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RESUMO

SANTOS, Ancély Ferreira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012.
Construcdo de cassetes de expressao lineares e transformacao de Kluyveromyces
marxianus para expressao de proteinas heterdélogas. Orientador: Luciano Gomes
Fietto. Coorientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto e Andréa de Oliveira Barros Ribon.

A escolha da levedura hospedeira para produgdo de uma proteina heterdloga é
fundamental para o sucesso de um processo biotecnolégico, porém, apesar da
diversidade de trabalhos com expressdo de proteinas em leveduras, os niveis de
secrecao nesses organismos ainda sao considerados baixos quando comparadas aos
fungos filamentosos. A levedura K. marxianus possui grande potencial biotecnoldgico
para fermentacdo e produgcdo de proteinas. Apesar desse potencial existem poucos
trabalhos relatando a expressédo heterdloga de proteinas nessa levedura. Este quadro
demonstra a necessidade de mais estudos para padronizacdo de um sistema facil e
eficiente para obtencdo de K. marxianus recombinantes para produgédo de proteinas de
interesse. O objetivo deste trabalho foi padronizar a construgao de cassetes lineares para
expressao de proteinas heterélogas em K. marxianus. Os cassetes de expressao foram
construidos pela técnica de PCR de fusdo. Para tanto foi realizado um primeiro ciclo de
reacao na qual foi amplificado individualmente cada fragmento integrante do cassete (o
promotor, o gene de interesse e a marca de selecdo). Os promotores escolhidos,
ScHXT1p, ScPGKp, ScTDH3p, KmINU1p e KmPCPL3p, foram amplificados do genoma
de S. cerevisiae ou K. marxianus. Os genes das enzimas endoglucanase e
celobiohidrolase de Aspergillus niger (eng1e cbhA) foram clonados no vetor pKLAC1 e
este foi utilizado como molde para amplificacdo da sequéncia dos genes flanqueados
pelas sequéncias do peptideo sinal a-mating factor de Kluyveromyces lactis e do
terminador do gene lac4 de Kluyveromyces lactis . A sequéncia codificadora do gene
KanMX, marca de selecao que confere resisténcia em eucariotos para o antibidtico
geneticina (G418), foi amplificado do DNA gendmico de uma linhagem mutante de S.
cerevisiae. O segundo passo consistiu da reacdo de fusao dos fragmentos de cada
promotor com os fragmentos aMF-gene-TT e KanMX por PCR. Esse tipo de construgao
se mostrou eficiente, reprodutivel e passivel de ser realizada em tempo muito inferior
aquele de métodos de clonagem tradicionais. Os cassetes construidos foram utilizados
na transformacado de leveduras Kluyveromyces marxianus UFV-3 por dois métodos,
acetato de litio e eletroporacdo. O protocolo de acetato de litio foi mais eficiente e as
colénias obtidas foram selecionadas por resisténcia as concentragbes crescentes de
G418.
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ABSTRACT

SANTOS, Ancély Ferreira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Construction of linear expression cassetes na transformation of Kluyveromyces
marxianus for heterologous protein expression. Advisor: Luciano Gomes Fietto. Co-
advisors: Juliana Lopes Rangel Fietto and Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Selection of the most suitable yeast host for heterologous protein expression is important
for the success of a biotechnological process. However despite the diversity of works with
protein expression in yeasts the secretion level in these organisms are still low when
compared with filamentous fungi. The yeast Kluyveromyces marxianus has a great
potential for fermentation and protein production. Although, there are few studies reporting
heterologous expression in this yeast. It shows the need for more studies to develop an
efficient system for the recombinant protein production in this yeast. The aim of this work
was the construction of linear cassettes for expression heterologous proteins in K.
marxianus. The cassettes were constructed by fusion PCR. For this purpose we
performed a first reaction cycle in which each fragment was amplified individually (the
promoter, the gene of interest and the selection mark). The promoters (ScHXT1p,
ScPGKp, ScTDH3p, KmINU1p and KmPCPL3p) were amplified from the genome of S.
cerevisiae and K. marxianus. The endoglucanase and celobiohidrolase genes from A.
niger (eng1 and cbhA) were cloned in pKLAC1 vector that was then used as template to
amplify the sequence of genes flanked by the sequences of the Kluyveromyces lactis
signal peptide a-mating factor and LAC4 gene terminator. The gene KanMX, which
confers resistance to geneticin (G418) in eukaryotes, was amplified from genome of a S.
cerevisiae mutant. The second step was a fusion PCR reaction of the fragments: the
promoter desired, a-MF-gene of interest-TT and the KanMX. This construction was
efficient, reproducible and capable of being held in a shorter time than tradicional cloning
methods. The constructions were used in K. marxianus UFV-3 transformation by two
different methods, the lithium acetate and electroporation. The lithium acetate protocol
was more efficient and the transformants were selected by resistance to increased G418

concentrations.



1 INTRODUGAO

A levedura Kluyveromyces marxianus possui caracteristicas fisiologicas
importantes que |Ihe conferem potencial para aplicacdo industrial na producdo de
proteinas. Dentre elas estdo a utilizagdo de um amplo espectro de substratos
(Nonklang et al, 2009), alto fator de conversdo de substratos em produtos, alta
velocidade especifica de crescimento relativa a outros organismos eucariotos (Rocha
et al, 2011), termotolerancia, status GRAS, alta capacidade fermentativa, diferente de
leveduras do género Pichia, e eficiéncia de secrecao de proteinas de alto peso
molecular, diferente da Saccharomyces cerevisiae (Fonseca et al, 2008).

O objetivo do grupo de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa € a produgdo de celulases recombinantes pela
levedura K. marxianus, com o interesse no emprego desse organismo em bioprocesso
consolidado para produgao de etanol celulésico. No entanto, apesar das propriedades
vantajosas para aplicagdo em bioprocessos, o uso da K. marxianus como hospedeira
para produgdo de proteinas heterdlogas ¢é limitado (Rocha et al, 2010). Os trabalhos
da literatura sobre este tema apresentam sistemas com caracteristicas heterogéneas,
varias linhagens diferentes foram descritas na literatura, muitas n&o disponiveis em
colegbes de culturas internacionais, e diferentes genes tém sido expressos utilizando-
se cassetes de expressdao com promotores e sinais de secrecdo distintos. Essa
escassez de informacgdes objetivas sobre aspectos basicos do sistema de expressao e
secrecao de proteinas dessa espécie € o maior entrave para sua exploracdo em
processos biotecnoldgicos. Diante desse fato, este trabalho teve como objetivo
padronizar um protocolo de transformacido e desenvolver um sistema de expressao
eficiente para a K. marxianus, comegando por avaliar a eficiéncia de diferentes

promotores, enddégenos ou nao, na expressao heterdloga de proteinas nessa levedura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etanol de segunda geragao

Uma das alternativas ambientalmente sustentaveis de substituicdo dos
combustiveis fésseis € a utilizacdo de residuos agroindustriais para producao de
energia. No caso do Brasil, a produgdo de etanol de segunda geracdo a partir do
bagaco e da palha de cana é uma estratégia promissora. Estimulados por politicas
publicas de incentivo voltadas para ampliar a produtividade do etanol brasileiro, existe
um volume substancial de instituicbes envolvidas na pesquisa e no desenvolvimento
de processos para conversao direta do material lignocelulésico em etanol (Cortez,
2010).

A biomassa lignoceluldsica contém cerca de 35 a 50% de celulose, até 35% de
hemicelulose e de 5 a 30% de lignina. A celulose é um homopolissacarideo linear, ndo
ramificado, composto por residuos de D-glicose, unidos por ligacées B(1-4). Na
natureza a celulose forma uma estrutura parcialmente cristalina na qual as cadeias
individuais do polissacarideo formam um rearranjo compacto estabilizado por ligacoes
de hidrogénio. A hemicelulose é um heteropolissacarideo composto por xilana,
manana, beta-glucano e xiloglucano. A lignina é um polimero complexo formado de
unidades de fenilpropandides, com estrutura variavel dependendo da espécie de
planta (Maki-Arvela et al, 2010).

A producao de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica é realizada por um
processo de quatro etapas: (1) pré-tratamento quimico e fisico da biomassa; (2)
hidrdlise das fibras de celulose e da hemicelulose; (3) fermentacao; (4) destilagdo do
produto final (Hasunuma e Kondo, 2011). O pré-tratamento visa reduzir a cristalinidade
da celulose a fim de tornar as fibras acessiveis para sua degradacao. Nesse passo, as
fibras de celulose e hemicelulose sao hidrolisadas por um processo catalisado por
enzimas ou acidos gerando os carboidratos fermentesciveis (hexoses e pentoses).
Estes agucares provenientes das fragdes de celulose e hemicelulose da biomassa
podem ser fermentados, posteriormente, por micro-organismos e a porg¢ao de lignina,
o principal sélido remanescente, pode ser queimada para gerar calor e eletricidade
para o processo (Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Na etapa da hidrdlise, as enzimas responsaveis pela sacarificagao da celulose
sdo as celulases. As celulases sao um subgrupo de glicosil hidrolases (EC 3.2.1.x) que
catalisam a clivagem especifica das ligacbes B(1-4) da celulose e representam a
principal barreira econbémica na produgdo de etanol a partir de materiais

lighoceluldsicos. O mecanismo mais aceito para a hidrolise completa da estrutura da



celulose envolve um complexo enzimatico atuante, constituido por endoglucanases
(EC 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), e B-glicosidases (EC
3.2.1.21). As endoglucanases catalisam a hidrolise, em regides amorfas, das ligagdes
glicosidicas B(1-4) intramoleculares acessiveis na cadeia da celulose, gerando novas
terminagdes redutoras e nao redutoras. As exoglucanases catalisam a clivagem das
extremidades da cadeia, liberando celobiose ou glicose. As B-glicosidases catalisam a
hidrolise da celobiose em glicose, eliminando o efeito inibidor da celobiose sobre as
endo e exoglucanases. Esses trés processos de hidrélise ocorrem simultaneamente,
sendo a hidrélise primaria realizada na superficie dos substratos sélidos, promovendo
a despolimerizacao e liberagdo de agucares soluveis. Essa etapa de despolimerizagéo
enzimatica é resultado do sinergismo entre endoglucanases e exoglucanases e é o
passo limitante de todo o processo de hidrolise. A hidrélise secundaria ocorre na fase
liquida e envolve a quebra da celobiose catalisada pelas B-glicosidases (Zhang et al.,

2006). Esse mecanismo esta ilustrado na figura 1.
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Figura 1: Esquema do mecanismo de hidrélise da fibra de celulose pelas enzimas endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidase. R: clivagem pela extremidade redutora; NR: clivagem pela extremidade
nao redutora (Adaptado de Zhang et al, 2006).



A hidrédlise enzimatica da fibra de celulose ainda constitui o principal impasse
econdmico para a utilizagcdo da biomassa para produgao de etanol, uma vez que a
producdo das enzimas ainda ndo apresenta uma relagdo de custo e beneficio
favoravel. Uma estratégia econdmica e eficiente para produgéo do bioetanol em escala
industrial € o bioprocesso consolidado. Nessa estratégia, a producdo das enzimas, a
hidrolise e a fermentagcdo sao conduzidas por um Unico micro-organismo modificado
geneticamente ou por um consércio de micro-organismos com essas habilidades
(Jeon et al, 2009). Porém, a aplicagdo dessa tecnologia na industria ainda nao foi
possivel devido a indisponibilidade de micro-organismos capazes de produzir todas as
enzimas necessarias e ainda fermentar eficientemente (Hasunuma e Kondo, 2011).
Por esse motivo, a prospec¢ido desses micro-organismos na natureza e a engenharia
genética de leveduras fermentadoras tradicionalmente utilizadas nas industrias, para a
producao de celulases recombinantes, sdo o foco de alguns trabalhos engajados na

utilizacdo de residuos agricolas para produgéao de etanol.

2.2. Engenharia genética em micro-organismos para aplicacao em bioprocesso

consolidado

O bioprocesso consolidado requer o desenvolvimento de um micro-organismo
capaz de atender as seguintes especificacdes: producdo de enzimas pra a hidrolise
dos polissacarideos em carboidratos que possam ser fermentados; producao eficiente
de etanol; utilizagdo de hexoses e pentoses; resisténcia a etanol, a inibidores da
fermentacao e a baixa disponibilidade de nutrientes; e resisténcia a estresses fisicos
do ambiente como alta pressdo osmoética, baixo pH e alta temperatura (Hasunuma e
Kondo, 2011).

Esse organismo ideal pode ser obtido de duas maneiras, a primeira seria com o
aprimoramento de organismos com habilidade natural de degradacdo da celulose.
Nesse caso, o objetivo principal é a engenharia metabdlica no organismo para
producdo de etanol, para a eliminagao da sintese de subprodutos ou para o aumento
da tolerancia aos estresses do processo (Xu et al., 2010). A segunda maneira € a
modificagdo genética de organismos que apresentam alta capacidade fermentativa
para expressao heterdloga de celulases, a fim de torna-los capazes de utilizar a
celulose.

A levedura S. cerevisiae, por apresentar vantagens como alto potencial
fermentativo em glicose, alta taxa de crescimento, maior resisténcia a compostos

presentes nos hidrolisados de material lignoceluldsico, sdo geralmente a primeira



escolha para producdo industrial de etanol. Além disso, ela apresenta também
facilidade de manipulagdo genética, genoma sequenciado e disponivel, um grande
volume de informagdes sobre fisiologia e genética e status GRAS (Generally Regarded
As Safe) de seguranca. Diante dessas caracteristicas, a producgao heterdloga de
celulases por essa leveduratem sido objeto de estudos, porém, sem resultados
satisfatorios na secrecdo e fermentacdo simultdnea de substratos complexos
(Khramtsov et al, 2011).

Como alternativa a S. cerevisiae, e buscando explorar a grande biodiversidade
existente, estdo as leveduras nao Saccharomyces, também chamadas de leveduras
nao convencionais. Essas leveduras apresentam uma capacidade de utilizagdo de
diversos substratos, propriedades fisioldgicas particulares e rotas metabdlicas nao
usuais, como por exemplo, a utilizagcdo e fermentacdo de lactose e galactose por
leveduras do género Kluyveromyces (Jeffries e Cregg, 2010). Além disso, pelo fato ja
relatado de algumas K. marxianus serem capazes de utilizar xilose e celobiose e
apresentar alto teor fermentativo em glicose (Nonklang et al, 2008), esse grupo tem
sido estudado e caracterizado quanto a sua fisiologia e genética para utilizagdo como
hospedeiras na producdo de proteinas recombinantes, visando sua aplicacdo em

bioprocesso consolidado.

2.3. A levedura Kluyveromyces marxianus

A Kluyveromyces marxianus é¢ uma levedura filogeneticamente relacionada
com as espécies Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis, mas apresenta
caracteristicas particulares que sao o seu diferencial para aplicacdo biotecnolégica. A
maior caracteristica em comum entre K. Lactis e K. marxianus é a capacidade de
assimilar lactose e usar esse carboidrato como fonte de carbono. Essa qualidade, que
€ ausente em S. cerevisiae, possibilita encontrar espécies a partir de fontes de leite,
como leites fermentados, yorgutes e queijos (Lane e Morrissey, 2010). Linhagens
pertencentes as espécies de levedura K. marxianus tém sido isoladas a partir de uma
grande variedade de habitat, o que resulta em uma alta diversidade metabdlica e um
substancial grau de polimorfismo intra-espécie. Como consequiéncia dessa grande
diversidade e de apresentar os status GRAS, essa levedura tem sido estudada para
aplicagao em diferentes areas do setor biotecnoldgico (Fonseca et al, 2008).

