitados por sacarose, em anaerobiose - mostrou-se adequada para a obtencdo de um
mutante (a partir da linhagem iSUC2) que apresentou um aumento de 20 vezes na
capacidade de transporte de sacarose, resultando na diminuicdo drastica da concentracao
residual de sacarose no biorreator, em relagao a linhagem isSUC2;

6.3.2. A linhagem obtida (iSUC2 evoluida) apresentou todos os parametros

fisiolégicos de interesse (fatores de conversdo de substrato a etanol, e de substrato a
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células, bem como as velocidades especificas de consumo de sacarose e de formagao de
etanol) muito préximos aos valores calculados pelo modelo metabdlico. Comparando-se a
linhagem iSUC2 evoluida com a linhagem-referéncia (SUC2), em quimiostatos conduzidos em
anaerobiose, limitados por sacarose, foi observado um aumento de 11% no Yern/s € uma
diminuicdo de 27% no Yys (as variagdes previstas pelo modelo metabdlico sdo de + 8% e -
25%, respectivamente);

6.3.3. A duplicagao do gene AGTI, juntamente com o aumento da expressdao dos
genes relacionados ao transporte de dissacarideos (MPH2, MPH3, MAL11, MAL31) e hexoses
(HXT8, HXT9, HXT12), parece ter sido os fatores responsaveis pelo novo fendtipo obtido,
através da estratégia de evolugdo utilizada no presente estudo. Nao houve mutagdes na
sequéncia do gene AGTI,

6.3.4. Eliminando-se as duas cdpias do gene AGTI na linhagem iSUCZ evoluida, foi
possivel restaurar um fendtipo que corresponde a uma combinacdo dos fendtipos da
linhagem-referéncia CEN.PK113-7D (SUC2) e da linhagem iSUCZ, ja que parametros como
Yernss, Yx/s € Gern na linhagem iSUC2 evoluida A/Aagt1 ficaram mais préximos dos parametros
observados para a linhagem SUC2, mas a concentracdo residual de sacarose nos
guimiostatos anaerdbios limitados por sacarose ficaram mais proximos dos valores
observados para a linhagem iSUC2. Deletando-se apenas uma cépia do gene AGTI na
linhagem iSUC2 evoluida, isto ndo foi observado;

6.3.5. Superexpressando-se o gene AGT1 na linhagem iSUCZ, conseguiu-se gerar uma
linhagem que apresentou Yerys muito proximo ao da linhagem iSUC2 evoluida. No entanto,
outros parametros fisioldgicos, calculados para células crescendo em quimiostatos
anaerdbios limitados por sacarose, foram diferentes nestas duas linhagens, indicando que a
duplicacdo do gene AGTI ndo foi a Unica mutacdo que ocorreu durante o processo de

evolugdao em quimiostato.

6.4 Sugestdes para continuidade do trabalho

- O presente trabalho conseguiu gerar uma linhagem de S. cerevisiae com fator de
conversao de sacarose a etanol 11% maior que a linhagem-referéncia. Para que se possa
pensar na aplicagao industrial desta estratégia, alguns passos adicionais sao necessarios, dos

quais se destaca: estudo da fisiologia da linhagem melhorada em cultivos que simulam as
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condicdes industriais (com meios de cultura industriais, em processo descontinuo-
alimentado com reciclo de células e tratamento acido entre as bateladas alimentadas);
introdugdao da mesma estratégia de engenharia metabdlica combinada com engenharia
evolutiva em linhagens industriais consagradas, como PE-2, CAT-1 e BG-1 (Basso et al.,
2008).

- Para entender porque a introdugdo de cdpias adicionais do gene AGT71 na linhagem
iSUC2 nao gerou exatamente o mesmo fendtipo obtido durante a evolugao em quimiostato,
seria interessante sequenciar todo o genoma da linhagem iSUC2 evoluida, de forma a se
verificar quais outras altera¢des genéticas ocorreram nesta linhagem, durante a evolugdo.
Cabe lembrar que a sequéncia do genoma da linhagem-referéncia CEN.PK113-7D (Van Dijken
et al., 2000), apesar de ainda ndo estar publicamente disponivel, devera ser disponibilizada

em breve para a comunidade cientifica.
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ANEXO A - Lista dos genes com expressao aumentada na linhagem iSUC2 evoluida em relagao

aisuC2parental

Quadro 1: Lista dos 122 genes com expressdo aumentada na linhagem iSUC2 evoluida em relagdo a iSUC2
parental, durante o estado-estacionario de quimiostatos anaerdbicos limitados por sacarose

