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RESUMO

Dalmolin KPP. Clonagem de um alelo do gene SPT15 em Saccharomyces cerevisiae para
aumento da produgdo de etanol [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. S&o Paulo
(Brasil): Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

Em 2006, Alper e colaboradores trabalharam com a maquinaria de transcricdo global da
linhagem haploéide de levedura S. cerevisiae BY4741 e demonstraram que uma linhagem
recombinante portadora de copias adicionais de um alelo codificador do fator de transcricao
SPT15 mutagenizado em trés diferentes posicdes (Phel’’Ser, serina da posicdo 177
substituida por fenilalanina; similarmente, Tyr'®His, e Lys**®Arg), denominado alelo spt15-
300, presentes em plasmideo de mdltiplas coOpias, passa a utilizar mais rapidamente a
glicose, e apresenta aumento do rendimento de producédo de etanol em 15%. Considerando-
se que, o Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de etanol combustivel do
mundo, o melhoramento genético de linhagens S. cerevisiae visando o aumento de
capacidade de producdo de etanol é extremamente relevante. Neste trabalho, foi realizada a
clonagem de uma cépia do alelo spt15-300, aqui chamado spt15*. Para tanto, inicialmente o
DNA gen6mico da linhagem S. cerevisiae S288C foi extraido, purificado e utilizado como
molde para amplificagdo por SOEing-PCR. O alelo triplo mutado sptl5* foi clonado
inicialmente no plasmideo comercial pGEMT-Easy e, em seguida, introduzido no
plasmideo epissomal pMA91, onde passou a ser expresso sob a regulacdo do promotor e
terminador de transcricdo da fosfoglicerato quinase (PGK) de S. cerevisiae (plasmideo
pPMA91sptl15*). Apls varias etapas de construgdes moleculares, foi obtido o fragmento de
DNA O6pPGKspt15*tPGK9d, para ser empregado na transformacgdo genética, por o-
integracdo, de linhagens S. cerevisiae de laboratério. Os transformantes da linhagem S.
cerevisiae YPH252 foram selecionados por complementagdo génica do fenotipo Leu+.
Verificou-se que, em relagdo a linhagem hospedeira YPH252, os clones recombinantes
YHP252/pMA91spt15* e YHP252/5pPGKspt15*tPGK3 consomem de maneira mais
eficiente a glicose e aumentam o rendimento de producdo de etanol. Ainda, o
seqiienciamento do alelo SPT15 da levedura industrial PE-2, obtido por amplificacdo por
PCR, revelou que este apresenta 100% de identidade com o alelo presente nas linhagens
BY4741 e S288C. Isto permite que se criem 6timas perspectivas para um trabalho futuro de
insercdo de copias do alelo spt15* no genoma das linhagens S. cerevisiae industriais, por o-

integracéo.

Palavras-chave: Fator de transcrigdo global de S. cerevisiae. Producdo de etanol. Gene
SPT15. o-integracéo.



ABSTRACT

Dalmolin KPP. Cloning of an SPT15 allele gene in Saccharomyces cerevisiae for the
increasing of ethanol production. [Master thesis (Biotechnology)]. S&o Paulo (Brasil):
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo; 2010.

In 2006 Alper and his colleagues worked with the global transcription machinery of the
yeast haploid strain S. cerevisiae BY4741 and proved that a recombinant strain carrying
additional copies of a transcription factor SPT15-encoding allele mutagenized in three
different positions (Phe’’Ser, serine in the position 177 replaced by phenylalanine;
similarly, Tyr'®His and Lys**®Arg), called spt15-300 allele, present on the multicopy
plasmid, uses glucose more speedily and renders the ethanol production income 15% larger.
Considering that Brazil is one of the world’s greatest producers and exporters of ethanol
fuel, the genetic improvement of the S. cerevisiae strains aiming at increasing the
production capacity of ethanol is extremely important. In the present work, it has been
performed the cloning of a copy of the spt15-300 allele, here called spt15*. In order to do
that, the genomic DNA of the S. cerevisiae S288C strain was extracted, purified and used as
a mold for the amplification through SOEing PCR. The spt15* triple-mutated allele was
initially cloned in the commercial plasmid pGEMT-Easy and next introduced in the
episomal plasmid pMA91, where it began to be expressed under the regulation of the
transcription promoter and terminator of S. cerevisiae (plasmid pMA91spt15%*)
phosphoglycerate kinase (PGK). After many phases of molecular constructions the DNA
dpPGKspt15*tPGKd fragment was obtained to be employed in the genetic transformation
of laboratory S. cerevisiae strains using o-integration. The S. cerevisiae strain transformants
were selected through genetic complementation of the phenotype Leu™. It could be observed
that, in relation to the host strain YPH252, the recombinant clones YHP252/pMA91spt15*
and YHP252/6pPGKspt15*tPGKd consume glucose more speedily and renders the ethanol
production larger. Furthermore, the allele SPT15 sequencing of the industrial yeast PE-2,
obtained through PCR amplification, revealed that the latter presents an identity rate of
100% with the allele present in the strains BY4741 and S288C. This allows the creation of
optimum perspectives for a future work concerning the insertion of copies of the sptl5*

allele in the genome of the industrial S. cerevisiae strains using é-integration.

Key words: S. cerevisiae global transcription factor. Ethanol production. SPT15 gene. 6-

integration.
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Esquema linear e representacdo da estrutura da Proteina TATA-binding

Esquema das trés mutagbes (F177S, Y195 e K218) na proteina Sptl15 e seu
efeito na maquinaria de transcricdo global da levedura S.
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Esquema do SOEing PCR, construido a partir de Heckman e Pease, 2007.....
Esquema da técnica SOEing-PCR, para obtencdo do gene triplo mutado
spt15*, onde o fragmento 1 foi obtido com os oligonucleotideos: KPP1g, +
KPP2g, e possui 564 pb e o fragmento 2 foi obtido com os
oligonucleotideos: KPP3g, + KPP4g, e possui 186 pb. Ambos os
fragmentos 1 e 2 foram usados como iniciadores e DNA molde para
obtengdo do fragmento 3 (spt5* que possui 750 pb) empregando-se 0s
oligonucleotideos KPPLry € KPP5BRy.....civiiieiieiieiieee st
Fragmento de DNA das etapas de construcdo de spt15* em géis de agarose
0,8% corado com brometo de etidio, submetida a eletroforese: A) 1) 100 pb
DNA RULLER Fermentas (150 ng); 2 ao 5) Amplicon Fragmento 1, com
564 pb que possui a mutacdo codificadora Phe'’’Ser (serina localizada na
posicdo 177 substituida pela fenilalanina); 6) Controle negativo da PCR. B)
1) 100 pb DNA RULLER Fermentas (150 ng); 2 ao 5) Amplicon Fragmento
2, com 186 pb que possui as mutacdes codificadoras Tyr'®His, Lys**®Arg
(histidina localizada na posicdo 195 foi substituida pela tirosina e a arginina
localizada na posicdo 218 foi substituida pela lisina, respectivamente); 6)
Controle negativo da PCR. C) 1) 100 pb DNA RULLER Fermentas (150
ng); 2) Padrdo de tamanho molecular Fermentas (50 ng/uL); 3 ao 7)
Amplicon do fragmento 3, com 750 pb que possui a tripla mutacdo e as
extremidades dos oligonucleotideos KPP1 e KPP5 possuem as sequéncias
nucleotidicas reconhecidas pela enzima de restricio BamHI, onde o0s

fragmentos 1 e 2 foram usados como DNA moldes; 8) Controle negativo da
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Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.
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Figura 11.
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Esquema de clonagem do alelo SPT15 triplo mutado (spt15*) em vetor
comercial pGEM-TEasy da
(0] 1T PRSP PP
Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e
submetido a eletroforese de: 1) marcador de tamanho 1Kb DNA Ladder
(Fermentas) (50 ug); 2) vetor pGEM-TEasy e linearizado pela enzima de
restricdo BamHI; 3, 4 e 5) plasmideo recombinante pGEM TEasyspt15*,
isolado de diferentes clones digerido com a enzima de restricdo BamHl,
onde a banda de 750pb se refere ao gene spt15* e a de 3015pb se refere ao
plasmideo comercial PGEM-TEQASY.........ccceiirireieiniiiee e

Esquema da clonagem do gene triplo mutado sptl5* no vetor epissomal

Perfis de migragdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e
submetido a eletroforese das digestdes do plasmideo pMA91sptl5* e PCR
usando como molde pMA91sptl5* e os oligonucleotideos kppl e kpp5
(spt15*). 1) plasmideo recombinante pMA91spt15* digerido com a enzima
de restricdo Bglll; 2) plasmideo recombinante pMA91spt15* digerido com
a enzima de restricdo Hindlll; 3) plasmideo recombinante pMA91spt15*
digerido com a enzima de restricdo Xbal. 4) marcador de tamanho 1Kb
Ladder (FErmentas’) (50 Q) ......covevereeereereeeeeeeeereeeeseseeeseesesssssessessessesseneenes
Esquema da clonagem do cassete de expressdao (pPGKsptl5*tPGK) no
vetor comercial pCR®2.1-TOPO®

(Invitrogen™)

Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e
submetido a eletroforese das digestdes do plasmideo TOPOcassptl5*
digerido com a enzima de restricdo BamHI; 1) marcador 1 Kb Ladder (50
ng); 2) plasmideo recombinante (TOPOcassetesptl5*) digerido com a
enzima de restricdo BamHI, onde a banda de 2615pb se refere ao cassete
sptl5* e a de 3900pb se refere ao plasmideo pCR®2.1-TOPO®
(INVITFOZENTM) ...t e
Esquema da clonagem do cassete de expressdo (pPGKsptl5*tPGK) no
vetor integrativo pGEMT-EasyéBamHI, possuindo 5964pb e denominado

PGEMTEASYOBAMCASSPIIS ™.t
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Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e
submetido & eletroforese de: 1 e 2) plasmideo pGEMTEasydBamcasspt15*
digerido com a enzima BamHI (fragmento de DNA de 3348 pb e 2615 pb).
3) marcador de 1Kb Ladder. 4 e 5) pGEMT-EasyoBamHIcas.spt5*

digerido com a enzima Bglll (vetor linearizado com 5964

Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e
submetido a eletroforese da digestdo do plasmideo pGEMT-EasyoBamHI
com a enzima de restricdo EcoRI: 1) marcador de 1Kb Ladder e 2) analise
por digestdo de pGEMT-EasyoBamHIcas.spt5* com a enzima de restrigéo
EcoRI, fragmento de DNA SpPGKSsptlS*tPGKS (2615 pb) e plasmideo
pGEMT-EasyoBamHI (3348

Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio,
submetido a eletroforese do fragmento “6pPGKspt15*tPGK&” obtido por
amplificacdo por PCR a partir de: 1) plasmideo pGEMT-
EasyoBamcassptl5*; 2) DNA total isolado do clone da linhagem de
levedura YPH252 transformada com o fragmento dpPGKspt15*tPGKS; 3)
1Kb DNA Ladder Fermentas (150 ng) e 4) Controle negativo das
amplificagBes POr PCR........cviiieiece et
Ensaio de fermentacdo da linhagem YPH252 transformada com os
plasmideos pMA91 (controle) e pMA91sptl5* (Figura 11); e, como o
fragmento SpPGKspt15*tPGKS (Figura 15). Os ensaios foram realizados
em meio SD-THUAL 5% glicose em tubos contendo tubo Durhan,
incubados em estufa, a 28 °C e observados a cada 12 horas de incubacéo.
Foto da analise bioldgica de fermentacdo depois de incubagdo por: 24 horas;
onde se observa a fermentacdo; B) 36 horas, onde também foi observada a
fermentacdo da linhagem recombinante YPH252/pMA91sptl5*; C) 48
horas, na qual ocorreu fermentacdo da linhagem YPH252/pMA91; D) Foto
do ensaio de fermentacao depois de 60 horas de incubacéo..........c...ccccevveeee.
Ensaio de fermentacdo da linhagem YPH252 transformada com o0s
plasmideos pMA91 (controle) e pMA91spt15* (Figura 11); e, e o fragmento
opPGKspt15*tPGKS (Figura 15). Os ensaios foram realizados em meio SD-
THUAL 20% glicose em tubo contendo tubo Durhan, incubados em estufa,
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Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

a 28 °C e observados a cada 12 horas de incubagdo. Foto da anélise
bioldgica de fermentacdo depois de incubacdo por: 24 horas, onde foi
observada a fermentacao da linhagem recombinante
YPH252/6pPGKspt15*tPGKd; B) 36 horas; C) 48 horas, onde a linhagem
recombinante YPH252/pMA91spt15* comecou a fermentar; D) 60 horas ,
onde a linhagem recombinante YPH252/pMA91, comecgou a fermentar. E)
72 horas, na qual as linhagens recombinantes YPH252/pMA91spt15* e
YPH252/6pPGKspt15*tPGKd liberam grande quantidade de bolhas. F) 84

Curvas de crescimento em meio YPD (5% glicose) das linhagens
YPH252/pMA91spt15* (quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKS
(triangulo) e YPH252/pMA91 (controle) (losangulo), cultivadas a 28 °C,
com aeracao em frascos agitados
] 1 F: 1= OO TSRS R RS OTPPRROP
Curvas de crescimento em meio YPD (20% glicose) das linhagens
YPH252/pMA91spt15* (quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKS
(triangulo) e YPH252/pMA91 (controle) (loséangulo), cultivada a 28 °C,
com aeracgéo em
BE] 1 U1 SRRSO
Peso em gramas da massa seca obtida das linhagens
YPH252/pMA91sptl5*  (quadrado),  YPH252/8pPGKspt15*tPGK3
(triangulo) e YPH252/pMA91 (loséangulo) , em meio SD-THUAL (5%

glicose) em estufa, a 28 °C por 80

Peso em gramas da massa seca obtido das linhagens
YPH252/pMA91spt15* (quadrado), YPH252/5pPGKspt15*tPGKS
(triangulo) e YPH252/pMA91 (loséangulo), em meio SD-THUAL (20%

glicose) em estufa, a 28 °C por 80

Foto do ensaio da determinagdo da concentragdo minima inibitoria (MIC)
de glicose nas linhagens recombinantes, cultivadas em meio SD-THUAL, a
28 °C, com aeracdo em ‘“shaker’: YPH252/5pPGKspt15*tPGKJ, onde a
concentragdo minima inibitdria foi 45% de glicose; e, B) YPH252/pMA91,

onde a concentragio  minima  inibitéria  foi  30%  de
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Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

GIICOSE. ..ttt
Anélise da concentragdo minima inibitéria (MIC) das linhagens
recombinantes YPH252/6pPGKspt15*tPGKd (triangulo) e
YPH252/pMA91 (loséangulo), cultivo em meio SD-THUAL, a 28 °C, com

agitacao em “shaker”, por 48

Gréafico do consumo de glicose do ensaio de fermentacdo dos clones
YPH252/pMA91spt15* (quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKd
(triangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em meio SD-THUAL (5% de

glicose), cultivados em  estufa, a 28 °C por 80

Gréafico do consumo de glicose do ensaio de fermentacdo dos clones
YPH252/pMA91sptl5*  (quadrado),  YPH252/8pPGKsptl5*tPGKS
(triangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em meio SD-THUAL (20% de

glicose), cultivados  em estufa, a 28 °C por 80

Grafico de producdo de etanol pelas linhagens recombinantes
YPH252/pMA91sptl5*  (quadrado),  YPH252/8pPGKsptl5*tPGKS
(triangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em provetas contendo 40 ml de
meio SD-THUAL (5% de glicose), incubadas em estufa, a 28

Grafico de producdo de etanol pelas linhagens recombinantes
YPH252/pMA91spt15* (quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKd
(tridangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em provetas contendo 40 ml de
meio SD-THUAL (20% de glicose), incubadas em estufa, a 28
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1 INTRODUCAO

1.1 Etanol no Brasil

Atualmente, a bioenergia ainda ndo é uma alternativa capaz de solucionar
totalmente o problema energético, mas ja oferece o potencial de substituir parcialmente
0s combustiveis fosseis nos meios de transporte. O termo bioenergia ndo inclui a
biomassa tradicional, isto é, aquela derivada de madeira/lenha coletada, para uso
domeéstico, nem a biomassa proveniente de desmatamento. Na area de bioenergia
destaca-se o etanol para uso em veiculos.