Uma das principais caracteristicas de K. marxianus é a termotolerancia. As
linhagens pertencentes a essa espécie sdo capazes de crescer em temperaturas entre
45 e 49°C (Nonklang, 2008). Quando consideramos o metabolismo, a K. marxianus

possui a capacidade de crescer em um amplo espectro de substratos e apresenta uma



das maiores taxas de crescimento entre os organismos eucariotos, com um tempo de
geracdo de 70 minutos. Embora K. marxianus seja classificada como Crabtree-
negativa, alguns autores a consideram como sendo respiro-fermentativa e, sob certas
condigbes, pode adotar o estilo de vida fermentativo (Lane e Morrissey, 2010). Essa
versatilidade pode explicar porque algumas e nao todas as linhagens de K. marxianus
séo eficazes na producédo de etanol (Hong et al., 2007; Nonklang et al., 2008). Além
disso, algumas linhagens apresentam dimorfismo, podendo se apresentar na forma de
filamentos ou leveduriforme, sendo esta ultima a morfologia dominante e que € afetada
pela taxa especifica de crescimento. Essa é uma caracteristica que pode ser
explorada industrialmente para a secregcédo de proteinas, uma vez que 0s organismos
filamentosos s&o conhecidos por sua propriedade de secregao eficiente (Rocha et al,
2011).

Em termos de estudos bioquimicos de interesse industrial, K. marxianus tem
sido usada como produtoras de enzimas enddgenas como inulinase, $-galactosidase,
B-glicosidase, endopoligalacturonases e outras proteinas com potenciais aplicacoes
biotecnoldgicas, tais como proteinas fosfatases, carboxipeptidases e aminopeptidases.
Devido a K. marxianus ser capaz de secretar uma proteina de alto peso molecular
como a inulinase, é suposto que essa seja uma caracteristica favoravel para sua
aplicacdo em producdo de proteinas heterdlogas. (Zhang et al., 2003). Alguns
exemplos mostrando a producédo heterdloga de proteinas nesta levedura foram
relatados na literatura (Bergkamp et al., 1993; Zhang et al., 2003; Pecota et al., 2007;
Hong et al., 2007; Nonklang et al., 2008; Rocha et al.,, 2010; Yanase et al., 2010).
Estes estudos demonstram uma grande variedade na capacidade de expressao
heteréloga de proteinas entre as linhagens de K. marxianus, e ainda apresentam
pouca informacao consistente sobre a capacidade dessa levedura de secretar
eficientemente e realizar modificagdes pds-traducionais.

Como acontece com qualquer organismo com potencial aplicagdo industrial, a
manipulagcado genética racional € uma das maneiras mais eficientes de estudo e de
aperfeicoamento do processo de producdo e produtividade. Porém, a escassez de
estudos em nivel molecular nessa levedura e o polimorfismo genético entre as
linhagens é uma desvantagem para sua aplicagao biotecnolégica. Faz-se necessario,
portanto, a caracterizagao fisiolégica e molecular de cada linhagem a ser utilizada.

A linhagem de K. marxianus utilizada nesse trabalho, a K. marxianus UFV-3, foi
isolada na Universidade Federal de Vigosa pela equipe de pesquisadores do
Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos, a partir de soro de queijo. Essa
levedura vem sendo caracterizada quanto ao seu potencial fisioldgico e de produgao

de etanol (Silveira et al., 2005; Diniz et al, 2011; Souza et al, 2012) e também estao
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sendo realizadas a caracterizacdo e o melhoramento de K. marxianus UFV-3 para
producao de etanol celulésico objetivando o emprego dessa levedura em bioprocesso
consolidado. O trabalho de Souza e colaboradores (2012) demonstrou o potencial da
K. marxianus UFV-3 para utilizacdo em sistema de sacarificacdo e fermentagcao
simultdnea (SSF) do bagacgo de cana de acgucar. Lopes (2011) comprovou a existéncia
nessa levedura de uma B-glicosidase extracelular com atividade de hidrolise de
celobiose, o que lhe confere uma vantagem na fermentagéo de substratos celulésicos.
Este trabalho é uma contribuicdo para a caracterizagao do potencial da linhagem UFV-

3 para producao de proteinas recombinantes.

2.4. Producao de proteinas recombinantes em K. marxianus

Em contraste com S. cerevisiae, Pichia pastoris e K. lactis, K. marxianus nao
tem sido alvo de investigacbes sistematicas, dessa forma, existem poucas
informagdes publicas a seu respeito sobre a sequéncia de seu genoma, nenhum
sistema de clonagem comercial e nenhuma linhagem de referéncia para estudos com
propdsitos de pesquisa sobre aspectos basicos dessa espécie. Apesar disso, devido a
algumas de suas propriedades fisiologicas ja descritas, K. marxianus sao
constantemente indicadas como uma atrativa candidata a varias aplicagbes
biotecnoldgicas (Rocha et al, 2010). Nesse trabalho, a escolha dessa espécie € uma
alternativa de contornar as limitagcbes das leveduras Saccharomyces e
Scheffersomyces (Pichia) na producdo de proteinas recombinantes e na capacidade
fermentativa, respectivamente.

Alguns trabalhos tém publicado a clonagem e expressdo em K. marxianus € a
Tabela 1 resume os sistemas de expressao heterdloga empregados até o momento
para essa levedura. Bergkamp et al (1993) foram os pioneiros nos trabalhos de
expressao em K. marxianus. Eles expressaram uma alpha-galactosidase com os
promotores PGK e GAL1 e o sinal de secrecdo SUCZ2 de S. cerevisiae e identificaram
e testaram um promotor homdlogo e seu peptideo sinal, o INU1. Os resultados desse
grupo mostram que o promotor enddégeno foi mais eficiente, mas a comparagao foi
baseada em construgdes com sinais de secrecao diferentes. Outro fato observado foi
que o vetor epissomal construido com base no plasmideo pKD1 mostrou baixo niumero
de copias em K. marxianus e pouca estabilidade em meio nao seletivo. Em 1999, Ball
e colaboradores publicaram a expressao heterdloga de uma beta-glucuronidase com
os promotores PGK, GAL1, HSP26 e ADH1 de S. cerevisiae e identificaram e

caracterizaram o promotor endégeno PCPL3. O sistema empregado nesse trabalho,



diferente do primeiro, mostrou a eficiéncia do promotor PGK, e também do PCPL3,
mas a secre¢do nao foi avaliada. Pecota e colaboradores (2005) avaliaram o sistema
de expressao utilizando o promotor da tetraciclina de S. cerevisiae com producao
intracelular de beta-glucuronidase. Em 2007, o mesmo grupo foi o0 primeiro a usar o
meétodo de integracdo em K. marxianus com o sistema de integragdo sequencial,
abrindo novas possibilidades de sistemas de expressao mais estaveis. No trabalho de
Nonklang e colaboradores (2008) a comparagao dos sistemas com plasmideo
replicativo e integrativo demonstrou maior eficiéncia de transformagdo no segundo
caso e também que a transformacdo com DNA linear favorece o fenédmeno de
integracdo. Rocha e colaboradores em 2010 e 2011 expressaram uma glicose oxidase
e uma esterase e observaram menor potencial de producdo frente a K. /lactis,
utilizando elementos genéticos de S. cerevisiae para dirigir a expressao e a secregao.
Uma vez que muitas linhagens de K. marxianus vém demonstrando sucesso
em processos fermentativos, estudos inseridos no contexto de produgéo de bioetanol
buscam aliar essa capacidade com a produgdo de proteinas heterdlogas para
geracdo de etanol celulésico por bioprocesso consolidado. Dois trabalhos ja foram
publicados com essa finalidade: Hong e colaboradores (2007) construiram uma
linhagem co-expressando genes de celulases, sendo o transformante capaz de
fermentar celobiose, porém, incapaz de hidrolisar material celulésico mais complexo
como a carboximetil celulose (CMC). Nesse trabalho também foi demonstrado que o
peptideo sinal a-mating factor de S. cerevisiae é reconhecido para secre¢ao em K.
marxianus. Em outro trabalho também foi feita a co-expressao de duas enzimas em K.
marxianus, endoglucanase e [(-glicosidase. Esse transformantes foram capazes de
hidrolisar o substrato B-glucano e fermentar os agucares resultantes (Yanase et al.,
2010), porém esses resultados ndao podem ser extrapolados para a hidrélise de
biomassa, uma vez que in natura esses materiais lignoceluldésicos sdo muito mais
recalcitrantes. Diante da diversidade entre linhagens de K. marxianus, das diferentes
estratégias adotadas para obtencido de transformantes e escassez de informagdes
objetivas sobre elas e da sua nao reprodutibilidade, faz-se necessario um estudo mais

sistematico para melhor exploragcdo dessa espécie em processos biotecnoldgicos.



Tabela 1: sistemas de expressao heteréloga para K. marxianus

Proteina Fonte Vetor Promotor Sinal de Referéncia
secregao
a-galactosidase Cyamopsis pKMGAL3 KmINU1 KmINU1 Bergkamp et al.
tetragonoloba  (ePissomal) (1993)
pre-pro
B-glucuronidase E. coli pKM2/GUS ScPGK Km Intracelular Ball et al. (1999)
PCPL
B-glucuronidase K. marxianus pTetGus tet-off Intracelular Pecota et al.
(2005)
Lactato desidrogenase Bacillus pUB-LDH ScPGK Intracelular Pecota et al.
megaterium (integrativo) (2007)
Endo-B-1,4-glucanase e Thermoascus pBGL KmGAPDH Sc a-factor Hong et al. (2007)
B-glicosidase aurantiacus pKmUI/KmG
AP-a-eng1
a-amilase Aspergillus Cassette ScTDH3 Nao Nonklang et al.
oryzae linear informado (2008)
Endo-B-1,4-glucanase e Trichoderma pUAGI ScPGK 0-seq Yanase et al.
B-glicosidase reesei e A. (2010)
aculeatus
Glicose oxidase Aspergillus pSP ScPGK Kl k1 Rocha et al.
niger (2010)
pIN KmINU1 Km INU1
Esterase Thermus pSP ScPGK Kl k1 Rocha et al.
thermophilus (2011)
pIN KmINU1 Km INU1




2.5. Sistemas de expressao e transformacao

As etapas para expressao heteréloga em levedura consistem em clonagem da
sequéncia codificadora da proteina de interesse um cassete contendo um promotor,
uma sequéncia de terminagdo de transcricdo e uma marca de selecdo, seguida de
transformacdo e manutencdo desse DNA na hospedeira. A selegcdo dos
transformantes pode ser obtida com marcas de selecdo dominantes, baseadas em
resisténcia a antibiético, ou por auxotrofia, baseada em complementacao nutricional de
deficiéncias genéticas. As marcas auxotroficas sdo muito comuns em leveduras, mas
duas marcas de resisténcia sdo também populares: os genes que codificam
amonoglicosideo-3-fosfotransferases, que conferem resisténcia aos antibidticos
geneticina (G418) e kanamicina. A concentragao tipica de uso desses antibidticos € de
50ug/ml, mas para ser efetiva, o organismo deve ser sensivel a essa concentragao e
capaz de expressar o gene em um nivel basal para garantir sua sobrevivéncia (Jeffries
e Cregg, 2010). A escolha do promotor para o desenvolvimento de um sistema de
expressao € fundamental para o sucesso do processo, uma vez que o reconhecimento
e o tipo de regulagdo que esse promotor no organismo hospedeiro € determinante
para sua atividade. Logo, promotores enddégenos tém a probabilidade de serem mais
funcionais do que os de outras espécies, porém, tem sido demonstrada a
compatibilidade entre alguns promotores de S. cerevisiae em outras leveduras. A
vantagem de se utilizar promotores de S. cerevisiae é a disponibilidade e o nivel de
informacdes sobre eles. Neste trabalho, a fim de comparar a eficiéncia de expressao
em K. marxianus, escolhemos dois promotores endégenos, o INU1 e o PCPL3 e os
promotores de S. cerevisiae PGK, TDH3, ja descritos na literatura para expresséo em
K. marxianus, e o HXT1, ainda nao utilizado. O diferencial desse para os outros
trabalhos é que todos os cassetes de expressao foram padronizados com o mesmo
gene e o mesmo sinal de secregao, podendo-se fazer uma melhor comparacgao entre
eles.

Segundo Porro e colaboradores (2005), para espécies de leveduras
homotalicas como a K. marxianus, técnicas de manipulagdo genética desenvolvidas
para heterotalicas como a S. cerevisiae podem ser aplicadas com eficiéncia
satisfatéria. Diferentes protocolos de transformagdo de S. cerevisiae e K. lactis ja
foram utilizados em K. marxianus. Entre eles encontramos o método de acetato de litio
ou de eletroporagéo, com eficiéncia de transformagao na ordem de 102 ou 10° UFC/ug

de DNA, utilizando plasmideos replicativo ou epissomal (Fonseca et al, 2008). Em
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2008, Nonklang e colaboradores obtiveram uma eficiéncia de transformacdo de K.
marxianus DMKU3-1042 com fragmento linear muito maior do que com um plasmideo
replicativo, de 90 para 4,2 x10° UFC/ug de DNA. Em 2010, Abdel-Banat e
colaboradores padronizaram um método especifico para transformacdo de K
marxianus, com meétodo integrativo, e obtiveram uma eficiéncia da ordem de 108
UFC/ug de DNA para a linhagem DMKU3-1042, de 10* para a IFO0273 e de 10° para
as linhagens IFO0277 e NCYC587, confirmando a suposi¢do de Gietz e Schiestl
(2007) de que a eficiéncia de transformacao varia de acordo com a linhagem utilizada.
Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa observamos baixa eficiéncia de
transformacéao da linhagem K. marxianus UFV-3 com o vetor pKLAC1, com o método
de acetato de litio indicado no protocolo do K. lactis Protein Expression Kit (New
England BiolLabs), e com o protocolo de Hill e colaboradores (1991), também
desenvolvido para K. lactis. A fim de padronizar um sistema de transformacdo e
expressao em K. marxianus, neste trabalho avaliamos técnicas de transformacéao para
a linhagem UFV-3 e os fatores que influenciam sua eficiéncia, além disso, construimos
diferentes sistemas de expressao empregando a simplicidade e rapidez da técnica de
PCR.

2.6. Construcao de cassetes de expressao por overlap PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se tornado cada vez mais uma
ferramenta de uso generalizado com diferentes aplicagbes em biologia molecular. O
meétodo desenvolvido ainda no final dos anos 80 por Yon e Fried (1989) que possibilita
a fusdo de fragmentos de DNA por PCR, representa uma alternativa mais rapida e
econdmica de construir fragmentos de DNA hibridos em detrimento do uso de reagdes
de clivagem e ligacao (figura 2a). Essa estratégia apresenta diversas aplicagées como:
introduzir substituicdes de nucleotideo, insercbes ou delegbes; mutagénese sitio-
dirigida; construgcao de moléculas quiméricas e clonagem. Diferentes técnicas ja foram
descritas com base na estratégia de ligacao de fragmentos de DNA mediada por PCR
e sao conhecidas como PCR de fusao, overlap-extension PCR ou megaprimer PCR
(Chem et al, 2008, Bryksin e Matsumura 2010, Nelson e Fitch 2011).

De forma geral, o método de PCR de fusdo compreende uma reacgao inicial que
gera fragmentos intermediarios de DNA que se sobrepdem. Os primers que geram
esses fragmentos iniciais apresentam duas porgdes, uma que € complementar ao
fragmento a ser amplificado e outra de sobreposicdo a outro fragmento. Em uma
reacdo de PCR subsequente, as extremidades de sobreposicdao dos fragmentos

intermediarios anelam-se e o fragmento completo é amplificado por primers que
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flanqueiam o inicio e o final da sequéncia desejada. A esse Ultimo conjunto de primers
podem ser adicionados sitios de restricido para endonucleases a fim de inserir o
produto amplificado em um vetor para o propdsito de clonagem (Heckman et al, 2007).