(continua).
Gene Descrigdo do gene isucz iSUC2evoluida Aumento da g-value
expressao
(Nome (Nome sistematico com breve descri¢do obtida da Unidades Unidades (isUC2 evoluida (%)
padrdo) | base de dados SGD) arbitrarias arbitrarias vs. iSUC2)
HSP12 YFLO14W 12 kDa heat shock protein 317 1977 6,2 0,00
MCD4 YKL165C Morphogenesis Checkpoint Dependent 247 923 3,7 0,00
75A2 YDR453C strong similarity to thiol-specific antioxidant 86 352 4,1 0,00
proteins
YHR210C UDP-glucose-4-epimerase (GAL10, galE) 226 3340 14,8 0,00
YDR133C questionable ORF 534 1429 2,7 0,00
YNL194C strong similarity to YDL222c and similarity to 12 119 9,9 0,00
Sur7p
STF2 YGROO08C ATPase stabilizing factor 511 1074 2,1 0,00
CAR2 YLR438W ornithine aminotransferase 195 566 2,9 0,00
YPRO15C similarity to transcription factors 38 100 2,6 0,00
7SL1 YML100W 123 kD regulatory subunit of trehalose-6- 82 335 4,1 0,00
phosphate synthase\/phosphatase complex\;
homologous to TPS3 gene product
YGL121C hypothetical protein 138 368 2,7 0,00
SPI1 YER150W strong similarity to putative cell surface 162 906 5,6 0,00
glycoprotein Sed1p
YDL247W strong similarity to sugar transport proteins 24 395 16,7 0,00
YMRO90W strong similarity to B. subtilis conserved 28 108 3,9 0,00
hypothetical protein yhfK
MAL11 YGR289C alpha-glucoside transporter 861 3369 3,9 0,00
ADR1 YDR216W positive transcriptional regulator of ADH2 34 89 2,6 3,72
and peroxisomal protein genes
YJR124C weak similarity to Staphylococcus multidrug 70 215 3,1 3,72
resistance protein
DSE1 YER124C weak similarity to Dictyostelium WD40 61 134 2,2 3,72
repeat protein 2
YILO59C hypothetical protein 23 739 32,8 3,72
msc1 YML128C C-terminal part starting with aa 262 cause 65 274 4,2 4,64
growth inhibition when overexpressed
YKL151C similarity to C.elegans hypothetical protein 108 259 2,4 4,64
R107.2
HSP26 YBRO72W heat shock protein 26 107 563 5,3 4,64
YMR107W hypothetical protein 19 176 9,1 4,64
CLB1 YGR108W G(sub)2-specific B-type cyclin 12 119 9,9 4,64
YNL115C weak similarity to S.pombe hypothetical 28 75 2,7 4,64
protein SPAC23C11
GRE3 YHR104W Aldo-keto reductase 134 364 2,7 4,64
CYB2 YMLO54C Cytochrome b2 [L--lactate cytochrome-c 48 151 3,2 4,64
oxidoreductase]
YOLO53C-A DNA Damage Responsive 280 847 3,0 4,64
DDR48 YMR173W flocculent specific protein\; contains >35 264 789 3,0 4,64
repeats of the amino acid sequence NNNDSYGS
GIT1 YCRO098C permease involved in the uptake of 18 114 6,4 4,64
glycerophosphoinositol (GroPIns)
HSP30 YCRO021C Protein induced by heat shock, ethanol 53 536 10,1 4,64
treatment, and entry into stationary phase\; located in
plasma membrane
FSP2 YJL221C homology to maltase(alpha-D-glucosidase) 276 1736 6,3 4,64
HBT1 YDL223C weak similarity to mucin 44 95 2,2 4,64
GRE2 YOL151W induced by osmotic stress\; similar to 12 64 5,3 4,64
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(continuacio)

dihydroflavonol 4-reductase from plants
TPS1 YBR126C 56 kD synthase subunit of trehalose-6- 339 725 2,1 4,64
phosphate synthase\/phosphatase complex

REG2 YBROS50C Possible regulatory subunit for the PP1 172 682 4,0 4,64
family protein phosphatase Glc7p

RPS22B | YLR367W Ribosomal protein S22B (S24B) (rp50) (YS22) 182 640 2,1 4,64

FOX2 YKROO9C peroxisomal multifunctional beta-oxidation 39 139 3,6 4,64

protein

NCEI02 | YPR149W involved in secretion of proteins that lack 474 1147 2,4 4,64
classical secretory signal sequences
YOR173W strong similarity to YLR270w 63 326 5,2 4,64

ALD3 YMR169C Aldehyde Dehydrogenase (NAD(P)+) 57 146 2,6 4,64

PTK1 YKL198C probable serine\/threonine-specific protein 16 219 13,9 4,64
kinase (EC 2.7.1.-)

MBR1 YKLO93W MBR1 protein precursor 12 74 6,2 4,64
YCLO26C-A Protein involved in the integration of lipid 41 180 4,4 4,64
signaling pathways with cellular homeostatis

DOG2 YHRO043C 2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatase 294 689 2,3 4,64

7058 YGLO96W similarity to copper homeostasis protein 36 126 3,5 4,64
Cup9p

PHO84 YML123C inorganic phosphate transporter, 26 228 8,8 4,64
transmembrane protein

UGA2 YBROO6W Probable aldehyde dehydrogenase (EC 35 195 5,6 4,64
1.2.1.-)

SoL1 YNRO34w-a hypothetical protein 345 1013 2,9 4,64

SPO73 YER046W hypothetical protein 48 99 2,0 4,64
YJL218W strong similarity to E.coli galactoside O- 65 1380 21,1 4,64
acetyltransferase

SSE2 YBR169C HSP70 family member, highly homologous to 124 322 2,6 4,64
Sselp
YDL193W similarity to N.crassa hypothetical 32 kDa 40 87 2,2 4,64
protein

TFS1 YLR178C suppressor of cdc25 174 638 3,7 4,64

ECM30 YLR436C ExtraCellular Mutant 40 107 2,7 4,64

MAL32 | YBR299W Maltase (EC 3.2.1.20) 1472 3806 2,6 4,64

MIG2 YGL209W Protein containing zinc fingers very similar 12 69 5,7 4,64
to zinc fingers in Miglp

SOL4 YGR248W similar to SOL3 26 163 6,2 4,64

BUD9 YGRO41W Among a group of genes whose products 74 151 2,0 4,64
are necessary for bud-site selection); likely
involvement in positioning the proximal pole signal
YER158C weak similarity to Afrlp 67 169 2,5 4,64
YPRO13C similarity to transcription factors 65 189 2,9 4,64

MNN4 YKL201C regulates the mannosylphosphorylation 44 129 3,0 4,64

SIP18 YMR175W protein of unknown function 12 36 3,0 4,64
YJR160C strong similarity to Mal31p 25 428 17,4 4,64

PDE1 YGL248W 3,5 -Cyclic-nucleotide phosphodiesterase, 71 174 2,5 4,64
low affinity

YpPS5 YGL259W GPl-anchored aspartic protease 36 73 2,0 4,64
YILOS6W similarity to YERO64c 75 229 3,1 4,64
HSP104 | YLLO26W heat shock protein 104 199 511 2,6 4,64

PEX21 YGR239C weak similarity to hypothetical protein 45 139 3,1 4,64
YHR160c
YLLO23C similarity to hypothetical protein YLRO64w 107 232 2,2 4,64

MAL31 YBR298C maltose permease 218 1445 6,6 4,64
YJL217W hypothetical protein 534 2865 5,4 4,64

CMK2 YOL016C Calmodulin-dependent protein kinase 63 189 3,0 4,64

YRO2 YBRO54W Homolog to HSP30 heat shock protein YRO1 25 1058 42,2 4,64
(S. cerevisiae) 7
YJR115W similarity to hypothetical protein YBLO43w 26 133 5,2 4,64
YALO61W similarity to alcohol/sorbitol dehydrogenase 12 38 3,2 4,64

RSE1 YMLO49C RNA splicing and ER to Golgi transport 59 122 2,1 4,64

ARO3 YDRO35W DAHP synthase); a.k.a. phospho-2-dehydro- 88 194 2,2 4,64
3-deoxyheptonate aldolase, phenylalanine-inhibited\;
phospho-2-keto-3-deoxyheptonate aldolase); 2-
dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase); 3-
deoxy-D-arabine-heptulosonate-7-phosphate synthase

