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RESUMO

COLOMBO, Livia Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2011.
Construcdo de linhagens de Kluyveromyces lactis Aku80 hospedeiras para
producdo de proteinas recombinantes: Andlise da expressdao da fuséo
estreptavidina-pectina liase. Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos. Co-
orientadoras: Denise Mara Soares Bazzolli, Marisa Vieira de Queiroz e Luciano Gomes
Fietto.

A recombinacdao homéloga em Kluyveromyces lactis nao é a via preferencial
usada como mecanismo de reparo de quebra de fita dupla de DNA, o que pode ser
indesejado em constru¢des de expressao de proteinas dependentes de integracado
gene-especifico. Para obter linhagens de K. lactis hospedeiras para a expressao de
proteinas recombinantes eficientes na via de recombinacdo homologa realizou-se a
mutacdo do gene KUB8O. Este gene é essencial para perfeito funcionamento da via de
juncbes de extremidades nao-homélogas (NHEJ), responsavel pela integracéo
aleatoria do DNA exdgeno no genoma hospedeiro. A delecdo do gene KU80 foi feita
utilizando a técnica Split-Marker. Dois fragmentos foram obtidos por fusdo por PCR,
cada um contendo uma sequéncia flanqueadora da regido codificante do gene KU80
(extremidades 5’ e 3’) e uma parte do gene de resisténcia a geneticina (KanMX). O
cassete de delecdo resultante da recombinacgédo in vivo dos dois fragmentos gerados
continha o gene KanMX flanqueado pelas extremidades da regido codificante do gene
KU80, e foi utilizado para dele¢cdo do gene KU8O por recombinacdo homdloga no
genoma de duas linhagens de K. lactis, JA6 e HP108. O fragmento de 3,7 Kb obtido
por amplificacdo por PCR com oligonucleotideos externos a regido codificante do gene
KUB80 confirmou a integracdo do cassete de delecdo no gene alvo. A eficiéncia de
integracdo com os fragmentos resultantes do Split-Marker foi de 100 %. Os vetores
pKLAC1, e pKLAC1/cStp contendo o dominio de afinidade da estreptavidina pela
biotina, foram usados para determinar a eficiéncia de recombinacdo homodloga das
linhagens mutantes KU80 (JAGAKU80 e HP108AKUB80). O gene da pectina liase (plgl)

xi



de Penicillium griseoroseum foi clonado nesses vetores para avaliar a capacidade de
linhagens de K. lactis em produzir e secretar a proteina recombinante. A eficiéncia de
transformacéo (transformantes/ug de DNA) dos mutantes JAGAKU80 e HP108AKUS80
com os vetores pKLAC1/Plgl e pKLACL1/cStp-Plgl, foi superior a das linhagens
parentais JA6 e HP108. A eficiéncia de integracdo no gene alvo foi de 100% para
maioria das linhagens, com excecéo das linhagens JA6/Plgle HP108AKU80/PIg1 que
apresentaram, respectivamente, eficiéncia de 80 e 70 % de integracdo gene-
especifico. Apesar da eficiéncia de integracao por recombinagdo homologa, ndo houve
secrecdo de PL e da fuséo cStp-Plgl como esperado ao se utilizar o vetor pKLAC1. A
atividade intracelular de pectina liase (PL) so foi significativa em relacdo a parental
para a cepa HP108/Plgl, que demonstrou atividade especifica de 9,525 U.mg*

proteina.
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ABSTRACT

COLOMBO, Livia Tavares, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Construction of Kluyveromyces lactis Aku80 host strain for recombinant
proteins production: Expression analysis of the fusion streptavidin-pectin lyase.
Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Co-Advisers: Denise Mara Soares Bazzolli,
Marisa Vieira de Queiroz and Luciano Gomes Fietto.

