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RESUMO

O setor industrial de producdo de alcool combustivel, como uma atividade
biotecnoldgica, ainda ndo experimentou o uso das novas tecnologias de
modificagdo genética nas células da levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual
poderia contribuir para o aumento do rendimento de etanol e/ou utilizacdo de
fontes alternativas de carbono para o processo fermentativo. Neste trabalho,
linhagens industriais de S. cerevisiae previamente selecionadas pela capacidade
de permanéncia no processo industrial foram utilizadas como hospedeiras em
experimentos de manipulagdo genética com intuito de modificar o metabolismo
redox de forma a aumentar o rendimento a etanol. Entretanto, a constituicdo
genética das linhagens industriais requereu que uma série de adaptagcbes aos
procedimentos convencionais de manipulagdo genética em linhagens de
laboratério fossem otimizadas. O primeiro tipo de atividade consistiu no desenho
experimental e no aprimoramento dos procedimentos de dele¢ao génica baseados
na recombinacgéo de sequéncias homodlogas em cassetes de integragdo. Para este
fim, o gene GDH1, codificador da enzima glutamato desidrogenase, foi parcial ou
completamente removido do genoma da linhagem industrial com o uso de
fragmentos de PCR que continham sequéncias com mais de 300 bp de homologia
com as regides 5 e 3" do gene alvo. Este gene codifica a principal enzima da via
de assimilacdo de amébnia e sua remocado deve causar a substituicido dos
cofatores NADPH por NADH nesta via. Tanto a extensdo das sequéncias de
homologia quanto os tipos de primers de verificagdo da integracado e da delecao
foram otimizados. A segunda estratégia consistiu na inser¢cdo gendmica por
integracdo homodloga do gene bacteriano GAPN codificador da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Ao contrario da enzima da levedura, esta
enzima bacteriana utiliza NADPH como cofator, ao invés de NADH, e nao
promove a sintese de ATP. O gene bacteriano foi clonado em um plasmideo que
apresenta sequéncias das regides 5 e 3’ do gene HO de S. cerevisiae e o cassete
de integracdo foi utilizado para inser¢édo no locus HO do genoma da levedura.
Para esta atividade, os tipos de primers de verificagdo da integracdo também
foram otimizados. O conjunto de procedimentos experimentais descritos neste
trabalho abre oportunidades para futuras manipulagbes genéticas que possam
produzir células recombinantes uteis para os processos industriais. Além disso,
faz-se necessaria a construgao de vetores de integracdo que permitam a posterior
remog¢ao da marcas de resisténcia a antibioticos, mantendo-se a capacidade de
adaptacao aos ambientes industriais.

Palavras-chaves: Genética de Microorganismos, Biologia Celular e Molecular,
Engenharia Metabdlica, Leveduras-Saccharomyces cerevisiae, alcool combustivel



ABSTRACT

The industrial production of bioethanol, as a biotechnological activity, have not yet
taken the advantages of the recombinant DNA technology that can contribute to
improve ethanol production by increasing ethanol yields and/or by fermenting
alternative carbon sources. In this work, an industrial S. cerevisiae strain previously
isolated for its dominance in the industrial process was used as host for genetic
modification in order to improve ethanol production by modifying the redox
metabolism. However, the complexity of the industrial cells genetic constitution
demand for a series of adaptation in the experimental methods currently used for
laboratory strains. The first approach was based on the use of linear DNA
integration fragments to delete yeast genes by homologous recombination. For this
purpose, the GDH1 gene, which encodes the yeast NADPH-dependent glutamate
dehydrogenase, was partially or totally deleted from the yeast genome by the use
of long (over 300 bp) flanking DNA sequences with homology to the 5-upstream
and 3’-downstream sequences of the targeted gene. This gene encodes the main
enzyme involved in ammonia assimilation in S. cerevisiae and its deletion turns
ammonia assimilation to the alternative NADH-dependent pathway. It changes the
cofactor normally required for ammonia assimilation and promote a redox
unbalance that theorectically leads to increased ethanol production. In the course
of the experiments the length of homologous regions and the procedures for cells
transformation and recombinant identification were improved. The second
approach was based on the site-specific integration of heterologous gene in the
genome of industrial yeast. The bacterial gapN gene, which encodes for the non-
phosphorilating glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase in Streptococcus
mutants, was cloned under the control of the yeast TPI1 gene promoter in an
integrative plasmid that targets DNA integration to the HO locus of the yeast
genome. Opposite to the yeast enzyme, the bacterial enzyme uses NADPH as
cofactor and its activity does not produce ATP at substrate level during the
glycolysis. Yeast transformants were obtained and confirmed after improvement in
the experimental procedures currently used for laboratory yeast strains. The results
described in the present work open the perspective for genetic manipulation of any
bioethanol-producing yeast cells isolated form different industrial plants. Moreover,
the recombinants produced will be further tested for the recently published
metabolic hypothesis that proposed the redox modification via GDH1 deletion and
gapN expression as efficient approaches to improve bioethanol production.

Keywords: genetic of microorganisms, Cellular and Molecular biology, metabolic
engineering, yeasts-Saccharomyces cerevisiae, alcohol
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1. INTRODUGAO

O Brasil é atualmente o maior produtor de alcool combustivel, seguido
pelos EUA, Africa do Sul, Australia e paises do Caribe. A producdo mundial de
alcool aproxima-se dos 40 bilhdes de litros por ano, dos quais 15 bilhdes de
litros sdo produzidos no Brasil. A regido Nordeste é responsavel por cerca de
30% da produgéao nacional.

No Brasil, o etanol é produzido a partir da fermentagao do caldo de cana
de agucar ou melago de cana de agucar por células da levedura Saccaromyces
cerevisiae em condicdes de anaerobiose. Dois sdo os sistemas atualmente
utilizados: a batelada e o sistema continuo. O processo fermentativo apresenta
CO,, etanol, biomassa e glicerol como produtos gerados, sendo os primeiros os
mais relevantes. Entretanto, os dois ultimos tém sido alvos de muitos projetos
de pesquisa, pois acabam utilizando carbono e energia que poderiam ser
utilizadas para aumentar a producgao de etanol.

O etanol tem se tornado a alternativa mais promissora como composto
carburante e fonte de energia e a demanda por este produto tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, induzindo o aumento na produgéo nacional.
Existem trés alternativas para este aumento: a expansao da area plantada com
cana de agucar, o aumento no rendimento fermentativo e a utilizacdo de outras
fontes de carbono como residuos celuloliticos. A primeira alternativa encontra
barreiras ambientais, enquanto que as duas ultimas requerem uma série de
modificagdes genético-metabdlicas das células da levedura. Para tanto, varias
estratégias estdo sendo propostas na literatura com vistas ao redirecionamento
dos fluxos metabdlicos para o aumento da producdo de etanol, com
consequente diminuigdo de glicerol e de biomassa, dentro do que se chama
modernamente de “Engenharia Metabdlica”.

No presente trabalho foram implementadas duas estratégias de
modificagdo genética de vias metabdlicas de uma linhagem industrial, uma
delas por meio de dele¢cdo do gene GDH1 e a outra pela a integracdo do gene
heterélogo gapN. Ambas as propostas visam o redirecionamento dos fluxos
metabdlicos que levam a redugdo da producédo de glicerol e a otimizagdo do

rendimento de etanol.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

O bioetanol, alcool obtido através da fermentagdo de microorganismos,
€ um combustivel renovavel. A demanda deste combustivel vem aumentando
anualmente devido aos pregos atrativos no mercado e as imposicdes das leis de
protecdo ambiental em alguns paises, pelo fato deste combustivel ser menos
poluente do que a gasolina. Portanto, € de grande interesse econdmico para a
industria alcooleira do Brasil a possibilidade da utilizagdo de uma linhagem
geneticamente modificada que permita o aumento do rendimento de etanol a
partir da mesma quantidade de cana processada. Os resultados obtidos neste
trabalho representam o inicio da modificagdo genética com linhagens industriais
de S. cerevisiae que foram isoladas diretamente do processo fermentativo e
abre perspectivas para o inicio da utilizagdo da tecnologia do DNA

recombinante no contexto deste setor industrial.

3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral
Obtencao de linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae com vias
metabdlicas modificadas geneticamente para otimizacdo do rendimento

fermentativo a etanol.

3.2.0bjetivos Especificos

3.2.1. Construgdo de uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae
modificada geneticamente pela delegdo do gene GDH71 que atua na via de
assimilagao de amonia;

3.2.2. Construgdo de uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae
modificada geneticamente pela integragdo do gene heterélogo gapN

proveniente da bactéria Streptococcus mutants.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. CONSIDERAGOES SOBRE O BIOETANOL

O beneficio ambiental associado ao uso de alcool é enorme, pois cerca
de 2,3 t de CO, deixam de ser emitidas para cada tonelada de alcool
combustivel utilizado, sem considerar outras emissdes, como o SO,.

A cana-de-agucar é a segunda maior fonte de energia renovavel do
Brasil com 12,6% de participagdo na matriz energética atual, considerando-se o
alcool combustivel e a co-geragao de eletricidade, a partir do bagago. Dos 6
milhdes de hectares, cerca de 85% da cana-de-agucar produzida no Brasil esta
na Regiao Centro-Sul (concentrada em Sao Paulo, com 60% da produgéo) e os
15% restantes na regido Norte-Nordeste. Na safra 2004, das 380 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar moidas, aproximadamente 48% foram destinadas
a producao de alcool. No total foram produzidos 15,2 bilhdes de litros de alcool
e uma geracao de energia elétrica superior a 4 GWh durante a safra, o que
representa aproximadamente 3% da nossa geracdo anual (FONTE:
BIODIESELBR -http://www.biodieselbr.com/energia/alcool/etanol.htm - acesso
em 07/05/2006).

A comercializagdo dos carros bicombustiveis, tipo flex, iniciada em
marco de 2003, tem impulsionado a demanda interna pelo alcool hidratado.
Segundo a associagdo Nacional de Fabricantes de Veiculos Automotores
(Anfavea), foram comercializados 40.178 veiculos flex naquele ano, que
representam 3.1% das vendas internas no atacado. Em 2004 passando para
328.379 automoveis, equivalente a 21.6%. Em 2005, no primeiro semestre, as
vendas marcaram 302.435 unidades, 39.5% do total comercializado. (FONTE:
IPARDES-http://www.ipardes.gov.br/pdf/bol_ana_conjuntural/bol_27 4g.pdf -
acesso em 07/05/2006).

A figura 1 compara a producgao de etanol em diferentes paises e a figura
2 demonstra como o ganho de escala, a pratica empresarial e as inovagdes
tecnoldgicas tornaram o alcool competitivo com a gasolina.

O bioetanol € um produto biotecnolégico que € gerado a partir da
conversao bioquimica da glicose da sacarose da cana de agucar em etanol e

didxido de carbono. No Brasil, muitos estudos foram feitos sobre a microbiologia
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do processo, mas pouco se avangou no conhecimento de mecanismos celulares
que governam a produgao de etanol durante a fermentagdo e até o momento
este setor ainda ndo se beneficiou do potencial da manipulagdo genética. A
seguir serdao apresentadas informacbes basicas sobre a levedura da
fermentacdo e sobre as possibilidades de aprimoramento do rendimento

industrial por manipulagao genética.

0 Bilhdes de litros

=
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

mBrasil mEUA/Canadd mUE mMundo

Figura 1. Produgdo mundial de etanol. Fonte: BIODIESELBR -

http://www.biodieselbr.com/energia/alcool/etanol.htm - acesso em 07/05/2006
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Figura 2. Produgédo e custo do etanol no Brasil. Fonte: BIODIESELBR -

http://www.biodieselbr.com/energia/alcool/etanol.htm - acesso em 07/05/2006
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4.2. Leveduras

As leveduras sédo fungos unicelulares normalmente nao filamentosos,
com formato esférico ou oval, amplamente distribuidas na natureza.
Microorganismos eucariontes, heterotréficos, sapréfitos ou parasitas, podem ser
encontrados associados ao solo, humus, plantas, animais, agua ou outro
substrato fornecedor de agucar (PHAFF,1990; WALKER, 1998).

A levedura Saccharomyces cerevisiae pertence ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae e Género Saccharomyces (ALEXOPOULOS, 1996).

As leveduras possuem cromossomos lineares de tamanhos diferentes,
com DNA fita-dupla. Os cromossomos das leveduras sao muito pequenos, nao
sendo possivel a determinagdo do caridtipo através do bandeamento
cromossOémico, entretanto a cariotipagem pode ser realizada através da técnica
de eletroforese em campo pulsado. Células haploides de S. cerevisiae possuem
16 cromossomos que variam em comprimento de 245 a 2200 Kpb, totalizando
um genoma de 14 Mpb. O genoma de S. cerevisiae foi completamente
sequenciado, estando em progresso a analise funcional de seus genes
(WINZELER et al. 1999).

4.3. Ciclo de vida

As leveduras se reproduzem geralmente por brotamento, embora
ocorram géneros que se reproduzam por fissdo, fissdo-brotamento ou
brotamento em base larga. Os brotos podem ser produzidos em qualquer parte
da célula (brotamento multilateral), ou nos dois polos da célula (brotamento
bipolar) ou ainda em um unico local da célula (brotamento monopolar)
(SAMSON, 1996).

A familia Saccharomycetaceae inclui leveduras que sao
predominantemente unicelulares e podem produzir pseudomicélio, possuem
reproducdo assexuada primariamente por brotamento multilateral e produzem
ascosporos livres a partir de ascos que se originam tanto de um zigoto como
partenogeneticamente de uma célula somatica (ALEXOPOULQOS, 1996). O asco

€ um tipo especial de esporangio no qual se desenvolvem os produtos da
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meiose, os ascosporos (FINCHAN et al., 1979).

O ciclo meidtico em leveduras é caracterizado pela geracdo de
quatro células hapldides, esporos, que sdo agrupadas em ascos. A divisdo
celular por brotamento ocorre quando uma protuberancia surge na superficie
externa e a medida que o broto cresce em tamanho o nucleo da célula parental
se divide, e um dos nucleos migra para o broto. O material da parede celular é
entdo sintetizado entre o broto e a célula parental, e o broto eventualmente se
separa da mae. Algumas vezes, muitos brotos de diferentes geragdes
permanecem presos a mae, formando grupos ou uma cadeia de células. Uma
unica célula pode produzir mais de vinte e quatro células-filha por brotamento
(ALEXOPOULOS., 1996; TORTORA., 2002) (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae
FONTE: Modern Genetic Analysis, Anthony J.F. Griffiths,1999
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Figura 4. Brotamento de células de levedura
FONTE: http://www.sciencephoto.com

Em S. cerevisiae encontram-se nos ascos duas células com o sinal de
reproducao “a” e duas com o sinal de reprodugao “a”, e as conjugagdes ocorrem
apenas entre células de diferentes sinais de reprodugédo. Nas cepas selvagens,
os dois tipos celulares hapldides podem se interconverter, ou seja, uma célula
com sinal “a” pode se tornar uma com sinal “a” ou vice-versa (ALEXOPOULOS,
1996). Os fatores que determinam a qual sinal a célula pertence localizam-se no
locus MAT (Mating Type) (CASTILHO-VALARICIUS et al., 1992; WALKER,
1998). Esta interconversao de sinais de reproducao é regida pelo mecanismo de
conversao génica, segundo o qual genes de informagao (a) ou (a), presentes
nos loci HMR ou HML, localizados préximo ao teldmero do cromossomo I, sdo
transferidos para o locus de expressdao MAT, localizado no mesmo
cromossomo. As cepas de leveduras utilizadas em laboratério para estudos
genéticos séo heterotalicas, ndo portadoras da propriedade de interconverséo, e
dessa forma as células haploides expressam sempre o mesmo sinal de
reprodugao (a ou a), o que garante a estabilidade das informagdes genéticas
em estudo. Em espécies homotalicas selvagens ocorre uma mutagédo no locus
HO, é codificada uma endonuclease sitio especifica responsavel pela conversao
génica e promove a diploidizacdo de linhagens hapléides (CASTILHO-
VALARICIUS et al., 1992; VOTH et al, 2001; KLAR,1987) (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida da célula heterotdlica e da célula homotalica em
Saccharomyces cerevisiae.

O genoma da S. cerevisiae foi completamente seqlenciado por um
consorcio de laboratérios em diferentes paises. A sucessao de 12.068 kilobases
definem 6.400 genes potencialmente codificadores de proteinas, havendo ainda
aproximadamente 140 genes que especificam RNAr, 40 genes para pequenas
moléculas de RNA nucleares e 275 genes de RNAt. O seqiénciamento gerou
um conjunto de informagdes sobre a organizacdo dos seus 16 cromossomos e
permitiu algumas dedugbes sobre a sua histéria evolutiva. O genoma mostra

uma quantidade consideravel de redundancia genética (GOFFEAU et al., 1996).

4.4. Aplicagoes de S. cerevisiae

O reino Mycota compreende uma enorme biodiversidade, tornando-se
modelo de organismos cujas aplicagdbes compreendem a produgao de
combustivel, produtos quimicos, produtos alimenticios, farmacos e enzimas. O
melhor exemplo destes é a levedura Saccharomyces cerevisiae, um dos
melhores modelos de organismos eucariotos para estudos sobre os processos
bioldgicos fundamentais (JEWETT et al, 2006 e HOHMANN, 2005).

Saccharomyces cerevisiae € utilizada ha dezenas de séculos como
fermento, na panificagdo e produgao de vinhos. Evidéncias moleculares de sua

presenca em fermentagdo de vinho foi obtida em jarras escondidas no tumulo
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do rei Scorpion |, um dos primeiros reis do Egito, datando de 3150sc
(CAVALIERI et al., 2003). Recentemente a levedura S. cerevisiae, modelo ha
anos para estudos genémicos, tem atraido interesse como modelo para estudos
de ecologia e genética evolutiva (LANDRY et al., 2006).

Com capacidade de crescimento anaerdbico facultativo, esta levedura
pode utilizar o oxigénio ou um componente organico como aceptor final de
elétrons, o que Ihes permite sobreviver em varios ambientes. Na presenca de
oxigénio, as leveduras respiram para metabolizar os carboidratos até dioxido de
carbono e agua. Na auséncia de oxigénio, as células fermentam os carboidratos
até etanol e diéxido de carbono (TORTORA et al, 2002).

As células de levedura transformam os acgucares dos diferentes
substratos em varios produtos de interesse comercial através do processo de
fermentacao. Este processo € utilizado na industria de alimentos para producéao
de vinhos, cerveja, bioetanol e pdo. Além disso, leveduras s&o utilizadas na
industria quimica (producéo de enzimas, pigmentos, acidulantes de alimentos e
redutores quimicos), na industria farmacéutica (vacinas, hormonios, probidticos
e fatores sanguineos), na tecnologia ambiental (controle bioldgico,
biorremediagao, utilizagdo de subprodutos industriais, bioabsor¢gdo de metais),
nas pesquisas biomédicas (metabolismo de drogas, doengas genéticas
humanas, cancer e AIDS), além das pesquisas fundamentais nas areas de
biologia celular, bioquimica, genética molecular e biologia molecular (WALKER,
1998). As industrias de bebida a base de fermentagéo alcodlica dependem da
habilidade de leveduras como Saccharomyces cerevisiae de converter 0s
agucares dos diferentes substratos (maltose, sacarose, amido) em glicose, e
este em didxido de carbono e etanol (WEALS et al. 1999).

4.5. Fermentagao alcoodlica

A formacao de etanol em Saccharomyces e em outras leveduras
ocorre a partir da assimilagdo da glicose pela via de Embden-Meyerhof-Parnas,
ou via glicolitica. Nessa via a glicose é oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a
diidroxiacetona fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato € convertido a piruvato, o qual
€ descarboxilado a acetaldeido. Na reacdo subsequente o acetaldeido €

reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase as custas de NADH". Os
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dois NAD" formados s&o utilizados na oxidagdo de outra molécula de glicose,
mantendo-se assim o equilibrio redox (redu¢do-oxidagcéo) na célula (WALKER,
1998) A diidroxiacetona pode ser convertida a gliceraldeido-3-fosfato, e

posteriormente a etanol, ou, alternativamente, reduzida a glicerol (Figura 6).

Glicose
Etanol

2 NAD* E
2NADH + 2H?

Galactose — . Glicose 6-fosfato

Frutose e manose ——— Frutose 6-fosfato Acetaldeido
Frutose 1,6-bifosfato Piruvato
‘ 2 MAD+
/ \ 2MADH + 2H?
Diidroxiacetona fosfato Gliceraldeido 3-fosfato

NADH + He
P kéi MADr
'\ Glicerol 3-fosfato

/

Glicerol

Figura 6. Mapa do metabolismo central mostrando a produgéo de etanol e
de glicerol a partir da glicose assimilada.

No processo completamente anaerobio 1 g de glicose renderia
teoricamente 0,51 g de etanol e 0,49g de CO,. Entretanto, devido a producéo de
biomassa, o rendimento de 0.46 g de etanol e de 0.44 g de CO2 a partirde 1 g
de glicose é mais realistico.

No processo de produgao de alcool combustivel no Brasil, o caldo de
cana cru ou o melago sao fermentados pela S. cerevisiae ao longo de toda a
safra. Apos cada batelada de fermentagcdo, ou durante o processo de
fermentacdo continua, as células de levedura sdo separadas do meio
fermentado por centrifugacéo e reutilizadas no processo, apés serem tratadas
com acido sulfurico para redugcdo da contaminagdo bacteriana. A elevada
concentracdo de acgucar no meio de fermentagcao, temperatura entre 33°C e

35°C e o ambiente anaerdbio contribuem para a maior eficiéncia na produgao

10
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de etanol. O curto tempo de fermentacdo de 6 h a 10 h nas fermentagcées em
batelada permite a reutilizacdo das leveduras até trés vezes por dia, num
periodo de aproximadamente 200 dias de atividade fermentativa (WEALS et al.
1999).

O glicerol € o principal subproduto da fermentagdo em S. cerevisiae. Em
condigdes normais o glicerol & liberado para o meio extracelular, porém em
condicdo de estresse osmoético acumula-se no citoplasma. O glicerol se
acumula no meio intracelular devido a um aumento de sua sintese, retengao
pela membrana plasmatica ou absorgao a partir do meio extracelular. O glicerol
€ sintetizado pela redugéo da diidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fostato, uma
reacao catalisada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD), seguida
pela defosforilagdo do glicerol-3-fosfato pela glicerol-3-fosfato fosfatase (GPP).
Essas enzimas sao produtos dos genes GPD1 ou GPD2 e GPP1 ou GPP2,
respectivamente. A diidroxiacetona fosfato pode ser formada a partir da quebra
de frutose-1,6-difosfato ou alternativamente a partir de gliceraldeido-3-fosfato
pela enzima triose-3-fosfato isomerase. Essa via parece ser a unica rota para a
producao de glicerol em S. cerevisiae, uma vez que mutantes Agpd1/Agpd2 nao
produzem glicerol. A produgcdo de glicerol € maior em meio rico em glicose
(NEVOIGT e STAHL, 1997).

4.6. Metabolismo redox em Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a ter seu
genoma completamente sequenciado (DUJON, 1996). Seu genoma
compreende em torno 6.400 genes que estdo anotados e sendo estudados
detalhadamente. Isso € possivel devido a disponibilidade de varios bancos de
dados cujas informagdes podem ser avaliadas e interpretadas ou formuladas
hipoteses sobre a sua genética (Tabela 1). Para entender, caracterizar e
explorar os fungos completamente, pesquisas cientificas estdo sendo
desenvolvidas para entender detalhadamente seu metabolismo. Caracterizar o
metabolismo dos fungos € muito importante, em particular sua diversidade
quimica através de suas vias e seus metabdlitos pelos compartimentos
celulares (JEWETT, 2006).

O balango redox citosoélico € pré-requisito para a vida celular, para

11



GUEIROS R.S. Otimizagdo das técnicas de manipulagdo genética de leveduras
industriais para aplicacdo na produgao de alcool combustivel

manter a atividade metabdlica em ordem e possibilitar o crescimento celular. A
levedura S. cerevisiae carece de atividades transidogenases (BRUINENBERG,
1985 e VAN DIJKEN, 1986) e os pares redox NAD'/NADH e NADP*/NADPH
sao compartimentalizados em estruturas membranares. Por isso, para manter o
balango redox, as coenzimas redutoras tem que ser reoxidadas no
compartimento em que sdo produzidas. (BRUINENBERG. et al, 1983; ALBERS
et al, 1998; BAKKER . et al, 2001; MICHEL et al, 2004;).

Tabela 1. Bancos de dados para Saccharomyces cerevisiae

Recurso URL Referéncia
Saccaromyces Database | http://www.yeastgenome.org WENG et al, 2003
(SGD)
Comprehensive  Yeast | http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast GULDENER et al. 2005
Genome Database
(CYGD)
Genome Database http://genome-www$5.stanford.edu/ GOLLUB et al. 2003
Genolevures http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php | Sherman et
al.2004
Saccharomyces Genome | http://www.sequence.standford.edu/gro | WINZELER et al. 1999
Deletion Project up/yeast_deletion_project/deletions3
.html
Genemerge http://www.oeb.harvard.edu/hartl/lab/ CASTILLO-DAVIS &
publications/GeneMerge/GeneMerge HARTL 2003
.html
Oathway Processor http://cgr.harvard.edu/cavalieri/pphtml GROSU et al, 2002
Bagel http://web.uconn.edu/townsend/ TOWNSEND & HARTL
software 2002,
TOWNSEND 2004

A sintese de 1 mol de glicerol resulta no consumo de 1mol de NADH,
enquanto que outros bio-produtos, como acetato, conduzem a produgao do
NADH citosélico. Contudo, a grande parte do NADH em excesso no citosol é
direcionado para a produg¢do de biomassa (ALBERS et al, 1996). A sintese de
proteinas, acidos nucléicos e até mesmo os lipideos reduzidos sdo associados
com a producgao assimilatoria de NADH, ou seja, o NADH produzido durante o
metabolismo respiratério. Em anaerobiose, a unica maneira de S. cerevisiae
reoxidar o excedente de NADH produzido a partir da producado de biomassa é
pela sintese de glicerol (ALBERS et al, 1998; ALBERS et al, 1996;
NORDSTROM , 1968; MICHEL et al, 2004).
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A formacéo de glicerol cumpre dois papéis fisiologicos em S. cerevisiae,
estando envolvido no metabolismo do carbono em diferentes rotas. Por um lado,
ele é utilizado como unica fonte de carbono sob condigdes aerdbicas a partir de
sua assimilagdo como gliceraldeido 3-fosfato, o qual é dirigido para o ciclo de
Krebs e cadeia respiratoria e posterior. O glicerol é um bio-produto tanto do
crescimento celular aerdbio, pois o excedente liquido de NADH gerado pela
producdo de acidos organicos (succinico, acético e piruvico) deve ser
reoxidado, como da fermentagao alcodlica. Portanto, a producédo de glicerol é
absolutamente essencial para a manutencdo do equilibrio redox e em células
mutantes para a via de produgédo de glicerol estas mostram-se inaptas para
crescer em condi¢cdes anaerdbicas. Além disso, esta reoxidagao de NADH via
producao de glicerol também é importante para a reciclagem do fosfato
inorganico usado na glicolise (ANSELL et al 1997; THEVELEIN e HOHMANN,
1995).

A formacdo de glicerol e sua acumulagao intracelular constituem
também um mecanismo de osmorregulagdo, protegendo a célula contra o
excesso de pressao de turgescéncia e é essencial para o restabelecimento das
atividades bioldgicas durante a osmorregulagao da célula. O papel que o glicerol
desempenha como osmorregulador em S. cerevisiae foi bem apresentado por
Blomberg e Adler (1989) quando mostrado que a concentragao intracelular
deste soluto era proporcional a concentracdo de sal nos experimentos de

estresse osmotico.

4.7. Engenharia Metabdlica em Saccharomyces cerevisiae

A modificagdo de reagdes bioquimicas especificas ou introducao de
novas vias com o uso da tecnologia do DNA recombinante constituem o que
hoje € denominado de engenharia metabdlica. Ela se divide em uma etapa
analitica, na qual se analisa a célula para identificar o alvo mais promissor para
manipulagdo genética e em uma etapa de engenharia genética das células, na
qual as modificacbes genéticas sdo geradas (OLSSON e NIELSEN, 2000;
OSTERGAARD et al, 2000). Algumas estratégias de engenharia metabdlica em
leveduras vém sendo propostas para redirecionar o fluxo de carbono destinado

a producéo de glicerol para etanol.
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4.8.1. Delecao génica para otimizagao do rendimento em etanol

Em S. cerevisiae a redugdo de NAD" para NADH ocorre em processos
dissimilatérios bem como em reacbes de assimilagdo. Existem diversos
mecanismos de reoxidagao de NADH nesta levedura, dentre elas a fermentagao
alcodlica, a produgao de glicerol, a respiracdo do NADH citosdlico via NADH
desidrogenase mitocondrial externa, respiragdo do NADH via o shutlle glicerol-
3-fosfato e oxidacdo do NADH intramitocondrial via NADH desidrogenase
mitocondrial interna. Existe uma compartimentalizacdo que ocorre em
consequéncia da impermeabilidade da membrana interna da mitocondria ao
NADH e NAD" (BAKKER et al, 2001).

Em anaerobiose, a reoxidacdo n&o pode ser realizada na cadeia
respiratoria, e entdo o excesso de NADH é reoxidado via produgao de glicerol
por reducao da diidroxiacetona fosfato, havendo, consequentemente, subtragao
de intermediarios de cadeia carbonada da glicdlise para este fim.

Analisando o fluxo metabdlico em anaerobiose de culturas em
condigbes limitadas de glicose, Nissen et al (1997) mostraram a formagéo de
NADH na matriz mitocondrial. Em particular, a sintese de glutamato a partir do
piruvato, que envolve o complexo piruvato desidrogenase e isocitrato
desidrogenase, é a maior fonte para biossintese deste NADH (Figura 7).

Uma estratégia para diminuir o impacto negativo da produgao de glicerol
no rendimento alcodlico consiste em alterar o tipo de coenzima reduzida
requerida para a assimilacdo de amoénia catalisada pela enzima glutamato
desidrogenase dependente de NADPH, que em S. cerevisiae é codificada pelo
gene GDH1.

A principal via de assimilagdo de aménia em S. cerevisiae ocorre pela
acao da glutamato desidrogenase dependente de NADPH (GDH-NADPH)
(Tabela 2) que converte 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato) a glutamato.
Subsequentemente, glutamato é convertido a glutamina pela incorporagao de
outro ion aménio as custas de ATP pela glutamina sintetase (GS) acoplada a
glutamato sintase, ou glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT)
(Tabela 2). Quando a concentragédo de amodnia € alta no meio, acima de 5 mM,

a assimilacdo ocorre pela via GDH-NADPH. Por outro lado, em baixas
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concentracdes de amoénia, a assimilacdo deste composto ocorre pela via GS-
GOGAT que utiliza NADH como coenzima (Tabela 2).

A substituicdo da rota envolvendo o gene GDH1 pela segunda rota que
envolve duas reagdes acopladas GS-GOGAT permite reoxidar NADH a NAD"
durante a sintese de glutamato a partir de aménia, diminuindo a produgéo de
glicerol associada ao crescimento celular em anaerobiose. Além disso, ocorre
uma demanda adicional de ATP para a biossintese celular produzindo um
aumento de parte do fluxo glicolitico que vai a etanol, em detrimento ao
fornecimento de precursores para a biossintese protéica (Tabela 2), ou seja, cai
o rendimento em células e aumenta o rendimento em etanol (NISSEN et al,
2000). A soma das duas ultimas rotas permite a sintese de glutamato com
consumo de NADH e ATP.

( A
A NADH NAD+ GLUTAMATO
PIRUVATO —» &d) AcCoA
PIRUVATO f* )'-ISOCITRATO ADE
a-CETOGLUTARATO 2.0XOGLUTARATO T 2-0XOGLUTARATO
NADH NAD*
\_ Matriz mitocendrial
shuttle
citosol
NAD+ NADH ... » GLICEROL

Figura 7. Funcédo fisiolégica do trafego redox etanol-acetaldeido sob condigbes
anaerdbicas. Na biossintese dos aminoacidos, NADH motocondrial é gerado. Sob
condi¢cbes anaerdbicas o NADH pode ser reoxidado via formagao de glicerol, antes de
ser transportado para citosol. Pdh, complexo piruvato desidrogenase; CS, citrato
sintase; ldh, isocitrato desidrogenase; GDH1, glutamato desidrogenase.

Tabela 2. Genes e enzimas codificadas das rotas de assimilagdo de ambnia em

Saccharomyces cerevisiae

GENE ENZIMA ROTA METABOLICA

GDH1 [glutamato desidrogenase | a-cetoglutarato + NH4™ + NADPH  — glutamato + NADP*

GLN1 glutamina sintetase Glutamato + NH4" + ATP — glutamina + ADP +Pi

GLT1 glutamato sintase a-cetoglutarato + glutamina + NADH — 2 glutamato + NAD"

S a-cetoglutarato + NH4™+ NADH +ATP — glutamato + NAD+ ADP + Pi
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Para se alterar a via de assimilacdo € necessaria a eliminacdo da
atividade da enzima GDH-NADPH através da delegdo do gene GDH1. Esta
delecao pode ser feita a partir do uso de técnicas moleculares que utilizam
cassetes de integracdo génica como o loxP-KanMX-loxP, que apresenta a
marca de selecdo KanMX. Um sistema analogo a este foi utilizado pela
“‘European Saccharomyces cerevisiae Arquive for Functional analysis -
EUROSCARF” em um consoércio de delecdao de mais de 4000 genes de S.
cerevisiae com cassetes de delegcao construidos por PCR e que apresentam a
marca de selegcdo KanMX ladeado por regides homologas de 40 pb.

Para o aperfeicoamento do sistema de delecéo € importante a presenca
de uma marca de selecao. Marcas de resisténcia a antibidticos sdo dominantes
e nao requerem linhagens com mutagdes auxotroficas. Porém, por varias
razbes estas marcas devem ser retiradas, incluindo o uso em linhagens
industriais e a reutilizacdo da mesma marca em outras delegbes (GULDENER
et al, 1996; REGENBERG e HANSEN, 2000; STEENSMA e TER LIND, 2001).
Uma das marcas de selegado positiva mais utilizada € o gene que confere
resisténcia em leveduras ao antibidtico Geneticina (G-418), o qual € o mesmo
que confere resisténcia bacteriana ao antibiético Kanamicina. Este gene é
bastante utilizado para interromper genes clonados e, consequientemente, gerar
delecbes génicas a partir de transformacbes celulares com esta sequéncia
interrompida. Entretanto, para utilizagdo em linhagens industriais, as legislagées
ambientais brasileiras ndo permitem a liberagdo de organismos geneticamente
modificados que possuam marcas de resisténcia a antibiéticos. Portanto, faz-se
necessaria a remogao da marca de selecdo das células recombinantes, que
pode ser feita a partir de eventos de recombinacao intracromossomal entre as
sequéncias repetidas que ladeiam a marca de selecdo, tais como sequéncias
hisG e loxP. Este evento pode ser induzido pela presenga de uma recombinase
Cre que é codificada por um gene presente em plasmidio epissomal auxiliar
(STEENSMA e TER LINDE 2001).

O cassete loxP-KanMX-loxP ja presente em uma linhagem
recombinante da colecdo EUROSCARF constitui uma excelente ferramenta
para a produgao de fragmentos de delecao por integracdo homologa. Para isto,
€ necessario a amplificacdo deste cassete com primers que reconhegcam as

por¢cdes 5 e 3’ do gene que esta deletado na linhagem recombinante (Figura
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8a). Assim, o cassete de delegdo contera o gene KanMX4 ladeado pelas
regides loxP, e estas sendo ladeandas pelas sequéncias homodlogas ao gene
alvo. Desta forma, o fragmento de DNA contendo [regido alvo 5 -loxP-KanMX-
loxP-regido alvo 3°] podera ser utilizado para transformagao celular e delecao

do gene por recombinagdo homologa (Figura. 8B).

KanMx
— &=

Regido de homologia Regido de homologia

Figura.8. Estratégia para delecdo génica a partir da amplificagcdo de um
cassete de delecédo ja integrado em uma linhagem mutante. A. Construgdo do cassete
de integracdo com regides longas de homologia usando primers (setas em amarelo)
que emparelhem com as regides 5 e 3’ do gene ja deletado pelo cassete KanMX. B.
Recombinagdo homdloga e interrupgdo génica da linhagem-alvo com o produto de
amplificacdo contendo o cassete de delecéo ladeado pelas seqiéncias de homologia.

4.8.2. Integracao génica para otimizacao do rendimento de etanol

Outra estratégia de engenharia metabdlica para redirecionar o fluxo de
carbono destinado a producao de glicerol para etanol é a expressao heterdloga
do gene gapN, o qual codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (EC
1.2.1.9) em Streptococcus mutans. GAPN ¢é uma enzima tetramérica
pertencente a primeira classe da superfamilia das aldeido desidrogenases

(ALDH), que participam em varios niveis do metabolismo celular. A analise a
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partir do alinhamento da sequéncia de aminoacidos mostrou que GAPN
compartiiha 20% a 30% de identidade com a superfamilia das aldeido
desidrogenases (HABENICHT, 1997). E encontrada em células fotossintéticas e
nao-fotossintéticas de plantas superiores, microorganismos fotossintéticos, e em
varias eubactérias, tais como certas linhagens de Streptococci.

Esta enzima cataliza a oxidacgéo irreversivel de gliceraldeido-3-fosfato (D-
G3P) e NADP* em 3-fosfoglicerato (3-PGA) e NADPH na via glicolitica. Estudos
recentes mostraram que certas linhagens de S. mutans nao possuem as
enzimas glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e a 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH) para as reagbes de oxidagdo da via da pentose
monofosfato. Como consequéncia, membros desta espécie usam
alternativamente um mecanismo para gerar NADPH. Essa bactéria vence este
dilema metabdlico processando duas atividades gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), uma especifica para NAD" e outra especifica para
NADP®. A enzima NAD" especifica satisfaz o requerimento para a via glicolitica,
enquanto a enzima NADP" especifica deve ser responsavel pela geragdo de
NADPH para biossintese. Portanto, é requerida para suprir a falta das enzimas
redutoras de NADP® na via oxidativa da hexose fosfato nesse organismo
(HABENICHT, 1997; MARCHAL et al, 2001; MARCHAL e BRANLANT, 2001;
BROWN e WITTENBERGER, 1971; BOWDEN, 1991; LOESCHE, 1986;
WITTENBERGER e CROW, 1976; YAMADA e CARLSSON, 1973; BOYD et al,
1995).

Em S. cerevisiae, a conversao de gliceraldeido 3-fosfato a 3-
fosfoglicerato ocorre via duas reagdes catalisadas pela glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH)-NAD® dependente e pela fosfoglicerato
quinase (PGK), convertendo NAD" em NADH e ADP a ATP, respectivamente.
Nessa estratégia, a produgao de glicerol é substituida pela produgao de etanol
envolvendo a oxidagdo de NADH. Em estudo recente, uma linhagem de
levedura modificada geneticamente pela integragao do gene gapN desta enzima
apresentou uma queda na produgéo de glicerol de 40% e um aumento de 3%
no rendimento em etanol sem afetar a taxa de crescimento especifica maxima.
Isto se da pela substituicdo de parte da via normal de S. cerevisiae, de redugao
de NAD®, pela via bacteriana, de redugdo de NADP" (Figura 9). A reagdo

resultante da glicose a etanol re-oxidiza a mesma quantidade de NADH por
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glicose como a reagao da glicose a glicerol e produz NADPH ao invés de usar
ATP, resultando na producido alta de biomassa de acordo com o modelo
metabdlico predito. (BRO e cols., 2006).

GLICOSE
3-P Gliceraldeido
GAFPN
NAL* GAPDH
NADH
NADP!
1,3-P, Glicerato
NADPH

ADP
ATP PGK
3-P Glicerato

3
2

PIRUVATO

Figura 9. Esquema do by-pass de parte da oxidagao do gliceraldeido 3-fosfato
em S. cerevisiae pela nova via promovida pela introducao do gene gapN.

Os resultados obtidos por Nissen e cols. (2000) e Bro e cols. (2006)
foram gerados em condigbes laboratoriais que diferem das industriais
principalmente pela composicdo dos meios e pela relagdo biomassa/volume.
Além disso em meios naturais aminoacidos sao a principal fonte de nitrogénio o

que reduziria o efeito da alteragao feita nas linhagens de Nissen e cols. (2000).
4.8.3. Analise in silico da dele¢ao de GDH e integragao de gapN

Diversos metabdlitos de S. cerevisiae envolvidos nas diversas reagdes
bioquimicas estdo presentes no banco de dados de vias metabdlicas Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA et al, 2004) e no
Munich Information Center for Protein Sequences (MIPS) (MEWES et al, 2004).

Essas estratégias metabdlicas de delegdo do gene GDH1 e integragao
do gene gapN foram analisadas recentemente por estudos estatisticos
envolvendo algoritmos. Essa ferramenta permite a analise de dados do
transcriptoma celular. Estes métodos raramente proporcionam a percepcao da
arquitetura regulatéria do metabolismo sem a analise inteligente destes
resultados (PATIL e NIELSEN, 2005).

19



GUEIROS R.S. Otimizagdo das técnicas de manipulagdo genética de leveduras
industriais para aplicacdo na produgao de alcool combustivel

Entretanto, dados recentes mostram que para maioria desses genes a
inducdo €& promovida por efeitos pleiotrépicos que nada tem a ver com o
mecanismo estudado. Desta forma, faz-se necessario a comparacao entre os
dados de expressao génica (transcriptoma), os niveis de producao das diversas
proteinas celulares naquela condicdo (proteoma) e os niveis dos metabdlitos
(metaboloma). Com isso, constitui-se um quadro mais completo sobre a
importancia daquele gene no contexto estudado (IHMELS, LEVY et al, 2004 ;
DERISI et al, 1997 ; MIKI et al, 2001; EISEN et al, 1998; HERRERO et al, 2004;
SHERLOCK, 2000).

No estudo realizado por Patil e Nielsen (2005) foram analizados os
dados da linhagem selvagem de S. cerevisiae e do mutante para delegdo do
gene GDH1. A analise fisiolégica desta linhagem demonstrou um efeito no
metabolismo redox, observado pelo aumento do rendimento de etanol e
diminuicdo da producgao de glicerol (BRO e cols. 2006). Usando o método de
algoritmos puderam ser observados varios metabdlitos reporter, incluindo
amonia, glicose 6-fosfato, frutose 6-fosfato e sedoheptulose 7-fosfato. De fato a
identificacdo da ambnia como metabdlito € sensato, pois a via de assimilagao
da aménia foi alterada. E mais dificil saber por que estes trés aclcares
fosfatados aparecem como metabdlitos reporter. Contudo, estes representam
pontos de ramificacdo da EMP (Embden—Meyerhof-Parnas) e da via das
pentoses fosfato. Apos a delegcao de GDH1, a exigéncia de NADPH em conexao
com o crescimento celular & reduzida em cerca de >40% (MARCHAL et al,
2001), com redugao da requisicao para o desvio de glicose através da via das
pentoses fosfato, que atua como fonte primaria de NADPH em S. cerevisiae
(PATIL e NIELSEN, 2005).

Com a analise matematica do banco de dados foram encontrados 181
genes no MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences) distribuidos
em 68 categorias funcionais, dos quais 31% para o metabolismo dos
aminoacidos e transporte, utilizagdo dos carboidratos e metabolismo dos
nucleotideos. Aléem de GDH1 foram encontrados 10 genes codificadores de
enzimas catalizadoras de reagdes de oxidoreducgado involvendo os co-fatores
NADPH/NADH, demonstrando claramente o efeito da delecdo de GDH1 no
metabolismo redox. De fato, esses co-fatores representam as duas chaves para
o metabolismo celular (PATIL e NIELSEN, 2005; MEWES et al, 2004).
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Usando-se este tipo de abordagem analitica, a integragcdo de gapN
mostrou ser a melhor estratégia para otimizagéo do rendimento em etanol. Esta
estratégia prediz que a producdo de glicerol é substituida pela produgao de
etanol envolvendo a oxidacdo de NADH. Entretanto, os resultados in vivo
mostraram que a produgéo de glicerol ndo foi completamente eliminada como
prevista pelo modelo matematico (BRO et al, 2006). Isto indica que existem
outros tipos de interacbes nas redes metabdlicas que tendem a manter as
concentragbes constantes dos metabdlitos e que ainda nado estdo bem
definidas.

Estas analises in silico dependem do conhecimento ndo apenas das
vias metabdlicas como também da integragcao entre elas (Figura 10). A
identificacdo de pontos metabdlicos chaves e dos cofatores e intermediarios das
reagdes bioquimicas podem, entdo, dirigir modificacdes genéticas especificas
capazes de contribuir para o redirecionamento dos fluxos metabdlicos que

teriam como resultado final o aumento na produg¢ao do metabdlito de interesse.
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Figura 10. Mapa metabdlico mostrando a integragdo entre a glicolise e via de assimilagéo de
amonia. A introdugdo da reagdo enzimatica catalizada pelo produto do gene bacteriano gapN
esta mostrada.
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Delecao do gene GDH1 de linhagens industriais de
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RESUMO

Os conceitos da engenharia metabdlica vém sendo utilizados com o objetivo de
aumentar rendimentos e incluir novas rotas metabdlicas que possibilitem a
producdo de metabdlitos de interesse biotecnologico. Isto requer o
entendimento prévio das rotas metabdlicas e os possiveis efeitos globais
provenientes de manipulagbes genéticas dirigidas. O setor industrial de
producao de alcool combustivel, como uma atividade biotecnolégica, pode se
valer deste conceito na modificagdo das ceélulas da levedura Saccharomyces
cerevisiae, que proporcionariam um aumento do rendimento de etanol e/ou
utilizacdo de fontes alternativas de carbono para o processo fermentativo.
Entretanto, a constituicdo genética das linhagens industriais requer que uma
série de adaptagdes aos procedimentos convencionais de manipulagao genética
em linhagens de laboratorio sejam otimizadas. Neste trabalho, linhagens
industriais de S. cerevisiae previamente selecionadas pela capacidade de
permanéncia no processo industrial foram geneticamente manipuladas com
intuito de modificar o metabolismo redox de forma a aumentar o rendimento a
etanol. O tipo de atividade consistiu no desenho experimental e no
aprimoramento dos procedimentos de delegdo génica baseados na
recombinacdo de sequéncias homodlogas em cassetes de integragdo. Para este
fim, o gene GDH1 foi parcial ou completamente removido do genoma da
linhagem industrial com o uso de fragmentos de PCR que continham
sequéncias com mais de 300 bp de homologia com as regides 5 e 3" do gene
alvo. Este gene codifica a principal enzima da via de assimilagcdo de aménia e
sua remocao deve causar a substituicdo dos cofatores NADPH por NADH nesta
via. Tanto a extensdo das sequéncias de homologia quanto os tipos de primers
de verificagdo da integracdo e da delecdo foram otimizados. O conjunto de
procedimentos experimentais descritos neste trabalho abre oportunidades para
futuras manipulacbes genéticas que possam produzir células recombinantes
Uteis para os processos industriais, tais como células sem marcas de resisténcia
a antibidticos, mantendo-se a capacidade de adaptagdo aos ambientes
industriais, ja que estas manipulagbes sao sitio-dirigidas, e obviamente
adquirindo-se a nova capacidade metabdlica adquirida pelas modificagdes
programadas.

Palavras chaves: engenharia metabdlica, fermentagao alcodlica, metabolismo
redox, modificagdo genética, Saccharomyces cerevisiae
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1. INTRODUGAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada na
industria biotecnoldgica para produgao de pé&o, vinho, cerveja e bioetanol por
fermentagdo alcoodlica. Esta levedura tornou-se um organismo modelo para
estudos de mecanismos bioldégicos fundamentais, o que possibilitou o
desenvolvimento de muitas técnicas de manipulagdo genética. Com isso, varias
iniciativas de modificagbes genéticas com o intuito de melhorar seu
desempenho em processos industriais estdo em curso. Recentemente, estas
modificagdes genéticas estdo sendo programadas a partir de analises
metabdlicas que indicam o(s) gene(s) especifico a ser modificado ou inserido no
genoma da célula-alvo. Isto constitui o0 que se define de engenharia metabdlica.
Assim, a tecnologia do DNA recombinante € usada para aumentar rendimentos
celulares por modificacdo de reacdes bioquimicas especificas e para incluir
novas rotas metabdlicas que possibilitem a produgdo de metabdlitos de
interesse industrial.

As células de levedura podem ser geneticamente manipuladas tanto
para a eliminagdo de um gene ou um conjunto de genes do genoma ou para a
integracdo de genes homodlogos ou heterdlogos em regides especificas do
genoma da célula hospedeira. Para ambas estratégias podem ser utilizados
fragmentos de DNA gerados pela técnica de PCR que apresentem
extremidades homologas ao sitio de integracdo gendmica, os quais podem ser
genes especificos ou regides intergénicas.

Em 2000, Nissen e colaboradores propuseram uma modificagdo na via
de assimilagdo de aménia em S. cerevisiae a partir da delegdo do gene GDH1,
o qual codifica a enzima glutamato desidrogenase dependente de NADP”. Esta
enzima constitui a principal via de assimilagdo da amoénia da levedura e sua
delecdo promove uma mudancga na assimilacdo deste composto para a via
alternativa GS-GOGAT (glutamina sintase e glutamato 2-oxoglutarato amino
transferase). Desta forma, NADH, ao invés de NADPH, passa a ser utilizado na
assimilagao de amoénia e essa alteragdao no metabolismo redox tem como efeito
secundario o aumento da producdo de etanol.

Para uso desta estratégia no contexto industrial deve-se levar em conta

dois aspectos. O primeiro é a modificacdo genética de linhagens industriais com
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alta adaptabilidade e o segundo € a analise dos recombinantes em condigdes
mais proximas possiveis das industriais do que aquelas utilizadas pelos autores.

Para o primeiro aspecto, faz-se necessario a identificagdo de linhagens
mais adaptadas aos processos industriais. Silva-Filho et al (2005) utilizou
técnicas de analise molecular para identificar linhagens dominantes no processo
de fermentacdo alcodlica industrial. A linhagem JP1 foi identificada pela alta
capacidade de dominadncia em processo fermentativo de diferentes destilarias
que usam caldo de cana como substrato. Esta linhagem apresenta além desta
caracteristica, altas taxas especificas de crescimento e também um bom
rendimento em etanol. A alta producéo de glicerol aliada as caracteristicas que
favorecem a sua utilizagdo para modificacdo genética torna esta linhagem
atrativa para iniciativas de modificacdo genética como aquela proposta por
Nissen et al (2000).

O presente trabalho teve como objetivo a otimizagdo de técnicas
moleculares de modificagdo genética da linhagem industrial JP1 de S.
cerevisiae para a modificacdo do metabolismo redox relacionado a assimilagao
de amébnia de forma a aumentar o rendimento a etanol. A otimizagcdo do
procedimento de modificagdo genética descrita neste trabalho abre
oportunidades para futuras manipulagées genéticas por engenharia metabdlica,
jA que estas ainda apresentam-se limitadas por sua complexidade
metodoldgica. O aperfeicoamento destas técnicas possibilitara a produgéao de
células recombinantes uteis para os processos industriais, tais como células
com uma nova capacidade metabdlica, porém sem marcas de resisténcia a

antibidticos e que sejam mantidas no contexto industrial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Linhagens e meios de cultura

A linhagem laboratorial CEN.PK 638-3B (Mat a, his3, leu2, lys2, ura3,
Agdh1, Agdh, Aglt1), fornecida por Peter Koeter, Universidade de Frankfurt,
Alemanha, foi utiliza para construgdo das linhagens dipldides de laboratério e
para producdo do cassete de delecdo com longas regides de homologia ao
gene alvo GDH1. Também foram utilizadas as linhagens YOR-375c, BY4741,
BY4742, fornecidas pela empresa EUROSCARF (Frankfurt, Alemanha) para
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utilizagado nos experimentos de cruzamentos genéticos. A linhagem JP1, isolada
a partir do processo fermentativo da destilaria Japungu Agroindustrial SA na
safra 2000-2001, foi utilizada para as modificagcdes genéticas.

A linhagem DH5a da bactéria Escherichia coli foi utilizada para
manutencao e amplificagdo dos plasmideos.

O meio sintético YNB suplementado foi utilizado para selegao
auxotréfica dos cruzamentos genéticos de acordo com o gendtipo esperado. O
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% peptona e 2% de glicose) foi utilizado
para o cultivo e manutencio das células de levedura. As células transformadas
foram selecionadas neste meio suplementado com os antibiéticos Geneticina
200 pg/ml. Meio LB (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl e 0,1%
NaOH 1N) acrescido de ampicilina 100ug/ml foi utilizado para cultivo e
manutencdo das células de bactéria contendo os plasmideos. Para meios

solidos foi utilizado 2% de agar.

2.2. Obtencao de linhagens laboratoriais dipléides

As linhagens forram cruzadas em placa com meio sintético seletivo para
a linhagem esperada. As culturas foram estriadas de forma que houvesse
regides de sobreposigdo das culturas. As placas foram incubadas a 30°C por 16

horas. A cultura crescida foi reinoculada em nova placa com meio seletivo.

2.3. Extragao e Quantificagao de DNA

O DNA total dos transformantes foi extraido segundo o protocolo
descrito por Silva-Filho et al (2005) como a seguir. Em cada microtubo foi
adicionado 1 ml de cultura de uma col6nia de células transformantes, estas
foram coletadas por centrifugacdo a 10000 rpm por 3 minutos a 24°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi ressuspenso em 600 pl
de solugao tampao de extracao (Tris HCI 0,2M pH8,0; EDTA 25mM pH8,0; SDS
1%; NaCl 25mM) e as amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas
em banho-maria a 65°C por 30 minutos com agitagdo por inversdo manual a
cada 10 minutos. O lisado celular foi extraido com 600 ul de clorofane
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico nas proporgdes 25:24:1) por agitagao
vigorosa em vortex e centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos a 24°C. A fase

aquosa (superior) foi transferida para novo tubo e submetida a nova extragéo
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com 500 pl de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico 24:1) como acima. A fase
aquosa (superior) foi transferida para novo tubo e o DNA total foi precipitado por
adicao de 800 pl de etanol absoluto gelado, seguido de incubagao por 2 horas a
-20°C. O DNA foi coletado por centrifugacao a 13000rpm por 15 minutos a 24°C
e o sedimento foi lavado com 300 pl de etanol 70%, seco em estufa a 37°C por
30’ a 90’ e suspenso em 100 pl de tampéo TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM).

O DNA total das amostras de transformantes e as amostras plasmidiais
foram quantificados a partir de uma diluicado de 1:200 (ex. 3 pl da solugéo
estoque e 597 pl agua destilada). Esta diluicdo foi levada a espectrofotdmetro
para leitura em comprimento de onda de A = 260nm. A absorbancia da solugao
foi utilizada para determinar a concentracido de DNA, levando em consideracao
que 1D.0.260nm = 50ug/ml (SAMBROOK et al., 1989)

2.4. Construcao do cassete de interrup¢cao com regides longas de
homologia

O protocolo de transformacao de bactérias por cloreto de calcio descrito
por Ausubel et al. (1989) foi utilizado para amplificar os plasmideos em E. coli e
estes foram extraidos pelo método de lise alcalina (Sambrook e cols., 1989).

Para a construcdo dos cassetes de interrupcdo foram utilizados os
pares de primers GDH1+up x GDH1Rrev para amplificar o DNA de CEN.PK
638-3B pela seguinte reacdo: 1x de tampéo para PCR; 2,5 mM de MgCly; 2,5
pmol de cada primer; 0,2mM de dNTPs e 2,5U de Taq DNA polimerase para um
volume final de 25 pl. As reacdes de amplificacdo foram incubadas a 94° por
2minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto e
30 segundos e 72°C por 3 minutos, com extensao final a 72°C por 3 minutos. A
partir destas amplificacdes do DNA molde de CEN.PK 638-3B é gerado um
fragmento de DNA de aproximadamente 2,4 kb contendo cerca de 400 pb da
regidao 5’ do gene GDH1, a marca genética de selegao e cerca de 400 pb da
regidao 3’ do gene GDH1 (Figura 1 e Tabela 1).

O fragmento de PCR gerado foi purificado com kit de purificagdo

PureLink™

Promega e utilizado para transformar células de levedura segundo o
protocolo descrito por Gietz e Woods (2002) modificado. Apds o procedimento

de transformacao as células foram incubadas em meio YPD por 2 h a 30°C e
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semeadas em placas de Petri com meio YPD contendo 200 pg/mL de
Geneticina (G-418 Sulfate-GIBCO).

2.5. Andlise do gene GDH1 nas células recombinantes

O DNA dos transformantes foi testado para verificagdo da integridade
ou auséncia do gene GDH1 cromossOmico pelo uso de diferentes combinagdes
de primers (Tabela 1 e 2). A posigao de hibridizacdo de cada um dos primers no
l6cus GDH1 integro e no alelo interrompido deste I6cus estdo mostrados na
Figura 1.

Para verificagdo da presenca do gene GDH1 foram utilizados os primers
GDH1rev e GDH1for pela seguinte reagao: 1x de tampao para PCR; 1,5 mM de
MgCly; 2,5 pmol de cada primer; 0,2 mM de dNTPs e 2,5U de Tag DNA
polimerase para uma reagao final de 25 ul. As reacdes de amplificagdo foram
incubadas a 94° por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
50°C por 45 segundos e 72°C por 3 minutos, com extensao final a 72°C por 3
minutos.As amplificagdes foram analisadas em gel de agarose 0,8% revelado

com brometo de etidio.

1688
KanMX

NS NS
[x> Posicéo(x) em relacdo ao ATG & &

Figura 1. Desenho esquematico da integragdo do fragmento de interrupgdo génica no loco
GDH1 de S. cerevisiae. O produto de integragdo da marca KanMX no l6cus GDH1 esta
representado na linha superior, em oposi¢cdo ao gene integro representado na linha inferior. As
setas em amarelo representam os primers utilizados.
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Tabela 1. PCRs com diferentes combinagbdes dos primers, tamanho gerado e
objetivos de verificagao.

PCR Tamanho do Verificagao
GDH1 produto
GDH1+up x GDH1rev 1.3kb Presenca de GDH1
GDH1+up x KanB 687pb Integracgao do cassete
KanFW x GDH1Rrev 1.3kb Integracido do cassete
GDH1sup x KanB 855pb Integracao no lI6cus GDH1
GDH1sup x GDH1rev 1.5kb Presenca de GDH1

Tabela 2. Sequéncias dos primers de amplificacdo de GDH1, construcdo dos
cassetes de interrupgao e verificagao

Primer Sequéncia ™
(°c)
GDH1for 5-CTT GAAATT CTT GGG TTT CG-3’ 53,2
GDH1rev 5’-TCG GCA ATA AAC TTG ACA CC-3 55,3
GDH1+up 5’- ACC CCA CGT CCA ATC AGC AGA- 3’ 58,9
GDH1sup 5’-CAG GCT CCC CTT ATG CAG G-3 61,4
GDH1Rrev 5- ATG CGG GTACGG TCT GGA TAAA-3 57,1
KanFW 5’- CCC CGG CAA AAC AGC ATT CC-3’ 60,6
KanB 5'CTG CAG CGA GGA GCC GTAAT 3" 61,4
KanC 5'-TGATTT TGATGACGAGCG TAAT-3 56,1

3. RESULTADOS

A linhagem JP1 foi escolhida como linhagem industrial pelo fato de ser
utilizada como fermento de partida na destilaria Japungu Agroindustrial S/A.
Esta linhagem tem apresentado boa estabilidade populacional, altas taxas
especificas de crescimento e também um bom rendimento em etanol e alto
rendimento em glicerol (SILVA-FILHO ET AL, 2005). A linhagem foi submetida a
ensaio de resisténcia a geneticina, sendo sensivel na concentracdo de 200
Mg/ml em meio solido. Esta concentragao foi, entéo, utilizada nos experimentos

de transformacao celular.
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3.1. Construgao de linhagens dipldides

Os cruzamentos foram obtidos como descrito na metodologia e
utilizados com a finalidade de serem controles de amplificacbes, pois
apresentam genodtipo conhecido. As linhagens diploides geradas sao deletadas
total ou parciailmente para o gene GDH1 (Tabela 3) A linhagem dipléide Agdh1
e heterozigota para GDH3 e GLT1 foi obtida pelo cruzamento entre a linhagem
CEN.PK 638-3D e a linhagem YOR 375c. A linhagem de laboratério dipléide
heterozigota GDH1, GDH3 e GLT1 foi obtida pelo cruzamento entre a linhagem
BY4742 e a linhagem CEN.PK 638-3B. A linhagem de laboratorio dipléide
heterozigota GDH1/Agdh1 entre a linhagem BY4741 e a linhagem YOR 375c. A
linhagem de laboratério dipléide GDH1 foi obtida pelo cruzamento entre a
linhagem BY4741 e a linhagem BY4742. Estes dipléides foram utilizados para
teste dos sistemas de verificagcdo por PCR e os resultados estdo mostrados na
Figura 2. Pode-se verificar que linhagens com delegcdo completa do gene GDH1
nao apresentam amplificacdo com o primer interno GDH1rev. Além disso, a
presenca da marca KanMX no genoma da levedura pode ser visualizada com o
primer KanC. Quando o I6cus GDH1 é deletado, pode-se verificar a presenca de
dois produtos de amplificacdo que correspondem as diferengas no tamanho dos
cassetes de integracdo utilizados (Figura 2C, linha 1) ou pela presenga de um
alelo integro e de um alelo deletado (Figura 2C, linha 4). Portanto, os primers
utilizados servirdo para detectar a integragdo correta do cassete de delecéo e

para mostrar o estado da linhagem recombinante em relagao ao locus GDH1.

Tabela 3. Obtengao de linhagens laboratoriais dipldides por cruzamentos entre

linhagens de gendtipos conhecidos.

Parentais Gendtipo das linhagens dipldides Meio de selegdo
CEN.PK a + + + ura3 gdhl gdh3 gltl YNB+ura

YOR 375¢ a his3 leu2 lys2 ura3d gdhl + +

CEN.PK a + + + ura3 gdhl gdh3 gltl YNB+ura

BY 4742 a his3 leu2 lys2 ura3 + + +

BY 4741 a his3 leu2 + ura3 metl5 + YNB+his+leu+ura
YOR 375¢ a his3 leu2 lys2 ura3 + gdhl

BY 4741 a his3 leu2 + ura3 metl5 YNB+his+leu+ura
BY 4742 o his3 leu2 lys2 ura3 +
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GDH1+up x KanC x GDH1+up x
A GDHlrev g GDHI1Rrev ¢ GDHI1Rrev

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 2. Amplificagbes das linhagens de laboratério dipléides
construidas para os genotipos homozigota Agdh1 e
heterozigota para GDH3 e GLT1 (linha 1), heterozigota GDH1,
GDH3 e GLT1 (linha 2), homozigota GDH17 (linha 3) e
heterozigota GDH1/Agdh1 (linha 4) com os primers GDH1+up
e GDH1rev (painel A), KanC e GDH1Rrev (painel B) e
GDH1+up e GDH1Rrev (painel C).

3.2. Delegao do gene GDH1 da linhagem JP1

Para a estratégia de delegdo do gene GDH1, foi amplificado o cassete
de interrupgédo ja inserido no genoma da linhagem de laboratério CEN.PK 638-
3B com o uso dos primers GDH1+up x GDH1 Rrev (Figura 1).

A linhagem industrial JP1 foi submetida a transformagao com o DNA
linear (GDH1-loxP-KanMX-loxP-GDH1) contendo extremidades com cerca de
400 bp de homologia as regides 5’ (-348 a +1) e 3’ (+1365 a +1798) do gene
GDH1, gerando células transformadas resistentes a geneticina (Figura 1).

Dos transformantes JP1 obtidos, dezesseis amostras foram analisadas
por PCR com os primers que verificam a integridade do gene GDH1 (GDH1sup
x GDH1rev) e com primers que identificam a integragao no sitio correto. Com a
utilizagado dos primers GDH1+up e KanB foi possivel verificar a integragcao do
cassete ao genoma em todos os transformantes testados (Figura 3A).
Adicionalmente, amplificacbes de todos os transformantes com os primers
GDH1sup e KanB confirmaram a integragdo no locus GDH1 (Figura 3B).

Das dezesseis amostras analisadas para a correta integracdo, 15
apresentaram a amplificacdo do fragmento de 1,5 kb correspondente a regido &’
do gene GDH1. Isto indica que uma segunda coépia do gene continuava intacta

(Figura 3C). Contudo, uma das amostras analisadas (transformante T14) néo
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apresentou este fragmento de amplificagéo, indicando a delecéo total de GDH1
nesse transformante com apenas um passo de transformacgéo. Para comprovar
este resultado, foram realizadas novas amplificacbes com outras combinacdes
de primers, comparando as mesmas amplificagdes na linhagem JP1 parental e
a linhagem de laboratério CEN.PK 638-3B (Figura 4). Pode-se verificar que a
linhagem JP1 apresenta o produto de amplificagdo correspondente ao gene
GDH1 (Fig. 4, linhas 1 e 13), mas nenhuma amplificagdo é visualizada quando
os primers que hibridizam na marca KanMX sao utilizados. Estes primers, por
outro lado, produzem fragmento de amplificacdo nas linhagens recombinantes
de laboratério e industrial Fig. 4, linhas 5-6, 8-9 e 11-12). O transformante
industrial T14 nao produz produtos de amplificagdo para o gene GDH1 quando
se utilizam primers internos ou externos ao gene (Fig. 4, linhas 3 e 15). Isto
comprova o resultado anterior de delegcdo completa deste gene na linhagem

industrial.

T14

A4

— e S e G Gt G e G G G S G S Sl S—

1,5kb

Figura 3. Analise das colénias JP1 recombinantes produzidas pela integracdo do cassete
KanMX. O DNA dos recombinantes foi amplificado com os primers GDH1+up e KanB que
verifica a integracdo do cassete no genoma (painel A), GDH1sup e KanB que verifica a
integracdo no locus GDH1 (painel B) e GDH1sup e GDH1rev que verifica a presencga de
formas intactas do gene GDH1T (painel C). A auséncia do produto de amplificacdo que
representa delecdo completa do gene GDH1 no transformante 14 estad mostrada pela seta.
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Figura 4. Analise do locus GDH1 na linhagem industrial JP1 (linhas 1, 4, 7, 10 e 13), na linhagem
de laboratoério CEN.PK 638-3B (linhas 2, 5, 8, 11 e 14) e do transformante 14 (linhas 3, 6, 9, 12 e
GDH1+up e KanB (linhas 4-6),

15) com os pares de primers GDH+up e GDH1rev (linhas 1-3),
KanFW e GDH1Rrev (linhas 7-9), GDH1sup e KanB (linhas 10-12) e GDH1sup e GDH1rev (linhas
13-15). As posicdes de hibridizagado dos primers estdo mostradas na Figura 1.

4. DISCUSSAO
As linhagens industriais de S.cerevisiae frequentemente apresentam ao
menos duas copias de cada gene, sendo geralmente poliploides. Além disso,
tais linhagens sdo comumente desprovidas de marcas auxotroficas, o que leva
a necessidade de incorporagdo de genes de selegdo positiva, geralmente
heterdélogos, presentes na molécula transformante de DNA circular ou linear.
Para isto, as técnicas de manipulagdo genética devem ser desenvolvidas e

otimizadas.

Pelo fato dessas linhagens serem pelo menos dipldides ha a
necessidade da utilizagdo de sistemas otimizados para a dele¢cdo génica e que
sejam ferramentas para novos alvos de modificacdo. Estes sistemas devem
permitir, por exemplo, a remocao das marcas de selecdo para sua reutilizagcao

em futuras modificagdes na linhagem modificada, assim como a aplicagao

desse mutante na industria. Além disso, duas outras caracteristicas genéticas
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devem ser levadas em consideragao: a existéncia de genes paralogos, como
exemplo o gene GDH3 paralogo de GDH1, e o polimorfismo de nucleotideos
entre as sequéncias génicas depositadas nos bancos genéticos e as
sequéncias de nucleotideos daqueles genes em linhagens industriais. Estes
fatores podem gerar certa dificuldade no desenvolvimento da metodologia
eficaz, por isso a necessidade de sua otimizagao.

Um banco de mutantes deletados em mais de 4.000 genes de S.
cerevisiae foi construido pelo “European Saccharomyces Cerevisiae Arquive for
Functional analysis — EUROSCARF (Universidade de Frankfurt, Alemanha)”
(http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/projects.html).  No  trabalho
desenvolvido pelo grupo Alemao, a estratégia utilizada consistiu de cassetes
obtidos por PCR com regides curtas com homologia de 40 pb ao gene alvo.
Entretanto, esta estratégia n&do foi positiva para cerca de 10% das ORFs
testadas, e nestes casos, a dificuldade teria sido solucionada utilizando-se
primers com 60 pb ou mais de homologia. Entretanto, sabe-se que certos alvos
mostram-se particularmente dificeis para a integragdo de cassetes de delegao
com sequéncias flanqueadoras curtas. Zeeman e Steensma (2002) sé
conseguiram deletar o gene KIACS2 que codifica a acetil co-enzima A de
Kluyveromyces lactis quando aumentaram de 700 pb para 7 kb a regiao
flanqueadora do fragmento de integracdo contendo a marca de resisténcia a
geneticina.

Antunes (2003) e Gueiros (2004) apresentaram as dificuldades para
delecdo do gene GDH1 em linhagens industriais e laboratoriais utilizando
regides curtas de 40 pb de homologia para o gene alvo. Os fragmentos de
integracédo utilizados naqueles trabalhos foram obtidos pela amplificagdo do
cassete presente no vetor pUG6 que contém sequéncias loxP ladeando o gene
KanMX. O fragmento gerado apresentou o gene KanMX na orientagéo inversa
do gene alvo GDH1. Os transformantes JP1 obtidos foram analisadas por PCR
com os primers que verificam a integridade do gene GDH1 (Gdh1for x Gdh1rev)
e todos apresentaram a amplificagdo do fragmento de 750 pb correspondente a
regido interna do gene. Em principio, isto indicaria que uma segunda copia do
gene continuava intacta, ja que se espera que esta linhagem industrial seja
dipldide. Entretanto, esta amplificacdo foi observada também para os

transformantes gerados por Antunes (2003), os quais foram submetidos a um
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segundo passo de transformagcdo com o cassete de interrupgéo interna. Este
fato sugeriu a possibilidade de que estes primers de verificagdo estariam
amplificando outra regido do genoma da levedura. Portanto, uma nova
estratégia de identificar a delecdo do gene GDH1 foi desenhada com base na
utilizagado do primer GDH1up, o qual hibridiza em uma sequéncia de 40 bp antes
do sitio ATG, e do primer KanFW, o qual hibridiza em uma sequéncia interna ao
gene KanMX. Todos os transformantes analisados falharam em amplificar o
fragmento esperado com estes dois primers. Por outro lado, a verificacdo da
presenca do cassete integrado ao genoma pdde ser constatada amplificando-se
com os primers KanFW x IDPfor e IDPrev x KanRE, gerando fragmentos de 900
bp e 200 bp, respectivamente, do cassete em todas as amostras analisadas
quanto a correta integragdo. Logo, a presenca do gene GDH1 pode ser
verificada em todos transformantes através da amplificacdo com os primers
GDH1up x GDHf1rev. A partir destes resultados foi concluido que as células
resistentes geradas apos a transformagdo eram mesmo recombinantes.
Entretanto, o fragmento de integracdo parece ter sido inserido em outro sitio
que nado o locus do gene GDH1. A hipdtese era que o fragmento de delecéo
estivesse integrando no gene pardlogo GDH3. Entretanto, as anadlises de
alinhamento de sequéncias mostraram que o primer GDH1sup e GDH1+up nao
sdo capazes de hibridizar no locus GDH3, nem em qualquer outra regido do
genoma.

No presente trabalho, foram utilizadas regides longas de homologia com
cerca de 400 bases. Desta forma, linhagens deletadas para pelo menos uma
das copias genbmicas do gene alvo foram produzidas. A interrup¢cao de GDH1
foi obtida segundo o método descrito por Gietz e Woods (2002) com
modificagdes que permitiram aumentar a eficiéncia de transformagao (Anexo 3.)
Estas modificacbes referem-se ao aumento na concentracdo do DNA a ser
inserido na levedura para 5ug e o periodo de incubagao a 42°C por 40 minutos.
Estas condi¢cdes foram otimizadas das utilizadas anteriormente por Nielsen
(2000) e Guldener e cols. (2002). Com essas duas modificagbes no tamanho
das regides de homologia e aprimoramento da técnica de transformacao foi
possivel identificar em apenas um unico passo de integragdo a geragao de uma

linhagem com delecdo completa no gene GDH1. Estes resultados mostram que
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para cada gene industrial a ser deletado algumas modificagbes nas técnicas
devem ser feitas.

Com relacdo aos transformantes deletados GDH1 obtidos neste
trabalho, o passo futuro sera de remocdo da marca KanMX a partir da
recombinagao entre as sequéncias loxP mediada pela recombinase Cre, € a

realizacéo de ensaios fisioldgicos para avaliar o rendimento em etanol.
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RESUMO

Os conceitos da engenharia metabdlica vém sendo utilizados com o objetivo de
aumentar rendimentos e incluir novas rotas metabdlicas que possibilitem a
producdo de metabdlitos de interesse biotecnologico. Isto requer o
entendimento prévio das rotas metabdlicas e os possiveis efeitos globais
provenientes de manipulagbes genéticas dirigidas. O setor industrial de
producao de alcool combustivel, como uma atividade biotecnolégica, pode se
valer deste conceito na modificagdo das ceélulas da levedura Saccharomyces
cerevisiae, que proporcionariam o aumento do rendimento de etanol e/ou
utilizacdo de fontes alternativas de carbono para o processo fermentativo.
Entretanto, a constituicdo genética das linhagens industriais requer que uma
série de adaptagdes aos procedimentos convencionais de manipulagao genética
em linhagens de laboratorio sejam otimizadas. Neste trabalho, linhagens
industriais de S. cerevisiae previamente selecionadas pela capacidade de
permanéncia no processo industrial foram geneticamente manipuladas com
intuito de modificar o metabolismo redox de forma a aumentar o rendimento a
etanol. A estratégia consistiu na insergdo genémica por integragao heteréloga
do gene bacteriano GAPN codificador da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. Ao contrario da enzima da levedura, esta enzima bacteriana
utiliza NADPH como cofator, ao invés de NADH, e ndo promove a sintese de
ATP. O gene bacteriano foi clonado em um plasmideo que apresenta
sequéncias das regides 5 e 3’ do gene HO o qual codifica uma endonuclease
que promove a interconversao dominante para o homotalismo de S. cerevisiae e
o cassete de integracao foi utilizado para inser¢ao no lécus HO do genoma da
levedura. Para este caso, os tipos de primers de verificagdo da integragdo foram
otimizados. O conjunto de procedimentos experimentais descritos neste
trabalho abre oportunidades para futuras manipulagdées genéticas que possam
produzir células recombinantes uteis para os processos industriais, tais como
células sem marcas de resisténcia a antibidticos, mantendo-se a capacidade de
adaptacdo aos ambientes industriais, ja que estas manipulagbes sao sitio-
dirigidas, e obviamente adquirindo-se a nova capacidade metabdlica pelas
modificagdes programadas.

Palavras chaves: engenharia metabdlica, fermentagao alcodlica, metabolismo
redox, modificagdo genética, Saccharomyces cerevisiae

46



GUEIROS R.S. Otimizagdo das técnicas de manipulagdo genética de leveduras
industriais para aplicacdo na produgao de alcool combustivel

1. INTRODUGAO

O bioetanol € um produto de grande interesse biotecnoldgico por ser um
combustivel renovavel, o qual é produzido a partir de processos fermentativos
utilizando-se células da levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta espécie
tornou-se alvo de estudos de modificagbes genéticas pela sua grande aplicagéo
em processos industriais e recentemente despertou o interesse das industrias
alcooleiras no melhoraramento do desempenho destas linhagens industriais em
processos fermentativos.

Estudos com uso da engenharia metabdlica véem sendo aplicados por
meio da tecnologia do DNA recombinante com vistas de aumentar rendimentos
celulares por modificagdo de reacdes bioquimicas especificas e incluir novas
rotas metabdlicas que possibilitem a producdo de metabdlitos de interesse
industrial. Recentemente, Bro e cols. (2006) propuseram uma estratégia que
consiste em alterar a coenzima de oxirreducido de NADH para NADPH em uma
das reacgobes da glicélise. Em S. cerevisiae a oxidagao do gliceraldeido 3-fosfato
a 1,3-bifosfoglicerato utiliza NADH como coenzima e envolve uma fosforilagdo
ao nivel do substrato. Posteriormente este 1,3-bifosfoglicerato € defosforilado
para gerar 3-fosfoglicerato e ATP. Ja na bactéria Streptococcus mutants a
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, codificada pelo gene gapN, cataliza a
reacdo direta de gliceraldeido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato utilizando NADPH
como coenzima e sem a necessidade da etapa de fosforilagdo e geragédo de
ATP. Os autores sugerem, baseados em analises in silico dos fluxos
metabdlicos, que a introdugao do gene gapN em S. cerevisiae promoveria um
redirecionamento dos fluxos metabdlicos, com diminuicdo da formacado de
biomassa, dada pela ndo produ¢do de uma molécula de ATP na glicdlise, e de
glicerol, fatores que induziriam a maior produgcdo de etanol. Esta estratégia
poderia ser utilizada para a modificagdo genética de linhagens industriais e
testadas em modelos mais proximos possiveis das condi¢gdes industriais.
Entretanto, € necessario que as linhagens apropriadas sejam inicialmente
escolhidas.

Para uso desta estratégia no contexto industrial deve-se levar em conta
dois aspectos. O primeiro é a modificacdo genética de linhagens industriais com

alta adaptabilidade e o segundo € a analise dos recombinantes em condigdes

47



GUEIROS R.S. Otimizagdo das técnicas de manipulagdo genética de leveduras
industriais para aplicacdo na produgao de alcool combustivel

mais proximas possiveis das industriais do que aquelas utilizadas pelos autores.
Silva-Filho et al (2005) mostrou que dentre varias linhagens industriais
atualmente aplicadas na industria alcooleira, a linhagem JP1 tem apresentado
caracteristicas que favorecem a sua utilizacdo pra estudos de modificacédo
genética. A estabilidade populacional no ambiente fermentativo depende do uso
de linhagens bem adaptadas as condigdes do processo industrial, a linhagem
JP1 tem a capacidade de dominancia no processo fermentativo de diferentes
destilarias. Esta linhagem apresenta, além desta caracteristica, altas taxas
especificas de crescimento e bom rendimento em etanol. Por outro lado, sua
producdo de glicerol ainda pode ser considerada alta, o que sugere que ha
condicbes metabdlicas de aumentar ainda mais sua producido de etanol se a
producao de glicerol for diminuida. A diminuicado da producéo de glicerol tem
sido conseguida sem aparente perda da viabilidade celular tanto pela
modificagdo da via de assimilagdo de amodnia pelas células de levedura (Nissen
et al 2000) como pela introdugdo do gene gapN (Bro et al 2006). A primeira
estratégia tem o inconveniente de depender da presenga de amdnia no meio de
fermentacdo e de algum crescimento celular durante a fermentacdo. Ja a
segunda estratégia s6 dependeria do pouco crescimento celular que ja existe
durante a fermentacao alcodlica industrial.

As células de levedura podem ser geneticamente manipuladas tanto
para a eliminagdo de um gene ou um conjunto de genes do genoma ou para a
integracdo de genes homodlogos ou heterdlogos em regides especificas do
genoma da célula hospedeira. Para ambas as estratégias podem ser utilizados
fragmentos de DNA gerados pela técnica de PCR que apresentem
extremidades homologas ao sitio de integragdo gendémica, os quais podem ser
genes especificos ou regides intergénicas.

Com base nos experimentos de Bro e cols. (2006), o presente trabalho
teve como objetivo a otimizagcdo de técnicas moleculares de modificacéo
genética de linhagens industriais de S. cerevisiae previamente selecionadas
pela capacidade de permanéncia no processo industrial. Estas modificagcbes
tém como alvo a modificacdo do metabolismo redox de forma a aumentar o
rendimento a etanol.

A otimizacao dos procedimentos de modificacdo genética descritos neste

trabalho abre oportunidades para futuras manipulagbes genéticas por
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engenharia metabdlica, ja que estas ainda apresentam-se limitadas por sua
complexidade metodolégica. O aperfeicoamento destas técnicas possibilitara a
producdo de células recombinantes uteis para os processos industriais, tais
como ceélulas com uma nova capacidade metabdlica, porém sem marcas de

resisténcia a antibioticos e que sejam mantidas no contexto industrial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Linhagens e meios de cultura

A linhagem industrial JP1 de S. cerevisiae foi isolada a partir do
processo fermentativo da destilaria Japungu Agroindustrial SA na safra 2000-
2001 e utilizada como modelo industrial para as modificagdes genéticas. A
linhagem DH5a da bactéria Escherichia coli foi utilizada para manutencéo e
amplificagdo dos plasmideos.

O meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% peptona e 2% de glicose)
foi utilizado para o cultivo e manutengao das células de levedura. As células
transformadas foram selecionadas neste meio suplementado com o antifungico
Geneticina 200 pg/ml. O meio LB (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5%
NaCl e 0,1% NaOH 1N) acrescido de ampicilina 100ug/ml foi utilizado para
cultivo e manutencédo das células de bactéria contendo os plasmideos. Para

meios solidos foi utilizado 2% de agar.

2.2. Extracao do DNA

O DNA total dos transformantes foi extraido segundo o protocolo
descrito por Silva-Filho et al (2005): 1) Em cada microtubo foi adicionado 1 ml
de cultura de uma colbénia de células transformantes, estas formam coletadas
por centrifugagdo a 10000 rpm por 3 minutos a 24°C; 2) o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular foi ressuspenso em 600 pl de solugao tampao
de extragao (Tris HCI 0,2M pH8,0; EDTA 25mM pH8,0; SDS 1%; NaCl 25mM);
3) as amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas em banho-maria
a 65°C por 30 minutos com agitacéo por inversdo manual a cada 10 minutos; 4)
o lisado celular foi extraido com 600 ul de clorofane (fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico nas proporcdes 25:24:1) por agitacdo vigorosa em vortex; 5) as

suspensdes foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos a 24°C e a fase
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aquosa (superior) foi transferida para novo tubo; 6) uma segunda extragao foi
feita com 500 pl de clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1) como acima; 7)
ap6s centrifugacdo a 13000 rpm por 15 minutos a 24°C, a fase aquosa
(superior) foi transferida para novo tubo; 8) o DNA total foi precipitado por
adicado de 800 pl de etanol absoluto gelado e incubagao por 2 horas a -20°C; 9)
o DNA foi coletado por centrifugagdo a 13000rpm por 15 minutos a 24°C e o
sedimento foi lavado com 300 pl de etanol 70%, seco em estufa a 37°C ( 30’ —
90’) e suspenso em 100 ul de tampéao TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM). O DNA
das amostras de transformantes e plasmidiais foi quantificado a partir de uma
diluicdo de 1:200 (ex. 3 ul da solugédo estoque e 597 pl agua destilada). Esta
diluicio foi levada a espectrofotdbmetro para leitura em comprimento de onda de
A = 260nm. A absorbancia da solucdo foi utilizada para determinar a
concentragcdo de DNA, levando em consideracdo que 1D.O.260nm = 50ug/ml
(SAMBROOK et al.,, 1989). Os DNAs plasmidiais foram extraidos pela técnica
de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989).

2.2 Construcgao do plasmideo integrativo pM4297-GAPN

O vetor pYX212-GapN foi concedido gentilmente por Jochen Foster,
Fluxome Sciences, Dinamarca. Este vetor apresenta o gene gapN sob a
regulacdo do promotor do gene TPI1 de S. cerevisiae. O vetor pM4297 (HO-
poly-KanMX4-HO) foi concedido gentilmente por Voth, University of Utah, USA.
Este plasmideo apresenta a marca KanMX4, com o gene que confere
resisténcia ao antibiético Geneticina G418 para selecao de transformantes em
levedura, ladeada pelas seqtiéncias 5’ e 3’ do gene que codifica a recombinase
HO de S. cerevisiae. A presenga dessas sequéncias permite a integragao
genbmica do cassete génico.

Inicialmente primers foram desenhados para hibridizar na sequéncia 5°
do promotor TPI1 (primer TPI1for) e na sequéncia 3’ do gene gapN (primer
GAPNrev) de forma a amplificar todo o cassete de expressdao TPI1-gapN.
Ambos os primers apresentam sitios de restricdo BamHI|. A amplificacdo do
cassete de expressao a partir do plasmideo pGAPN foi realizada pela seguinte
reagao: 1x de tampao para PCR; 1,5 mM de MgCl,; 2,5 pmol de cada primer;
0,2 mM de dNTPs e 2,5U de Tag DNA polimerase para uma reagao final de 25
Ml. As reagdes de amplificagdo foram incubadas a 94° por 2 minutos, seguido de
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30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto,
com extensao final a 72°C por 3 minutos. As amplificagées foram analisadas em
gel de agarose 0,8% revelado com brometo de etidio.

O fragmento de 2,4 kb gerado por PCR foi purificado utilizando o kit

PureLink™

Promega e utilizado para ligar no vetor pPGEM-T Easy (Promega Co.,
USA). A reacéo de ligacédo foi utilizada na transformagéo de células de bactéria
DH5a utilizando o protocolo de transformacido quimica por cloreto de calcio
(SAMBROOK et al., 1989) e as colbnias transformadas foram selecionadas em
placa com meio LB suplementado com ampicilina. O plasmideo recombinante
pGEM-GAPN foi extraido e posteriormente digerido com a enzima BamHI
(Invitrogen) e a banda contendo o cassete de expresséo foi purificada do gel de
agarose de baixo ponto de fus&o (Invitrogen) em 1% TAE (Tamp&o Tris 40mM,
Acetato 20mM , EDTA 1mM) utilizando o kit “QIA Quick Gel Extraction”
(Qiagem). Em paralelo, o vetor pM4297 foi linearizado pela digestdo com a
enzima BamHI e purificado por extragdo com fenol:cloroférmio. As duas
espécies de DNA (vetor e inserto) foram quantificados em gel de agarose e
reacdes de ligagdo foram realizadas segundo Sambrook et al (1989) utilizando-
se a relacao molar 10:1 de inserto e vetor. As reagdes foram utilizadas para
transformacdo de bactéria para selecao das colénias transformadas como
acima. O plasmideo recombinante pHO-GAPN foi extraido e posteriormente
digerido com a enzima BamH| (Invitrogen) para visualizagdo da banda contendo
o cassete de expressao. Para confirmagdo da presenca do cassete, todos os
plasmideos recombinantes foram submetidos a rea¢cées de PCR com os primers
TPI1for e GAPNrev.

2.3. Transformacgao de células de levedura

Apos a verificagcdo, o plasmideo pHO-GAPN foi digerido com a enzima
Notl para purificagdo em gel de agarose do cassete de integracdo HO-GAPN-
KanMX4-HO. A linhagem JP1 parental foi transformada com o cassete de
integracao utilizando o método de acetato de litio descrito por Gietz e Woods
(2002) modificado e selecionadas em placas YPD com 200pg/mL de G418.

Para verificacdo da integracdo genémica, o DNA dos transformantes
submetido a amplificagdes com os primers TPl1for e GAPNrev e TPl1for e
KanB.
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3. RESULTADOS

A linhagem JP1 foi escolhida como linhagem industrial pelo fato de ser
utilizada como fermento de partida na destilaria Japungu Agroindustrial S/A.
Esta linhagem tem apresentado boa estabilidade populacional, altas taxas
especificas de crescimento e também um bom rendimento em etanol e alto
rendimento em glicerol (SILVA-FILHO et al, 2005). A linhagem foi submetida a
ensaio de resisténcia a geneticina, sendo sensivel na concentragdo de 200
Mg/ml em meio solido. Esta concentragao foi, entéo, utilizada nos experimentos

de transformacao celular.

3.1. Integragcao genémica do gene GAPN

Inicialmente, para constru¢do do vetor integrativo contendo o gene
GAPN, foi realizada a extragcdo dos plasmideos pYX212-GAPN (9775pb) e
pM4297(6061pb). Em seguida, foi realizada a amplificacdo do gene GAPN a
partir do vetor pYX212-GAPN, utilizando os primers TPIl1for x GAPNrev . O
inserto amplificado foi purificado e ligado no vetor pGEM. Seguindo a obtengao
da ligacdo pGEM-GAPN, o plasmideo recombinante foi digerido com BamHI
para liberagdo dos fragmentos de 3015pb e 2413pb, sendo o menor
correspondendo ao cassete de expressao (BamHI)TPI1-GAPN(BamHI) para
clonar em pM4297. A ligacdo pGEM-GAPN foi amplificada com os primers
TPI1for e GAPNrev para verificagado do inserto ligado (Figura 1).

O plasmideo pM4297 foi digerido com BamHI e ligado com o inserto
purificado a partir de pGEM-GAPN. O vetor digerido e o inserto purificado
formam ligados através do sitio BamHI. O vetor de integragao construido pHO-
GAPN foi digerido com a enzima Notl para obtencdo do cassete de integragao
(HO-GAPN-KanMX4-HO); este foi purificado para transformar a linhagem de
levedura industrial JP1 (Figura 1).

O vetor pHO-GAPN foi submetido a digestdes com as enzimas BamHl|,
Notl e EcoRI, para verificar a presenga e a orientagdo do inserto. A digestao
com a enzima BamHI gerou as bandas esperadas de 2.4 kb (inserto) e 6.0 kb
(vetor). A digestao com Notl gerou as bandas de 3.1kb (vetor) e 5.3 kb (inserto).
A digestao com a enzima EcoRI gerou bandas de 5.7 e 2.7 kb, possibilitando a

identificac&o do inserto e o sentido no qual a ligagao foi realizada (Figura 1). A
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linhagem JP1 foi transformada com o cassete HO-GAPN-KanMX4-HO e a
integracdo gendmica foi confirmada amplificando com os primers de verificagdo
TPI1for e KanB (Figura 2)

Figura 1. Construcao do vetor integrativo pHO-GAPN. Linha 1:Marcador A-Hindlll; linha 2:
amplificagdo do cassete de expressao TPI1-gapN de 2413pb a partir do plasmideo pYX212-
GAPN com os primers TPl1for e GAPNrev; linha 3: plasmideo recombinante pGEM-GAPN;
linha 4: pGEM-GAPN digerido com BamHI para liberagdo do cassete de expressao TPI/1-gapN
de 2413pb; linha 5: vetor pM4297; linha 6: pM4297 digerido com BamHlI; linha 7: pM4297
digerido com Notl; linha 8: pM4297 digerido com EcoRJ; linha 9: plasmideo recombinante pHO-
GAPN; linha 10: pHO-GAPN digerido com BamHl/; linha 11: pHO-GAPN digerido com Notl; linha
12: pHO-GAPN digerido com EcoRlJ; linha 13: marcador A-Hindlll. Os valores em kb das bandas

do marcador de peso molecular estdo mostradas.

1 2
Figura 2. PCR de verificagdo da integracdo do gene gapN no genoma da linhagem
industrial JP1. O DNA do plasmideo pHO-GAPN (linha 1) e do transformante JP1-GAPN

(linha 2) foram submetidos a amplificagdo com os primers TPI1for e KanB.
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4. DISCUSSAO

Apods o advento da tecnologia do DNA recombinante criou-se a idéia de
que a simples modificacdo genética de um sistema biolégico poderia gerar
produtos biotecnologicos com alta eficiéncia. Isto parece ser verdade quando se
pretende produzir uma determinada proteina homologa ou heterdloga, as quais
sao produtos diretos dos genes clonados. Entretanto, quando se pretende
produzir um determinado metabdlito de interesse industrial, cuja sintese
depende de uma série de reagdes bioquimicas, da disponibilidade dos
intermediarios biossintéticos e dos fluxos metabdlicos, entdo estas modificacoes
genéticas simples nao parecem tao eficientes. A partir deste fato foi introduzido
na literatura cientifica o conceito de engenharia metabdlica, que prevé as
modificagdes genéticas por meio da tecnologia do DNA recombinante a partir de
dados dos fluxos metabdlicos e de sua regulagdo (OSTERGAARD, 2000). A
partir dai, dois tipos de modificagdes genética ndo excludentes s&o possiveis: a
delecdo de genes homdlogos e a superexpressdao de genes homdlogos ou
heterélogos. Nissen et al (2000) propbée ambos os tipos de modificagbes em
células de S. cerevisiae que envolvem a delecdo do gene GDHT1 e a
superexpressdao dos genes homodlogos GLNT1 e GLT1. Estas modificagdes
promovem a mudanga do cofator envolvido na assimilagdo de amdnia, via de
biossintese de aminoacidos, que tem repercussao positiva na producado de
etanol, via de assimilagdo de glicose. A integracdo génica apresenta vantagens
metodoldgicas em relagdo as delegbes. O primeiro tipo requer geralmente um
passo, que, dependendo do sitio de integracdo, pode gerar células
recombinantes com uma ou mais copias do gene integrado. Ja as delecgdes
devem envolver mais de um passo experimental, ja que linhagens de leveduras
industriais sdo geralmente polipldides. A presenca de parélogos do gene alvo
também pode dificultar o processo de delecdo. Ambos os casos requerem
eventos de recombinacgao sitio-especifica no genoma da levedura.

Neste trabalho, propomos a modificagdo genética de linhagens industriais
de S. cerevisiae pela integragdo génica do gene bacteriano gapN envolvido em
um dos passos da glicolise em S. mutans. A atividade da enzima bacteriana
levaria a troca na coenzima NADH para NADPH durante a glicélise, diminuindo

a producdo de ATP nesta via. Isto teria como consequéncia a queda na
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formagao de glicerol e de biomassa, com efeito positivo na produgao de etanol
(BRO ET AL 2006). Esta integragao foi feita no locus HO, cujo gene codifica
para a endonuclease envolvida na conversao dos sinais de acasalamento a e a
nas leveduras ascomicetos. Este locus tem sido utilizado como alvo em
experimentos de integragdo de genes heterdlogos por ndo ser essencial para a
viabilidade celular (CASTILHO et al., 1992; SOUZA, 1999; VOTH, 2001;
KLAR,1987; WALKER, 1998; MATHIAS et al, 2004). Entretanto, este cassete
de integracdo tem o inconveniente de ndo permitir a retirada da marca de
selecao pela forma como o cassete de resisténcia KanMX foi originalmente
construido no plasmidio base pFA6 (WACH, 1994). Portanto, a linhagem
construida neste trabalho n&do podera ser utilizada industrialmente devido as
restricdes impostas pela legislagdo brasileira de biosseguranca. Para sua
utilizacdo industrial € necessaria a remogao desta marca de selegao esta
podera ser realizada pelo desenvolvido de um vetor que permita a excisao das
marcas de sele¢cdo. Um vetor que apresenta este sistema € o plasmideo pUG6
com sequéncias loxP ladeando o gene KanMX, estas sequéncias possibilitam
que este gene de resisténcia seja removido por recombinagdo (GULDNER ET
AL, 1996).

Em conclusdo, os resultados obtidos neste trabalho abrem perspectivas
reais para a modificacdo de linhagens industriais de S. cerevisiae com vistas ao
aumento do rendimento em etanol a partir da mesma quantidade de substrato
hoje aportado ao processo industrial, o que representara um ganho econémico
significativo para as industrias. Entretanto, o préximo passo € testar se estas
modificagdes genéticas produzem no contexto industrial o mesmo efeito
metabolico que é verificado em condigdes de laboratorio. Caso isto ndo ocorra,
novas modificagées genéticas devem ser desenhadas e testadas, como prevé o

conceito de engenharia metabdlica.
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EcoRI

pYX212-GapN

9775 bp

Figura 1. Mapa do plasmideo pYX212-GAPN que possui o gene GAPN e o promotor

TPI1 para expressao heterdloga em Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 2. Mapa do plasmideo pM4297 com as seqiéncia HO para integragcao

gendmica em Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 3. Mapa do plasmideo pGEM-T Easy vector (Vector Systems -Promega).
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Figura 4. Mapa do plasmideo pHO-GAPN construido para integrar o gene GAPN no

locus HO de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 1. Cruzamento entre a linhagem CEN.PK 638-3D e a linhagem YOR 375c
resultando na linhagem dipldide AGDH1 e heterozigota para GDH3 e GLT1.

Figura 2. Cruzamento entre a linhagem BY4742 e a linhagem CEN.PK 638-3B
resultando na linhagem laboratorial dipléide heterozigota GDH1, GDH3 e GLT1.
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Figura 3. Cruzamento entre a linhagem BY4741 e a linhagem YOR 375c resultando na
linhagem laboratorial diploide heterozigota GDH1.

Figura 4. Cruzamento entre a linhagem BY4741 e a linhagem BY4742 resultando na
linhagem laboratorial dipléide GDH1+.
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Figura 5. Placa dos transformantes JP1 industrial com cassete GDH1-loxP-KanMX-
loxP-GDH1.

Figura 6. Placa da transformacao da linhagem JP1 industrial com o cassette integrativo
HO-GAPN-KanMX4-HO.
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ANEXO 3
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Protocolo para transformacgao de leveduras

1 Dia

Inocular a cultura em frascos de 250ml em 25 ml de meio (YPD ou
sintético) e incubar a noite toda sob agitagéo a 200 rpm e 30°C.

2 Dia

1. Determine a concentracdo de células em hemocitbmetro. Diluir a
amostra em agua 10" ou mais para a contagem do numero de
células. Exemplo para o calculo da concentracio: 239 cells x 5 x 10
(fator de diluicdo) x 1/10™*ml = 1.2 x 10° cells/ml.

2. Transferir 50 ml de meio em novo frasco para reindculo. Inocular
para uma concentragao inicial de 5 x 10° cells/ml.

3. Incubar sob agitagdo de 200 rpm a 30°C. Importante que as
células completem duas geragdes. Crescer por 3 a 5 horas até obter
uma concentracgdo de 2 x 107 cells/ml.

4. Quando o crescimento a 2 x 107 cells/ml for atingido, centrifugue
a cultura a 3000 g por 5 min, lave as células em 25 ml de agua
destilada estéril ressuspendendo em 1 ml no final.

5. Ferva 1.0 ml DNA carreador (Sperm Salmon) por 5 min esfriando
em seguida em gelo.

6. Transferir a suspensao cellular para tubo de microcentrifuga de
1.5 ml; centrifugar por 30 segundos e descarte o sobrenadante.

7. Adicione agua até um volume final de 1.0 ml e agitar em vortex
vigorosamente para ressuspender as ceélulas.

8. Pipetar 100 pl da amostra (ca. 10° cells) em 1.5 ml microtubo, u m
para cada transformacao, centrifugar a top speed por 30 segundos e
remover o sobrenadante.

9. Preparar o mix de transformagao deixando incubado no gelo.
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Reagentes 1 5 (6X)
PEG 3500 50% w/v 240 yl 1440 pl
LiAc 1.0 M 36 ul 216 pl
1:Se?\/ic(:jaorrler DNA 50 il 300 pl
DNA 5ug 34 ul 204 ul
Total 360 ul - 2160 pl

10. Adicionar 360 pl do mix de transformacao para cada tubo e
ressuspender as células em vortex vigorosamente.

11. Incubar os tubos a 42°C em banho por 40 min.

12. Centrifugar a top speed por 30 segundos e remova o
sobrenadante com pipeta.

13. Lavar com 1.0 ml de agua destilada estéril centrifugando em
seguida. Repetir esse passo até que toda a solucdo do mix seja
removida.

14. Plaquear 100 ul da cultura em placa de Petri com meio seletivo.
Incubar por 3 a 4 dias a 30°C.
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