INO1 YJL153C L-myo-inositol-1-phosphate synthase 74 535 7,2 4,64

YAT1 YARO35W Quter carnitine acetyltransferase, 74 296 4,0 4,64
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(conclusdo)

mitochondrial
RPS22B | YLR367W Ribosomal protein S22B (S24B) (rp50) (YS22) 182 640 3,5 4,64
YJLO21C weak similarity to S.pombe hypothetical 51 123 2,4 4,64
protein SPAC23A1.16
DSE3 YOR264W hypothetical protein 62 131 2,1 4,64
HST2 YPLO15C Homolog of SIR2 58 124 2,1 4,64
YERO79W hypothetical protein 43 101 2,3 4,64
YPLO47W hypothetical protein 83 187 2,2 4,64
DDR48 YMR173W-A questionable ORF 1058 2221 2,1 4,64
YNL253W hypothetical protein 19 42 2,2 4,64
HXT2 YMRO11W high affinity hexose transporter-2 184 434 2,4 4,64
YLLO55W similarity to Dal5p 41 98 2,4 4,64
DSE2 YHR143W Ser-Thr rich protein 894 1936 2,2 4,64
YJL216C strong similarity to Mal62p 12 331 27,5 4,64
YMR291W similarity to ser/thr protein kinase 88 186 2,1 4,64
YORO062C strong similarity to YKRO75c 24 249 10,3 4,64
RPS22B | YLR367W Ribosomal protein S22B (S24B) (rp50) (YS22) 182 640 2,3 4,64
EPT1 YHR123W sn-1,2-diacylglycerol ethanolamine- and 134 346 2,6 4,64
cholinephosphotranferase
CTAI YDR256C catalase A 12 38 3,2 4,64
ECI1 YLR284C Peroxisomal enoyl-CoA hydratase 28 63 2,2 4,64
YHRO33W Prolp (Gamma-glutamyl kinase) 68 410 6,0 4,64
GLC3 YELO11W 1,4-glucan-6-(1,4-glucano)-transferase 314 867 2,8 4,64
HXT12 YIL171W High-affinity hexose transporter 27 107 4,1 4,64
NPL3 YDR432W nuclear shuttling protein with an RNA 21 81 3,9 4,64
recognition motif
NCA3 YJL116C With NCA2, regulates proper expression of 40 106 2,7 4,64
subunits 6 (Atp6p) and 8 (Atp8p ) of the Fo-F1 ATP
synthase
YLR364W hypothetical protein 48 104 2,2 4,64
YNL195C hypothetical protein 17 69 4,1 4,64
AHP1 YLR109W similarity to C.boidinii peroxisomal 381 1018 2,7 4,64
membrane protein 20K A
GIP2 YERO54C Glc7-interacting protein\; shares homology 17 58 3,5 4,64
with PIG2\; contains conserved 25 residue motif,
called the GVNK motif, also found in GAC1, PIG1, PIG2,
and RGI, the mammalian type 1 phosphatase targeting
subunit.
GGA1 YDR358W strong similarity to hypothetical protein 91 203 2,2 4,64
YHR108w and weak similarity to signal transducing
adaptor from mouse and man
YBLO29W hypothetical protein 93 249 2,7 4,64
STD1 YOR047C homologous to MTH1\; interacts with the 27 133 4,9 4,64
SNF1 protein kinase and TBP in two-hybrid and in in
vitro binding studies
GDB1 YPR184W similarity to human 4-alpha- 229 623 2,7 4,64
glucanotransferase (EC 2.4.1.25)/amylo-1,6-
glucosidase (EC 3.2.1.33)
BTN2 YGR142W similarity to hypothetical protein YPR158w 99 219 2,2 4,64
MAL13 YGR288W maltose pathway regulatory protein 49 513 10,5 4,64
YNROOSW hypothetical protein 41 96 2,3 4,64
SSA3 YBLO75C heat-inducible cytosolic member of the 70 36 92 2,5 4,64
kDa heat shock protein family
CBF2 YGR140W 110 kDa subunit of the centromere binding 45 93 2,1 4,64
factor CBF3
VRP1 YLR337C Proline-rich protein verprolin 103 217 2,1 4,64
YLR046C strong similarity to Rtalp and Rtm1p protein 12 33 2,7 4,64
YGP1 YNL160W YGP1 encodes gp37, a glycoprotein 74 612 8,3 4,64
synthesized in response to nutrient limitation which is
homologous to the sporulation-specific SPS100 gene
YDR034W:-B identified by SAGE expression analysis 77 180 2,3 4,64
GPH1 YPR160W Glycogen phosphorylase 196 492 2,5 4,64
YDRO70C hypothetical protein 21 132 6,2 4,64