Apesar da aparente simplicidade do método, ele apresenta alguns
requerimentos técnicos de ajuste das condicbes da reacdo que fazem com que ele
ainda ndo seja amplamente utilizado se comparado a técnica classica de construgao
de plasmideos recombinantes (Cha-aim et al, 2009). Entretanto, quando ha a
necessidade de ligacdo de dois ou mais fragmentos de DNA sem a introdugdo de
sequéncias nao desejadas nas jungdes, o método de PCR de fusdo pode ser
empregado e seria uma ferramenta muito Gtil para analises e manipulagdo de um
grande numero de fragmentos de DNA (Cha-aim et al, 2009). Os limitantes da overlap
PCR sao os reagentes utilizados e o grau de pureza do DNA a ser amplificado.

A limitagdo primaria para a ligacdo dos fragmentos e correta amplificacdo do
produto final é a eficiéncia da DNA polimerase utilizada (Heckman e Pease, 2007). Os
fragmentos iniciais devem ser produzidos com uma enzima que apresente atividade de
corregcdo 3'>5’, como a Pfu polimerase. As polimerases do tipo Taq de alta fidelidade
nao sao indicadas para o primeiro passo de amplificacdo devido a caracteristica
inerente dessas enzimas de adicdo de adenina nas extremidades do amplificado.
Segundo Shevchuk e colaboradores (2004), a presenca de uma base nao
complementar na extremidade do fragmento pode impedir a correta sobreposi¢cao ou
resultar uma mutagéo nado desejada.

Outro limitante da técnica é a pureza dos produtos intermediarios e do DNA
utilizado como molde para as amplificagdes. A qualidade do DNA molde é uma
limitagdo para atividade da Pfu polimerase, ja a purificagdo dos produtos
intermediarios, por métodos de dessalinizagdo, lavagem com Kits especificos para
produtos de PCR ou purificagao direta do gel de agarose, € um requerimento da
técnica para que a amplificacdo especifica do produto final seja favorecida (Heckman
e Pease, 2007). A especificidade pode também ser obtida fazendo uso de softwares
para o desenho dos primers e selegcao de sequéncias com concentragdo de CG de
50% no minimo e temperatura de melting na faixa de 65-68°C, quando possivel, ou
suficientemente altas para evitar produtos secundarios ou formacdo de estruturas
secundarias entre eles (Chem et al, 2008).

Existem diferentes protocolos para PCR de fusdo, no entanto todos sao
limitados a fusdo de dois fragmentos com sequéncias pequenas ou fazem necessarias
modificagbes nao triviais para fusdo de fragmentos maiores que 3 Kb ou com mais de
dois fragmentos na mesma reacdo. Em 2004, Shevchuk e colaboradores descreveram

um protocolo adaptado com o qual foi possivel construir moléculas de DNA de até
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20kb, usando primers hibridos com caudas de sobreposicdo complementares

contendo de 40 a 70 nucleotideos e uma reagdo de PCR em dois passos (figura 2b).
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Figura 2: Esquema do método de PCR de fus&o: (a) segundo Yon e Fried (1989) para ligagdo de 2
fragmentos e (b) segundo Shevchuk e colaboradores (2004) para a ligagdo de 3 fragmentos. Os
procedimentos tém inicio com a amplificagdo dos fragmentos utilizando primers hibridos que introduzem
extremidades para sobreposicdo. Em seguida as extremidades complementares se sobrepdem.
Finalmente a uma nova reagéo séo adicionados primers das extremidades, (a) 1 e 3 e (b) nested com o

objetivo de amplificar todo o cassete.

Heckman e Pease, em 2007, propuseram que a sequéncia de sobreposicdo no
primer deve ter um minimo de 10 nucleotideos. Em 2009, Cha-aim e colaboradores
observaram que, quanto maior a sequéncia de sobreposicdo menor € a eficiéncia de
amplificacdo e que reagdes de overlap PCR com sequéncias auténticas as presentes
nos fragmentos pode ocasionar menor eficiéncia de amplificagdo, uma vez que
dependendo da sequéncia, a qualidade do primer pode ser comprometida. O grupo
demonstrou, entretanto, que pequenas sequéncias de 15 nucleotideos ricos em
guanina e citosina (G4s/C45) ou uma combinagéo desses (poli GC) mostram alta
eficiéncia de amplificagdo, podendo ser usada para fusionar sequéncias de DNA sem

comprometer a integridade do gene e mantendo o quadro correto de leitura.
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3

3.1.

OBJETIVOS

Objetivo

Obter transformantes de Kluyveromyces marxianus com diferentes cassetes de

expressao para genes de celulases

3.2. Metas especificas

e Clonar o gene que codifica a endo-p-1,4-glucanase (eng1) e celobiohidrolase
(cbhA) de Aspergillus niger no vetor pKLAC1;

e Padronizar a técnica de PCR para sobreposicdo dos fragmentos constituintes
de um cassete de expressao;

e Construir cassetes de expressao lineares para os genes engl e cbhA de
Aspergillus niger com diferentes promotores utilizando a técnica de PCR de fuséo;
e Avaliar metodologias de transformacdo para a levedura Kluyveromyces
marxianus UFV-3;

e Selecionar Kluyveromyces marxianus UFV-3 recombinantes expressando

genes de celulases.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Molecular
(LBM), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade Federal

de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

4.1. Plasmideos e micro-organismos

O plasmideo pGEM®-T Easy (Promega) foi usado no processo de clonagem
dos genes cbhA e eng1.

O plasmideo pKLAC1 (New England Biolabs®) foi usado nos processos de
clonagem dos genes cbhA e eng1 e transformacido da levedura Kluyveromyces
marxianus UFV-3. Esse vetor é integrativo, contém a sequéncia de secrecédo alpha
mating factor (aMF) de Kluyveromyces lactis, o sitio multiplo de clonagem (MCS), € o
gene AMDS de Aspergillus nidulans, que codifica uma acetamidase utilizada como
marca de selegao dos transformantes.

O fungo Aspergillus niger, cedido pelo Laboratério de Genética de Micro-
organismos - BIOAGRO/DMB/UFV, foi utilizado como fonte de RNA para obtengao e
amplificagdo dos genes das enzimas celobiohidrolase e endo--1,4-glucanase.

A bactéria Escherichia coli DH5a, proveniente da colegdo de micro-organismos
do LBM, foi a propagadora dos plasmideos usados nas clonagens.

A levedura Kuyveromyces marxianus UFV-3, selvagem, cedida pelo
Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos DMB/UFV, foi usada como hospedeira
em todos os experimentos de transformagcdo e como doadora do DNA para
amplificacdo dos promotores KmINU1p e KmPCPL3p.

A levedura Saccharomyces cerevisiae LBM-1, selvagem, isolada pelo grupo de
pesquisadores do LBM, foi usada como doadora do DNA para amplificacdo dos
promotores ScHXT1p, ScPGKp e ScTDH3p.

A levedura S. cerevisiae BY4742 (Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3AO0;
YMRO16c::kanMX4), proveniente do estoque de micro-organismos do LBM, foi usada

como doadora do DNA para amplificacdo da marca de selecdo KanMX.

4.2. Meios de cultura e condi¢bes de cultivo dos micro-organismos

O fungo Aspergillus niger, retirado do estoque em oleo mineral, foi ativado em
meio BDA (batata, dextrose e agar - VETEC). Para indu¢do da expressao de genes de

enzimas celuloliticas, os esporos ativados foram inoculados em meio liquido mineral
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(0,03% p/v NH4CI; 0,05% p/v NaNOgs; 0,1% p/v KoHPOy; 0,03% p/v MgSO,4.7H,0;
0,01% p/v CaCl, e 0,005% p/v FeCl,), acrescido de 1% de celulose microcristalina
(p/v) como unica fonte de carbono a 28°C e 180 rpm.

Células de E. coli DH5a foram cultivadas em meio Luria-Bertani, LB, (1% p/v
triptona, 0,5% p/v extrato de levedura e 1% p/v de NaCl) sob agitagdo de 180 rpm a
37°C. As células transformadas com os vetores pKLAC1 ou pGEM®-T Easy foram
cultivadas sob as mesmas condicdes em LB acrescido de 50ug.mL™ de ampicilina
para seleg¢ao dos transformantes.

Leveduras K. marxianus foram cultivadas em meio YPD (1% p/v de extrato de
levedura, 2% p/v de peptona e 2% v/v de glicose) a 37°C sob agitagédo de 180 rpm. O
meio para selegdo dos transformantes foi o YPD acrescido de 2% p/v de agar e

concentracoes de G418 (SIGMA) especificadas no item 4.6.

4.3. Obtengiao, amplificagao e clonagem dos genes cbhA e eng1

4.3.1. Obtencao da seqiiéncia codificadora da celobiohidrolase e da endo-$-1,4-

glucanase e desenho dos primers

As sequéncias codificadoras dos genes cbhA (AF156268) e eng1
(AF331518) de A. niger foram obtidas através de analise no banco de dados GenBank
do NCBI. O software SDSC Biology Workbench foi usado para analise do sitio de
restricido das sequéncias e desenho dos primers (tabela 2). Foram adicionados os
sitios de restricdo para as endonucleases Sal | e Not | para o gene cbhA e Bgl Il e Not
| para o gene eng1, correspondentes ao sitio multiplo de clonagem (MCS) do vetor
pKLAC1.
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Tabela 2: Lista de primers para amplificagao dos genes cbhA e eng1

L Regido de
Nome Sequéncia 5’-3’ Tm Detalhes
anelamento
Sequéncia em
italico representa o
cbhAF GTCGACATGCATCAACGTGCCCTTCTCTTC 67,07 1-24

sitio para a enzima

de restrigéo Sal |

Sequéncia em

italico representa o

cbhaR GCGGCCGCTTATGCGGAAGCGCTGAAGGT 66,25 1338-1359

sitio para a enzima

de restricao Notl

eng1F AGATCTATGAAGTTTCAGAGCACTCTGCTT

Sequéncia em
60,93 1-24 italico representa o
sitio para a enzima

de restricdo Bglll

englR  GCGGCCGCTCAAAGATATGCCTCCAGGATATC

Sequéncia em
60,63 974-999 italico representa o
sitio para a enzima

de restrigao Notl

4.3.2. Extracado de RNA total de Aspergillus niger

A extracdo do RNA total de A. niger foi realizada com o método do Trizol
Reagent (Invitrogen), no tempo de crescimento em que observou-se maior atividade
de producado de celulases, como descrito por Santos, 2009 e Lopes, 2011. Para
inducdo da expressao de genes de enzimas celuloliticas, os esporos ativados foram
inoculados em meio liquido mineral acrescido de 1% de celulose microcristalina (p/v)
como unica fonte de carbono a 28°C e 180 rpm. No quinto dia de crescimento, o
micélio foi filtrado, triturado em nitrogénio liquido e dividido em aliquotas de 200mg.
Cada aliquota foi tratada com 1ml de Trizol, 150ul de polivinil-pirrolidona (PVP-40 20%
p/v). Ap6s agitacdo a amostra foi centrifugada e o sobrenadante transferido para um
novo tubo e tratado com cloroférmio. A fase aquosa foi novamente recolhida por
centrifugacao e foram adicionados 250uL de isopropanol e solugao de precipitacdo
(citrato de sodio 0,8M e cloreto de sodio 1,2M). Depois de 16 horas de precipitagao a -
20°C, as amostras foram centrifugadas e o pellet formado foi lavado com etanol 70% e
suspendido em agua nuclease free. A qualidade das amostras foi avaliada em gel de
agarose 1,2% (p/v) e, o RNA foi quantificado pela leitura de absorvancia a 260 nm em
espectrofotdmetro. Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNAse utilizando

o RQ1 RNAse-free DNAse (Promega), segundo recomendagdes do fabricante.
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4.3.3. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA total de A. niger foi realizada a paritr do RNA por reagéo de

/TM

transcricdo reversa utilizando o Kit ImProm-I Reverse Transcription System

(Promega), segundo recomendagdes do fabricante.

4.3.4. Amplificagdo dos genes cbhA e eng1 a partir do cDNA

Para a amplificacdo dos genes, o cDNA total resultante foi utilizado como
molde na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) contendo: 1 uL do cDNA, 1 unidade
da enzima GoTaq DNA Polymerase (Promega), 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de
MgCl,, e 20 pmoles de cada primer (cbhAF e cbhAR ou eng1F e eng1R - tabela 2)
seguindo o programa: (i) 94°C por 2 minutos (1 ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto e 72°C por 1 minuto (35 ciclos); (iii) 72°C por 5 minutos (1 ciclo).

O produto da amplificagao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,9%
(p/v) em tampao TAE 1X, e analisado com o padrdo de tamanho 1Kb DNA Ladder
(Fermentas) como referéncia. Os fragmentos esperados foram purificados do gel com
o DNA Extraction Kit (Fermentas), seguindo recomendacbes do fabricante e nova

eletroforese em gel de agarose 0,9% foi realizada para analise da purificagao.

4.3.5. Clonagem dos genes cbhA e eng1

Os fragmentos purificados foram primeiro subclonados no vetor pGEM®-T Easy
(Promega), segundo recomendagdes do fabricante. As reacbes de ligagdo foram
utilizadas para transformacgao de células E. coli DH5a e a triagem dos transformantes
foi realizada pelo cultivo em meio LB agar contendo 50 pug.mL™" de ampicilina.

O DNA plasmidial foi extraido pelo método da lise alcalina (SAMBROOK e
RUSSEL, 2001) e submetido a clivagem para liberagdo dos insertos cbhA (com as
enzimas de restricdo Sal | e Notl) e eng1 (com as enzimas de restricao Bgl Il e Not |) e
confirmagao da clonagem. As bandas correspondentes aos genes cbhA e eng1,
visualizadas em gel de agarose 0,9% (p/v), foram purificadas com o DNA Extraction Kit
(Fermentas).

Os fragmentos purificados foram submetidos a reag¢ao de ligacao com o vetor
pKLAC1 (New England Biolabs), também clivado com as enzimas correspondentes,
utilizando 1 unidade da enzima T4 DNA ligase (Promega), incubada a 4°C por 16
horas, seguida da transformacao de E. coli DH5a. A triagem dos transformantes foi
realizada pelo cultivo em meio LB agar contendo 50 ug.mL™" de ampicilina.

O DNA plasmidial foi extraido por método de lise alcalina utilizando-se fenol-
cloloférmio (SAMBROOK e RUSSEL, 2001), e submetido a clivagem com as
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endonucleases correspondentes para liberagdo do fragmento e confirmagdo da
clonagem e da constru¢ao dos vetores pKLAC1-cbhA e pKLAC1-eng. O resultado das

clivagens foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 0,9% (p/v).

4.4. Construgio dos cassetes de expressao lineares com diferentes promotores

para o genes cbhA e eng1 com a técnica de PCR de fusao

Os cassetes de expressao construidos apresentam trés fragmentos de DNA
(fragmentos intermediarios): uma regido promotora; o fragmento aMF-gene de
interesse-TT amplificado do pKLAC1, cujos genes de interesse sdo o cbhA e o eng1, e
o gene KanMX, que confere resisténcia para o antibiético geneticina e, portanto, sera
chamado de marca de selegdo. Para cada gene de interesse, cbhA ou eng1, as
constru¢des diferem entre si pela regido promotora. Os promotores escolhidos foram:
ScpHXT1, ScpPGK, ScpTDH3, KmpINU1 e KmpPCPL3.

A construgdo dos cassetes compreendeu duas etapas e um resumo do
procedimento esta representado nas figuras 3 e 4. Na primeira etapa, cada fragmento
intermediario foi amplificado utilizando-se megaprimers (tabela 3) que adicionaram ao
amplificado uma extremidade complementar ao fragmento ao qual se pretende
fusionar. A segunda etapa consiste de uma reacédo de PCR em dois passos: no passo
A nao houve adicdo de primers, as extremidades complementares fazem o papel
destes, permitindo o alinhamento dos fragmentos; no passo B uma aliquota da reacao
do passo A foi utilizada como molde para uma segunda reagcdo em que foram
adicionados primers nested (tabela 3) para amplificacao de todo o cassete. Cada

etapa esta descrita abaixo com mais detalhes.

4.4.1. Desenho dos primers para constru¢do dos cassetes pela técnica de PCR

de fusao

As sequéncias dos fragmentos intermediarios foram obtidas por analise em
banco de dados de sequéncia do NCBI e no Saccharomyces Genome Database
(SGD). O software SDSC Biology Workbench foi usado para desenho dos primers.
Para permitir a unido dos fragmentos, foram utilizadas duas estratégias: uma com trés
e outra com dois primers hibridos (megaprimers), contendo sequéncia de fusdo a outro
fragmento. Um resumo das duas estratégias pode ser vizualizado na figura 3.

Na estratégia com trés primers hibridos, um deles foi o primer reverso usado
para amplificar o promotor PGK (OvPGK R — tabela 3), que contém uma sequéncia de
38 nucleotideos, complementar ao final da regidao promotora do gene PGK, e na

extremidade 5’ uma sequéncia hibrida de 27 nucleotideos complementar a sequéncia
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inicial do a-matting factor (aMF). O segundo foi o primer reverso (OvTT R — tabela 3)
utilizado para amplificar os fragmentos aMF-cbhA-TT ou aMF-eng1-TT, contendo uma
sequéncia de 29 nucleotideos, complementar a sequéncia do terminador do gene
LAC4 do vetor pKLAC1 (TT), e na extremidade 5 uma sequéncia hibrida de 15
citosinas (poliC). O terceiro foi o primer direto utilizado para amplificar o gene KanMX,
contendo na sua extremidade 5 uma sequéncia hibrida de 15 guaninas (poliG) figura
3. Os outros primers utilizados para amplificar os fragmentos intermediarios foram
primers simples com sequéncia direta ou complementar a do fragmento a ser
amplificado.

Na estratégia com dois primers hibridos, um deles foi o primer reverso OvPGK
R usado para amplificar o promotor PGK (0 mesmo primer da estratégia anterior). O
segundo foi o primer reverso (Ovterm R — tabela 3) utilizado para amplificar os
fragmentos aMF-cbhA-TT ou aoMF-eng1-TT, contendo uma sequéncia de 29
nucleotideos complementar a sequéncia do TT do vetor pKLAC1, e na extremidade 5’
uma sequéncia hibrida de 28 nucleotideos complementar a sequéncia inicial do gene
KanMX figura 3. Nessa segunda estratégia, os megaprimers podem ser utilizados para
fusionar ao promotor € ao gene KanMX qualquer gene clonado no vetor pKLAC1. Os
outros primers utilizados para amplificar os fragmentos intermediarios foram primers
simples com sequéncia direta a do fragmento a ser amplificado.

Para a construgdo dos cassetes foi empregada a estratégia com dois primers
hibridos com sequéncia complementar a outro fragmento. Para tanto foram
desenhados megaprimers para os demais promotores (HXT1, TDH3, PCPL3 e INU1),
contendo na extremidade 5 uma sequéncia hibrida de 27 nucleotideos complementar
a sequéncia inicial do a-matting factor (aMF).

Para aumentar a frequéncia de amplificacdo do cassete completo, contendo o
promotor, o gene de interesse e a marca de selegdo, foram desenhados primers
nested para regides mais internas das sequéncias do promotor e do gene KanMX.

Todos os primers utilizados para construgao dos cassetes estéo listados na
tabela 3.
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Estratégia 1:
1

2
/ </ -
Promotor oMF-gene-TT —-
— —

3
(a)
Estratégia 2:
1 2
/f ‘6—/ e
Promotor aMF-gene-TT -
—> —> (b}

Figura 3: Estratégias da padronizagédo da overlap PCR. (a): na estratégia 1 séo utilizados 3 megaprimers,
um para amplificagdo do promotor, com cauda hibrida complementar ao aMF (1), outro para amplificacéo
do aMF-gene-TT, com cauda hibrida poliC (2) e o terceiro para amplificagdo do KanMX, com cauda
hibrida poliG (3). (b): na estratégia 2 sao utilizados 2 megaprimers, um para amplificagdo do promotor,
com cauda hibrida complementar ao aMF (1), outro para amplificagdo do aMF-gene-TT, com cauda

hibrida complementar ao gene KanMX.
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Figura 4: Esquema do método de overlap PCR utilizado nesse trabalho. O procedimento é dividido em
duas etapas, na etapa 1 os fragmentos intermediarios sdo amplificados utilizando-se megaprimers que
adicionam extremidades complementares ao fragmento ao qual se pretende fusionar. A etapa 2
compreende uma reagdo de PCR em 2 passos, no passo A, a cauda complementar dos fragmentos
intermediarios se anelam, organizando os fragmentos, no passo B a uma aliquota do produto de reagéo

do passo A sdo adicionados primers nested com o objetivo de amplificar todo o cassete.
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Tabela 3: Lista de primers utilizados para construcdo dos cassetes

Nome Tipo Sequéncia 5’-3’ Tm Detalhes Finalidade
B Amplificagdo dos genes do pKLAC1
) Regido de anelamento: 1 — 290 no i o
a-MF primer ATGAAATTCTCTACTATATTAGCCGCAT 60,16 como fragmento intermediario na
vetor pKLAC1
etapa 1
Sublinhado representa a cauda poliC B
o Amplificagao dos genes do pKLAC1
para sobrepor com a sequéncia do i o
CCCCCCCCCCCCCCCTATACAACATCGAAGAA como fragmento intermediario na
OVTITR Megaprimer 60,41 gene KanMX; o
GAGTCTTTCTTT B etapa 1, adicionando a cauda de
Regido de anelamento: 893 — 921 no _
fusdo no gene KanMX
vetor pKLAC1
Sublinhado representa as bases L
L Amplificagdo dos genes do pKLAC1
usadas para sobrepor com a sequéncia i o
) GGCAAGCTAAACAGATCTCTAGACCTATATAC 60.41 como fragmento intermediario na
Ovterm R Megaprimer ’ do gene KanMX; .
AACATCGAAGAAGAGTCTTTCTTT . etapa 1, adicionando a cauda de
Regido de anelamento: 893 — 921 no .
fusdo no gene KanMX
vetor pKLAC1
Regido de anelamento: 1Kb upstream a Amplificagdo do promotor PGK
PGKF Primer AGACGCGAATTTTTCGAAGAA 61,19 sequéncia do PGK no genoma se S. como fragmento intermediario na
cerevisiae etapa 1
Sublinhado representa as bases »
L Amplificagdo do promotor PGK
usadas para sobrepor com a sequéncia ) L
) ATGCGGCTAATATAGTAGAGAATTTCATTGTTT 61.76 ) como fragmento intermediario na
OVvPGKR Megaprimer ’ do a-mating factor; o
TATATTTGTTGTAAAAAGTAGATAATTACTTCC B etapa 1, adicionando a cauda de
Regido de anelamento: 38 pb upstream .
fusdo no aMF
PGK
) Regido de anelamento:  889Kb Amplificagdo do cassete com o
PGKnested Primer nested CGTCGATGACTTCCCATACTG 60,52

upstream a sequéncia do PGK

promotor PGK no passo B
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Continuacgao tabela 3

Nome Tipo Sequéncia 5’-3’ Tm Detalhes Finalidade
Regido de anelamento: 410 pb Amplificacdo do promotor PCPL3
PCPL3F Primer GAAGGGGCTAATTGCATGG 54,2 upstream a sequéncia do PCPL3 no como fragmento intermediario na
genoma de K. marxianus etapa 1
Sequéncia sublinhada representa as »
b g b Amplificacdo do promotor PCPL3
OVPCPLIR  Mogaprimer  ATGCGGCTAATATAGTAGAGAATTTCATCTCG 577 ases tisadas para sobrepor Com & - mo fragmento intermediario na
’ sequéncia do a-mating factor,
AGATATTATTCTGTAATCAAAAAACAAC q - 9 etapa 1, adicionando a cauda de
Regido de anelamento: 32 pb upstream
fusdo no aMF
PCPL3
PCPL3F . 576 Regido de anelamento: 314 pb Amplificagdo do cassete com o
nested Primer nested  CCCTTCTTCTTCTTCCTGGATAGTG ’ upstream a sequéncia do PCPL3 promotor PCPL3 no passo B
Regido de anelamento: 980 pb Amplificagdo do promotor TDH3
TDH3F Primer CTATTTTCGAGGACCTTGTCACC 55,6 upstream a sequéncia do TDH3 no como fragmento intermediario na
genoma de S. cerevisiae. etapa 1
Sequéncia sublinhada representa as
bases usadas para sobrepor com a Amplificagéo do promotor TDH3
OVTDH3R Megaprimer ~ ATGCGGCTAATATAGTAGAGAATTTCATTTTGT 58,8 sequéncia do a-mating factor; como fragmento intermediario na
TTGTTTATGTGTGTTTATTCGAAAC Regido de anelamento: 30pb upstream  ©tapa 1, adicionando a cauda de
TDH3 fusdo no aMF
) Regido de anelamento:  920pb Amplificagdo do cassete com o
TDH3nested Primer nested GCTAATAACATGCAAGACACGTACG 56,8

upstream a sequéncia do TDH3

promotor TDH3 no passo B
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Continuagao da tabela 3

Nome Tipo Sequéncia 5’-3’ Tm Detalhes Finalidade
Regido de  anelamento:  862pb Amplificagdo do promotor HXT1
HXT1F Primer CTAGGGCTTATTGGTTCAAGCAG 56,0 upstream a sequéncia do HXT1 no como fragmento intermediario na
genoma de S. cerevisiae etapa 1
Sequéncia sublinhada representa as .
b g b Amplificagdo do promotor HXT1
ases usadas para sobrepor com a
OVHXT1R Megaprimer ATGCGGCTAATATAGTAGAGAATTTCATGATTT 57.6 ancia P tina fact P como fragmento intermediario na
’ sequéncia do a-mating factor;
TACGTATATCAACTAGTTGACGATTATG q - 9 etapa 1, adicionando a cauda de
Regido de anelamento: 33pb upstream
fusdo no aMF
HXT1
Regido de anelamento:  808pb Amplificagdo do cassete com o
HXT1F nested  Primer nested GGCGGATGTAAGGAGTATTGG 94,9 . .
upstream a sequéncia do HXT1 promotor HXT1 no passo B
Regido de anelamento: 737 pb Amplificagdo do promotor INU1
INU1F Primer GAATTCTCAAACCGAAATGGG 54,8 upstream a sequéncia do INU1 no como fragmento intermediario na
genoma de K. marxianus etapa 1
Sequéncia sublinhada representa as o
b g b Amplificagdo do promotor INU1
ases usadas para sobrepor com a
OvINUIR Megaprimer ATGCGGCTAATATAGTAGAGAATTTCATATCTA 55.3 p p como fragmento intermediario na

ACAAAAAAAAAATTAAATGTGTCAC

sequéncia do a-mating factor;
Regido de anelamento: 30pb upstream
INU1

etapa 1, adicionando a cauda de

fusdo no aMF
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Continuagao da tabela 3

Nome Tipo Sequéncia 5’-3’ Tm Detalhes Finalidade
) Regido de anelamento: 663 pb Amplificagcao do cassete com o
INU1nested Primer nested GATGTTGATGTTGAGTTAGTTGGG 54,1 )
upstream a sequéncia do INU1 promotor INU1 no passo B
Regido de anelamento: 398 pb ificacs
KanMXF Primer TAGGTCTAGAGATCTGTTTAGCTTGCC 61,75 Amplificaggo do gene KanMX como
upstream a sequéncia do KanMX . e
fragmento intermediario na etapa 1
Sublinhado representa a cauda poliG L
L Amplificagdo do gene KanMX como
para sobrepor com a sequéncia do ) .
OvKan E GGGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGGTAGGTCTAGAGATCT 61.75 KanMX fragmento intermediério na etapa 1,
’ ene KanMX;
GTTTAGCTTGCC g ) adicionando a cauda de fusdo no
Regido de anelamento: 398 pb T
upstream a sequéncia do KanMX
SOK2DELR Primer GCGCCCATATGCGCGAACGA 73,41 Amplificagéo do gene KanMX como
fragmento intermediario na etapa 1
Regido de anelamento: 50 pares de -
) ) Amplificagcao do cassete com o
KanMX nested  Primer nested TCGAATCGACAGCAGTATAGCG 62,7 bases upstream a sequéncia do

terminador do KanMX.

promotor KanMX no passo B

OBS: as temperaturas de melting representadas correspondem a temperatura do primer sem a adicdo da cauda de sobreposicao
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4.4.2. Amplificagcdo dos fragmentos aMF-cbhA-TT e aMF-eng1-TT a partir do
PKLAC1

Os genes cbhA e eng1 foram amplificados a partir dos vetores pKLAC1-cbhA
pKLAC1-eng flanqueados pelas sequéncias do peptideo sinal alpha matting factor
(aMF) e de terminacéao de transcricdo do gene LAC4 (TT) presentes no vetor pKLAC1.
Os fragmentos aMF-cbhA-TT e aMF-eng1-TT foram amplificados com a enzima Pfu
polimerase. O DNA plasmidial extraido foi utilizado como molde na reagdo de PCR
que foi conduzida seguindo recomendacgéo do fabricante da enzima Pfu Polymerase
(Fermentas) em um volume final de 25ul. Os primers utilizados foram a-MF e OvTT R,
para a estratégia 1 e a-MF e OvtermR, para a estratégia 2. O programa seguido nas
duas estratégias foi: (i) 94°C por 5 minutos (1 ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 56°C por 1
minuto e 72°C por 4 minutos (35 ciclos); (iii) 72°C por 5 minutos (1 ciclo).

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,9% (p/v) em tampao TAE 1X, e analisados com o padrao de tamanho 1Kb
DNA Ladder (Fermentas) como referéncia. Os fragmentos esperados foram
purificados do gel com o DNA Extraction Kit (Fermentas), seguindo recomendacbdes do
fabricante e nova eletroforese em gel de agarose 0,9% foi realizada para andlise da

purificagao.

4.4.3. Amplificagdo das regiées promotoras

Todas as amplificacbes foram realizadas com a enzima Pfu polymerase
(Fermentas), seguindo recomendacgdes do fabricante, em um volume final de 25ul. A
reacao de PCR compreendeu os seguintes passos: (i) 94°C por 5 minutos (1 ciclo); (ii)
94°C por 1 minuto, 54 ou 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos (35 ciclos); (iii) 72°C
por 5 minutos (1 ciclo). A temperatura de anelamento foi de 54°C para o promotor
KmpINU1 e de 56°C para os promotores ScPGK, ScHXT1, ScTDH3 e KmPCPL3.

Os promotores ScHXT1p, ScPGKp e ScTDH3p foram amplificados a partir do
DNA gendmico de S. cerevisiae LBM1 e os primers foram: HXT1F e OvHXT1R para o
ScHXT1p; PGKF e OvPGKR para o ScPGKp; e TDH3F e OvTDH3R para o ScTDH3p
(listados na tabela 3).

Os promotores KmINU1p e KmPCPL3p foram amplificados do DNA gendmico
de K. marxianus UFV-3 e os primers foram: INU1F e OvINU1R para o KmINU1p; e
PCPL3F e OvPCPL3R para o KmPCPL3p (listados na tabela 3).

Os produtos das amplificagbes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,9% (p/v) em tampao TAE 1X, e analisados com o padrao de tamanho 1Kb

DNA Ladder (Fermentas) como referéncia. Os fragmentos esperados foram
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purificados do gel com o DNA Extraction Kit (Fermentas), seguindo recomendacdes do
fabricante e nova eletroforese em gel de agarose 0,9% foi realizada para analise da

purificacao.

4.4.4. Amplificagdo do KanMX

O gene KanMX que confere resisténcia ao antibidtico G418 foi amplificado do
genoma da levedura S. cerevisiae (BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0;
YMRO16c::kanMX4), com a enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas). A reacao foi
feita em um volume final de 25 ul e seguiu recomendacgdes do fabricante da enzima.
Os primers usados foram o F Kan e OvKan R ou F Kan e SOK2DELR (listados na
tabela 3), para a estratégia 1 e 2 respectivamente.

O programa seguido nas duas estratégias foi: (i) 94°C por 5 minutos (1 ciclo);
(ii) 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos (35 ciclos); (iii) 72°C
por 5 minutos (1 ciclo).

O produto da amplificagao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,9%
(p/v) em tampao TAE 1X, e analisado com o padrao de tamanho 1Kb DNA Ladder
(Fermentas) como referéncia. O fragmento esperado foi purificado do gel com o DNA
Extraction Kit (Fermentas), seguindo recomendacdes do fabricante e nova eletroforese

em gel de agarose 0,9% foi realizada para andlise da purificagao.

4.4.5. PCR de fusao

A reacao de fusdo dos promotores com os fragmentos aMF-gene de interesse-
TT e a marca de sele¢cdo KanMX consistiu de dois passos, A e B (figura 4). A reacdo
do passo A, para anelamento das regides homdlogas dos fragmentos, consistiu em
uma mistura dos 3 fragmentos intermediarios na propor¢ao de 2:1:2 (promotor: aMF-
gene de interesse-TT: KanMX), em um volume final de 25ul, com a enzima Pfu
Polymerase (Fermentas) seguindo recomendagoées do fabricante. O programa seguido
foi: (i) 94°C por 2 minutos (1 ciclo); (ii) 94°C por 20 segundos, 54°C por 20 segundos e
72°C por 5 minutos (10 ciclos). Segundo Shevchuk e colaboradores (2004), esse
passo de reacao sem a adicao de primers € essencial para a eficiéncia da fusdo, uma
vez que nesse momento as sequéncias complementares dos fragmentos se
sobrepbem formando o femplate correto para a reagdo do segundo passo. Nao é
preciso muitos ciclos porque as extremidades de sobreposi¢cdo, que servem como

primers, sao rapidamente consumidas.
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O passo B, para amplificagdo do cassete completo, consistiu de uma reacao
utilizando o mix de enzimas High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas), seguindo
recomendacodes do fabricante, com 3uL do produto do passo A em um volume final de
50ul. Os primer adicionados foram o primer foward nested de acordo com cada
promotor e o primer reverse KanMX nested (tabela 3). O programa seguido foi: (i)
94°C por 2 minutos (1 ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 68°C por 5
minutos (35 ciclos); (iii) 68°C por 10 minutos (1 ciclo).

Os produtos das amplificagdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,9% (p/v) em tampao TAE 1X, e analisados com o padréo de tamanho 1Kb
DNA Ladder (Fermentas) como referéncia. Os fragmentos esperados foram
purificados do gel com o DNA Extraction Kit (Fermentas), seguindo recomendacdes do
fabricante e nova eletroforese em gel de agarose 0,9% foi realizada para andlise da
purificacdo. Essas constru¢cdes foram quantificadas pela leitura de absorvancia a
260nm em espectrofotdmetro, submetidas a PCR para confirmacao das construcoes e
enviadas para sequenciamento pelo método de Sanger, com o equipamento
MegaBACE da Amersham Biosciences, no Laboratério de Genémica da UFV.

As reagdes de confirmagao da construcdo dos cassetes foram realizadas com
a enzima GoTaqg DNA Polymerase (Promega), seguindo recomendacbes do
fabricante, contendo 1ul do cassete purificado em volume final de 25ul. Para a reagao
de amplificacdo do fragmento promotor + a-MF-gene de interesse-TT, os primers
usados foram: foward nested de acordo com cada promotor e OvtermR). Para a
reacao de amplificacao do fragmento a-MF-gene de interesse-TT + KanMX, os primers
usados foram: a-MF e KanMX nested. O programa seguido foi: (i) 94°C por 2 minutos
(1 ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 68°C por 5 minutos (35 ciclos); (iii)
68°C por 10 minutos (1 ciclo).

Os 5 cassetes construidos para cada gene estdo especificados na tabela 4.
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Tabela 4: Cassetes de expressao construidos nesse trabalho

Peptideo Terminador  Marca de Tamanho
Promotor . Gene . . ~ Nome
sinal transcricional  selegao (pb)
PGK PCK 4655
HXT1 HCK 4573
a-matting cbhA TT (do gene
TDH3  factor de K. LAC4de K.  KanMX TCK 4695
PCPL3 lactis lactis) PLCK 4079
INU1 ICK 4428
PGK PEK 4295
HXT1 HEK 4213
a-matting TT (do gene
TDH3 factor de K. eng1 LAC4 de K. KanMX TEK 3719
lactis lactis)
PCPL3 PLEK 4168
INU1 IEK 4425
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4.5. Transformacgao de Kluyveromyces marxianus

Todos os cassetes de expresséo para o gene eng1 foram submetidos a leitura
de absorvancia a 260nm em espectrofotbmetro para determinar a concentragdo em
ng/ul. A eficiéncia de transformacéo foi calculada como sendo numero de unidades
formadoras de coldnias por micrograma de DNA (UFC/ug de DNA), considerando-se
os volumes de células total e plaqueado.

A eficiéncia de transformacgao da linhagem UFV-3 foi avaliada com os métodos
de acetato de litio, padronizado por Abdel-Banat e colaboradores em 2010, e de

eletroporacéo, padronizado por Sanchez e colaboradores em 1993 para K. lactis.

4.5.1. Comparacgao entre os métodos de acetato de litio e eletroporagcao

Para o acetato de litio: K. marxianus UFV-3 foram ativadas por crescimento
em meio YPD soélido a 37°C por 48 h. Apds a ativagao as células foram inoculadas em
25 ml de YPD e incubadas a 28 °C sob agitacado orbital de 150 rpm durante 16 h,
valores de DOgg entre 14 e 16. As células foram centrifugadas (4500xg/2 min) e
suspensas em 1,4 ml de solugédo TM [PEG 3350 40% (p/v), acido acético (200 mM) e
ditiotreitol (100 mM)], sendo submetidas a nova centrifugacao (4500xg/2 min). O
sedimento de células foi suspenso em 0,5ml de solugdo TM e separado em aliquotas
de 100ul. Foi entao adicionado o inserto purificado na concentragdo de 50ng/pl . A
mistura células-DNA foi incubada a 47 °C por 14 minutos com posterior adicdo de
900ul de YPD. A suspensao de células foi plaqueada em meio YPD sdélido contendo o
antibiotico G418 (50 ou 100 pg/ml) e incubada a 28 °C.

Para a eletroporacao: K. marxianus UFV-3 foram ativadas por crescimento em
meio YPD solido a 37°C por 48 h. Apds a ativacao as células foram inoculadas em 10
ml de YPD e incubadas a 37°C sob agitagcao orbital de 180 rpm durante 16 h, valores
de DOggo entre 14 e 16. As células foram centrifugadas (4500g/2 min), lavadas com
solugdo de 0,1M de sorbitol, inoculadas em 25ml de YED (extrato de levedura 1% p/v
e glicose 1% p/v) com a DOgq inicial de 0,4 e incubadas a 28°C sob agitagao orbital de
180 rpm até atingir a DOgqo entre 0,9 e 1,8. As células foram centrifugadas (4500g/2
min), suspensas em 1ml de TP (YED, 25mM DTT, 20mM HEPES), inoculadas em
19ml de TP e incubadas a 28°C, sob agitacdo de 100 rpm por 30 minutos. As células
foram centrifugadas (45009/2 min), suspensas em 0.5ml de TE (10mM Tris-HCI,
270mM sacarose, 1mM acetato de litio) e separadas em aliquotas de 50ul. Foram
entdo pré-incubadas com o inserto purificado na concentragcdo de 100ng/ul (acrescido
de 500ng de DNA carreador quando desejado) por 15 minutos no gelo. As condigdes

da eletroporacao foram: cubeta de 0,2 cm; 1000 V; 25 pF e 400 Q. Apds o pulso foi
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adicionado 950l de YED gelado e as células foram incubadas por 15 minutos no gelo
e 60 minutos a 28°C sob agitacdo orbital de 180 rpm. A suspensao de células foi
plagueada em meio YPD sdlido contendo o antibiético G418 (50 pyg/ml) e incubada a
28 °C.

4.5.2. Anadlise de da influéncia de diferentes parametros na eficiéncia de

transformacgao de K. marxianus UFV-3

Depois de determinado qual método é mais eficiente, foram analisados os
parametros: concentragdo de DNA; homologia de sequéncia; concentracdo de
antibiético; e combinagao de insertos integracao.

As concentracdes de DNA avaliadas foram 20, 100, 500 € 1000 ng/ul com a
selegdo em 100ug/ml de G418.

As transformagdes com cada cassete de expressado construidos para o gene
eng1 foram realizadas com a selegdo em 100 ug/ml de G418, e a concentragado de
100ng/pl de inserto.

As concentragdes de antibidtico avaliadas foram 100, 300 e 500ug/ml e com o
inserto na concentracao de 100ng/ul.

Os insertos foram combinados na propor¢do de 100% do PEK ou 70%l de PE
com 30% de EK. A selecgéo foi feita em 100 e 300ug/ml de G418.

4.6. Selecao de Kluyveromyces marxianus transformantes

Para selecionar possiveis transformantes, foi realizada uma selecdo por
crescimento diferencial em placas com concentragdes crescentes do antibiético. Apos
a transformacdo, as colbnias resultantes foram transferidas para uma nova placa
contendo 100ug/ml. Confirmada a resisténcia das coldnias nessa concentragao, elas
foram inoculadas em 5 ml de YPD liquido sem antibiético. Depois do crescimento de
14 a 16 horas a 37°C, 180 rpm, foram inoculadas gotas de 3ul das culturas com
densidade ética ajustada para 1 e sua diluicdes de 102 e 10, em placas de YPD sem

antibiético e com concentracdes de 200 e 300pg/ml.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao dos genes cbhA e eng1

Os genes de celulases, cbhA e eng1 foram obtidos por transcricao reversa
seguida amplificagdo por PCR a partir do RNA extraido de Aspergillus niger cultivado
em condi¢des de inducdo da producao de celulases. Através da analise eletroforética,
foi confirmada a integridade do RNA total extraido (figura 5a). As amplificacdes

resultaram em fragmentos de 1400pb e 1000pb, aproximadamente, conforme

apresentado na figura 5b, compativel com o tamanho esperado para o gene cbhA de
1359pb e eng1 de 999pb.

1500 pp —»
<— 1359 pb

1000 pb —» < 999 pb

(a) (b)

Figura 5: Fracionamento em gel de agarose: (a) 1,2% da extracdo de RNA total de A. niger. (b) 0,9% do
produto de amplificagéo a partir do cDNA total de A. niger de 1359 pb (1) e 999pb (2), correspondendo ao
tamanho dos genes cbhA e eng1 respectivamente. M: Padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder

(Fermentas).

5.2. Clonagem dos genes cbhA e eng1

Os fragmentos de 1359pb e 999pb amplificados foram purificados do gel,
clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega), seguido da transformagdo em E. coli
DH5a. Os transformantes foram selecionados e os plasmideos pGEM-cbhA e pGEM-
eng1 foram extraidos e submetidos a clivagem com as enzimas de restricdo Sal | e
Not |, para liberagao do cbhA, e com Bgl Il e Not |, para liberagao do eng1. Através da
analise eletroforética em gel de agarose pode-se observar os fragmentos esperados,
cerca de 1359pb para cbhA e 999pb para eng1 e cerca de 3000 pb para o pGEM,
conforme mostrado na Figura 6, confirmando, assim, a clonagem dos genes no

plasmideo pGEM.
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10000 pb

3000 pb 3000 pb

1000 pb +— 1359 pb

<€—999 pb

(a) (b)

Figura 6: Fracionamento do produto da digestdo do DNA plasmidial (p.GEM-eng e pGEm-cbhA) em gel de

1000 pb —p|

agarose 0,9%. M: Padrdo de tamanho molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), (a) pKLAC1 no tamanho
de 9091pb, linearizado pela clivagem com as endonucleases Sal | e Not | para posterior clonagem do eng
resultante da digestdo do pGEM-eng (1); Clivagem do plasmideo pGEM-eng com as enzimas Bgl Il e Not
I, mostrando a liberagdo dos fragmentos de 999 pb, referente ao gene eng1, e 3000 pb, referente ao
pGEM (2). (b): Plasmideo pGEM-cbhA clivado com as enzimas Sal | e Not |, mostrando a liberagéo dos
fragmentos de1359 pb, referente ao gene cbhA, e 3000 pb, referente ao pGEM (1) .

Para dirigir a secreg¢ao dos genes foi escolhido o peptideo sinal a-mating factor
(aMF) de K. lactis presente no vetor pKLAC1. Portanto, estes foram clonados no vetor
pKLAC1 para posterior amplificacdo dos mesmos contendo a sequéncia do peptideo
sinal aMF. Os fragmentos cbhA (1359 pb) e eng1 (999 pb) clivados do vetor pGEM
foram ligados ao vetor pKLAC1. O DNA plasmidial dos clones obtidos foi extraido e
submetido a clivagem com as endonucleases Bgl Il e Not | ou Sal | e Not I. As bandas
esperadas de 1359pb do cbhA, de 999pb do eng1 e do pKLAC1 de 9091pb foram
visualizadas apos eletroforese em gel de agarose, figura 7a, confirmando a clonagem

do gene eng1 e do cbhA no vetor pKLAC1.

10000 pb —» <— 10000 pb

1359 pb —p [N PR «— 1500 pb

1000 pb —p <€— 999 pb

(a) (b)

Figura 7: Fracionamento do produto da digestdo do DNA plasmidial (pKLAC1-eng e pKLAC1-cbhA) em
gel de agarose 0,9%. M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (Fermentas); (a): Plasmideo
pKLAC1-eng clivado com as enzimas Bgl Il e Not |, mostrando a liberagdo do fragmento de 999 pb,
referente ao gene eng1, e 9091 pb, referente ao pKLAC1, confirmando a clonagem (1); (b): Plasmideos
pKLAC1-cbhA clivados com as enzimas Sal | e Not I, mostrando a liberagdo do fragmento de 1359 pb,

referente ao gene cbhA, e 9091 pb, referente ao pKLAC1, confirmando a clonagem (1 e 2).

34



5.3. Construcao dos cassetes de expressao lineares com a técnica de PCR de

fusao

Os cassetes de expressao foram construidos pela técnica de PCR de fuséo,
ou overlap PCR, de acordo com especificacbes adaptadas de Shevchuk e
colaboradores (2004), Heckman e Pease (2007), Chen e colaboradores (2008) e Cha-
aim e colaboradores (2009). Essa técnica permite que sequéncias nucleotidicas de
interesse sejam fusionadas de modo especifico por PCR sem o uso de enzimas de
restricdo e ligacdo. As etapas de construgao dos cassetes e de transformacio da

levedura estdo apresentadas abaixo.

5.3.1. Amplificagcdo dos fragmentos intermedidarios para constru¢cdo dos

cassetes de expressao

Dois fragmentos do cassete de expressao foram amplificados adicionando-se a
eles uma extremidade complementar ao fragmento ao qual se pretende fusionar. Os
fragmentos dos promotores escolhidos, ScCHXT1p (HXT1), ScPGKp (PGK), ScTDH3p
(TDH3), KmINU1p (INU1) e KmPCPL3p (PCPL3), foram amplificados a partir do DNA
com os primers direto correspondente a cada promotor e o reverso sendo um
megaprimer contendo uma sequéncia hibrida de 28 bases complementar a regiao
inicial da sequéncia do aMF. Esses primers estdo especificados na tabela 3. As
amplificacées foram especificas e resultaram em fragmentos de tamanho esperado
para cada promotor, de aproximadamente 400pb para o PCPL3 (figura 9a); 890pb
para o PGK (figura 9b); 800pb para o INU1; 862pb para o HXT1 e 980pb para o TDH3
(figura 9c, colunas 1,2, e 3).

Apods a confirmacgao da clonagem dos genes cbhA e eng1 no vetor pKLAC1, os
vetores pKLAC1-cbhA e pKLAC1-eng foram utilizados para amplificagcdo dos
fragmentos internos do cassete, aMF-cbhA-TT e aMF-eng-TT, por PCR utilizando os
primers a-MF e OvtermR (tabela 3). Nessa reacéao foi adicionado, também em apenas
uma das extremidades dos fragmentos, uma sequéncia complementar a sequéncia do
gene KanMX. A amplificagcdo resultou em fragmentos de 2260pb para o cbhA e de
1900pb para o eng1, aproximadamente, conforme apresentado na figura 8 e figura 9c,
coluna 4.

O fragmento do gene KanMX foi amplificado do genoma de um mutante de S.
cerevisiae em que o gene SOK2 foi interrompido pelo KanMX. O fragmento

amplificado de 1600pb aproximadamente foi correspondente ao tamanho esperado
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para o gene KanMX (de aproximadamente 1470pb) flanqueado por um fragmento do
gene SOK2 no terminal 3’(figura 9c, coluna 5).

A maioria das reacdes foram especificas, exceto para o aMF-eng-TT e KanMX,
mesmo assim todos os fragmentos intermediarios amplificados foram purificados para
nao levar possiveis interferentes para a etapa 2 da PCR de fusdo, como recomendado
por Heckman e colaboradores (2007). A enzima Pfu polimerase foi utilizada nessa
primeira etapa do método de PCR de fusdo para garantir a qualidade da amostra e
para nao produzir interferentes que prejudicassem a sobreposi¢ao, segundo Shevchuk
e colaboradores (2004) a presenca de apenas uma base nas extremidades, como a
adenina adicionada por polimerases do tipo Taq, pode prejudicar a sobreposi¢céo
durante a reacdo. Para evitar a inducao de mutagdes, quando foi observada alta
especificidade a reacao foi purificada diretamente, mas quando néo foi especifica, toda

a reacao foi purificada do gel, com o cuidado de nao expor diretamente o gel a luz UV.

3000pb —p

2000pb —» <— 2260pb

Figura 8: Fracionamento do produto da reagdo de PCR em gel de agarose 0,9%. M: padrdo de tamanho
molecular 1Kb DNA Ladder (New England Biolabs); (1): Produto da amplificagdo do amplificacdo do
fragmento aMF-cbhA-TT de 2260pb.
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1000 pb—

500 pb—» 750 pb—»

250 pb—»

(@) (b)

Figura 9: Fracionamento do produto das reagdes de PCR em gel de agarose 0,9%. M: padrdo de
tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (Fermentas); (a): Produto da amplificacdo do promotor PCPL3 de
314 pb (1); (b): Produto da amplificagdo do promotor PGK de 890pb (1); (¢): Produto da amplificagdo do
promotor INU1 de 800pb (1); produto da amplificagdo do promotor HXT1 de 862pb (2); produto da
amplificagdo do promotor TDH3 de 980pb (3); produto da amplificagdo do fragmento aMF-eng-TT de
1900pb (4); produto da amplificagdo do gene KanMX de 1600 pb (5).

5.3.2. Padronizagdo da reacao de PCR de fusdo

Para padronizagao da reagcdo de fusdo analisamos duas estratégias com
promotor PGK. Na primeira utilizamos trés megaprimers (figura 3a - material e
métodos). O PGK foi fusionado por sobreposi¢cao a sequéncia do fragmento aMF-eng-
TT, e o gene KanMX foi fusionado por uma sequéncia C15G+s. A fusao dos fragmentos
utilizando essa estratégia foi possivel, como mostra a figura 10a, mas né&o eficiente,
uma vez que houve um grande numero de amplificagdes inespecificas e a reagao nao
foi reproduzida com a mesma qualidade ou até mesmo sem sucesso. Para tentar
contornar esse problema, mudamos as condi¢cdes da reacao e fizemos tentativa de
fusdo de apenas dois elementos, onde observamos que a fusdo entre PGK e aMF-
engl1-TT foi eficiente, mas a fusdo entre aMF-eng1-TT e o gene KanMX néao (figura
10b).

Diante desses resultados, formulamos uma hipétese de que a extremidade de
fusdo contendo a sequéncia de poliC ou poliG estava interferindo na especificidade da
reacdo, uma vez que estavamos fusionando fragmentos que podiam conter alto
conteudo de CG, principalmente na regido promotora. Para testar essa hipdtese
decidimos projetar uma nova estratégia. Nessa segunda estratégia utilizamos dois
megaprimers (figura 3b - material e métodos) e todos os fragmentos foram fusionados
por sobreposicdo. Esse método se mostrou mais eficiente, como pode ser visto na

figura 11, tanto para a fusdo de dois ou trés fragmentos, confirmando a nossa

37



hipotese. Testamos aumentar a temperatura de anelamento do passo B de 56 para
60°C e observamos maior especificidade sem comprometimento da qualidade da
reacao para fusao dos trés fragmentos.

Em 2004, Shevchuk e colaboradores sugeriram que para fusdo de ftrés
fragmentos utilizando apenas um megaprimer para cada, a sequéncia de sobreposi¢cao
deveria conter entre 50 e 70 nucleotideos, porém, Chen e colaboradores em 2008,
demonstraram que a eficiéncia de fusao & inversamente proporcional ao tamanho do
megaprimer. Cha-aim e colaboradores em 2009 n&do obtiveram sucesso no uso de
fragmentos complementares para fusdo do promotor PGK usando uma cauda de
sobreposicdo com 40 nucleotideos complementar ao terminador e reafirmaram que o
tamanho do primer influencia na eficiéncia de reagdo. Esses pesquisadores também
afirmaram que sequéncias complementares para a fusdo pode ser prejudicial
dependendo da qualidade da mesma. Diante disso, eles desenvolveram um novo
método de fusdo por sequéncias de até 15 nucleotideos ricas apenas em nucleotideos
C e G (cauda poli CG).

Nesse trabalho nos testamos a estratégia de fusdo com a cauda poliCG, mas o
resultado nao foi satisfatério. Como alternativa desenhamos apenas megaprimers
contendo sequéncia hibrida complementar e menor do que 30 nucleotideos e usamos
0 modelo de reacdo em dois passos de Shevchuk e colaboradores (2004), e nossos

resultados demonstram que essa estratégia foi mais eficiente que as demais.

4000pb _,.
3000pb —*> 3000pb_p

2000pb—p
1650pb—>

(b)

Figura 10: Fracionamento do produto das reagdes de overlap PCR em gel de agarose 0,9%, com a
estratégia de 3 megaprimers. (a): Produto da amplificacdo do cassete PEK de 4295pb (1 e 2); M: padrao
de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (Fermentas); (b): Produto da amplificacdo dos fragmentos aMF-
eng-TT + KanMX de 3405pb (1 e 2); Produto da amplificagdo dos fragmentos PGK + aMF-eng-TT de
2895pb (3 € 4) ; M: padrado de tamanho molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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<«— 4000pb
<4— 3000pb

Figura 11: Fracionamento do produto das reagbes de overlap PCR em gel de agarose 0,9% com a
estratégia de 2 megaprimers. Produto da amplificagdo dos fragmentos PGK + aMF-eng-TT de 2895pb
(1); Produto da amplificagdo dos fragmentos aMF-eng-TT + KanMX de 3405pb (2); Produto da
amplificagdo do cassete PEK de 4295pb (3); M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder
(Fermentas).

5.3.3. PCR de fusao com os diferentes promotores

Apoés padronizagédo da reacdo de PCR de fusdo, escolhemos a estratégia de
dois megaprimers para a construgdo dos demais cassetes. As condi¢des das reagdes
foram as mesmas para todos os promotores, uma vez que os primers foram
desenhados de forma que as temperaturas de melting fossem proximas. Embora para
os promotores HXT1 e INU1 o resultado nao foi especifico, todas as reacbes se
mostraram eficientes uma vez que a banda do tamanho esperado para cada
construcao foi obtida com maior concentragdo do que as demais (figura 12). Mesmo
apo6s a purificagdo, o rendimento foi suficiente para atender aos protocolos de
transformacgao. Além da versatilidade do método, sua reprodutibilidade também foi
avaliada, o produto de reagdo do passo A, assim como os fragmentos intermediarios
foram estocados a -20°C e depois utilizados em nova reacao de fusao e a eficiéncia foi

semelhante a inicial.
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Figura 12: Fracionamento em gel de agarose 0,9% mostrando as construgdes: TDH3-aMF-eng1-TT-
KanMX de 4425pb (1); HXT1- aMF-eng1-TT-KanMX de 4213pb (2); INU1-aMF-eng1-TT-KanMX de
4168pb (3); PCPL3-aMF-eng1-TT-KanMX de 3719pb (4); PGK-aMF-eng1-TT-KanMX de 4295pb (5); M:

padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (Fermentas).

5.3.4. PCR de confirmagao das construgoes

Para confirmar a presengca de cada fragmento nos cassetes, foram feitas
reacgoes de confirmagao usando combinacgdes de primers que permitiram amplificar os
fragmentos promotor e aMF-eng1-TT, de tamanhos variados (figura 13a), ou aMF-
engl1-TT e kanMX, de 3405pb (figura 13b). As condi¢des de reagao foram as mesmas
para todas as construgdes e para os dois tipos de combinagdo. Em todos os casos
houve amplificacbes inespecificas, provavelmente porque a temperatura de
anelamento empregada foi menor do que a utilizada para construcédo dos cassetes, de
60 para 52°C. Essa reducao teve o objetivo de reproduzir a temperatura usada para o
sequenciamento, mas apesar das bandas indesejadas, a banda esperada pbde ser

observada, confirmando as construgdes.
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Figura 13. Fracionamento em gel de agarose 0,9% da confirmacéo das constru¢des: (a) usando primers
do a-MF e do KanMX, correspondendo a um fragmento de 3405pb para todas as construgdes: PGK (1);
HXT1 (2); INU1 (3); TDH3 (4); PCPL3 (5). (b) usando primers dos promotores o KanMX nested,
correspondendo a fragmentos de 2795 para o PGK (1); 2713pb para o HXT1 (2); 2568 para o INU1 (3);
2825 para o TDH3 (4); e 2219 para o PCPL3 (5); (M): padrao de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder

(Fermentas).

5.3.5. Sequenciamento

Os cassetes para o gene eng1 foram sequenciados a fim de confirmar as
construgdes e avaliar a presenca de mutacbes que pudessem comprometer a sua
utilizacao para expressao dos genes de celulases. Os primers utilizados foram: primer
foward de cada promotor; a-MF; e KanMX nested. O resultado foi analisando por
alinhamento com o banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn do

NCBI. Os resultados dos alinhamentos estao apresentados na tabela 5.
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Tabela 5: Resultado do sequenciamento

. Alinhamento Cobertura Identidade
Cassete Primer o o
GeneBank (%) (%)
PLEK nested PCPL3 de K. marxianus 100 96
engB de A. niger 68 97
a-MF
pKLAC1 31 99
PEK nested PGK de S. cerevisiae 97 98
engB de A. niger 65 96
a-MF
pKLAC1 27 100
HEK nested HXT1 de S. cerevisiae - -
engB de A. niger 66 98
a-MF
pKLAC1 33 98
IEK nested INU1 de K. marxianus - -
engB de A. niger 40 95
a-MF
pKLAC1 58 97
TEK nested TDH3 de S. cerevisiae 99 98
engB de A. niger 55 96
a-MF
pKLAC1 42 96

O resultados dos alinhamentos demonstraram que o gene engB de A. niger foi
clonado em detrimento do gene eng1, uma vez que em todos os cassetes, as
sequéncias obtidas com o primer a-MF apresentaram identidade com o gene engB de
A. niger, com valores de variando entre 95 e 97%, maiores do que a identidade obtida
para o gene eng1. Esses valores diferentes de identidade podem estar relacionados a
qualidade do sequenciamento ou a presenca de mutagdes na sequéncia real, uma vez
que alguns pontos com substituicbes de bases foram identificados. Os genes eng1 e
engB apresentam 92,1% de identidade. A analise comparativa do alinhamento e do
cromatograma possibilitou diferenciar mutacées e erros no sequenciamento. As
substituicoes interpretadas como mutacdes podem ser atribuidas ao erro da técnica de
PCR e as diferengas naturais encontradas entre o material genético da linhagem
utilizada nesse trabalho e da linhagem cuja sequéncia esta depositada no banco de

dados.
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As sequéncias obtidas com o primer a-MF em cada cassete foram traduzidas e
submetidas a avaliagdo do posicionamento correto da janela de leitura pela ferramenta
SIXFRAME do software SDSC Biology Workbench. Em nenhuma das construgdes foi
observado a insergao de cédons de parada dentro da sequéncia codificadora. A figura

14 mostra um resultado desse tipo de analise.

| || Seq aMF PCPL3 Translated - Frame 1

=5eq_aMF PCPL3 Translated - Frame 1
HLEKLTSTYLPISVPEEALIGFIDLTGDEVSLLEVNNGTHTGILFLNTTIARAAFADEKDDLEKREARARE
ARSMEEQSTLLLARLAGSALAVPHGSGHRXRASVEENEGSNESGAEFGTNIPGVNGIDY IEPDESTISTL
IGEGMNFFRVQFMMERLLFDSMTGSYDEE YLANLT TVVEAVT DGGAEAL T DPHNYGRYHGEI IS STSDFQ
TFLAESGEEVHEEXTTHSLED

Figura 14: Resultado da andlise no SIXPRAME da regido codificadora da sequéncia obtida do
sequenciamento utilizando o primer a-MF. A metionina inicial do Eng1 esta marcada em vermelho e a
sequéncia de aminoacidos correspondente esta sublinhada. A sequéncia usptream a do gene eng1
corresponde ao peptideo sinal a-MF clonado in frame com a sequéncia codificadora do eng1.

A estratégia adotada nesse trabalho demonstrou que a fusdo dos ftrés
fragmentos pela técnica de overlap PCR foi eficiente e pode ser utilizada a construgcao

de cassetes de expressdo sem comprometimento da qualidade das sequéncias.
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5.4. Transformacgao de K. marxianus UFV-3 e selegao de transformantes

5.4.1. Eficiéncia de transformacao de K. marxianus UFV-3 pelos métodos de

acetato de litio e eletroporagao

Os métodos de transformagdao com acetato de litio, adaptado para K.
marxianus por Abdel-Banat e colaboradores em 2010, e de eletroporagao, adaptado
para K. lactis por Sanchez e colaboradores em 1993, foram testados para
transformagao da K. marxianus UFV-3. O cassete utilizado nessa comparagéo foi o
PEK (tabela 4) na concentragdo de 100ng/pl.

Os valores de eficiéncia dos dois métodos foram de 3,5 x10* UFC/ug de DNA
para o acetato de litio e de 400 UFC/ug de DNA para a eletroporagdo. Com uma
diferenca de até 89%, o método de transformagdo com acetato de litio foi mais
eficiente que o de eletroporacdo (tabela 6), porém, esses valores sao inferiores aos
esperados. Para o método de eletroporagao foi observado que a presenca de até 1ug
de DNA carreador aumenta o numero de transformantes (Sanchez et al, 1993), entao
nos decidimos testar se a presenca de DNA carreador aumentava a eficiéncia do
protocolo de eletroporagdo escolhido. Nossos resultados mostraram que houve
aumento de quase 60% do numero de UFC com a utilizagédo de DNA carreador, mas a
eficiéncia de transformagéo ainda foi mais baixa do que com o método de acetato de
litio. Abdel-Banat e colaboradores demonstraram n&o haver interferéncia do DNA
carreador no protocolo por eles padronizado e este parametro nao foi testado nesse
trabalho.

Apesar de Sanchez e colaboradores conseguirem uma eficiéncia de
transformagdo na ordem de 10° UFC/ug de DNA com a levedura K. lactis, nossos
resultados demonstram que esse protocolo nao ¢é indicado, ou deve ser adaptado para

obtencao de transformantes em K. marxianus.
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Tabela 6: Eficiéncia de transformagao de K. marxianus UFV-3 com os
métodos de acetato de litio e eletroporagao

Método UFC/ug de DNA Eficiéncia (%)

Acetato de litio .
(Abdel-Banat et al, 2010) 3,5x10 100

Eletroporacéo
(Sanchez et al, 1993) 400 11

Eletroporacdo com DNA
carreador
(Sanchez et al, 1993) 675 19

Abdel-Banat e colaboradores conseguiram a eficiéncia de 1,8 x 10° UFC/ug de
DNA para a K. marxianus DMKU3-1042, muito superior a obtida nesse trabalho de 3,5
x10* UFC/ug de DNA. Porém, com o mesmo método os pesquisadores obtiveram 5.7
x 10* UFC/ug de DNA, para a linhagem IFO0273, 3,6 x10° UFC/ug de DNA, para a
NCYC587, resultado mais compativel com os nossos. A K. marxianus DMKU3-1042 foi
caracterizada por Nonklang e colaboradores (2008) e apresenta a caracteristica de ser
mais termotolerante do que outras linhagens testadas. Porém, essa caracteristica,
considerada por Abdel-Banat ao padronizar o protocolo com choque-térmico a 47°C,
nao justifica a maior eficiéncia do método para a DMKU3-1042, fato esse comprovado
por analise da taxa de sobrevivéncia das linhagens. Esse resultado reafirmou a
diversidade fisioldgica entre as espécies de K. marxianus e demonstrou que o
potencial de transformacao também é diferente entre elas.

Souza e colaboradores (2012) demonstraram que a linhagem UFV-3
apresentou bom crescimento na temperatura de 45°C. Com o objetivo de analisar se a
UFV-3 foi sensivel ao protocolo de choque térmico a 47°C, avaliamos a sobrevida das
células apés o tratamento. O nimero de UFC em meio nao seletivo foi maior do que
no meio com 50ug/ml de antibi6tico, mostrando que nao houve prejuizo no niumero de
células viaveis apds o procedimento e sim um menor rendimento na transformacéo ou
na selecdo dos transformantes (figura 15a). Neste trabalho, diferente da marca de
selecdo por auxotrofia utilizada por Abdel-Banat e pela maioria dos trabalhos com
transformacédo de K. marxianus, usamos uma marca dominante para selecionar as
leveduras transformadas (resisténcia ao antibiético geneticina), e obtivemos menor
numero de transformantes. No trabalho de Khramtsov e colaboradores (2011),

linhagens industriais da levedura Saccharomyces cerevisiae também apresentaram
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baixa eficiéncia de transformacao, cerca de 100 UFC/ug de DNA, utilizando a sele¢ao
por resisténcia a antibidtico.

A menor eficiéncia de transformagdo com uma marca dominante pode estar
relacionada a necessidade de mudancga no metabolismo das células no meio seletivo,
0 que pode influenciar o tempo de geracao do transformante e até mesmo ocasionar a
perda da viabilidade celular. Nos nossos resultados esse fendbmeno foi observado
quando comparamos o numero de UFC obtida em meio ndo seletivo de uma aliquota
de células competentes que nao entraram em contato com o cassete de expressao
(UFV-3 controle) e o numero de UFC obtida de uma aliquota de células competentes
que receberam o inserto. Podemos observar que até mesmo em meio sem pressao de
selegcado, o numero de UFC resultante da transformacéo com o inserto que contém o
gene de resisténcia € menor (figura 15b).

No caso do método de transformacdo com acetato de litio podemos concluir
que a linhagem UFV-3 mostrou menor potencial de ser transformada geneticamente
do que a DMKU3-1042, nas condi¢cdes utilizadas nesse trabalho, e que, mais estudos
sd0 necessarios para melhor caracterizacdo molecular dessa linhagem para fins de

manipulagao genética.
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Figura 15: Viabilidade da levedura UFV-3 representada pelo numero de UFC resultante apos
transformacéo: (a): com o inserto em placas de meio YPD com e sem o antibiético; (b): sem e com o

inserto em placas de YPD sem o antibidtico.

46



5.4.2. Avaliagcdo da influéncia de diferentes parametros na eficiéncia de

transformagao de K. marxianus UFV-3

O protocolo de Abdel-Banat e colaboradores (2010) foi adotado como padrao, e
foram analisadas as variaveis: concentracdo de DNA; sequéncia de homologia no

cassete de integragao; concentragédo de antibiético; e combinagdes de insertos.

e Concentragdo de DNA

Para avaliagao da influéncia da concentracdo de DNA utilizada no processo de
transformacgao da linhagem UFV-3, as concentragcdes de DNA escolhidas foram de 20,
100, 500 e 1000 ng/ul. Na transformacao com o cassete contendo o promotor PGK
(PEK), a eficiéncia de transformacéao foi de 340, 1700, 400 e 60 UFC/ug de DNA para
as concentracoes de 20, 100, 500 e 1000ng/ul, respectivamente (figura 16). Esses
dados mostram um aumento de 80% quando a concentragdo do DNA passa de 20
para 100ng/ul (aumento de 5x na concentragdo), porém, quando a concentragao de
DNA passa de 100 para 500ng/ul (aumento de 5x na concentracdo) e de 500 para
1000ng/pl (aumento de 2x), observa-se uma reducéo de 77% e de quase 97%. Logo,
esse resultado mostrou que a relacdo entre eficiéncia de transformagdo e
concentragao de DNA néo € linear e que entre as concentracdes testadas de DNA, a

de 100ng/ul foi a que mostrou maior eficiéncia.
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Figura 16: Resultado da transformagéo de K. marxianus UFV-3, em placas com100 ug/ml de G418, com
o cassete PEK nas concentragbes de 20, 100, 500 e 1000ng/ul. O numero de unidades formadoras de

colbnia é visivelmente menor nas concentragdes abaixo e acima de 100ng/ul de inserto.
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No protocolo padronizado por Abdel-Banat a concentracdo de DNA
recomendada era de 25-50ng/ul, mas a influéncia do aumento na concentragdo do
inserto ndo foi avaliada. Sanchez mostrou que para o protocolo de eletroporacgao, a
eficiéncia de transformacéo é maior a medida que a concentracdo do DNA aumenta,
atingindo o maximo em 1000ng/pl. Nosso resultado mostrou, para o método adotado,
que a influéncia da concentracdo do DNA na eficiéncia de transformacao nao é linear,

assumindo o maximo em 100ng/pl.

e Sequéncia de homologia

Definidos o0 método e a concentracdo de DNA que proporciona maior eficiéncia
de transformacao para a K. marxianus UFV-3 com cassete linear integrativo,
prosseguimos a transformacao com os outros cassetes, para expressao do gene eng1,
construidos nesse trabalho. Todas as transformacgdes foram realizadas com aliquotas
da mesma preparacdo de células competentes. Na tabela 7 esta o resultado da

eficiéncia de transformagao com cada cassete.

Tabela 7: Eficiéncia de transformagdo com os diferentes cassetes de
expresséo para o gene eng1 em concentragdes de G418 de 50 e 100 pg/ml

Cassete de expressio Promotor UFC/ug de DNA
50 pg/ml 100 pg/ml
TEK TDH3 1,6 x10° 500
PEK PGK 2,8 x10* 10
HEK HXT1 3,5x10* 5
PLEK PCPL3 2,7 x10* 0
IEK INU1 1.8 x 10° 0

A eficiéncia foi diferente entre os cassetes. A transformacédo com o cassete do
promotor TDH3 resultou em um numero maior de UFC/ug de DNA nas duas
concentragdes de antibidtico. Esse resultado nos revela que é provavel que a
sequéncia do promotor presente no inserto esteja direcionando a integragdo no
genoma da levedura. De acordo com Lane e Morrissey (2010), o sistema de
integracdo em leveduras do género Kluyveromyces é baseado no mecanismo de
reparo de extremidades ndao homologas (NHEJ). Porém, quando o inserto apresenta

longa sequéncia de homologia com o genoma de K. marxianus, pode haver uma
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competicdo entre o sistema NHEJ e a recombinagdo homologa, resultando em uma
diminui¢do do numero de transformantes (Abdel-Banat et al, 2010; Astromskas et al,
2009). Curiosamente, em nosso trabalho também foi obtido um menor numero de
transformantes com o cassete contendo o promotor endégeno INU1.

Também observamos com esse experimento que a eficiéncia de transformacao
diminuiu quase 100% quando utilizamos a sele¢gdo com 100ug/ml. Esse resultado nos
alertou para um provavel escape na selecao de transformantes na concentracido de

50ug/ml.do antibidtico, fazendo-se necessario avaliar esse parametro.

e Concentracao de antibiético

As concentracdes de geneticina (G418) utilizadas nas transformagdes foram
50, 100 e 300ug/ml. Os resultados revelam que a eficiéncia de transformacédo em K.
marxianus UFV-3 é inversamente proporcional a concentracdo de G418 e que as
colénias demoraram um tempo maior para crescer no meio seletivo a medida que a
concentracdo do antibidtico era maior. Para o cassete PEK, a eficiéncia de
transformagao foi de 3,5 x10*, 1700 e 100 UFC/ug de DNA para placas contendo 50,
100 e 300upg/ml do antibiético (figura 17). Esses dados mostram uma reducdo de 95%
de eficiéncia quando a concentracdo de G418 passa de 50 para 100ug/ml, e de
praticamente 100% de 50 para 300ug/ml.

Para avaliar se o efeito do maior tempo de incubacéo sobre o crescimento das
colbnias estava relacionado a degradagédo do antibidtico, essas foram replicadas em
novas placas, contendo a mesma concentragdo de geneticina, e o resultado confirmou
que as coldnias com crescimento tardio tratavam-se de possiveis clones, uma vez que

elas se mostraram resistentes.
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Figura 17: Resultado da transformacao de K. marxianus UFV-3 com o cassete PEK na concentragéo de
100ng/pl. O numero de unidades formadoras de coldnia € menor quanto maior é a concentracdo de

antibiético no meio.

e Combinacdao de insertos

Nesse trabalho avaliamos a transformagdo com o cassete completo, PEK,
contendo a regido promotora e a marca de selegdo, de 4295pb, ou com uma
combinacéo dos insertos: construgdo contendo apenas a regido promotora e 0 gene
eng1 (PE, de 2895pb) e a construgdo contendo a marca de selecdo e o gene eng1
(EK, de 3405). Observamos que o numero de UFC/ug de DNA foi maior quando a
transformacao foi feita com a combinagao dos insertos PE e EK do que com o cassete
completo. Apesar do numero de colénias diminuir com o aumento da concentragdo de
DNA, como demonstrado anteriormente, a diferenca entre as eficiéncias de
transformacdo com os dois tipos de construcdo € melhor percebida a medida que
aumentamos a concentracdo do inserto e do antibiético no meio. Na tabela 8
apresentamos os valores de eficiéncia em cada transformagdo. Embora na
concentracao de 100ng/ul de DNA, o niumero de UFC em placas de 100ug/ml de G418
nao foi considerado maior para a combinacao dos insertos, nas concentragdes de 500
e 1000ng/ul esse valor foi de quase 2 e 23 vezes maior. Na sele¢cdo com concentragcao
de 300ug/ml de G418 a eficiéncia de PE+EK foi 3 e 1,5 vezes maior do que para PEK

em concentracdes de 100 e 500ng/ul do inserto.
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Tabela 8: Eficiéncia de transformagao com o cassete PEK e a combinagao
dos insertos PE e EK

Construcgao (l?gr‘;fll) UFC/ug de DNA
100 ug/mi 300 pg/ml

0,1 1700 100

PEK 0,5 400 40

1 6 0
0,1 1800 300

PE + EK 0,5 780 60

1 140 0

De acordo com Bryksin e Matsumura (2010), a eficiéncia de transformacao
diminui até 50% com o aumento do tamanho do inserto, o que pode explicar a maior
eficiéncia obtida nesse trabalho com a combinagcdo PE+EK cujo tamanho é menor do

que o cassete completo com o promotor e a marca se selegao juntos.

5.4.3. Selecgao de transformantes

Apoés a avaliagdo de que a sensibilidade da K. marxianus UFV-3 ao antibiotico
geneticina (G418) é discutivel foram feitas transformacdes com selecdo em 300 e até
500ug/ml de antibidtico, porém, o numero de UFC chegou a zero na ultima
concentragdo, portanto, para a selecdo dos clones decidimos continuar com as
coldnias crescidas em 50 e 100ug/ml de G418 e foi realizada uma selegdo por
crescimento diferencial em placas com concentragdes crescentes do antibiético. Na
figura 18 temos um exemplo de crescimento diferencial de um possivel clone e da
UFV-3 nao transformada.

Foram selecionados para analise de expressdo apenas as colbnias
transformantes que conseguiram crescer até a concentragdo de 300ug/ml,
comprovando que houve integracdo do cassete e que a marca de selegéo esta sendo
expressa. Nas placas de 100ug/ml de geneticina foram selecionados 7 colénias para
os promotores HXT1, INU1, PGK e PCPL3, e 13 colbnias para o TDH3. Entre essa
colénias foram selecionadas em 300ug/ml apenas 3 colbnias para os promotores
HXT1, PCPL3 e PGK, e 2 colbnias para o INU1 e TDH3.
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Figura 18: Resultado da sele¢ao de possiveis clones por comparagéo do crescimento de um das col6nias
resultantes da transformacao (UFV-3 + inserto) com a linhagem UFV-3 nao transformada (UFV-3).

O resultado do crescimento em placas mostrou uma diferenca nitida de
crescimento entre essas colbnias selecionadas e a levedura nao transformada, porém,
apesar do crescimento diferencial em geneticina, ndo foi possivel confirmar a
integracdo dos fragmentos do promotor e marca de sele¢ao do cassete por PCR. A
Unica reacgao possivel foi a amplificagdo de um fragmento de 100pb da regido 3’ do
gene eng1 (figura 19), essa reagdo mostrou que apesar de ser a maioria, nem todas

as colbnias podem ser consideradas transformantes.

UFV-3 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 M

Figura 19: Fracionamento em gel de agarose 0,9% do produto da amplificagdo de 100 pares de base
correspondentes a porgdo 3’ do gene eng1. (M): padrédo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (New
England BioLabs); (1 e 5 a 13): colénias UFV-3 + inserto; (2, 3 e 4): coldnias UFV-3 sem o inserto.

Com esses resultados de crescimento e PCR, ndo podemos afirmar que o
antibiotico G418 nas concentragbes testadas funciona para a selegcdo de apenas
clones verdadeiros, porém, foi possivel identificar K. marxianus UFV-3 transformantes
para o gene engl, e analises de expressdo e secrecdo serdo analisadas

posteriormente.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, os genes da endoglucanase e da celobiohidrolase de A. niger
foram subclonados no vetor pKLAC1 e utilizados para construcdo de cassetes de
expressao lineares pela técnica de PCR de fusdo, com o gene KanMX e os
promotores HXT1, INU1, PCPL3, PGK e TDH3.

Este trabalho abre perspectivas para obtencéo de leveduras recombinantes por
uma técnica alternativa a utilizagcdo de plasmideos. A estratégia adotada para fusao
dos fragmentos possibilitou obter as construcbes em apenas duas etapas de PCR,
uma para amplificagcdo dos fragmentos e a outra para a fusdo. A construgdo de
cassetes de expressao lineares por esse método mostrou-se reprodutivel e versatil,
podendo ser aplicado para qualquer sequéncia desejada. A transformacao de K.
marxianus com os protocolos adotados nesse trabalho mostrou que a metodologia de
acetato de litio foi mais eficiente do que a eletroporagao. A selecéo dos transformantes
foi realizada por resisténcia ao antibidtico G418 e os resultados mostraram que a
metodologia requer analises posteriores de resisténcia das colénias resultantes da
transformacao.

Apesar de nao ter sido avaliado ainda a expressao e a secrecao, neste trabalho
foi possivel padronizar a construgao dos cassetes de expressdo, a transformacéo e

selecao dos transformantes de K. marxianus UFV-3.

53



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abdel-banat, B.M.A.; Nonklang, S.; Hoshida, H.; Akada, R. Random and targeted gene
integrations through the control of non-homologous end joining in the yeast

Kluyveromyces marxianus. Yeast. 2010; 27:29-39.

Astromsskas, E.; Cohn, M. Ends-in vs. ends-out targeted insertion mutagenesis in
Saccharomyces castelli. Current Genetics. 55:339-347 (2009).

Ausubel, F.M.; Brent, R.; Kingston, R.E., et al. Current Protocols in Molecular Biology,
New York: John Wiley and Sons, Inc., 2003.

Baldrian, P.; Valaskova, V. Degradation of cellulose by basiodiomycetous fungi. FEMS
Microbiol Rev. 2008: 32: 501-521.

Ball, M.M.; Raynal, A.; Iborra, G.; Iborra, F. Construction of efficient centromeric,
multicopy and expression vectors for the yeast Kluyveromyces marxianus using
homologous elements and the promoter of a purine-cytosine-like permease.
Journal of Molecular Microbiology and Biotechnolog.1999; 2:347-353.

Bergkamp, R. J.; Bootsman, T. C.; Toschka, H.Y.; Mooren, A.T.; Kox, L.; Verbakel,
J.M.; Geerse, R.H.; Planta, R.J. Expression of an alpha-galactosidase gene under
control of the homologous inulinase promoter in Kluyveromyces marxianus. Applied
Microbiology and Biotechnology. 1993; 40:309-317.

Bryksin, A. V.; Matsumura, I. Overlap extension PCR cloning: a simple and reliable way

to create recombinant plasmids. Biotechniques. 2010; 48:463-365.

Cha-aim, K.; Fukunaga, T.; Hoshida, H.; Akada, R. Reliable fusion PCR mediated by
GC-rich overlap sequences. Gene. 2009; 434(1-2):43-49.

Chen, J-R.; Lu, J-J.; Wang, H-F. Rapid and Efficient Gene Splicing Using Megaprimer-
Based Protocol. Molecular Biotechnology. 2008; 40:224-230.

Cortez, L. A. B. Bioetanol de cana-de-acucar, PD para produtividade e
sustentabilidade. Bluncher. (2010).

54



Diniz, R. H. S.; Silveira, W. B.; Fietto, L. G.; Passos, F. M. L. The high fermentative
metabolism of Kluyveromyces marxianus UFV-3 relies on the increased expression

of key lactose metabolic enzymes. Antonie van Leeuwenhoek. (2011).

Fonseca, G.G.; Heinzle, E.; Wittmann, C.; Gombert, A K. The yeast Kluyveromyces
marxianus and its biotechnological potential. Applied Microbiology and
Biotechnology. 79:339-54 (2008).

Gietz, R. D.; Schiest, R. H. High-efficiency yeast transformation using the LiAc/SS
carrier DNA/PEG method. Nature Protocols. 2, 31-34 (2007).

Hahn-Hagerdal, B.; Galbe, M.; Gorwa-Grauslund, M. F.; Lidén, G.; Zacchi, G. Bio-
ethanol — the fuel of tomorrow from the residues of today. TRENDS in
Biotechnology. 24 (2006).

Hamilton, S.R.; Gerngross, T.U. Glycosylation engineering in yeast: the advent of fully

humanized yeast. Current Opinion in Biotechnology. 18(5):387-92 (2007).

Hasunuma, T.; Kondo, A. Development of yeast cell factories for consolidated
bioprocessing of lignocellulose to bioethanol through cell surface engineering.

Biotechnology Advances. (2011).

Heckman KL, Pease LR. Gene splicing and mutagenesis by PCR-driven overlap
extension. Nature Protocols. 2(4):924-32 (2007).

Hensing, M.C.; Rouwenhorst, R.J. Physiological and technological aspects oflarge-
scale heterologous-protein production with yeasts. Antonie van Leewenhoek. 3.
261-279 (1995).

Heyland, J.; Fu, J.; Blank, L.M.; Schmid, A. Quantitative Physiology of Pichia pastoris
During Glucose-Limited High-Cell Density Fed-Batch Cultivation for Recombinant

Protein Production. Biotechnology and Bioengineering. 107: 357-368 (2010).

Hill, J.; lan, K. A.; Donald, G.; Griffithis, D. E. DMSO-Enhanced Whole Cell Yeast

Transformation. Nucleic Acid Research. 19 (1991).

55



Hong, J.; Tamaki, H.; Akiba, S.; Yamamoto, K.; Kumagai, H.. Cloning of a Gene
Encoding a Highly Stable Endo-beta-1,4-Glucanase from Aspergillus niger and lIts
Expression in Yeast. Journal of Bioscience and Bioengineering. 92: 434-441
(2001).

Hong, J.; Wang, Y.; Kumagai, H.; Tamaki, H. Construction of thermotolerant yeast
expressing thermostable cellulase genes. Journal of biotechnology. 130(2):114-23
(2007).

Iborra F. High efficiency transformation of Kluyveromyces marxianus by a replicative
plasmid. Current Genetics. 24:181-183 (1993).

Idiris, A.; Tohda, H.; Kumagai, H.; Takegawa, K. Engineering of protein secretion in
yeast: strategies and impact on protein production. Applied Microbiology. 86:403-
417 (2010).

Jeffries, T.W.; Cregg, J.M. Protein Expression in Nonconventional Yeasts. Manual of

Industrial Microbiology and Biotechnology. 64 (2010).

Jeon, E.; Hyeon, J.; Suh, D.J.; Suh, Y.W_; Kim, S.W.; Song, K.H.; Han, S.O. Prodution
of cellulosic ethanol in Saccharomyces serevisaie heterologous expressing
Clostridium thermocellum endoglucanase and Saccharomyces fibuligera [3-

glicosidase genes. Molecules and Cells. 2009.

Khramtsov, N.; McDade, L.; Amerik, A.; Yu, E.; Divatia, K.; Tikhonov, A.; Minto, M.;
Kabongo-Mubalamate, G.; Markovic, Z.; Ruiz-Martinez, M.; Henck, S. Industrial
yeast strain engineered to ferment ethanol from lignocellulosic biomass.
Bioresourse Technology. 102: 8310-8313 (2011).

Lane, M.M.; Morrissey, J.P. Kluyveromyces marxianus: A yeast emerging from its

sister's shadow. Fungal Biology Reviews. 24:17-26 (2010).
Linger JG, AdneyWS, Darzins A. Heterologous expression and extracellular secretion

of cellulolytic enzymes by Zymomonas mobilis. Applied Environmental
Microbiology. 76: 6360-9 (2010).

56



Livak, K.J.; Schmittgen, T.D. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2-AACT method. Methods. 25: 402 — 408 (2001).

Lopes, M. L. Identificacao e purificacdo de uma B-glicosidase extracelular e construgéo
de vetores para expressao constitutiva de celulases em Kluyveromyces marxianus
UFV-3. Dissertagdo de Mestrado (Bioquimica Agricola). Universidade Federal de

Vigosa, Vicosa, 2011.

Maki-Arvela, P.; Anugwoma, |.; Virtanena, P.; Sjoholma, R.; Mikkola, J. P. Dissolution
of lignocellulosic materials and its constituent liquids — A review. Industrial Crops
and Products. 32: 175-201 (2010).

Meilhoc, E.; Masson, J.M.; Teissié, J. High efficiency transformation of intact yeast

cells by electric field pulses. Journal of Biotechnology. 1990; 8:223-227.

Mosier, N.; Wyman, C.; Dale, B.; Elander, R.; Lee, Y. Y.; Holtzapple,M.; Ladisch, M.
Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic biomass.
Bioresource Technology. 96 673-686 (2005).

Nelson, M. D.; Fitch, D. H, A. Overlap Extension PCR: An Efficient Method for
Transgene Construction. Methods in Molecular Biology. 772: 459-470 (2011).

Nonklang, S.; Abdel-banat, B.M.A.; Cha-aim, K.; Moonjai, N.; Hoshida, H.; Limtong, s.;
Yamada, M.; Akada, R. High-Temperature Ethanol Fermentation and
Transformation with Linear DNA in the Thermotolerant Yeast Kluyveromyces
marxianus. Applied and Enviromental Microbiology. 74(24):7514-7521 (2008).

Nonklang, S.; Ano,A.; Abdel-banat, B.M.A.; Saito, Y.; Hoshida, H.; Akada, R.
Construction of a flocculent Kluyveromyces marxianus strains suitable for high
temperature ethanol fermentation. Bioscience Biotechnology and Biochemistry.
73:1090-1095 (2009).

Ooyen A.J.J.; Dekker, P.; Huang, M.; Olsthoorn, M. M.; Jacobs, D. |.; Colussi, P.;

Taron, C.H. Heterologous protein production in the yeast Kluyveromyces lactis.
FEMS yeast research. 6(3):381-92 (2006).

57



Pecota, D. C.; Rajgarhia, V.; Da Silva, N. A. Sequencial Gene Integration For The
Engineering Of Kluyveromyces Marxianus. Journal Of Biotechnology. 127:408-416
(2007).

Porro, D.; Sauer, M.; Branduardi, P.; Mattanovich, D. Recombinant Protein Production
in Yeasts. Molecular Biotecnology. 31:245-259 (2005).

Rocha, S.N. Expressao e secregao de proteinas heterdlogas em leveduras do género
Kluyveromyces. Tese apresentada a Escola Politécnica da Universidade de S&o

Paulo para obtengéo do titulo de Doutor em Engenharia. 2010.

Rocha, S.N.; Abrahado-neto, J.; Cerdan, M.E.; Gonzalez-siso, M.l.; Gombert, A.K.
Heterologous expression of glucose oxidase in the yeast Kluyveromyces

marxianus. Microbial Cell Factories.1-12 (2010).

Rocha, S.N.; Abrahado-neto, J.; Gombert, A.K. Physiological diversity within the
Kluyveromyces marxianus species. Antonie van Leeuwenhoek.100: 619-630
(2011).

Rodrigues, M.Q.R.B. Expressao do gene eng1 de Aspergillus niger em Kluyveromyces
marxianus: uma alternativa para a producado de etanol celuldésico. Monografia
apresentada ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Vigosa. 2009.

Ryu S, Karim MN. A whole cell biocatalyst for cellulosic ethanol production from dilute
acid-pretreated corn stover hydrolyzates. Applied Microbiology and Biotechnology.
91:529-42 (2011).

Sanchez, M.; Iglesias, F. J.; Santamaria, C.; Dominguez, A. Transformation of
Kluyveromyces lactis by electroporation. Applied and Environmental Microbiology. 59
(7): 2087-2092 (1993).

Santos, A. F. Clonagem do gene CBHA de Aspergillus niger em vetor para expressao

em Kluyveromyces marxianus UFV3. Monografia apresentada ao Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa. 2009.

58



Shevchuk, N.; Bryksin, A.V.; Nusinovich, Y.; Cabello, F.C.; Sutherland, M.; Ladisch, S.
Construction of long DNA molecules using long PCR-based fusion of several

fragments simultaneously. Nucleic Acids Research. 32 (2004).

Souza, C. J. A,; Costa, D. A.; Rodrigues, M. Q. R. B.; Santos, A. F.; Lopes, M. R;;
Abrantes, A. B. P.; Costa, P. S. Silveira, W. B; Passos, F. M. L.; Fietto, L. G. The
influence of presaccharification, fermentation temperature and yeast strain on
ethanol production from sugarcane bagasse. Bioresourse and Biotechnology.
(2012).

Torres, F.A.G.; Moraes, L.M.P. Proteinas recombinantes produzidas em leveduras.

BioTecnologia Ciéncia e Desenvolvimento. 12:20-22 (2000).

Voronovsky AY, Rohuya OV, Abbas CA, Sibirny AA. Development of strains of the
ther-motolerant yeast Hansenula polymorpha capable of alcoholic fermentation of
starch and xylan. Metabolic Engineering. 11:234—-42 (2009).

Xu Q, Singh A, Himmel ME. Perspectives and new directions for the production of
bioethanol using consolidated bioprocessing of lignocellulose. Current Opinion in
Biotechnology. 20:364—71 (2009).

Yanase, S.; Hasunuma, T.; Yamada, R.; Tanaka, T.; Ogino, C.; Fukuda, H.; Kondo, A.
Direct ethanol production from cellulosic materials at high temperature using the
thermotolerant yeast Kluyvermomyces marxianus displaying cellulolytic enzymes.
Applied Microbiology and Biotechnology. 88:381-388 (2010).

Yon, J.; Fried, M. Precise gene fusion by PCR. Nucleic Acids Research. 17: 4895
(1989).

Zhang, J.; Yuan, H.; Wen, T.; Xu, F.; Di, Y.; Huo, K_; Li, Y. Cloning of the KcURA3
gene and development of a transformation system for Kluyveromyces cicerisporus.

Applied Microbiology and Biotechnology. 62: 387-391 (2003).

Zhang, Y.-HP.; Himmel, M. E., Mielenz, J. R. Outlook For Cellulase Improvement:
Screening And Selection Strategies. Biotechnology Advances. 24:452—481 (2006).

59



Zhang, A, Luo, J.; Zhang, T.; Pan, Y.; Tan, Y.; Fu, C.; Tu, F. Recent advances on
the GAP promoter derived expression system of Pichia pastoris. Molecular Biology
Reports. 2009; 36:1611-1619.

60



8 ANEXOS

PaeRTI - Thl - Xhal 257

Bgll 290
Mrll 296
Ace5l - Epnl 302
Sall 308
Asel 314
Notl 323
Pacd 331
MCS Stul 338

HindIll 1
SmaBl 8796

Bsril 954

BstXl 7516
Sacll 7458

Pshar 2204

Eco01091 - PpuMI 2520
Kasl - Narl - Sfol 2598

Sacl 2924

Alel 3112

BstEIl 3130

Agel 3241

Smal - TspMI - Xmal 3344
Neul 3385

Bsu36l 3367

Xbal 3522

shil 3854

Bmghl 4241

Ahdl 5913

Sacll 4632
PIFI - Tth1111 4350

Bstl 4303

Anexo I: Mapa do plasmideo pKLACA1.
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