O Brasil ¢ o pais do mundo que reline o maior quantitativo de vantagens
comparativas para liderar a agricultura para a bioenergia. A primeira vantagem
comparativa que se destaca é a perspectiva de incorporacdo de areas a agricultura de
energia, sem competicdo com a agricultura de alimentos. O segundo aspecto a
considerar é a possibilidade de multiplos cultivos dentro do ano calendério. Por situar-
se, predominantemente, na faixa tropical e subtropical do planeta, o Brasil recebe
intensa radiacdo solar, ao longo do ano. A energia solar ¢ a base da producdo da
bioenergia e a densidade desta, por unidade de area, depende, diretamente, da
quantidade de radiacdo solar incidente. Em decorréncia de sua extenséo e localizagéo
geografica, o Brasil apresenta diversidade de clima, exuberancia de biodiversidade e
detém um quarto das reservas superficiais e sub-superficiais de agua doce. Finalmente,
o0 Brasil é reconhecido por haver assumido a lideranga na geracdo e implantacdo de
tecnologia de agricultura tropical, associada a uma pujante agroindustria, em que um
dos paradigmas é justamente a agroinddstria de etanol, reconhecida como a mais
eficiente do mundo, em termos de tecnologia de processo e de gestdo, sendo atualmente
um dos maiores industrializadores e exportadores de alcool do mundo. Na safra de
2009, a produgdo foi de aproximadamente 19 bilhGes de litros de etanol, sendo o
segundo maior produtor mundial perdendo apenas para os Estados Unidos. Estes
atributos foram conquistados na década de 70, pela intervencdo do poder publico a
partir da criacdo do Proalcool em 1975, quando o mercado nacional passou a utilizar o
alcool em veiculos automotivos.

O Proalcool foi um programa bem-sucedido de substituicdo em larga escala dos
derivados do petréleo. Foi desenvolvido para evitar o aumento das dependéncias
externas de divisas quando dos choques de preco do petréleo. O Programa Nacional do
Alcool ou Proalcool foi criado em 14 de novembro de 1975 pelo decreto n® 76.593, com
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0 objetivo de estimular a producgdo do alcool, visando o atendimento das necessidades
do mercado interno e externo e da politica de combustiveis automotivos.

Atualmente, a maioria do etanol produzido é usado como biocombustivel,
representando mais de 40% do total de gasolina consumida no pais. (Farrell et al., 2006;
Hill et al., 2006; Goldemberg, 2007; Basso et al., 2008).

O uso do etanol como fonte de energia pode ser considerado como neutro do
ponto de vista do balanco de carbono, pois a geracdo de gas carbdnico, em qualquer
etapa do ciclo de producdo, seja através da queima, da fermentacdo e da combustdo nos
veiculos automotores, € absorvida pela lavoura de cana-de-aglcar durante o seu
crescimento na safra seguinte. Assim, a producdo industrial de alcool combustivel a
partir da biomassa se destaca como uma excelente estratégia tanto do ponto de vista
econdémico quanto energético e ambiental. A descoberta de fontes alternativas de
energia tem despertado o interesse de cientistas, governos e da populacdo em geral, em
virtude tanto da j& prevista escassez de petrleo nas proximas décadas, como também
pelo aumento da poluicdo ambiental ocasionada pelo uso de combustiveis fosseis.
(Farrell et al., 2006; Hill et al., 2006; Goldemberg, 2007).

1.2 Levedura

As leveduras fazem parte de um grupo de microrganismos eucariontes
unicelulares amplamente distribuidas na natureza. Elas tém sido utilizadas pelo homem
ha milhares de anos, em processos de fermentacdo alcodlica e preparo de paes,
causando um grande impacto na producdo de alimentos e influenciando no
desenvolvimento socioeconémico da humanidade. Embora as leveduras sempre tenham
tido importantes papéis nesses processos, 0 conhecimento da participacdo de
organismos vivos na fermentacdo somente foi demonstrado em 1876, por Louis Pasteur.
Posteriormente, Hansen isolou leveduras de processos de fermentagdo e propagou
culturas puras. Esse fato propiciou grande desenvolvimento dos processos fermentativos
e, também, inimeros trabalhos visando a obtencdo de novas linhagens de levedura que
foram adequadas para cada processo (Hammond, 1993; Voorst et al., 2006).

Por serem organismos unicelulares, as leveduras apresentam as mesmas
facilidades de manipulacdo e crescimento que as bactérias; porém, com uma série de
vantagens adicionais, no que se refere a producdo de proteinas heterélogas de origem
eucarionte, como: 1) ambiente intracelular favoravel a correta formacao das proteinas de

eucariotos; 2) mecanismos de transcrigdo e processamento pds-transcricional que séo
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semelhantes aqueles observados em ceélulas de eucariontes superiores; 3) traducgdo e
capacidade de processar modificagdes pds-traducionais para producdo de proteinas
heter6logas, como: glicosilacdo, acilacdo e fosforilacdo (Miyamoto et al., 1985;
Kukuruzinska et al., 1987; Hammond et al., 1993; Kurtzman, 1994; Mellor et al, 1998;
Walker, 1998) que contribuem para a manutengdo da integridade estrutural,
solubilidade, atividade bioldgica e localizacdo celular das proteinas. Além disso, as
leveduras possuem capacidade de secrecdo eficiente, o que facilita a separacdo dos
produtos recombinantes a partir do meio de cultura.

Dentre as varias leveduras, Saccharomyces cerevisiae é a mais estudada e
empregada em processos industriais, como, producdo de alimentos, pées, extrato de
levedura, suplementos alimentares para racdo animal, aroma e sabor de alimentos;
bebidas (cerveja, vinho, cachaca, bebidas destiladas em geral); producdo de alcool
combustivel, etc. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, tanto a levedura
S. cerevisiae como outras leveduras ganharam ainda mais importancia biotecnoldgica
devido aos seus potenciais de producao de varias proteinas heterdlogas (Walker, 1998).
Ainda, S. cerevisiae ¢é reconhecida pelo FDA americano (“Food and Drug
Administration Department USA”) como um organismo seguro, “GRAS” (“Generally
Recognized As Safe”), para ser empregado como suplemento alimentar ou alimento
para humanos e animais, ndo oferecendo riscos de contaminacdo por substancias toxicas
ou alergénicas normalmente presentes em bactérias (Romanos et al., 1992).

Inimeros estudos foram realizados e hoje S. cerevisiae é 0 eucarioto que tem a
genética e fisiologia melhor estudadas, tendo sido concluido, em abril de 1996, o
sequenciamento completo do seu genoma que contém 12 milhdes de bases, distribuidas
em 16 cromossomos lineares de tamanho variando entre 250 e 2.000 Kb. O mapa fisico
das sequiéncias do DNA e das seqiiéncias das proteinas foi depositado em bancos de
dados publicos (Goffeau et al., 1996, 1997).

Atualmente, é de grande importancia o conhecimento da sequéncia completa do
genoma de S. cerevisiae, fato este que permitiu abrir a perspectiva da exploracdo da
genética gendbmica dessa levedura. Esse tipo de abordagem permitiu a constatagdo e
comprovagdo de que, na linhagem selvagem S288C de S. cerevisiae, 0S
retrotransposons da familia Tyl sdo os mais abundantes (Goffeau et al., 1996), e tal fato
vai de encontro com o conhecimento estabelecido de que também Tyl sdo os
retrotransposons mais comuns presentes nas varias linhagens de S. cerevisiae de

colecOes de cultura de laboratorio. Embora haja relatos de que algumas linhagens S.
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cerevisiae selvagens tenham poucas ou nenhuma cépia de elementos Tyl e tenham
cerca de 10 a 15 copias de elementos Ty2, esse fato merece ser mais bem estudado, pois
0 numero de copias de elemento Tyl das linhagens de laboratério havia sido
inicialmente, subestimado, ja que se pensava que havia apenas de 30 a 35 coOpias por
genoma (Boeker e Sandmeyer, 1991). Hoje, apds os conhecimentos derivados da
anélise gendmica, sabe-se que os elementos Tyl estdo representados no genoma de S.
cerevisiae em um numero muito superior de copias. Quando foi obtido o conhecimento
da sequéncia completa do material genético de S. cerevisiae, verificou-se que, no
genoma haploide da linhagem S288C, os elementos Tyl estdo presentes em 217 copias,
das quais 32 sdo seqliéncias completas (Goffeau et al., 1996; Kim et al., 1998; Plant et
al., 2000; Legras e Karst, 2003).

A partir da primeira publicacdo mostrando a expressdo de um gene heterélogo
em S. cerevisiae, esse microrganismo vem sendo largamente empregado como sistema
hospedeiro (Romanos et al., 1992). A extensédo e diversidade de produtos expressos
nesse microrganismo sdo significativas, variando desde simples enzimas a horménios,
fatores de crescimento, proteinas sanguineas ou estruturas complexas como anticorpos.
Nas inddstrias que empregam fermentacdo, tais como cervejeira, de producdo de
bebidas destiladas, etanol combustivel ou panificacdo, os esforcos tém sido realizados
no sentido de introduzir genes heterdlogos codificadores de proteinas com atividades
enzimaticas que possibilitem o melhoramento da eficiéncia e/ou capacidade do

processo.

1.3 Transformacao genética de Saccharomyces cerevisiae

O termo transformacdo genética tem sido usado para descrever a entrada de
fragmentos de DNA no interior de ceélulas procaridticas e eucariticas,
consequentemente, acarretando mudancas em seus fendtipos (Gietz e Woods, 2001). O
sucesso da primeira transformacdo genética de S. cerevisiae, reportada a mais de 30
anos (Beggs, 1978; Hinnen et al., 1978), permitiu que se abrissem caminhos para a
insercdo de genes exdgenos. Desde entdo, diversos métodos de transformacdo genética
de leveduras foram descritos: esferoplastos (Burgers e Percival, 1987); células intactas
utilizando sais de litio, primeiramente foi estabelecido por Ito e colaboradores em 1983
e, subsequentemente foi melhorado por varios autores (Gietz et al., 1995); utilizando

granulos de vidro (Costanza e Fox, 1989); eletroporacéo (Becker e Guarente, 1991).
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Na tentativa de entender o processo, alguns estudos sugerem que o DNA pode
se ligar a superficie da célula de levedura (Gietz et al., 1995), e que fatores que facilitam
a ligacdo do DNA a superficie da célula aumentam a eficiéncia da transformacéo
(Zheng et al., 2005). Entretanto, a ligacdo e a adsorcdo forte do DNA a superficie da
célula resultariam em uma reducdo da eficiéncia da transformacdo (Gietz et al., 1995).
A permeabilidade crescente da parede da levedura ao DNA também aumentaria a
eficiéncia da transformacéo (Meilhoc et al., 1990).

Para a transformacdo genética de S. cerevisiae podemos encontrar plasmideos
com caracteristicas variadas, que podem ser classificados da seguinte forma: Ylp, YEp,
YRp (Botstein e Davis, 1982; Ausubel et al., 1992; Griffith et al., 1993):

- Plasmideos integrativos (“Yeast Integrative plasmids” — YIp): estes
plasmideos ndo possuem origem de replicacdo de levedura e, portanto, ndo se replicam
autonomamente dentro da célula. S8o mantidos na levedura, somente apos a integracéo
em seu Cromossomo, 0 gque ocorre em uma Unica ou poucas copias por célula, que se
mantém na descendéncia da célula originalmente transformada. A eficiéncia de
transformacéo destes plasmideos é muito baixa, resultando em 1 a 10 transformantes/pg
de DNA plasmidial. A freqiiéncia de perda destes plasmideos pela célula da levedura
transformada é da ordem de 0,1% por geracédo, sendo considerado um plasmideo muito
estavel (Rose e Broach, 1991; Ausubel et al., 1992).

A integracdo de um plasmideo integrativo no cromossomo da levedura pode
ocorrer das seguintes maneiras:

1) integracdo por adigdo: quando ha um Unico evento de recombina¢do ou
“crossing-over” e o plasmideo se integra no cromossomo, ficando flanqueado por
repeticdes diretas da regido homdloga. Quando é utilizada uma grande quantidade de
DNA na transformacdo, podem ocorrer inser¢cbes multiplas em tandem, devido,
provavelmente, a repeti¢cdes dos eventos de recombinacdo (Romanos et al., 1992).

2) integragédo por substituigdo: quando acontecem eventos de recombinagéo, que
levam a uma substituicdo de uma sequéncia cromossomal pela sua correspondente
seqliéncia homologa presente no plasmideo, sem haver integracdo do plasmideo inteiro.
Este fendmeno ¢ interpretado como sendo resultante de um duplo “crossing-over” ou de
conversdo génica (Orr-weaver et al., 1983 e Hou et al., 2009).

Para transformar a levedura, muitas vezes € utilizado um plasmideo integrativo,
previamente linearizado dentro da regido que apresenta homologia ao locus

cromossdmico da levedura, onde se deseja fazer a integracdo. Foi verificado que as
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extremidades geradas pelo corte da dupla fita do plasmideo sdo altamente
recombinogénicas, aumentando assim a eficiéncia de transformacédo deste plasmideo de
10 a 1000 vezes, em comparacdo a do plasmideo circular intacto. Esta estratégia
também é util quando se deseja integrar um plasmideo complexo, que possui varios
genes de levedura, preferencialmente num dnico sitio especifico do genoma (Orr-
weaver et al., 1983).

- Plasmideos epissomicos (“Yeast Epissomal plasmids” — YEp): estes
plasmideos contém a origem de replicacdo do plasmideo 2um natural de levedura S.
cerevisiae. Transformam esta levedura com alta eficiéncia (10* a 10° transformantes/pg
de DNA plasmidial), mantendo-se em, aproximadamente, 30 cdpias por célula. Porém,
os transformantes obtidos com estes plasmideos sdo menos estaveis que aqueles obtidos
com plasmideos integrativos, ocorrendo perda mitética da ordem de 1% por geracao em
meio ndo seletivo (Rose e Broach, 1991; Ausubel et al., 1992).

Quando o gene defectivo para a biossintese de leucina (d-LEU2) é usado como
marcador de selecdo dos transformantes obtidos com plasmideos epissémicos, estes
permanecem na levedura em um alto nimero de cdpias por célula (100 a 200 cépias), de
forma a compensar, presumivelmente, a baixa expresséo do gene d-LEU2.

- Plasmideos replicativos (“Yeast Replicative plasmids” - YRp): estes
plasmideos replicam-se autonomamente na célula de levedura, gracas a presenca de
fragmentos de DNA cromossomais denominados ARS (seqléncias de replicacdo
autébnoma), que funcionam como origem de replicacdo. A eficiéncia de transformagéo
destes plasmideos é da ordem de 10° a 10* transformantes/pg de DNA plasmidial e estdo
presentes de 1 a 20 copias por célula. Os transformantes de levedura obtidos com estes
plasmideos sdo extremamente instaveis, ao longo das divisdes mitéticas e meioticas,
devido a sua ineficiéncia de transmissao as células filhas. Estes transformantes, quando
cultivados em meio completo, apresentam uma perda de plasmideo maior que 1% por
geracdo e, mesmo em meio minimo, condicdo onde Ihe é imposta elevada pressdo
seletiva, o plasmideo é perdido em alta freqliéncia (Botstein e Davis, 1982; Ausubel et

al., 1992; Romanos et al., 1992; Miller e Kowalski, 1993).

Para a insercdo de genes heterélogos na celula da S. cerevisiae foram
desenvolvidos diferentes vetores de transformacdo genética. Estes vetores sdo
chamados de bifuncionais, pois contém uma origem de replicacdo para E. coli e outra
para S. cerevisiae; marcador de selecdo para bactérias, como genes que conferem
resisténcia a antibidticos; e marcador de selecdo para levedura como: gene LEU2,
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URA3, TRP1 e HIS3, que promovem a complementagdo de uma mutagdo auxotroéfica
presente na linhagem de S. cerevisiae hospedeira, permitindo a selecdo (por
complementacdo génica) das células de levedura transformadas em meio carente do
aminoacido ou da base nitrogenada em questdo. Também é possivel selecionar
transformantes de leveduras que tenham recebido vetores de transformacgdo contendo

genes que conferem resisténcia a antibioticos de 4° geragdo como higromicina ou
geneticina (G418) (Romanos et al., 1992; Hadfield et al., 1993; Kim et al., 2001;
Sambrook e Russel, 2001). Em nosso laboratério, foi desenvolvido um vetor que
permite a selecdo dos clones transformantes de linhagens selvagens S. cerevisiae pela
aquisicdo da resisténcia a canavanina (Camargo 1994 e Camargo 2000).

Por outro lado, a co-transformacdo permite a introducdo de informacGes
genéticas na célula de levedura hospedeira, empregando-se um vetor sem marca de
selecdo. Por essa estratégia, a levedura é transformada, simultaneamente, com dois ou
mais plasmideos, um deles levando um marcador de selecdo e o outro carregando o
gene de interesse (Prado e Aguilera, 1994). Assim, os co-transformantes, células
portadoras do gene de interesse (transgénicas) sem qualquer marcador de selecdo
positiva podem ser selecionados. As sequéncias de DNA, a serem introduzidas na célula
hospedeira, podem ser oligonucleotideos (Yamamoto et al., 1992), plasmideos lineares,
circulares e fragmentos de DNA obtidos por PCR (Duno et al., 1999; Rubi6 2001;
Guerra et al., 2006); podendo ser empregadas moléculas diferentes em uma mesma co-
transformacéo, que podem permanecer na célula, replicando-se de maneira autbnoma,
integrando-se ao genoma, ou recombinando-se in vivo entre elas ou com o plasmideo de
selecdo (Prado e Aguilera, 1994). Dada a versatilidade da metodologia, a co-
transformacdo tem sido amplamente utilizada na levedura S. cerevisiae para a

substituicdo de um gene pelo seu alelo mutado (Camargo 1994 e Camargo 2000)

1.4 Transformacgéo de S. cerevisiae

Durante a transformacdo de células de levedura, pode acontecer do plasmideo se
integrar em regides homologas do DNA cromossomal. Este fendmeno sempre ocorre
guando sdo utilizados plasmideos integrativos, mas também pode acontecer, embora em
baixa fregliéncia, quando se empregam plasmideos de replicacdo autbnoma (YRp) ou
epissomais (YEp) (Rothstein, 1991).

Em 1989, Lopes et al. verificaram que o plasmideo pMIRY?2, que contém um

fragmento de 4,5 Kb da seqliéncia do rDNA de S. cerevisiae, quando linearizado com as

28



enzimas de restricdo Smal ou Hpal, dentro da sequéncia ndo transcrita NTS2 do rDNA,
é capaz de transformar geneticamente S. cerevisiae, integrando-se em aproximadamente
140 cépias por celula haploide. Em condicdes 6timas de cultivo, a expressdo da proteina
3-fosfoglicerato quinase, resultante da clonagem do gene PGK nas células de S.
cerevisiae transformadas, foi de 50% do total das proteinas solGveis. Em trabalhos
posteriores, esta mesma equipe também demonstrou que a integracdo das cdpias
multiplas acontece por amplificacdo de um pequeno numero de copias inicialmente
integradas no locus do rDNA, quando é aplicada uma forte pressdo de selecdo, criada
pela baixa expressdo do gene d-LEU2 ou dos alelos defectivos de TRP1 ou URA3.
(Lopes et al., 1991).

Fujii e colaboradores em 1990, com o objetivo de transformar uma linhagem de
levedura industrial e obter multiplas copias integradas do gene da a-aceltolactato
descarboxilase (aldc) bacteriano, para o seu melhoramento na producdo de cerveja,
construiram o plasmideo plIARL28 que contém o fragmento EcoRI-EcoRI de 3Kb do
rDNA. Neste caso, para a selecdo dos transformantes, ndo foi utilizada a
complementacdo pelo gene d-LEU2, mas sim a selecdo direta por resisténcia a
geneticina (G418). Apds a transformacdo da levedura, foram obtidos clones com 27
copias do plasmideo completo inseridas no genoma, que se apresentavam altamente
instaveis; e, clones com 10 ou 12 cépias do plasmideo, que tinham perdido as seqliéncia

plasmidiais sem interesse (gene de resisténcia a0 G418 e lacZ ) e eram mais estaveis.

1.5 Transformagcao de S. cerevisiae por 6 — integracéo

Outra maneira para obter transformantes portadores de multiplas copias de genes
integrados em nivel cromossdmico consiste na utilizacdo de vetores capazes de realizar
transposicao, nos quais o gene de interesse esta flanqueado por elementos transponiveis
de S. cerevisiae (Ty). Estes vetores permitem que a informagdo genética desejada se
integre aleatoriamente, de 30 a 40 vezes no genoma de cada célula, amplificando assim,
a informacdo génica que se deseja expressar (Boeke et al., 1985; Boeke et al., 1988;
Garfinkel, 2005).

Os retrotransposons de S. cerevisiae tém sido estudados ha mais de 20 anos. O
primeiro retroelemento descrito foi o Tyl, que foi descoberto quando se comecou a
estudar as bases moleculares de uma mutacdo sofrida no gene SUP4 desta levedura.
Esse elemento foi identificado como sendo uma seqiiéncia repetida de localizagdo

varidvel no cromossomo (Cameron et al., 1979). Em S. cerevisiae podem ser
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encontradas pelo menos cinco diferentes tipos de familias de retrotransposons, as quais
tém sido bem estudadas comparativamente as suas sequéncias: Tyl- Ty5. As familias
mais estudadas sdo Tyl e Ty2, que compartilham de muitas caracteristicas (Voytas,
1996; Plant et al., 2000).

O conhecimento da sequéncia completa do material genético de S. cerevisiae
possibilitou a constatacdo de que, no genoma hapldide da linhagem S288C, os
elementos Tyl estdo presentes em 217 copias, das quais 32 sdo completas; e, que as
copias de Ty2 estdo presentes em 34 sitios, das quais 13 sdo elementos completos
(Goffeau et al., 1996; Goffeau et al., 1997; Kim et al., 1998; Plant et al., 2000). Estes
transposons sdo ladeados por longas sequéncias terminais (“long terminal repeats” -
LTR), que no caso de Tyl e Ty2, sao denominados elementos 6.

Os elementos & (LTR de Tyl, que também sdo conservados em Ty2) sdo os LTR
mais abundantes no genoma das linhagens da levedura S. cerevisiae de colecbes de
cultura. Estes elementos ja foram usados como alvo de inser¢do de informacoes
genéticas clonadas em linhagens S. cerevisiae haploides de cole¢bes de cultura
(Garfinkel, 2005; Guerra et al, 2006); e de linhagens selvagens industriais (Guerra et al,
2006).

Recentemente, nosso grupo de pesquisas demonstrou que a & - integracdo
também pode ser empregada, com sucesso, para a transformacdo genética de linhagens
S. cerevisiae selvagens industriais. O vetor que promove a 6 - integragdo, pGEM-
TEasyd, ndo contém qualquer marcador de selecdo positiva, por isto é realizada uma co-
transformacao juntamente com o plasmidio pAJ50 (2pum, LEU2, G418F), que permite a
selecdo de transformantes de linhagens de colecdo de culturas por complementacéo
génica e, de linhagens industriais, pelo marcador de resisténcia a geneticina (Guerra et
al. 2006).

1.6 Fatores de transcrigdo de Saccharomyces cerevisiae

Transcricdo € a sintese de moléculas de RNA, usando a molécula de DNA como
molde. A sintese ocorre pela unido entre si dos nucleotideos A, U, C e G, que se
alinham seguindo a ordem marcada pelos nucleotideos complementares do DNA e
usando a energia da hidrolise do ATP (Eisenmann et al., 1992).

Enquanto a RNA polimerase bacteriana precisa apenas de uma proteina

acessoria, um fator sigma, para reconhecer um promotor e iniciar especificamente a
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transcricdo, todas as RNA polimerases eucaridticas precisam de varias proteinas
conhecidas como fatores de transcrigéo.

Genes de organismos eucariotos sao transcritos por trés enzimas diferentes:
RNA polimerase I, para genes que codificam RNAs ribossémicos (rRNAs); RNA
polimerase 1ll, para genes codificadores de RNA transportadores (tRNAS) e outros
pequenos RNAs (SRNAs); e, RNA polimerase Il, para genes que codificam RNA
mensageiros (MRNAS), nos quais estdo as seqliéncias de nucleotideos necessarias para a
montagem das proteinas pelo processo da traducao. A proteina TATA binding (TBP) é
fundamental para a transcrigéo de todas as trés RNA polimerases nucleares (Eisenmann
etal., 1992).

A transcricdo de RNA mensageiro (MRNA) em eucariotos € um processo
altamente regulado que requer a associacdo sequencial e coordenada de fatores de
transcricdo gerais (GTFs), co-reguladores, e da RNA polimerase 1l no promotor, para
entdo formar um complexo de pré-iniciacdo (PIC) e dar inicio a transcricdo. O
mecanismo comum para ativacdo da transcricdo requer a ligacdo das proteinas
ativadoras diretamente, via interacdo seqiiéncia especifica, ou indiretamente, na
sequéncia ativadora upstream (UAS), para recrutar complexos co-ativadores incluindo
SAGA (Spt-Ada-Gen5-acetiltransferase), TFIID (Fator Geral de Transcricdo) e o
Complexo Mediador. Estes complexos co-ativadores facilitam a ligacdo dos fatores de
transcricdo gerais, tais como TBP que por fim recrutam a RNA polimerase Il (Davison
et al., 1983; Fire et al., 1984; Martinez et al., 1994; Hahn, 2004; Sermwittayawong e
Tan., 2006; Mohibullah e Hahn., 2008).

Genes codificadores de proteinas podem ser divididos em duas partes: sequiéncia
estrutural, também chamada de codificadora, composta pelos nucleotideos que
codificam a proteina propriamente dita; e, uma por¢cdo regulatéria, chamada de
promotor, na qual ocorre a maior parte do processo de regulacdo da expressao génica.
Existem pelo menos trés caracteristicas comuns a grande maioria dos promotores classe
Il: presenca de um ponto de inicia¢do da transcricdo (TSP), presenca do TATA box; e,
seqiiéncias reconhecidas por proteinas reguladoras, chamadas ativadoras (“enhancer” ou
“upstream activating sequences”) ou silenciadores (“silencers” ou “upstream repressing
sequences”). O TSP e TATA box podem ainda ser agrupados no que se chama de
“cerne” ou nucleo do promotor, que apresenta, em geral, aproximadamente 100 pares de
bases (Figura 1) (Huisinga e Pugh, 2004; Huisinga e Pugh, 2007; Baker e Grant, 2007;
Hou et al., 2009).
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Figura 1. Esquema geral da estrutura de um gene de eucariotos, indicando o0s sitios encontrados nas
regides promotoras: TSP (Ponto de Inicio da Transcricdo), TATA Box, e elementos
regulatérios em cis (UAS e URS), alem do ATG (ponto de inicio da transcri¢do), onde se
inicia a transcricéo.

H& mais de 30 anos, Michael Goldberg e David Hogness notaram uma sequiéncia
rica em A-T (adenina e timina) a montante dos genes histona H2A de Drosophila
melanogaster, similar em seqiiéncia, mas ndo na posi¢cdo da bem conhecida Pribnow-
box (melhor conhecida como “seqiiéncia -10”) de promotores procaridticos. Pouco
depois, sequéncias similares foram identificadas a montante de muitos outros
promotores eucariotos e virus. Esta seqliéncia rica em A-T foram encontradas entre -25
e -30 pb, na regido 5’ do sitio de iniciagdo da sintese de mRNA. Analises mutacionais
logo permitiram o entendimento de sua importancia para atuacdo inicial da transcricao.
Assim, a sequéncia rica em A-T foi chamada de “Goldberg-Hogness”Box, mas agora ¢
referida como TATA Box. Atualmente, considera-se sua seqliéncia consenso, com 8 pb
TATA(T/A)A(T/A)(A/G) (Bjornsdottir e Myers, 2008; Tora e Timmers, 2010).

O TATA box é um sitio rico em adenina e timina que se localiza a montante do
ponto de iniciacdo da transcri¢do, em geral -25 a -30 pb em eucariotos superiores; e, -40
a -120 pb em leveduras, ao qual se liga a proteina TATA-binding (TBP). Alguns
promotores apresentam também um sitio localizado préximo ao TSP que é chamado de
Iniciador (Inr), que possui importancia relevante, principalmente em promotores que
ndo possuem TATA box, pois se acredita que seja alvo de ligacdo de fatores de
transcricao, inclusive TBP ( Martinez et al., 1994; Tora e Timmers, 2010).

RNA polimerase 1l ndo possui a habilidade de reconhecer e se ligar aos
promotores, sendo necessaria a formacdo de um complexo de pré-iniciagdo da

transcricdo para sinalizar a existéncia de um gene que deve ser expresso.
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O complexo de pré-iniciagdo da transcricdo € constituido por mais de 30
polipeptideos diferentes, entre os quais se destacam os Fatores Gerais de Transcri¢do
(GTFs), conhecidos pela nomenclatura TFII(X) (para fatores de transcricdo da classe
I1). Estudos pioneiros de sistemas de transcri¢do in vitro utilizando GTFs altamente
purificados determinaram as proteinas que sdo fundamentais para a iniciacdo da
transcri¢cdo, bem como para a manutencéo de um nivel basal de transcri¢do, sendo elas:
TBP (componente de TFIID), TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF e TFIIH, além da RNA
polimerase 11 (Buratowski et al., 1989; Hahn et al., 1989; Lee et al., 1992 ; Martinez et
al., 1994; Yotov et al., 1998; Hahn, 2004).

1.7 Gene SPT15

A insercao do elemento 6 (do transposon Ty) na regido 5’ de um gene causa seu
fendtipo nulo, devido a mudanca na iniciagdo de sua transcricdo que passa a ser, com
maior freqiiéncia, a montante do elemento o inserido, acarretando a transcricdo
incorreta deste gene (Eisenmann et al., 1989).

O gene supressor de Ty, denominado SPT15 de S. cerevisiae, foi originalmente
identificado por selecdo genética de mutagdes que restauraram na expressao de genes
que haviam sido interrompidos por inser¢des no elemento 6 do transposon Ty. SPT15
codifica o fator de transcricdo Sptl5, e esta localizado no cromossomo V. Este gene €
essencial para o crescimento celular, e codifica a proteina TATA-binding (TBP).
Mutacdes neste gene, que ndo levam a letalidade, conferem vérios fenotipos
pleiotrdpicos, incluindo alteraces no inicio da transcricdo de varias proteinas
(Eisenmann et al., 1989; Yamaguchi et al., 2001).

A proteina TBP é um monémero de 38 kDa, considerada um dos fatores de
transcricdo universal mais conservado, requerida por todas as trés RNAs polimerases
eucaridticas. TBP possui uma estrutura em forma de “sela molecular”, que apresenta
motivos do tipo dedo de zinco, por meio dos quais se associa ao DNA, em sua parte
concava; composta por duas a-hélices (H) e cinco folha-p preguiadas (S) antiparalelas
conectadas na ordem S1-H1-S2-S3-S4-S5-H2. TBP contém um dominio C-terminal
altamente conservado (80% deste dominio € necessario para transcri¢do), dividido em
duas regides, com 90 aminoacidos cada, diretamente repetidas; e, uma regido divergente
N-terminal (Figura 2A). A “sela molecular” TBP, ao contrério da maioria das outras
proteinas, liga-se ao sulco menor do DNA, decorrente da interacdo de uma seqiéncia

especifica de 8 pb, induzindo um dobramento de 80° no DNA, em dire¢do ao sulco
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maior. A parte convexa da superficie da sela é potencialmente necesséria para ligagdo
de outros fatores de transcricdo ou mesmo de ativadores de transcricdo gene especificos
(Figura 2B) (Chasman et al., 1993; Kou et al., 2003).

N-terminal C-terminal TBP

Figura 2. Proteina TATA-binding (TBP). (A) representacao linear de TBP de levedura. O ndcleo dominante
conservado C-terminal que possui 180 aminoacidos esta descrito em preto, € o dominio divergente
N-terminal, em cinza. (B) representagdo da estrutura conhecida como “sela molecular” de TBP,
possuindo duas a-hélices e cinco folhas-f antiparalelas conectadas na ordem S1-H1-S2-S3-S4-S5-
H2 (modificado de Chasman et al., 1993).

A proteina TBP é um fator de transcri¢do essencial que afeta o reconhecimento
do promotor e €é requerido para a expressdo da maioria, sendo todos, 0s genes
(Hampsey, 1998). Possui contato direto com uma grande variedade de fatores de
transcricdo de promotores especificos e gerais, incluindo TFIIA, TFIIB, o dominio C-
terminal da subunidade grande da RNA polimerase 11, fatores associados a TBP (TAFS),
muitos ativadores de transcricdo de gene especificos, complexo co-ativador de
transcricdo SAGA e reguladores de transcricdo negativos (Cang et al., 1999; Kou et al.,
2003; Biddick et al., 2008).

Em 2006, para avaliar a metodologia da “engenharia da maquinaria da
transcrigdo global (gTME)” em sistemas eucaridticos, Alper et al construiram uma

biblioteca genémica de seqiiéncias mutantes obtidas por PCR mutagénica a partir do
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gene codificador do fator de transcricdo de S. cerevisiae SPT15. Esta biblioteca
gendmica foi empregada na transformacao genética da linhagem haploide de laboratério
BY4741, que ja possui em seu genoma uma copia do alelo selvagem SPT15 enddgeno.
Assim, cada um dos varios transformantes obtidos expressava cépia do gene SPT15
selvagem, gendmica e varias copias de uma versdo mutada presentes no plasmideo. Os
transformantes foram selecionados na presenca de elevados niveis de glicose (100-120
g/L) e de etanol (5-6%). Este procedimento resultou no isolamento de um alelo SPT15
mutado, denominado spt15-300, que confere maior resisténcia, ao clone transformante
de levedura, a glicose e ao etanol. O alelo spt15-300 contém uma tripla mutacgdo, ou
seja, resulta do efeito combinado de trés mutagdes separadas no gene SPT15: Phe'”’Ser
(a serina da posicdo 177 foi substituida por fenilalanina), similarmente, Tyr'*His, e
Lys*®Arg (Figura 3). Os clones transformantes contendo o alelo spt15-300
apresentaram cerca de 100 genes diferentemente expressos, um grande aumento de
viabilidade, quando cultivados na presenca de elevadas concentracdes de etanol (15%);
e, aumento do rendimento (15%) de conversdao de glicose a etanol, correspondendo a
um aumento de 86% para 98% na producdo de bioetanol. Além disto, estes clones
apresentam fase de crescimento exponencial prolongada, o que permite superioridade
em relacdo ao crescimento, maior producdo de biomassa, nivel superior de producgéo de
etanol, e mais rapida utilizacdo da glicose, em relacdo a linhagem hospedeira original
(controle) (Alper et al., 2006).

F177S.~— /K218R
IATATT .

Figura 3. Esquema das trés mutacBes (F177S, Y195H e K218R) na proteina Sptl5 e seu efeito na
maquinaria de transcri¢do global da levedura S. cerevisiae.
Fonte: Alper et al. (2006)
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é a clonagem do gene alelo SPT15 contendo a tripla
mutacdo Phe'’’Ser, Tyr'®His, Lys?®*Arg (aqui denominado spt15*) em linhagens de
levedura Saccharomyces cerevisiae, visando a obtengdo de novas linhagens

recombinantes com capacidade aumentada de producdo de etanol.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagem de Bactéria

A bactéria utilizada no trabalho é de origem laboratorial e encontra-se estocada
no banco de linhagens do laboratério de Genética Molecular de Microrganismos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (Tabela 1).

Tabela 1- Linhagem de bactéria Escherichia coli

LINHAGEM GENOTIPO REFERENCIA

Escherichia coli DH5a supE44; A lacU 169 (¢80 lacZ Hanahan, 1983
AMI15); hsdR17; recAl; endA;

gyrA96; thi-1; relAl

3.2 Linhagens de Leveduras

Todas as linhagens utilizadas neste trabalho se encontram estocadas no Banco de
linhagens do laboratério de Genética Molecular e de Microrganismos do Instituto de
ciéncias Biomédicas da USP (Tabela 2).

Tabela 2- Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae

ESPECIE, GENOTIPO,

LINHAGENS o ARACTERISTICAS RELEVANTES ~ REFERENCIAS
MAT ¢, wt,“ CANl, linhagem padrdo, com Gouffeau, 1997
S288C genoma sequenciado.
MATa, ura3-52, lys2-801°™"  ade2-101°""¢, Sikorski e Hieter,
YPH252  trpl-Al his3-A200, leu2-A1, CANI. 1989
S
PE-2 MATa/MATa, wt, CAN1, G418°. Empregada na Fermentec/SP

producdo de etanol em usinas sucroalcooleiras.

OBS.: CANL1: fen6tipo sensivel a L-canavanina (60 ug/mL)

G418°:fendtipo sensivel a geneticina (50 ug/mL)

wt: linhagem selvagem, sem marcas auxotroficas, “wild type”
a: linhagens gentilmente cedidas por R.S. Sikorski e P. Hieter.

3.3 Plasmideos

Alguns dos plasmideos utilizados neste trabalho ja se encontram estocados na
colecdo do Laboratorio de Genética Molecular de Microrganismos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP (Tabela 3).
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Tabela 3- Plasmideos empregados neste trabalho.

PLASMIDEOS CARACTERISTICAS REFERENCIAS
Vetor comercial de clonagem em E.
coli, lacZz, Amp®  contendo Promega®
pGEM - TEasy extremidades protuberantes 3’timina,

impedindo sua recircularizacéo,
facilitando a clonagem de produtos de
PCR.

Vetor de clonagem comercial, lacZ,

Amp® contendo extremidades

®n 1 ® protuberantes 3’timina, impedindo sua

PCR"2.1-TOPO recircularizacdo, facilitando a clonagem
de produtos de PCR.

Invitrogen™

Vetor de clonagem em S. cerevisiae
pGEM-TEasy com adi¢do do elemento

PGEM - TEasyd 5

Guerra et al., 2006

Pode ser replicado tanto em levedura
(marca auxotréfica LEU2) quanto em
bactéria (marca ampicilina). Possui o
promotor forte e constitutivo PGK e
terminador PGK.

pPMA91 Mellor et al., 1983

Pode ser replicado tanto em levedura
(marca auxotréfica LEU2) quanto em

pJAS0 bactéria (marca ampicilina). (2um, Jimenez e Davis, 1980
LEU2, G428%)

3.4 Meios de cultura para o cultivo de bactérias

Para o cultivo da bactéria E. coli DH50 foram empregados meios LB ou SOC.
Utilizou-se para o preparo dos meios de cultivo os produtos do fabricante Difco. A
preparacao do meio solido foi idéntica ao do meio liquido, acrescido de 2% de agar-agar
Difco. Ap6s o preparo dos meios liquidos e solidos, estes foram esterilizados em
autoclave, a 121 °C, 1 atm, por 20 min. Quando necessario, adicionou-se, a0 meio,
solucdo de ampicilina na concentracao final de 100 pg/mL. As culturas bacterianas em
meio sélido foram incubadas em estufa, a 37 °C. Os cultivos em meio liquido foram

realizados com aeragdo em “shaker”, a 150 rpm, na mesma temperatura.

Meio completo (Luria Bertani) - LB:
e 1% triptona,
e 1% cloreto de sodio,
e 0,5% extrato de levedura.
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Meio de recuperacdo — SOC:

e 2% de triptona,
0,5% extrato de levedura,
10 mM cloreto de magnésio,
10 mM sulfato de magnésio,
20 mM glicose.

3.5 Meios de cultura para o cultivo de levedura

Para o cultivo de levedura foram utilizados meio completo (YPD) ou meio
minimo (SD) suplementado com aminoacidos e bases nitrogenadas. Os produtos
utilizados para o preparo dos meios de cultivo sdo do fabricante Difco, os aminoacidos e
bases do fabricante Merck foram esterilizados por filtracdo. A preparacdo dos meios
solidos foi idéntica aos dos meios liquidos, acrescidos de 2% de agar-agar Difco. Apos
0 preparo, os meios foram esterilizados em autoclave, a 121 °C, 1 atm, por 20 min. A
adicdo de aminoacidos e bases foi feita quando 0 meio estava na temperatura maxima de
45 °C. Os cultivos em meio solido foram realizados em estufa 28 °C; os cultivos em
meio liquido foram realizados com aeracdo em ‘“shaker” a 150 rpm, na mesma

temperatura.

Meio completo — YPD:
e 1% extrato de levedura,
e 2% peptona,
e 2% glicose
Meio minimo — SD:
e 0,67% YNB (Yeast Nitrogen Base) sem aminoacidos
e 2% glicose

Complemento para meio minimo (SD) para levedura: Triptofano (2 mg/mL), Leucina (3
mg/mL), Lisina (3 mg/mL), Uracila (2 mg/mL), Adenina (2 mg/mL) e Histidina (2
mg/mL). As solucBes estavam na concentracdo estoque 40 pg/mL.

Meio minimo — SD - THUAL
Refere-se ao meio minimo SD, acrescido com a base nitrogenada Uracila e 4

aminoacidos: L-Triptofano, L-Histidina, L-Adenina e L-Lisina (concentragdo final no
meio 40 pg/mL de cada aminoacido e da base nitrogenada Uracila).

3.6 Solucdes
Para o preparo de solucdes foram utilizados reagentes de pureza analitica e de

procedéncia dos fabricantes Sigma, Merk ou Gibco-BRL. Todas as solu¢fes foram
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preparadas conforme descrito por Sambrook e Russel, 2001, exceto quando indicado.

As solugdes foram esterilizadas em autoclave, a 121 °C, 1 atm, por 20 min e, quando

necessario, foram filtradas em membrana da marca Millipore de poro 0,22 pm.
Solucdes para extracdo e purificacdo de DNA.

Solucéo |
e 25mM Tris-HCI (pH 8,0),
e 10 mM EDTA,
e 50 mM glicose.

Solucéo 11
e 0,2 M NaOH,
e 1% SDS.

Solucao 111
e 3 M acetato de potassio (pH 4,8).

Solucao SDS 10%
e 10 gde SDS em 100 mL de &gua destilada, fervida e autoclavada.

Solucao cloroférmio — alcool isoamilico
e 24 volumes de cloroférmio para 1 volume de &lcool isoamilico.

Solucéo de acetato de sédio 5 M, pH 5,0.
Solucdo de acetato de potéssio 3 M, pH 4,8.

Solucéo fenol cloroférmio
e 1 volume de fenol para 1 volume de cloroférmio.

Solugéo Cloroférmio — Alcool Isoamilico
e 24 volumes de cloroférmio para 1 volume de alcool isoamilico.

Solugéo de RNase A (Sigma)
¢ RNase A 10 mg em 1mL de solucéo Ill. A solucdo foi incubada em banho-maria

a 100 °C, por 10 minutos, e estocada a temperatura de -20 °C.

Solugéo Tampao de eluicédo (TE)
e Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM

Agentes antimicrobianos

e Ampicilina: 100 pg/mL ampicilina dissolvida em &gua esterilizada (solugdo

estoque). Adicionado ano meio LB na concentracdo final de 100 pg/mL.
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Solucdes para eletroforese de DNA em gel de agarose
Solucado Tampéo Tris-borato (TBE 10X)
e 0,89 mM Tris; 0,89 mM é&cido bérico e 0,2 MM EDTA
e Tampdo de corrida para eletroforese em gel de agarose - TBE 0.5X: Tampao
TBE 10X diluido 20X.

Solugéo corante “Stop Mix”
e Azul de bromofenol 0,5%; glicerol 50%, 100 mM EDTA (pH 8,0)

Solucéao de brometo de etidio
e 5 mg de brometo de etidio em 50 mL de &gua bidestilada.

3.7 Extracdo e purificacdo de DNA plasmidial bacteriano

A extracdo de plasmideos de clones recombinantes de E.coli DH50 foram
realizadas a partir de um inéculo de 5 mL de meio LB contendo ampicilina
(concentracéo final de 100 pug/mL), cultivados a 37 °C, durante 16 horas, com agitacao
em “shaker”, a 100 rpm. A cultura foi centrifugada em tubos de microcentrifuga do tipo
“Eppendorf” de 1,5 mL, a 4.500 g, por 2 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o
excesso retirado com uma pipeta de ponteira fina. O sedimento foi suspenso em 300 pL
de Solucéo I, com auxilio de uma micropipeta. Em seguida, foram adicionados 300 pL
de solucdo 11, e incubou-se por 5 minutos, a temperatura ambiente. Adicionou-se 300
uL de solucdo 11, e incubou-se o tubo por 10 minutos, no gelo. Ap6s esse tempo, o tubo
foi centrifugado por 15 minutos, a 10.000 g, a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e
transferido para outro tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Em seguida, adicionou-se 750
pL de solucdo cloroférmio-alcool isoamilico (solucdo 24:1). A mistura foi
homogeinizada por inversdo e centrifugada por 2 minutos, a 4.500 g, a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi recuperada e a esta foram adicionados 700 pL de alcool
isopropilico (isopropanol). A suspensdo foi misturada por inversao e incubada por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apos esse tempo, a solucédo foi centrifugada a 10.000
g, por 20 minutos, a 4 °C. O sedimento foi lavado com etanol 70%, a 4 °C e seco a
vacuo durante 10 minutos. O residuo seco foi resuspenso em 50 uL de agua bidestilada
estéril e tratado com RNAse (10 mg/mL), por 30 minutos, a 37 °C. Para anélise, o

material foi submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%.
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3.8 Tratamento de DNA plasmidial com enzimas de restrigao

As digestdes de DNA com enzimas de restricdo foram realizadas com volumes
finais entre 10, 20 e 100 pL, utilizando, o tampéo de reacdo indicado pelo fabricante da
enzima e as condicOes de incubacdo recomendadas. Foram utilizadas entre 1 a 2 U de
enzimas, para cada pg de DNA. Os tempos de incubacdo variaram entre 2 a 5 horas e,
ocasionalmente, toda a noite. As enzimas de restricdo utilizadas foram do fabricante

Fermentas®.

3.9 Andlise dos fragmentos de DNA em gel de agarose

As andlises dos perfis de migracao dos fragmentos de DNA foram realizadas em
geis de agarose 0,8%, submetidos a corridas eletroforéticas. Os géis de agarose 0,8%
foram preparados com tampédo TBE 0,5X e brometo de etidio (10 mg/mL).