The homologue recombination in Kluyveromyces lactis is not the preferential
way used as repair mechanism of DNA double strand, desirable in proteins expression
construction dependent on gene-specific integration. In order to obtain K. lactis strains
to recombinant protein expression efficient in homologue recombination way, KU80
gene was interrupted. The perfect running of non-homologue ends junctions (NHEJ)
way depends on that gene and is responsible by exogenous DNA random integration in
the host genome. KU80 gene deletion was made by Split-Marker. Two fragments were
generated by PCR fusion, each one with a flanker sequence of KU80 coding region
(5’and 3’ends) and part of geneticin resistance gene (KanMX). Deletion cassette
resulting from in vivo recombination of two fragments had KanMX gene flanked by
KU80 coding regions end sand was used for KU80 deletion by homologue
recombination in the genome in two K. lactis strains, JA6 and HP108. The 3.7 Kb
fragment obtained by PCR amplification with external primers to KU80 coding region
confirmed deletion cassette integration in the target gene. Integration efficiency with
Split-Marker resulting fragments was 100 %. pKLAC1 and pKLAC1/cStp vectors with
streptavidin affinity domain by biotin were used to determine homologue recombination
efficiency of KU80 (JABAKU80 and HP108AKUB80) mutant strains. Pectin lyase coding
gene (plgl) from Penicillium griseoroseum was cloned in those vectors to evaluate the
capacity of K. lactis strains to produce and secrete the recombinant protein. The
transformation efficiency (transformants/ug of DNA) of mutants JABAKU80 and
HP108AKUB80 with pKLAC1/Plgl and pKLAC1/cStp-Plgl vectors was higher than to

parental strains JA6 and HP108. Target gene integration efficiency was 100 % in most
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strains, except to strains JA6/Plgland HP108AKUS80/PIgl that showed an integration
efficiency of 80 and 70 %, respectively. Although the high efficiency of specific-gene
integration there was no pectin lyase (PL) or cStp-Plgl secretion as expected for
pKLAC1 vector. PL intracellular activity was significant when compared with parental
strain HP108/Plg1, that presented specific activity of 9,525 U.mg™ protein.
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1. INTRODUCAO

Leveduras séo hospedeiras potenciais para expressao e secrecao de proteinas
recombinantes. Propriedades industriais aliadas a sistemas eficientes de crescimento,
processamento pos-traducional e secrecao proprios de células eucariéticas contribuem
para o estabelecimento desses organismos como uma microfabrica de biomoléculas
de interesse biotecnoldgico. No entanto, as condi¢cdes que favorecem a expressédo e
secrecdode proteinasde interesse dependem da espécie de levedura. Algumas
leveduras apresentam baixa frequéncia de recombinacdo homéloga, o que é
indesejavel em sistemas de expressdo dependentes de integracdo gene-especifico.

Leveduras do género Kluyveromyces sao atraentes em processos
biotecnoldgicos pelo status GRAS e diversidade metabdlica, sendo capazes de
assimilar diferentes aclUcares ndo metabolizados por Saccharomyces cerevisiae, tais
como lactose, celobiose e xilose, com metabolismo simultaneamente oxidativo e
oxirredutivo, isto €, com baixa repressao por glicose. Essa propriedade potencialmente
favorece maior rendimento de biomassa e consequentemente de proteinas
recombinantes. A capacidade de secre¢do para 0 meio extracelular concorre para
tornar essa levedura propicia a producao de proteinas heterélogas.

A existéncia de vetores integrativos amplia a utilizacdo de Kluyveromyces lactis
em processos biotecnoldgicos. Como K. lactis apresenta promotores nativos fortes,
como o do gene que codifica a &lcool desidrogenase (KLADH4) e o do gene da j-
galactosidase (LAC4), estes sdo empregados na expressdo de genes heterdlogos
utilizando varios vetores, inclusive os derivados do vetor pKD1 de Kluyveromyces
drosophilarum.

O vetor comercialmente disponivel pKLAC1l, é um vetor integrativo de
expressao e secrecdo de proteinas heter6logas em K. lactis.O processo de
transformagcdo com pKLAC1 requer integracdo do cassete na regido promotora do

1



gene da [(-galactosidase (LAC4), o qual dirige a expressdo. Trabalhos anteriores
utilizaram o plasmideo pKLAC1 para expressdo e secrecao do core da proteina
estreptavidina (cStp). A forte interacdo da estreptavidina pela molécula de biotina
constitui um sistema interessante para separacéo e/ou imobilizacdo de proteinas e de
enzimas de interesse industrial em suportes biotinilados.

Apesar das caracteristicas promissoras para hospedar genes heterélogos, K.
lactis, possui na via de juncdes de extremidades nao-homodlogas (NHEJ), um
mecanismo de reparo de quebra de dupla fita que causa a integracdo aleatéria do
DNA exdgeno no genoma hospedeiro. Essa via € normalmente mais ativa nessa
levedura do que a via de recombinacao homoéloga. O desenvolvimento de K. lactis com
alta eficiéncia de transformacédo por recombinacdo homdloga € importante para
ampliar seu uso na expressao de proteinas recombinantes utilizando vetores tais como
0 pKLAC1. A delecdo do gene KUB80, gene essencial para perfeito funcionamento da
via NHEJ, aumentou a eficiéncia de integragcdo no gene alvo em diversos fungos
filamentosos e algumas leveduras.

Em fungos, a delecdo de genes tem sido conduzida transformando os mesmos
com dois fragmentos obtidos por fusdo por PCR, cada um contendo uma regido de um
gene marcador ligado a uma pequena sequéncia de DNA da extremidade do gene a
ser deletado. In vivo, esses fragmentos se recombinam e d&o origem a um cassete de
DNA linear, contendo um gene marcador inteiro, flanqueado por uma pequena
sequéncia de DNA das extremidades do gene a ser deletado. Essa estratégia,
denominada Split-marker, que em leveduras foi mais explorada em S. cerevisiae e
algumas espécies de Candida, permite uma montagem rapida das construces para
delecéo de genes.

O presente trabalho avaliou o aumento da eficiéncia de transformacao,
associada a recombinagdo homologa, de linhagens de K. lactis com o vetor de
expressao pKLAC1 apés a delecdo do gene KUB0 no genoma da levedura. Essa
mutacéo foi feita utilizando-se a técnica de delecao génica Split-Marker. Para isso, a
construcdo de ambos os vetores pKLAC1 e pKLAC1/cStp contendo o gene da pectina
liase foram usados para verificar a eficiéncia na integracdo homdloga, expresséo e

secrecdo na linhagem mutante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Leveduras séo hospedeiras potenciais para expressao e secrecao de proteinas
recombinantes importantes do ponto de vista biotecnolégico. Além da via secretéria
eucaridtica que assegura o enovelamento, dobramento, montagem e processamento
pés-traducionais requeridos para bioatividade protéica, esses micro-organismos Sao
unicelulares e combinam caracteristicas de crescimento de organismos procariotos
com a facilidade de manipulagdo genética (Wolf, 1996). S. cerevisiae foi a opcao inicial
nas construgdes genéticas para a producao de proteinas recombinantes (Merico et al.,
2004). No entanto, S. cerevisiae nao atendeu as expectativas por varias razdes dentre
as quais o metabolismo predominante fermentativo, com alta repressdo por glicose,
baixo rendimento de biomassa, além de baixa produtividade e secrecdo com
hiperglicosilacao protéica (Wolf, 1996; Aylon & Kupiec, 2004; Raimondi et al., 2008).

Outras leveduras ndo-Saccharomyces como Hansenula polymorpha,
Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces
occidentalis e Yarrowia lipolytica, tornaram-se entao alternativas a S. cerevisiae na
producéo de polipeptideos recombinantes (Buckholz, & Gleeson, 1991; Bartkviciute &
Sasnauskas, 2003). A levedura K. lactis, com um histérico bem conhecido de uso na
industria de alimentos — com status GRAS (Generally Regarded as Safe) (Van Ooyen
et al., 2006), foi uma das primeiras leveduras ndo-Saccharomyces cujo sistema de
transformacao foi investigado com a intengéo de estabelecé-la como hospedeira para
expressao de proteinas heter6logas (Das & Hollenberg, 1982). A capacidade de K.
lactis assimilar diferentes fontes de carbono utilizando metabolismo tanto oxidativo
guanto oxirredutivo, favorece a producao de proteinas recombinantes nao sé pela
possibilidade de utilizar diferentes promotores, mas também pelo direcionamento do

metabolismo para producéo de biomassa em diversos substratos (Wolf, 1996).



Apesar de filogeneticamente préximas, K. lactis e S. cerevisiae apresentam
diferencas fisiol6gicas ndo s6 quanto ao metabolismo energético, que em S. cerevisiae
€ predominantemente oxirredutivo, mas também quanto a assimilacdo de diferentes
fontes de carbono. Ao contrario de S. cerevisiae, K. lactis € capaz de crescer num
maior espectro de fontes de carbono tais como lactose, celobiose e xilose, o que
possibilita o aproveitamento de subprodutos abundantes na indUstria agropecuaria
como é o caso do soro de queijo e biomassa lignocelulésica (Maullu et al., 1999; Rosa,
2007).

Estudos apontam que K. lactis apresenta também maior eficiéncia de secrecéo
de proteinas quando comparado a S. cerevisiae, pois ndo apresenta problemas
relacionados a hiperglicosilagcdo e retengdo do produto dentro da célula ou espaco
periplasmatico (Buckholz & Gleeson, 1991; Romanos et al., 1992). Além disso,
linhagens de K. lactis ja foram modificadas para aumentar a producdo e secrec¢do de
proteinas recombinantes, como a linhagem HP108, que apresenta duplicacédo do gene
da enzima dissulfeto isomerase (PDI) envolvida no dobramento de proteinas no
reticulo endoplasmatico rugoso. Foi verificado que a duplicacdo desse gene contribuiu
significativamente para um aumento na producgédo e secrecdo de soroalbumina humana
(Bao, et al.,, 2000). A producdo de soroalbumina humana também ja foi obtida em
outras linhagens de K. lactis em diferentes estudos (Fleer et al., 1991b; Bloundeal et
al. 1994b; Saliola et al., 1999). Outros exemplos de secrecdo de proteinas
recombinantes nessa levedura séo o da proteina de interesse terapéutico Interleucina
1-B (Fleer et al., 1991a; Saliola et al., 1999; Bartkvi€iute & Sasnauskas, 2003), e de
proteinas com atividade enzimatica como a enzima bovina quimosina (Van De Berg et
al., 1990). Esta ultima proteina foi a primeira enzima heteréloga originada de um
eucarioto superior produzido a baixo custo em um micro-organismo (Van Ooyen et al.,
20086).

Uma enzima importante produzida naturalmente por K. lactis é a -
galactosidase. Em vista da utilizagdo de lactose por essa levedura, da producdo da
enzima B-galactosidase e da utilizagdo do forte promotor do gene LAC4 para
expressao de proteinas heterélogas, o regulon LAC/GAL de K. lactis foi
extensivamente estudado (Van Ooyen et al., 2006)..

A enzima B-galactosidase € induzida tanto por lactose quanto por galactose e é
parte essencial para funcionamento do regulon LAC/GAL de K. lactis (Gddecke et al.,
1991). Esse regulon é similar ao regulon GAL/MEL de S. cerevisiae, sendo a diferenca
entre o regulon dessas leveduras, a evolucdo no sistema de internalizacao e hidrélise
das diferentes fontes de galactose presentes no meio (Sreekrishna & Dickson, 1985;
Godecke et al., 1991).



O gene LAC4, que codifica para B-galactosidase, e o gene LAC12, que codifica
para lactose permease, ndo estdo presentes em S. cerevisiae, e sao divergentemente
transcritos a partir de uma regido intergénica de 2,6 Kb, que contém uma sequéncia
ativadora upstream (UAS), na qual se liga o ativador transcricional Lac9/KlGal4
(Godecke et al., 1991). A proteina KlGall age como uma galactoquinase e também se
liga a KlGal80p na presenca de ATP e lactose/galactose, reduzindo os niveis
intranucleares de KlGal80p, e, assim, diminuindo a inibicdo de KlGal4p, que ira
promover a transcricdo do regulon LAC/GAL (Diep et al., 2006). O promotor LAC4
(PLaca) de K. lactis regula a expressdo do gene LAC4 e é frequentemente usado
devido a sua expressao induzivel (Colussi & Taron, 2005).

A expressdo de genes heterélogos em K. lactis ja foi alcancada utilizando
promotores nativos dessa levedura e promotores originados de S. cerevisiae (Van
Ooyen et al., 2006). A existéncia de integrativos amplia a utilizacdo de K. lactis em
processos biotecnologicos. Os vetores epissomais mais comuns sdo derivados do
vetor pKD1 de K. drosophilarum (Chen et al., 1986; Falcone et al., 1986). Promotores
nativos de K. lactis como o do gene que codifica a alcool desidrogenase (KLADH4) e o
do gene da B-galactosidase (LAC4) sdo empregados na expressdo de genes
heterdlogos,contudo, o promotor do gene LAC4 é mais investigado e continua sendo
amplamente explorado em Kluyveromyces (Swinkels et al., 1993; Panuwatsuk & Da
Silva, 2003; Van Ooyen et al., 2006). O vetor comercialmente disponivel pKLAC1, é
um vetor integrativo de expressao e secrecao de proteinas heterdlogas em K. lactis, e
utiliza o promotor do gene LAC4 para dirigir a expressdo do gene de interesse e
direcionar a insercdo do vetor no genoma no locus LAC4 (Van den Berg et al., 1990;
Swinkels et al., 1993).

O plasmideo pKLAC1 foi desenvolvido por Colussi & Taron (2005) e apresenta
mutacbes na sequéncia do Pyacs introduzidas para impedir sua atividade em
Escherichia coli evitando eventual toxidez na montagem e amplificacdo na etapa
anterior a transformacdo de leveduras. A alteracdo inibiu a atividade transcricional do
PLaca €m E. coli, mas garante expressdo e secrecdo em K. lactis. O vetor pKLAC1
apresenta além do gene de resisténcia a ampicilina em E. coli, o gene amdS de
Aspergillus nidulans, que codifica para acetamidase. Esta enzima permite a selecdo de
leveduras transformantes por adquirirem a propriedade de crescer em acetamida
como Unica fonte de nitrogénio, uma vez que K. lactis apresenta habilidade limitada de
processar acetamida (Van Ooyen et al., 2006).

A transformacao de K. lactis com pKLACL1 requer a linearizacdo do plasmideo
para que haja integracdo do cassete, contendo o gene de interesse, na regido

promotora do gene da B-galactosidase (LAC4), o qual dirigira a expressao (Colussi &
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Taron, 2005). Mas para que haja correta expressao e secrecdo da proteina, como
ocorreu nos experimentos de Rosa (2007) utilizando o vetor modificado pKLAC1/cStp,
€ preciso que haja reconstituicdo do promotor LAC4, via recombinacao homoéloga.

A integracdo de um fragmento de DNA exdgeno no genoma hospedeiro
envolve a acdo de um mecanismo de reparo de quebra de dupla fita (DSB). O
mecanismo, em eucariotos, pode ocorrer por duas vias. A via de recombinacgdo
homoéloga (HR) resulta na integracao dirigida, e depende do grupo de genes RAD52.
Ja a via de juncdes de extremidades ndo-homologas (NHEJ) (Figura 1) resulta na
integracdo aleatéria, e os genes chave sao KU70 e KU80 (Kooistra et al., 2004; Kegel
et al., 2006).

Na via HR, a proteina Rad52 forma um anel heptamérico que interage com o
DNA fita simples facilitando a invasao dessa fita. Outra importante proteina dessa via,
Rad51, é similar a RecA bacteriana, facilitando a reacdo de troca entre a fita
danificada e o DNA exodgeno nao danificado (Kegel et al., 2006). Em S. cerevisiae,
mutantes Rad52 mostraram ser incapazes de realizar recombinagdo homologa.
Segundo Takahashi e colaboradores (2006), essa proteina se liga a extremidade do
DNA transformante para ativar a maquinaria da HR na procura por regides de
homologia facilitando a integragéo do fragmento no local desejado.

A via de NHEJ ao contrario da HR praticamente nao necessita de homologia
entre as fitas para que haja a recombinacdo ndo-homdloga. O heterodimero
Ku70/Ku80 apresenta alta afinidade pelas extremidades livres de DNA (Kooistra et al.,
2004). Apos a ligacdo do complexo Ku70/Ku80, que protege a extremidade da fita da
degradacéo, ocorre o recrutamento do complexo MRX e de ligases (Lig4 e Lif1), sendo
uma necessaria a atividade da outra (Kegel et al., 2006). Em S. cerevisiae um terceiro
complexo é ainda necessario para o completo funcionamento da via NHEJ (Figura 1).

As proteinas chaves de cada via, Rad52 e o heterodimero Ku (Ku70p/Ku80p),
competem pela ligacdo a extremidade do DNA exdgeno a ser integrado (Takahashi et
al., 2006). Ocorrera a integracdo via HR quando Rad52p se ligar a extremidade do
DNA exdgeno, e via NHEJ se o heterodimero Ku estiver presente e remover Rad52p
dessa posicdo

Existe uma diferenca entre os diversos organismos quanto a eficiéncia de
integracdo de um fragmento de DNA no gene alvo. Em organismos proximamente
relacionados essa diferenca pode ser atribuida a maior atividade e eficiéncia de uma
das vias envolvidas nos mecanismos de DSB que a outra via (Kooistra et al., 2004).

A eficiéncia de integracao no gene alvo S. cerevisiae revela um mecanismo de
recombinacdo homologa com quase 100 % de integracdo mesmo quando o fragmento

de DNA introduzido na célula apresenta apenas 40 pb de homologia em cada
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extremidade com o gene alvo (Kooistra et al., 2004). Até mesmo a auséncia de

componentes da via HR ndo proporciona maior atividade da via NHEJ nessa levedura

(Kegel et al., 2006). Mas a regulacdo da utilizacdo de uma ou outra via ocorre pelo tipo

celular, pois em linhagens dipléides o repressor al/a2 inibe a transcricdo de um gene

importante para eficiéncia da via NHEJ em S. cerevisiae (NEJ1, que faz parte do

terceiro complexo e interage com Liflp), enquanto que em células hapldides, ndo

ocorre essa repressao e a via NHEJ ocorre normalmente (Kegel et al., 2006).
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Figura 1: Esquema da via de juncdo de extremidades ndo-homélogas no evento de
recombinacdo em eucariotos, especificamente S. cerevisiae e mamiferos. As enzimas

presentes na mesma via em K.

lactis estdo destacadas em verde.
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Em algumas outras espécies de leveduras e espécies de Plasmodium, a
integracdo homologa é também eficiente (Kooistra et al., 2004). No entanto, apesar da
alta conservacao molecular das vias NHEJ e HR nos diferentes reinos do dominio
Eukarya durante o processo evolucionario, 0 que ocorre em S. cerevisiae é pouco
comum em plantas, mamiferos e na maioria dos fungos filamentosos (Kooistra et al.,
2004). Nesses organismos o sistema de integragdo homdlogo apresenta baixa
atividade, chegando a frequéncias de 0,1 — 20 % de ocorréncia em fungos
filamentosos utilizando fragmentos com mais de 2000 pb de homologia com o gene
alvo (Boulton & Jackson, 1996; Kooistra et al., 2004).

A levedura K. lactis exibe uma eficiéncia intermediaria de integracao por
recombinacdo homologa, dependendo da extensao de sequéncias homdlogas ao gene
alvo que flanqueiam o DNA transformante. Foi demonstrado em uma linhagem
selvagem de K. lactis que a eficiéncia de integracdo no gene alvo varia de 0 % com
50pb a 88 % com 600 pb (Kooistra et al., 2004). Esses resultados evidenciam a
ocorréncia natural de eventos de recombinacdo via NHEJ quando a quantidade de
pares de bases de homologia do DNA ex6geno ao gene alvo € pequena, denotando a
atividade dessa via em K. lactis. Portanto, o balanco natural e a regulacdo entre as
vias HR e NHEJ nessa levedura, assim como ocorre em fungos filamentosos,
dependem da extensdo da sequéncia de homologia com o gene alvo do DNA
transformante, e ndo do tipo celular (hapléide ou dipléide), como ocorre em S.
cerevisiae (Kooistra et al., 2004; Kegel et al., 2006).

Alguns organismos que apresentam uma via NHEJ mais ativa que a via HR,
podem ter a eficiéncia de integracéo por recombinacdo homéloga aumentada quando
alguns genes que codificam proteinas importantes da via NHEJ s&do deletados.
Takahashi e colaboradores (2006) obtiveram uma linhagem do fungo filamentoso
Aspergillus sojae mutante para o gene ku70 e ku80, e este apresentou um aumento
significativo de 75 % de integracdo no gene alvo. A inativagdo da via NHEJ em
Kluyveromyces marxianus pela delecédo do gene KU70, também mostrou prejudicar o
processo de integracdo génica aleatéria aumentando a eficiéncia de integracdo no
gene alvo para 82 — 95 % com sequéncias flanqueadoras, de homologia ao gene alvo,
contendo 40 — 1000 pb no DNA transformante (Abdel-Banat et al., 2009). