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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.



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
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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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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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