As amostras de DNA, misturadas com a solugdo de tampéo de amostra, foram
aplicadas em gel e, em seguida, a corrida eletroforética foi realizada em tampéo de
corrida TBE 0,5X, conforme descrito em Sambrook e Russell (2001). Para a
visualizacdo do DNA, foi utilizado um transluminador com luz ultravioleta de 375 nm.
Para a fotodocumentagdo dos géis, foi utilizado o aparelho “Eagle-eye” da “Stratagene”,

modelo “Eagle-eye II”.

3.10 Purificacdo de fragmentos de DNA de gel de agarose

Em vérios casos, fragmentos de DNA foram submetidos & corrida eletroforética.
A banda correspondente ao fragmento de DNA de interesse foi cortada do gel de
agarose e transferida para um tubo de microcentrifuga de 2 mL. Para purificacdo do
fragmento de DNA de interesse, utilizou-se o “Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up

System” (Promega”). Foram seguidas as recomendacdes do fornecedor.

3.11 Desfosforilacdo de fragmentos de DNA

A retirada dos residuos de fosfato das extremidades 5~ dos fragmentos de DNA
foi realizada com a finalidade de evitar a religacdo da molécula, e, foi realizada
empregando-se o tratamento com a enzima fosfatase alcalina (“Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase” — CIAP). Foram seguidas as recomendagOes de incubacdo indicadas pelo

fabricante da enzima em uso (Fermentas©).
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3.12 Ligacgdes entre fragmentos de DNA

Para ligacdo de fragmentos de DNA foi utilizada a enzima DNA ligase do fago
T4 que catalisa a ligacdo fosfodiéster entre a terminagdo 5°— fosfato e a terminacdo 3’—
hidroxi das fitas de DNA, promovendo a recircularizacdo de plasmideo, bem como a
ligagéo entre fragmentos de DNA.

As concentracdes de DNA (vetor/inserto) utilizadas nos sistemas de ligagéo
variaram de acordo com o experimento. Normalmente, a quantidade de inserto foi de
duas a trés vezes a quantidade de vetor, em proporcdes de numero de moléculas.

O sistema de ligacdo foi montado da seguinte maneira: & suspensdo com 0s
DNAs a serem ligados (vetor + inserto), foram adicionados 1/10 do volume final de
tampdo de ligase 10X, 1 pL da enzima DNA ligase do fago T4 e agua bidestilada estéril
para completar o volume desejado. O volume final foi de 15 pL, podendo variar de 15 a
20 pL. Os sistemas foram incubados a 16 °C, por 16 — 24 horas e, entdo empregados na
transformacédo genética de bactéria E. coli DH5a.

3.13 Obtencéo dos fragmentos de DNAs codificadores do gene spt15*

O PCR por sobreposicdo (SOEING — “Gene Splicing by Overlap Extension”) é
um método que permite unir fragmentos independentes obtidos por mutagénese sitio
dirigidas ou a recombinacdo de moléculas de DNA (Heckman e Pease, 2007). Esta
estratégia tem sido bastante utilizada para clonar fragmentos de tamanhos diferentes,
principalmente quando se pretende construir fusdes génicas, em que a fase correta de
leitura é indispenséavel. Ao desenhar oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo
de sequéncias especificas por PCR, pequenas sequéncias podem ser acrescentadas nas
suas extremidades (Heckman e Pease, 2007). Essa técnica baseia-se em utilizar essas
sequéncias extras para a sobreposicdo dos fragmentos a serem clonados criando
moléculas recombinantes (Figura 4).

Seguindo esta estratégia, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores
visando a sobreposicdo de fragmentos (Tabela 4 e Figuras 4A e 4B).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram sintetizados pela Sinapse®. Os
reagentes utilizados, assim como a enzima Taq DNA polimerase utilizada foram
provenientes do fabricante Invitrogen®. Os oligonucleotideos iniciadores para
amplificagdo do alelo triplo mutado spt15* foram construidos a partir da seqiiéncia do
genoma da levedura laboratorial S288C, disponivel no sitio National Center for

Biotechnology Information (NCBI)', NC 001137. As mutacdes sitio especificas
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Phe'’’Ser (a serina da posicdo 177 foi substituida por fenilalanina), similarmente,
Tyr'®His, e Lys**®Arg estdo em vermelho, nos oligonucleotideos KPP2g,, KPP3g, e
KPP4g,. Os oligonucleotideos iniciadores KPP1g, e KPP5g, possuem sitios BamHI nas
extremidades (Tabela 4). Em todas as manipulacbes foram seguidas as instrugdes

enviadas pelos fabricantes.
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Figura 4-A. Esquema do SOEing PCR, construido a partir de Heckman e Pease, 2007.
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Figura 4-B. Esquema da técnica SOEing-PCR, para obtengdo do gene triplo mutado sptl5*, onde o
fragmento 1 foi obtido com os oligonucleotideos: KPP1g, + KPP2g, e possui 564 pb e o
fragmento 2 foi obtido com os oligonucleotideos: KPP3g, + KPP4g, e possui 186 pb.
Ambos os fragmentos 1 e 2 foram usados como iniciadores e DNA molde para obtencdo do
fragmento 3 (spt5* que possui 750 pb) empregando-se os oligonucleotideos KPP1g, €
KPP5g,.
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A amplificacdo da regido gendmica correspondente ao alelo triplo mutado

spt15* (750 pb) foi realizada empregando-se a Reacdo de Amplificagdo em Cadeia de

DNA Polimerase (PCR), pelo método SOEing PCR (Figura 5). Numa etapa prévia,

emprega oligonucleotideos iniciadores de modo que resultem em amplicons cujas

extremidades 3~ e 5° contenham sequéncias complementares. Os dois amplicons,

contendo as seqiiéncias complementares se anelam e, em seguida, agem como

iniciadores e também como DNA molde para realizar a extensdo desta area, a qual é

promovida pela a¢do da enzima “High Fidelity” Taqg DNA polimerase e dNTPs, sendo

submetidos a 2 etapas da PCR. Desta maneira, é gerada uma molécula de DNA de fita

dupla, contendo a fuséo dos dois fragmentos de DNA. Visando obter a amplificagéo

desta fusdo, na segunda etapa foi empregado, como molde, 0 DNA gerado na primeira
etapa de SOEing PCR.

Tabela 4- Iniciadores usados para amplificacdo de fragmentos de DNA

INICIADOR DNA MOLDE SEQUENCIA 5~ 3° FINALIDADE
5°ggatccATGGCCGATGAG R *
KPP1e, $288C GAACGTTTAAAGGAGTT  Amplificacdo sptl5
T3 (fragmento 1 e 3)
S TTCTGGCTCATAGGAG L .
KPP2g, $288C GAGAAAGTACCATGACT A'g}lf;'frf:ﬁ;"f)ptlf’
GGATG 3’ g
5’AGCCAGAATTGTTTCC Amplificagdo spt15*
KPP3p 5288C TGGTTTGATCCATAG 3’ (fragmento 2)
S TCACATTTTTCTAAATT
CACTTAGCACAGGGTAT Amolificacio sotl5*
KPP4g, $288C ATAGCTTCAAAAGCTTG (ffa merfto 2)p
GTAAATTTCTTCCCTTTG 9
CCTTGCA 3’
5°goatccTCACATTTTTCTA - *
(PP $288C AATTCACTTAGCACAGG A’(?f;'frf:r‘]?;";)ptls
Rv GTATATAGCTT 3’ 9
PGKRy pMA91sptl5* SA gfgg?ﬁngﬁﬁ?‘?féT Amplificacdo do cassete
de expressao de spt15*
5’ CACCACCACCAGTAGA
*
PGKg, PMA91spt15 A CATOGG
5’TGTTGGAATAGAAATC  Amplificacdo do
*
Or PGEMTEasyoBamcasspts AACTA 3’ fragmento final
SpPGKSpt15*tPGKS
ORv pGEMTEasydBamcasspts* S AAATGGGTGAATGT

TGAGATAA 3°
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Para amplificacdo dos fragmentos 1 e 2 foi empregado: um passo inicial de
desnaturacdo a 95 °C, por 5 minutos; 30 ciclos de: desnaturacdo 95 °C, por 1 minuto,
anelamento 63 °C, por 2 minutos, e extensdo 72 °C, por 1 minuto; e, um passo final de
10 minutos, a 72 °C, para finalizar todas as extensdes incompletas.

O fragmento de DNA 1 e o fragmento de DNA 2, foram misturados e
desnaturados para a obtencdo do fragmento 3. A primeira etapa da reagdo de PCR
possui 2 ciclos e as reacdes contém 2 pL de Tampao, 1.8 pL de MgCl,, 3 uL de dNTP,
1.5 pL do fragmento 1, 1.5 pL do fragmento 2, 10 uL de agua destilada estéril e 0.2 puL
de “High Fidelity” Taq DNA polimerase, as quais foram submetidas as condi¢cdes de
amplificagdo: 1) um passo inicial de desnaturagdo a 95 °C, por 5 minutos; e 2 ciclos de:
desnaturacdo a 95 °C, por 1 minuto, anelamento a 63 °C, por 2 minuto, e extensdo a 72
°C, por 1 minuto; em seguida, a segunda etapa foi realizada, possuindo 28 ciclos
adicionando-se as reagfes 1 pL de Buffer, 1.5 puL do oligonucleotideo KPP1g, e 1.5 pL
do oligonucleotideo KPP5g,, 5.8 UL de dgua destilada e 0.2 puL de “High Fidelity” Taq
DNA polimerase, sendo reiniciada as reacGes de amplificacdo nas condi¢fes: um passo
inicial de desnaturacdo a 95 °C, por 5 minutos; e 2) 2 ciclos de: desnaturacdo a 95 °C,
por 1 minuto, anelamento a 63 °C, por 2 minuto, e extensdo a 72 °C, por 1 minutos.
Assim, obteve-se a molécula de DNA de fita dupla denominada Fragmento 3: alelo
triplo mutado spt15* de 750 pb, que possui as mutag®es Phe'’’Ser (a serina da posicéo
177 foi substituida por fenilalanina), similarmente, Tyr'**His, e Lys?®Arg, as mutacdes
estdo em negrito e sublinhado nos oligonucleotideos KPP2gr,, KPP3g, € KPP4g, € 0s
oligonucleotideos iniciadores KPP1g, e KPP5g, contém nas extremidades sitios para a
enzima BamHI (Tabela 4).

A verificacdo das amplificacdes foi feita empregando-se eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Todos os produtos de PCR foram purificados a partir destes géis de

agarose e posteriormente seqlienciados (Material e Métodos, itens 3.9 e 3.10).

3.14 Sequenciamento

As reagOes de sequenciamento foram realizadas em termociclador
“MasterCycler gradient” (“Eppendorf®’), empregando-se e o “Kit ABI PRISM DyeTM
(TM elevado) Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction /dt (Big Dye v3.1 Applied

biosystems™): seguindo as instruges do fabricante.
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O fragmento de DNA spt15* (Material e Métodos, item 3.13) foi seqiienciado, e

mostrou possuir a tripla mutacéo sitio dirigida desejada.

3.14.1 Sequenciamento e obtencdo do cassete de expressao de spt115*

Para o seqlienciamento do cassete de expressdao pPGKspt15*tPGK foi usado o
vetor recombinante pMAO91sptl5* obtido por extragdo de DNA plasmidial do
transformante da bactéria E. coli DH50/pMA91spt15* (Material e Métodos, item 3.7) e
os iniciadores PGKg, e PGKg, sintetizados pela Sinapse® (Tabela 4).

O programa constituiu na amplificacdo feita por 29 ciclos de 94 °C, por 2
minutos, 52 °C, por 50 segundos e 72 °C por 1 minuto, seguido por um periodo final de
extensdo de 10 minutos, a 72 °C e foi realizado em Ciclador térmico (“DNA Enzime”
modelo PTTC-200 da empresa “MJ Research”).

3.14.2 Sequienciamento do fragmento final de DNA opPGKspt15*tPGKo

Para o seqiienciamento do fragmento final opPGKspt15*tPGKSd, foi usado o
vetor recombinante pGEMT-EasyoBamcasspt5* obtido por extragio de DNA
plasmidial do transformante da bactéria E. coli DH5o/Pgemt-EasyoBamcassptl5* (item,
3.7) e os iniciadores 5ry e gy sintetizados pela Sinapse® (Tabela 4).

O programa constituiu na amplificacdo feita por 30 ciclos de 95 °C por 5
minutos, 60 °C por 1 minuto, e 72 °C por 2 minutos e 30 segundos, seguido por um
periodo final de extensdo de 10 minutos a 72 °C, e foi realizado em Ciclador térmico
(“DNA Enzime” modelo PTTC-200 da empresa “MJ Research”).

3.15 Transformacéo de bactéria E. coli
Foi empregado o protocolo de transformacdo de E. coli por eletroporacdo
descrito em Sambrook et al. (1989) e Sambrook e Russel (2001). As misturas de

transformacédo foram semeadas em meio sélido LB com amplicilina (100 pg/mL).

3.16 Transformacéo genética de levedura S. cerevisiae

Para transformacdo das linhagens de levedura S. cerevisiae, foi empregado o
método de transformac&o de células intactas com acetato de litio desenvolvido por Gietz
et al. (1992). As células de levedura foram cultivadas em meio liquido YPD, a 28 °C,
até o inicio da fase exponencial de crescimento (Absorbancia a 600 nm). Todas as vezes

que este procedimento foi executado, uma aliquota de células foi transformada com uma
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preparacdo conhecida de plasmideo (controle positivo); e, como controle negativo, foi
empregada uma mistura de transformagdo sem DNA. Para a selecdo dos clones
transformantes, as misturas de transformacdo foram semeadas, sobre meio soélido SD-
THUAL (Material e Métodos, item 3.5), distribuido em placas de Petri, quando os

transformantes foram selecionados por complementacdo génica para o fendtipo Leu”.

3.17 Extracao de DNA cromossomal de levedura

Para a extracdo de DNA total de levedura, inicialmente, a linhagem desejada foi
cultivada em 5 mL de meio liquido YPD, a 28 °C, por 16 horas. A cultura foi submetida
a centrifugacdo por 5 minutos, a 2.000 g, e o sobrenadante foi descartado. O sedimento
foi resuspenso em 1 mL de tampdo SE, a suspensdo foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, e centrifugada a 3.000 g, por 30 segundos. Em seguida, o
sedimento foi resuspenso em 400 pL de tampédo SE, foram adicionados 50 pL de
liticase (20 mg/mL); e, a suspensdo foi incubada por 1 hora, a 37 °C. Apds esse tempo,
o0 tubo foi centrifugado a 3.000 g, por 30 segundos, e 0 sobrenadante foi descartado. O
sedimento foi, delicadamente, resuspenso em 480 pL de tampdo TE e foram
adicionados 20 pL de solugdo SDS 10%. A mistura foi homogeneizada por inversdo e
incubada a 65 °C, por 30 minutos. A seguir, foram adicionados 80 L de solugédo acetato
de potéssio 5M e feita a incubacdo no gelo, por 60 minutos. Apds esse periodo, a
suspensdo foi centrifugada por 15 minutos, a 4.500 g, a 4 °C. O sobrenadante foi
recuperado e transferido para um tubo de microcentrifuga. Ap6s adicdo de 1 mL de
etanol absoluto, a mistura foi homogeneizada, delicadamente, por inversdo, e
centrifugada por 15 segundos, a 3.000 g. O sedimento foi lavado com etanol 70%, a 4
°C, e seco a vacuo, durante 10 minutos. O residuo seco foi resuspenso em 50 pL de agua
bidestilada estéril e tratado com RNAse (10 mg/mL), por 30 minutos, a 37 °C. Para
analise, o material foi submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%.

3.18 Andlise qualitativa da capacidade fermentativa dos clones S. cerevisiae
recombinantes obtidos

Para se analisar a funcionalidade do alelo triplo mutado nos clones
transformantes de levedura YPH252/pMA91sptl5* e YPH252/6pPGKspt15*tPGKd
quanto as suas capacidades de utilizar a glicose presente no meio de uma forma mais

rapida, estes foram comparados a linhagem YPH252/pMA91, que ndo possui o alelo

50



triplo mutado sptl5*. Todos os clones foram pré-cultivados em tubos de ensaio,
inicialmente, em meio liquido SD-THUAL (item 3.5) acrescido de 5% e 20% de
glicose, com aeragdo em “shaker” (150 rpm) a 28 °C, por 48 horas. Este procedimento
foi realizado visando se padronizar a mesma concentracdo de células das culturas de
todos os clones. Desta pré-cultura, 5 pL foram transferidos para 5 mL de meio SD-
THUAL 5% e 20% glicose, respectivamente, em tubos de ensaio contendo tubos
Durhan, e incubados, a 28 °C em estufa, e a cada 12 horas foi comparado visualmente a

fermentacdo pela analise da presenca de pequenas bolhas dentro do tubo Durhan.

3.19 Dosagem do peso da massa seca do ensaio de fermentacdo dos clones em meio
SD-THUAL (5 e 20% glicose)

Para se medir o peso da massa seca do ensaio de fermentacdo, primeiramente,
foi realizado uma cultura de cada um dos clones a serem analisados YPH252/pMA91,
YPH252/pMA91sptl5* e YPH252/56pPGKsptl5*tPGKS, em 5 mL de SD-THUAL
(Material e Métodos, item 3.5) acrescido de 5% e 20% de glicose. Apos crescimento de
48 horas, a 28 °C, sobre agitagdo em ‘“shaker”, as culturas foram centrifugadas e o
sedimento resuspenso em 5 mL de meio SD-THUAL 5% e 20% glicose, sendo, em
seguida, inoculado em 80 mL de meio SD-THUAL 5% e 20% glicose, respectivamente
e, posteriormente, incubados em estufa a 28 °C, por 80 horas. A cada 8 horas foi retirada
uma aliquota de 1 mL de cada uma das culturas e em seguida, centrifugada; o sedimento

foi seco em estufa a 37 °C, por 48 horas e pesado em balanca analitica.

3.20 Crescimento dos clones YPH252/pMA91spt15*, YPH252/6pPGKSspt15*tPGKo
e YPH252/pMA91 em meio SD-THUAL.

O crescimento dos clones recombinantes foi quantificado em duas diferentes
concentragOes de glicose, 5 e 20%. Para tanto, cada clone foi cultivado em tubo de
ensaio, em meio SD-THUAL, com agitagdo em “shaker”, a 28 °C, por 120 horas e

aliquotas foram retiradas a cada 12 horas para leitura da Absorbancia a 600 nm.

3.21 Sensibilidade do clone YPH252/6pPGKsptl5*tPGKoé a diferentes
concentracdes de glicose.

Para a determinacgdo da concentracdo minima inibitoria (MIC) para a glicose do
clone YPH252/6pPGKsptl5*tPGKs e YPH252/pMA91 (controle), estes foram
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incubados em tubo de ensaio com 5 mL de meio SD-THUAL com concentragdes de
glicose variando de 5 a 45%, a 28 °C, com agitagao em “shaker”, por 48 horas, e foram

realizadas analises visualmente e, também por Absorbancia a 600 nm.

3.22 Dosagem da atividade de fermentacéo dos clones pela avaliagdo do consumo
de glicose

A determinacdo quantitativa da atividade do alelo triplo mutado spt15* expressa
pelos clones recombinantes de levedura, foi realizada empregando-se a dosagem da
glicose consumida. Para dosar a glicose, empregou-se 0 método da glicose oxidase
(“Kit Glucose” da BioSystems).

Foi realizado uma cultura de cada um dos clones a serem analisados
YPH252/pMA91spt15*, YPH252/5pPGKspt15*tPGKo e YPH252/pMA91, em 5 mL de
SD-THUAL (item 3.5) acrescidos de 5% e 20% de glicose. Apds crescimento de 48
horas, a 28 °C, com agitacdo em “shaker”, as culturas foram centrifugadas e o
sedimento resuspenso em 5 mL de meio SD-THUAL 5% e 20% glicose e inoculou-se
em 80 mL de meio SD-THUAL 5% e 20% glicose, respectivamente, e foram incubados
em estufa a 28 °C. A cada 8 horas, durante 80 horas, retirou-se uma aliquota de 1 mL de
cada uma das culturas e em seguida, centrifugou-se, e o sobrenadante foi usado para

quantificar a dosagem de glicose consumida.

A quantificagéo da glicose consumida foi determinada de cada uma das culturas.

O ensaio de consumo de glicose foi realizado em tubo de ensaio:

Branco: 1 mL do reagente de trabalho do “kit Glucose”,

Padrao: 1 mL do reagente de trabalho e 10 pL do padrdo de trabalho do “kit
Glucose”

Amostra: 1mL do reagente de trabalho e 10 pL da amostra de cada cultura dos

clones.

Foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente ou 5 minutos a 37 °C.

ApOs incubacdo, realizou-se a leitura do ensaio em espectrofotdmetro, na
Absorbancia de 500 nm.

Os valores das leituras obtidas foram calculados conforme recomendagdes do

fabricante do “kit” utilizado:
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[Glicose (mg/dL)] = AbDsgo / AbPsgo X 100, onde

AbDsqq : Leitura da Absorbancia da amostra; e
ADbPsq : Leitura da Absorbancia do padrao

3.23 Dosagem da atividade de fermentacéo dos clones pela avaliagdo da producéao
de etanol

A producdo de etanol foi determinada enzimaticamente em g/100 mL, por
absorbancia (420 nm) (Multiskan Ex Primary Eia V.2.1-0) utilizando as enzimas &lcool
oxidade (AOD, de Pichia pastoris, Sigma) e peroxidase (POD, enzima extraida da
planta raiz forte, Sigma) seguindo metodologias adaptadas dos protocolos descritos por
Salgado et al., 2000, Rodionov et al., 2002.

Foi realizado uma cultura de cada um dos clones a serem analisados
YPH252/pMA91spt15*, YPH252/5pPGKspt15*tPGK6 e YPH252/pMA91, em 40 mL
de SD-THUAL (Material e Métodos, item 3.5) 5% glicose e 20% glicose. Apds
crescimento de 48 horas, a 28 °C, com agitagdo em “shaker”, a cultura foi centrifugada e
o0 sedimento foi resuspenso em 5 mL de meio SD-THUAL 5% glicose e 20% glicose,
inoculou-se os 5 mL em 80 mL de meio SD-THUAL 5% glicose e 20%,
respectivamente, e foram incubados em estufa a 28 °C. A cada 8 horas, durante 80
horas, retirou-se uma aliquota de 1 mL de cada uma das culturas e em seguida, as
aliquotas foram centrifugadas e o sobrenadante usado para quantificar a producdo de
etanol.

Para a determinacdo de etanol foi usado o reagente enzimatico (0,5 U de
AOD/ml; 4,0 U/ml de POD, 14 mM de 4-aminoantipirina e 60 mM de fenol em Tampéo
fosfato de sodio 0,1 M pH 7)5). A absorbancia foi medida a 420 nm em
espectrofotometro (Multiskan Ex Primary Eia V.2.1-0) e a concentragdo de etanol foi
determinada pela correlacdo do valor de Absorbancia apresentada para cada amostra
com a equacao de reta extraida de uma curva padrdo construida com solucdes padrao de
etanol (1,0 — 10 g/l)

Equacdo de reta: y = 0,0257x — 0,0305

A quantificacdo do etanol produzido foi determinada de cada uma das culturas.

O ensaio da producéo de etanol foi realizado em tubo de ensaio:
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Branco: 0,2 mL do reagente enzimatico de trabalho e 10 pL de dgua destilada,
Amostra: 0,2 mL do reagente enzimatico de trabalho e 10 pL do sobrenadante de
cada amostra de cultura dos clones

Foi realizada a incubacdo da mistura por 1 hora, a 37 °C.
ApoGs incubacdo, realizou-se a leitura do ensaio em espectrofotdmetro, na
Absorbancia de 420 nm. Os valores das leituras obtidas foram calculados conforme

férmula;

[Etanol (g/100 mL)] = Ab,y + 0,305/ 0,257, onde

(Abgyo: Leitura da Absorbancia da amostra a 420 nm).
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4 RESULTADOS

Para se atingir o objetivo proposto, o alelo sptl5* (SPT15 contendo a tripla
mutacdo Phe'’’Ser, Tyr'**His, Lys*’®Arg (Alper et al., 2006)) foi obtido por
amplificagdo empregando-se o método SOEing PCR, a partir do DNA total da linhagem
laboratorial S288C. O alelo spt15* foi clonado no plasmideo pMA91, ficando sua
expressao regulada pelo promotor e terminador de transcricdo do gene codificador da 3-
fosfoglicerato quinase (PGK) de S. cerevisiae. Em seguida, o cassete de expressdo
pPGKspt15*tPGK foi ladeado pelo elemento 6 do retrotransposon Tyl de S. cerevisiae.

4.1 Obtencao do alelo triplo mutado spt15*

4.1.1 Obtencdo do fragmento spt15*

O alelo spt15* foi obtido por SOEing PCR, conforme descrito em Material e
Meétodos, item 3.13 (Figura 5) utilizando como DNA molde o DNA genémico da
linhagem de levedura laboratorial S288C. Os perfis eletroforéticos dessas amplificaces

estdo apresentados na Figura 6.

A 12345046 B 123456 C123455?3

m 50 ngipL , 750 pb

500 Fb_!n-hl-—ﬁ“llb " A
- | Eﬂl]prupb -] B 750
700 pb ,
‘TLY. 500 pb =
300 pb --.'.._]_Bﬁpb -
L Py

100 ph -

Figura 5. Fragmentos de DNA das etapas de construgdo de spt15* em géis de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio, submetido & eletroforese: A) 1) 100 pb DNA RULLER Fermentas (150 ng);
2 ao 5) Amplicon Fragmento 1, com 564 pb que possui a mutacdo codificadora Phe'’’Ser
(serina localizada na posi¢do 177 substituida pela fenilalanina); 6) Controle negativo da PCR.
B) 1) 100 pb DNA RULLER Fermentas (150 ng); 2 ao 5) Amplicon Fragmento 2, com 186 pb
que possui as mutagdes codificadoras Tyr'*His, Lys?*®Arg (histidina localizada na posicéo 195
foi substituida pela tirosina e a arginina localizada na posicao 218 foi substituida pela lisina,
respectivamente); 6) Controle negativo da PCR. C) 1) 100 pb DNA RULLER Fermentas (150
ng); 2) Padréo de tamanho molecular Fermentas (50 ng/uL); 3 ao 7) Amplicon do fragmento 3,
com 750 pb que possui a tripla mutacdo e as extremidades dos oligonucleotideos KPP1 e KPP5
possuem as sequéncias nucleotidicas reconhecidas pela enzima de restricio BamHI, onde os
fragmentos 1 e 2 foram usados como DNA moldes; 8) Controle negativo da PCR.
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4.1.2 Clonagem do gene spt15* no plasmideo intermediario pGEMT-Easy

O alelo spt15*, correspondente ao fragmento de DNA 3 (750 pb) obtido por
SOEing PCR, foi clonado em vetor comercial, pPGEM-TEasy (Vetor Systems Promega).

Para isso, a mistura de ligacdo do amplicon com o vetor (Material e Métodos,
item 3.12) foi utilizada para a transformacdo de células E. coli DH5a (Material e
Meétodos, item 3.15) (Figura 6). Foram obtidos cerca de 68 clones AmpR. Os DNAs
plasmidiais de 16 colbnias transformantes, foram escolhidos aleatoriamente, isolados
(Material e Métodos, item 3.7), digeridos com a enzima de restricdo BamHI e analisados
em gel de agarose 0,8%. Foram selecionados 11 plasmideos que apresentaram perfis de
restricdo desejados: 750 pb (sptl5*) e 3.015 pb (vetor pGEM-TEasy) (Figura 7). O
plasmideo pGEM-TEasyspt15* possui tamanho de 3.765 pb (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de clonagem do alelo SPT15 triplo mutado (spt15*) em vetor comercial pGEM-
TEasy da Promega.
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Figura 7. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e submetido a
eletroforese de: 1) marcador de tamanho 1Kb DNA Ladder (Fermentas) (50 ug); 2) vetor
pGEM-TEasy e linearizado pela enzima de restricdo BamHI; 3, 4 e 5) plasmideo recombinante
pPGEM TEasysptl5*, isolado de diferentes clones digerido com a  enzima de restricdo
BamHI, onde a banda de 750pb se refere ao gene spt15* e a de 3015pb se refere ao plasmideo
comercial pGEM-TEasy.

4.1.3 Analise da seqliéncia do alelo spt15* construido neste trabalho

Os produtos de SOEing PCR referentes ao alelo spt15* foram sequenciados e as
sequéncias nucleotidicas obtidas mostraram 100% de identidade com a sequéncia do
gene disponivel no “National Center for Biotechnology Information” (CNBI), exceto
pela tripla mutacdo Phe'’’Ser, Tyr'®*His, Lys**®Arg (ANEXO).

4.2 Clonagem de spt15* no plasmideo de expressao de levedura pMA91

O plasmideo pMA91 foi empregado para a clonagem de sptl5*, por ser um
vetor de expressdo que contém a regido do promotor e do terminador de transcricdo do
gene da 3-fosfoglicerato quinase (PGK) de S. cerevisiae. O fragmento sptl5* foi
inserido no sitio Bglll do plasmideo pMA91, entre o promotor e o terminador de
transcricdo PGK.

O alelo spt15* foi obtido por digestdo do plasmideo pGEM-TEasyspt15* com a
enzima de restricdo BamHI. Apos eluicdo e purificacdo do fragmento spt15* de 750 pb
de gel de agarose 0,8% (Figura 7) (Material e Métodos, item 3.10). Paralelamente, o
plasmideo pMA91 foi linearizado com a enzima de restricdo Bglll e tratado com a
enzima fosfatase alcalina (Material e Métodos, item 3.11). A mistura de ligacéo entre o

plasmideo linearizado e o fragmento sptl5* (Material e Métodos, item 3.12) foi
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empregada na transformacéo de E. coli DH5a (Material ¢ Métodos, item 3.15) (Figura
8).

Foram obtidos 32 coldnias bacterianas transformantes Amp<. Os DNAs
plasmidiais de 22 coldnias transformantes, escolhidos ao acaso, foram extraidos
(Material e Métodos, item 3.7), purificados, digeridos com a enzima de restricdo Bglll
(Figura 9) e analisados em gel de agarose. Foram obtidos 4 plasmideos que
apresentaram os perfis de migracdo esperados em gel de agarose 0,8%: um fragmento
de 10.250 pb correspondente ao plasmideo recombinante linearizado, (9.500 pb do
plasmideo pMA91 + 750 pb do fragmento sptl5*). Estes 4 plasmideos foram
submetidos & uma analise de restricdo mais detalhada, para verificar a orientacdo da
inser¢do. Para tanto, foram digeridos com as enzimas de restricdo Hindlll e Xbal
(Figuras 8 e 9). Um deles mostrou que o fragmento sptl5* havia sido inserido na
orientacdo desejada no plasmideo pMA9L1.

O fragmento de DNA pPGKspt15*tPGK foi obtido por reagdo de PCR (Material
e Métodos, item 3.14.1), utilizando como DNA molde o DNA plasmidial do clone E.
coli DH5a/pMA91spt15*, e os oligonucleotideos PGKE,, e PGKgy (Tabela 4)

PGK BamHI BamHI
21 Ori p spil5+
+ CE—
(750pb)

. iy
V_T-; DNA Ligase

HindIIT

pPGK
Belll'BamHI
Belll

pMAO1sptl5*
10.250 pb

Xbal
BellllBamHI

Amp
Figura 8. Esquema da clonagem do gene triplo mutado spt15* no vetor epissomal pMA91.
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Figura 9. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e submetido a
eletroforese das digest6es do plasmideo pMA91spt15* e do amplicon obtido por PCR usando
como molde o DNA plasmidial extraido do clone e os primers kppl e kpp5. 1) plasmideo
recombinante pMA91sptl5* digerido com a enzima de restricio Bglll; 2) plasmideo
recombinante pMA91sptl5* digerido com a enzima de restricio Hindlll; 3) plasmideo
recombinante pMA91sptl15* digerido com a enzima de restricdo Xbal. 4) marcador de
tamanho 1Kb Ladder (Fermentas®) (50 ug).

4.3 Clonagem do alelo spt15* em sistema para 6 — transformacéo de levedura

Para que copias do alelo sptl5* possam ser introduzidas em linhagens S.
cerevisiae selvagens empregadas em processos industriais como os de producdo de
etanol, foi necessario a clonagem do cassete de expressdo pPGKsptl5*tPGK em um
outro plasmideo, de modo que ficasse ladeado por seqiiéncia 6 (LTR do transposon Tyl
de S. cerevisiae). Para a obtencdo desta construcdo final, varios passos intermediarios

foram seguidos, conforme descrito nos proximos itens.

4.3.1 Clonagem do cassete de expresséo de spt15* no vetor pCR®2.1-TOPO®

Apos eluicdo e purificacdo do cassete de expressdo de sptl5* (Material e
Métodos, item 3.12), a mistura de ligacdo deste e o vetor pCR®2.1-TOPO® foi
empregada na transformacéo de E. coli DHS5a (Material ¢ Métodos, item 3.15) (Figura
10).

Foram obtidas 23 colonias bacterianas transformantes Amp®. Os DNAs
plasmidiais de 15 coldnias, escolhidos ao acaso, foram extraidos (Material e Métodos,
item 3.7), purificados, digeridos com a enzima de restricdo BamHI e analisados em gel
de agarose 0,8%. Foram obtidos 9 plasmideos que apresentaram os perfis de migracéo
esperados em gel de agarose, apresentando duas bandas: uma referente ao cassete de
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expressdo pPGKspt15*tPGK (2.615 pb) e outra ao vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen)
(3.900 pb) (Figura 11).

Esta clonagem foi realizada para hospedar o cassete de expressdo sptl5* e
posterior obtencdo deste fragmento contendo nas extremidades sitios para a enzima de
restricdo BamHI, necessarias para a Ultima etapa de clonagem no plasmideo integrativo
pGEMT-EasysBamHI (Figura 10).

pUC ori

A

Cassete de expressio de spri5*:
Canamicina pPGKsptl 5*tPGK

. S
Y T4DNA ligase

Ampicilina

BamHI BamHI

TOPOcassptl5* f1 ori
6516 ph

Ampicilina

Canamicina

Figura 10. Esquema da clonagem do cassete de expressao (pPGKspt15*tPGK) no vetor comercial
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen™).
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Figura 11. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e submetido a
eletroforese das digestfes do plasmideo TOPOcasspt15* digerido com a enzima de restri¢do
BamHI; 1) marcador 1 Kb Ladder (50 ng); 2) plasmideo recombinante (TOPOcassetespt15%)
digerido com a enzima de restricio BamHI, onde a banda de 2615pb se refere ao cassete
spt15* e a de 3900pb se refere ao plasmideo pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen™).

4.3.2 Clonagem do cassete de expressdo pPGKspt15*tPGK no plasmideo pGEM-
TEasyoBamHI

O cassete de expressdo de sptl5* (2615 pb) com extremidade BamHI foi obtido
por digestdo do DNA plasmidial do clone da bactéria E. coli DH50/TOPOcasspt15*
(Material e Métodos, item 3.10) e purificacdo do gel de agarose 0,8% (Figuras 10 e 11).

O plasmideo pGEMT-EasydBamHI foi digerido com a enzima BamHI, a mistura
de ligacdo entre o plasmideo pGEMT-EasyoBamHI e o fragmento que corresponde ao
cassete de expressdo pPGKspt15*tPGK (Material e Métodos, item 3.12) foi empregada
na transformacdo de E. coli DHS5a (Material ¢ Métodos, item 3.15). O cassete de
expressdo de sptl5* foi inserido no sitio BamHI do plasmideo pGEMT-EasydBamHI
dentro do elemento 6 do transposon Tyl (Figura 12). Foram obtidos 56 transformantes
na bactéria E. coli DH5a. O DNA plasmidial de 36 clones transformantes escolhidos ao
acaso, foram extraidos (Material e Métodos, item 3.7), purificados e digeridos com as
enzimas de restricio BamHI, Bglll e EcoRI e analisados em gel de agarose 0,8%
(Figuras 13 e 14). Destes transformantes, 8 apresentaram perfis de bandas desejadas.

Foi realizado o seqiienciamento do fragmento final SpPGKspt15*tPGKSJ, para
confirmar que todas as fusfes desejadas e 0 gene spt15* estavam corretos. Os resultados

mostraram que toda a seqliéncia estava correta (Material e Método, item 3.14.2).

62



=7

Apir |
A |
Sphl
Har £1
MNea l
By £l
N 1

Sacl
[BamHT] [BamH]

Feo Rl
+ S

Cassete de expressio de sptIi*:
PPGKspt15*tPGK com 2615 ph

lac?

pGEMTS5BamHI
3348 pb

lacs

Spe [
Freo RI
N [
BstZ 1
Psi 1
Sae 1
Ba X1
Mill
Feo RI

5P6

A
" T4 DNA ligase

oy

f1 ori

lac? |EcoRI

&
Ampicilina [ {pGEMTsBameasspt1 5+ W pPPGE

5964 pb
sprly®

tPGK

i)
lac? EeoRl

Digestdo com a enzima EcoRI:
retira o fragmento de interesse

SpPGEsptl 5 *tPGES.

EcaoRT

Fragmento de DNA usado para transformacio de
linhagens de S. cerevisiae.

Figura 12. Esquema da clonagem do cassete de expressdo de sptl5* no vetor integrativo pGEMT-
EasydBamHlI, possuindo 5964pb e denominado pGEMTEasydBamcasspt15*.
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Figura 13. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e submetido a

eletroforese de: 1 e 2) plasmideo pGEMT-Easy6BamHI digerido com a enzima BamHI
(fragmento de DNA de 3348 pb e 2615 pb). 3) marcador de 1Kb Ladder. 4 ¢ 5) pGEMT-
Easy6BamHlcas.spt5* digerido com a enzima Bglll (plasmideo linearizado com 5964 pb).

1 2

3500 ph
3000 ph

2500 pb

1000 ph

Figura 14. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e submetido a

eletroforese da digestdo do plasmideo pGEMT-EasyéBamHI com a enzima de restrigdo
EcoRI: 1) marcador de 1Kb Ladder e 2) anélise por digestio de pGEMT-
EasyéBamHlcas.sptb* com a enzima de restricio EcoRIl, fragmento de DNA
SpPGKspt15*tPGKS (2615 pb) e plasmideo pGEMT-EasydBamHI (3348 pb).

4.4 Obtencdo de transformantes da linhagem S. cerevisiae YPH252 com o

plasmideo pMA91spt15* e com fragmento de DNA épPGKspt15*tPGKd

Foi realizada a transformacdo da linhagem S. cerevisiae YPH252 com o
plasmideo pMA91spt15* e com fragmento de DNA dpPGKspt15*tPGKa.
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4.4.1 Transformacao de YPH252 com o plasmideo pMA91spt15*

A linhagem YPH252 foi transformada com o plasmideo recombinante
pPMA91sptl5*, e com o plasmideo pMA91(controle), utilizando-se 3 pg de cada
plasmideo. Os clones transformantes foram selecionados por complementacao génica do
fendtipo Leu™ em meio minimo (SD-THUAL) (Tabela 5).

Tabela 5- Eficiéncia de transformagéo da linhagem YPH252 com o plasmideo pMA91spt15*.

Plasmideos Quantidade NUmero de Eficiéncia de Transformacao
Transformantes (n°Transformantes/ ug DNA)
PMA91spt15* 3ug 4.342 1,447 x 10°
pMA91 3 ug 6.219 2,073 x 10°

4.4.2 Transformacéo de YPH252 com o fragmento de DNA opPGKspt15*tPGKo

O fragmento de DNA dpPGKsptl5*tPGKo foi introduzido na linhagem
YPH252, empregando-se co-transformacdo com o plasmideo pAJ50. O plasmideo

pAJ50 foi empregado sozinho numa transformagéo controle.

Etapa 1: Selecdo dos clones por complementacdo génica

Os transformantes foram selecionados em meio minimo sem leucina (SD-THUAL)
(Tabela 6).

Tabela 6- Eficiéncia de transformacédo da linhagem YPH252 com o fragmento de DNA
SpPGKspt15*tPGKS .

Eficiéncia de
Transformagéo do

DNAs Quantidade Ntmero de plasmideo pAJ50
Transformantes
(n°Transformantes/ g
DNA)
pAJ50 6 g 2.310 0,385 x 10°
SpPGKspt15*tPGKo 3
+ pAJ50 6 1ug + 6 ug 1.322 0,220 x 10
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Etapa 2: Selecdo dos clones recombinantes que receberam o fragmento de DNA
OpPGKspt15*tPGKS

Os clones recombinantes que receberam o fragmento de DNA
dpPGKsptl5*tPGKo6 foram selecionados dentre os transformantes inicialmente
selecionados por complementacdo génica obtidos com a mistura dpPGKspt15*tPGKd +
pAJ50.

Para tanto, os clones recombinantes Leu” pré-selecionados foram cultivados em
meio SD-THUAL 5% de glicose e incubados em tubos de ensaio contendo tubos
Durhan, em estufa, a 28 °C, por 48 hora. Aproximadamente, 100 clones escolhidos ao
acaso foram testados e destes, apenas 3 clones apresentaram melhor desempenho de
fermentacdo, sendo os primeiros a fermentar glicose, variando de 24, 27 e 28 horas,
sendo o melhor clone, aquele que fermentou depois de 24 horas de incubacao.

Para confirmacdo da o-integracdo do fragmento de DNA 3pPGKspt15*tPGKd
no DNA gendmico da linhagem de levedura laboratorial YPH252, o DNA gendmico do
melhor clone, foi isolado, purificado e empregado como molde em reacdo de PCR com
oligonucleotideos PGKFg,, e PGKg,. Esta abordagem permitiu a confirmacédo da insercédo
do fragmento de DNA 5pPGKspt15*tPGKd integrado em seu genoma (Figura 15).

6000 ph
2615 prr 3000 pt

2500 ph
—— 1000 pb

Figura 15. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio, submetido a
eletroforese do fragmento “SpPGKspt15*tPGKS” obtido por amplificagdo por PCR do
plasmideo pGEMT-EasydBamcasspt15*; 2) DNA total isolado do clone da linhagem de
levedura YPH252 transformada com o fragmento spPGKspt15*tPGKJ; 3) 1Kb DNA Ladder
Fermentas (150 ng) e 4) Controle negativo das amplificacdes por PCR.
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4.5 Caracterizacao dos clones transformantes YPH252/pMA91spt15* e YPH252/
SpPGKspt15*tPGK&

4.5.1 Analise qualitativa

Foi realizada uma andlise qualitativa da capacidade de fermentacdo em glicose
5% dos clones recombinantes YPH252/pMA91spt15*, YPH252/6pPGKspt15*tPGKS e
YPH252/pMA91 (controle) (Material e Métodos, item 3.18) (Figura 16). A linhagem
recombinante YPH252/6pPGKspt15*tPGKS iniciou a fermentacdo apds 24 horas de
incubacdo em estufa, a 28°C. A linhagem recombinante YPH252/pMA91spt15* (Figura
16B), inicia a fermentacdo a 36 horas de incubacdo; e a fermentacdo da linhagem
recombinante YPH252/pMAO91 (controle) (Figura 16C) somente iniciou a 48 horas de
incubacéo (Figura 16D).

Conforme 0 esperado as linhagens recombinantes
YPH252/6pPGKspt15*tPGKS e YPH252/pMA91sptl5* foram notavelmente mais
eficientes no processo de fermentacdo que a linhagem recombinante YPH252/ pMA91
(controle).

YPH2 2pMAI sptl§*

YPH23 8pPGKspil 5#PGKS

YPH252pMAYIsptl5*

YPH252PMAY]
YPH252pMAI]
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Figura 16. Ensaio de fermentacdo da linhagem YPH252 transformada com os plasmideos pMA91
(controle) e pMA91spt15* (Figura 12); e, como o fragmento dpPGKspt15*tPGKS (Figura
16). Os ensaios foram realizados em meio SD-THUAL 5% glicose em tubos contendo tubo
Durhan, incubados em estufa, a 28 °C e observados a cada 12 horas de incubacgéo. Foto da
anélise bioldgica de fermentacdo depois de incubagdo por: 24 horas, onde se observa. B) 36
horas, onde também foi observada a fermentacdo da linhagem recombinante
YPH252/pMA91sptl5*; C) 48 horas, na qual ocorreu fermentacdo da linhagem
YPH252/pMA91; D) ensaio de fermentacéo depois de 60 horas de incubacéo.

Foi realizada uma analise qualitativa da capacidade de fermentacdo em glicose
20% dos clones recombinantes YPH252/pMA91spt15*, YPH252/5pPGKspt15*tPGKS
e YPH252/pMAJ91 (controle) (Material e Métodos, item 3.18) (Figura 17). A linhagem
recombinante YPH252/ 5pPGKspt15*tPGKSd iniciou a fermentacdo ap0s 24 horas de
incubacdo em estufa, a 28°C (Figura 17A), sendo a primeira a fermentar. Apds 48 horas
de incubacdo, também foi observado a fermentacdo da linhagem recombinante
YPH252/pMA91spt15* (Figura 17C). Apbs 60 horas de incubacdo, foi constatada a
fermentacdo da linhagem recombinante YPH252/pMAJ91 (controle) (Figura 17D). Apo6s
72 horas de incubacdo em estufa, a 28 °C, todas as leveduras estavam fermentando,
sendo as linhagens recombinantes YPH252/6pPGKspt15*tPGKd e
YPH252/pMA91spt15* apresentando maior formacdes de bolhas (Figura 17E).
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Conforme o esperado as linhagens recombinantes YPH252/56pPGKspt15*tPGKd
e YPH252/pMA91sptl5* foram notavelmente mais eficientes no processo de

fermentacao que a linhagem recombinante YPH252/ pMA91 (controle).
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Figura 17. Ensaio de fermentacdo da linhagem YPH252 transformada com os plasmideos pMA91
(controle) e pMA91sptl5* (Figura 12); e, como o fragmento dpPGKspt15*tPGK3 (Figura
15). Os ensaios foram realizados em meio SD-THUAL 20% glicose em tubo contendo tubo
Durhan, incubados em estufa, a 28 °C e observados a cada 12 horas de incubagdo. Foto da
analise biologica de fermentagdo depois de incubagdo por: 24 horas, onde foi observada a
fermentacdo da linhagem recombinante YPH252/5pPGKspt15*tPGKS3; B) 36 horas; C) 48
horas, onde a linhagem recombinante YPH252/pMA91spt15* comecou a fermentar; D) 60
horas, onde a linhagem recombinante YPH252/pMA91, comecou a fermentar. E) 72 horas,
na qual as linhagens recombinantes YPH252/pMA91spt15* e YPH252/5pPGKspt15*tPGK3d
liberam grande quantidade de bolhas. F) 84 horas.

4.5.2 Analise da curva de crescimento das leveduras recombinantes
YPH252/pMA91sptl5*, YPH252/0pPGKsptl5*tPGKd e YPH252/pMA91

As curvas de crescimento dos clones transformantes YPH252/pMA91spt15*,
YPH252/6pPGKspt15*tPGKS e YPH252/pMA91 foram construidos (Figura 18).

Para tanto, os clones transformantes foram cultivados em meio YPD liquido,
contendo 5% de glicose, durante 120 horas, e as aliquotas foram retiradas a cada 12
horas (Materiais e Métodos, item 3.20).

De acordo com essa analise, as linhagens transformantes YPH252/pMA91spt15*
e YPH252/6pPGKspt15*tPGK& apresentaram velocidades de crescimento maiores que
a linhagem controle YPH252/pMA91 (Figura 18). Entendeu-se que este comportamento
seja resultante da reprogramacdo do metabolismo da linhagem hospedeira YPH252, por
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meio do fator de transcricdo codificado pelo gene SPT15 mutagenizado em trés
diferentes posicoes (spt15*)
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Figura 18. Curvas de crescimento em meio YPD (5% glicose) das linhagens YPH252/pMA91sptl15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKS (tridngulo) e YPH252/pMA91 (loséangulo),
cultivadas a 28 °C, com aeracdo em frascos agitados em “shaker”.

Também, as curvas de crescimento dos clones transformantes das linhagens
YPH252/pMA91sptl15*, YPH252/6pPGKsptl5*tPGKo e YPH252/pMA9L cultivados
em meio YPD liquido, contendo 20% de glicose, foram construidos.

De acordo com essa analise, as linhagens transformantes YPH252/pMA91spt15*
e YPH252/5pPGKspt15*tPGKo apresentaram velocidades de crescimento maiores que
a linhagem controle YPH252/pMA91 (Figura 19). Entendeu-se que o comportamento
observado em meio YPD 20% glicose foi inferior ao observado em meio YPD 5%
glicose (Figura 19). Entretanto, em ambos os ensaios com meio YPD 5% glicose e 20%
glicose, as linhagens recombinantes YPH252/pMA91sptl15* e
YPH252/6pPGKspt15*tPGKd apresentaram crescimentos superiores ao da linhagem
recombinante controle YPH252/pMA91 (Figuras 18 e 19).
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Figura 19. Curvas de crescimento em meio YPD (20% glicose) das linhagens, YPH252/pMA91spt15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKd (triangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo),
cultivadas a 28 °C, com aeracdo em frascos com agitagdo em “shaker”.

4.5.3 Anélise do peso da massa seca das leveduras recombinantes
YPH252/pMA91sptl5*, YPH252/5pPGKsptl5*tPGKo e YPH252/pMA91

O peso da massa seca das leveduras recombinantes YPH252/pMA91sptl15*,
YPH252/6pPGKspt15*tPGKs e YPH252/pMA91 foi obtido por centrifugacdo da
aliquota de 1 mL retirada a cada oito horas do cultivo em meio SD-THUAL (Material e
Métodos, item 3.5) em estufa a 28 °C, por 80 horas. O sedimento obtido foi seco em
estufa a 37 °C, por 48 horas e pesado em balanca analitica. Foram realizados dois
ensaios com diferentes concentragdes de glicose: com 5% de glicose (Figura 20) e com
20% glicose (Figura 21).
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Figura 20. Peso em gramas da massa seca obtida do cultivo das linhagens YPH252/pMA91spt15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGK3d (triangulo) e YPH252/pMA91 (losdngulo) em
meio SD-THUAL (5% glicose) em estufa, a 28 °C, por 80 horas.
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Figura 21. Peso em gramas da massa seca obtida do cultivo das linhagens YPH252/pMA91spt15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKd (tridngulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) , em
meio SD-THUAL (20% glicose) em estufa, a 28 °C, por 80 horas.
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4.5.4 Analise da concentragdo inibitoria minima dos clones YPH252/pMA91spt15* e
YPH252/0pPGKsptl15*tPGKo a glicose.

Os clones portadores do alelo triplo mutado sptl5* (YPH252/pMA91 e
YPH252/6pPGKspt15*tPGKd) foram testados quanto a sensibilidade as diferentes
concentragfes de glicose. A minima concentracdo inibitéria de glicose que inibe o
crescimento (MIC) (Tabela 7), foi realizada em meio SD-THUAL liquido (Material e
Métodos, itens 3.5 e 3.21), em diferentes concentracGes de glicose, com aeracdo em
“shaker”, ap6s 48 horas (Figura 22).
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Figura 22. Foto do ensaio da determinacdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) de glicose nas
linhagens recombinantes, cultivadas em meio SD-THUAL, a 28 °C, com aeracdo em
“shaker’, ap0s 48 horas: A) YPH252/6pPGKsptl5*tPGKS, onde a concentragdo minima
inibitoria foi 45% de glicose; e, B) YPH252/pMA91, onde a concentragdo minima inibitoria
foi 30% de glicose.

Tabela 7 — Sensibilidade das linhagens recombinantes YPH252/8pPGKspt15*tPGK6 e YPH252/pMA91
a glicose.

Linhagens recombinantes Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)
YPH252/5pPGKspt15*tPGK6 <45%
YPH252/pMA91 (controle) <30%
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A sensibilidade dos clones recombinantes a altas concentracGes de acucar foi
avaliada ap0s 48 horas de cultivo em meio SD-THUAL, em diferentes concentracdes de

glicose a 28 °C, com agitacao em “shaker” (Figura 23) (Material e Métodos, item 3.21).
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Figura 23. Anélise da concentracdo minima inibitéria (MIC) das linhagens recombinantes
YPH252/8pPGKspt15*tPGKSJ (tridngulo) e YPH252/pMA91 (losangulo), cultivo em meio
SD-THUAL, a 28 °C, com agitacéo em frascos no “shaker”, apds 48 horas.

4.5.5 Anélise quantitativa do consumo de glicose dos recombinantes
YPH252/pMA91spt15*, YPH252/0pPGKsptl5*tPGKo e YPH252/pMA91

As curvas de consumo de glicose dos clones recombinantes
YPH252/pMA91spt15*, YPH252/5pPGKsptl5*tPGKd e YPH252/pMA91 (controle)
foram determinadas avaliando-se as capacidades de consumo de glicose durante ensaios
de fermentacéo, por 80 horas, em meio SD-THUAL contendo 5% de glicose (Figura 24)
e 20% de glicose em estufa, a 28 °C (Figura 25) (Material e Métodos, item 3.22).

De acordo com essa analise, 0s recombinantes YPH252/pMA91sptl5* e
YPH252/6pPGKspt15*tPGKo apresentaram velocidade de consumo de glicose superior
ao da linhagem YPH252/pMA91 que néo possui o alelo triplo mutado spt15* (Figuras
24 e 25).
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Figura 24. Gréfico do consumo de glicose do ensaio de fermentacdo dos clones YPH252/pMA91spt15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKS (triangulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em meio
SD-THUAL (5% de glicose), cultivadas em estufa, a 28 °C, por 80 horas.
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Figura 25. Gréfico do consumo de glicose do ensaio de fermentacdo dos clones YPH252/pMA91spt15*
(quadrado), YPH252/6pPGKspt15*tPGKS (triangulo) e YPH252/pMA91 (loséngulo) em meio
SD-THUAL (20% de glicose), cultivadas em estufa, a 28 °C, por 80 horas.
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4.5.6 Andlise quantitativa da producéo de etanol das linhagens recombinantes
YPH252/pMA91spt15*, YPH252/0pPGKsptl5*tPGKo e YPH252/pMA91

Foi realizada uma avaliacdo quantitativa da producdo de etanol pelos clones
recombinantes  YPH252/pMA91spt15*, YPH252/6pPGKspt15*tPGKd e
YPH252/pMA91 em meio SD-THUAL contendo 5% glicose (Figura 26) e 20% glicose
(Figura 27), conforme descrito em Material e Métodos (item 3.23).

Os resultados obtidos indicam que as linhagens recombinantes
YPH252/pMA91sptl5* ¢ YPH252/6pPGKsptl5*tPGKS apresentam incrementos
positivos na capacidade de producdo de etanol, a partir de 5% de glicose ou a partir de
20% de glicose, em relacédo a linhagem original hospedeira YPH252/pMA91 (controle)
(Figuras 26 e 27).
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Figura 26. Gréfico de producdo de etanol pelas linhagens recombinantes YPH252/pMA91sptl5*
(quadrado), YPH252/6pPGKsptl15*tPGKS (triangulo) e YPH252/pMA91 (loséngulo) em
provetas contendo 40 ml de meio SD-THUAL (5% de glicose), incubadas em estufa a 28
°C.
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Figura 27. Gréafico de producdo de etanol pelas linhagens recombinnates YPH252/pMA91sptl15*
(quadrado), YPH252/8pPGKspt15*tPGKd (tridngulo) e YPH252/pMA91 (losangulo) em
provetas contendo 40 ml de meio SD-THUAL (20% de glicose), incubadas em estufa a 28

°C.

4.6 Analise da sequéncia do alelo SPT15 da linhagem S. cerevisiae industrial PE-2

O gene SPT15 da linhagem de levedura industrial PE-2 e da linhagem de
levedura laboratorial S288C foram amplificados por PCR, usando os oligonucleotideos
iniciadores KPP1g,, e KPP5g, (Tabela 4) e como molde o DNA total de cada uma destas
linhagens (Material e Métodos, item 3.14); e, suas sequiéncias nucleotidicas obtidas
foram alinhadas e comparadas.

Foi verificado 100% de identidade nas sequéncias dos alelos SPT15 das
linhagens S288C e PE-2. Isto permite que se criem &timas perspectivas para um
trabalho futuro de insercdo de cdpias do alelo sptl5* no genoma das linhagens S.

cerevisiae industriais.
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5 CONCLUSOES

- Os resultados obtidos indicam superioridade fermentativa, 0 consumo mais
répido de glicose e o maior rendimento de producéo de etanol da linhagem S. cerevisiae
recombinante YPH252/5pPGKspt15*tPGKd em comparagdo a linhagem recombinante
YPH252/pMA91spt15* e esta, por sua vez, foi superior a linhagem YPH252/pMA91
(controle negativo, com genoma equivalente ao da linhagem hospedeira);

- O plasmideo pGEMTéBamcasspt15* foi construido com sucesso, permitindo
em trabalhos futuros a obtencdo de clones recombinantes S. cerevisiae derivadas de
linhagens selvagens com copias de spt15* inseridas em seu genoma;

- O alelo SPT15 presente na linhagem S. cerevisiae industrial PE-2 apresenta
100% de identidade do alelo da linhagem S288C. Como a linhagem laboratorial
apresentou um incremento de sua capacidade de assimilacdo e fermentacdo de glicose,
Otimos resultados também deverdo ser alcancados por transformantes de PE-2 com
copias de sptl15* inseridas no genoma.

- Para a confirmacéo e determinacdo do ganho de capacidade de producéo de
etanol pelas novas linhagens recombinantes propostas neste trabalho, se fara necessario
o desenvolvimento de ensaios de fermentacdo em biorreator, onde 0s varios parametros
padrdo sdo acompanhados e avaliados com precisdo. Isto porque principalmente
linhagem S. cerevisiae PE-2 ja é 6tima produtora de etanol e pequenos incrementos da
capacidade de producdo sdo de extrema importancia, porém demandam capazes de

analise com alta precisdo, para sua confiabilidade.
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ANEXO

Sequéncia alinhada do gene SPT15 e do alelo triplo mutado spt15*.

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc_SPT15 Mutant

Wild-type Sptl5
EtOH-Glc SPT15 Mutant

ATGGCCGATGAGGAACGTTTAAAGGAGTTTAAAGAGGCAAACAAGATAGT
ATGGCCGATGAGGAACGTTTAAAGGAGTTTAAAGAGGCAAACAAGATAGT

LR R RS S S S SRR R R SRR R R R R R R R R R EEEEEEE R R R R R R R R R

GTTTGATCCAAATACCAGACAAGTATGGGAAAACCAGAATCGAGATGGTA
GTTTGATCCAAATACCAGACAAGTATGGGAAAACCAGAATCGAGATGGTA

LR R RS S S S SRR R SRR R R R R R R R R R R EEEEEEE R R R R R R R

CAAAACCAGCAACTACTTTCCAGAGTGAAGAGGACATAAAAAGAGCTGCC
CAAAACCAGCAACTACTTTCCAGAGTGAAGAGGACATAAAAAGAGCTGCC

LR R RS RS S SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CCAGAATCTGAAAAAGACACCTCCGCCACATCAGGTATTGTTCCAACACT
CCAGAATCTGAAAAAGACACCTCCGCCACATCAGGTATTGTTCCAACACT

LR R RS RS S SRR R SRR R R R R R R R R R R EEEEEEE R R R R R R R R R R

ACAAAACATTGTGGCAACTGTGACTTTGGGGTGCAGGTTAGATCTGAAAA
ACAAAACATTGTGGCAACTGTGACTTTGGGGTGCAGGTTAGATCTGAAAA

KA A A A A A A A A A A A A A Ak kA A Ak Ak Ak Ak kA Ak kA Ak kA Ak Ak kA k ok ok kK%

CAGTTGCGCTACATGCCCGTAATGCAGAATATAACCCCAAGCGTTTTGCT
CAGTTGCGCTACATGCCCGTAATGCAGAATATAACCCCAAGCGTTTTGCT

KA A A A A A A A A A A A A A Ak kA A Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak kA kA kA Ak kA k ok ok ok k%

GCTGTCATCATGCGTATTAGAGAGCCAAAAACTACAGCTTTAATTTTTGC
GCTGTCATCATGCGTATTAGAGAGCCAAAAACTACAGCTTTAATTTTTGC

KA A A A A A A A A A A A A A Ak kA A Ak Ak Ak Ak Ak kA kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok kK%

CTCAGGGAAAATGGTTGTTACCGGTGCAAAAAGTGAGGATGACTCAAAGC
CTCAGGGAAAATGGTTGTTACCGGTGCAAAAAGTGAGGATGACTCAAAGC

KA A A A A A A A A A A A A Ak kA Ak kA kA Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak kA kA kA k ok ok kK%

TGGCCAGTAGAAAATATGCAAGAATTATCCAAAAAATCGGGTTTGCTGCT
TGGCCAGTAGAAAATATGCAAGAATTATCCAAAAAATCGGGTTTGCTGCT

R R R R R R I R I S S

AAATTCACAGACTTCAAAATACAAAATATTGTCGGTTCGTGTGACGTTAA
AAATTCACAGACTTCAAAATACAAAATATTGTCGGTTCGTGTGACGTTAA

R R R R R R R R R R R R R I

ATTCCCTATACGTCTAGAAGGGTTAGCAT T CAGTCATGGTACTTTCTCCT
ATTCCCTATACGTCTAGAAGGGTTAGCATCCAGTCATGGTACTTTCTCCT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkh hhkkhhkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

CCTATGAGCCAGAATTGTTTCCTGGTTTGATC TATAGAATGGTGAAGCCG
CCTATGAGCCAGAATTGTTTCCTGGTTTGATCCATAGAATGGTGAAGCCG

khkkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AAAATTGTGTTGTTAATTTTTGTTTCAGGAAAGATTGTTCTTACTGGTGC
AAAATTGTGTTGTTAATTTTTGTTTCAGGAAAGATTGTTCTTACTGGTGC

khkkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AAAGCAAAGGGAAGAAATTTACCAAGCTTTTGAAGCTATATACCCTGTGC
AAGGCAAAGGGAAGARATTTACCAAGCTTTTGAAGCTATATACCCTGTGC

R R R R R I

TAAGTGAATTTAGAAAAATGTGA 723
TAAGTGAATTTAGAAAAATGTGA 723

R R R R
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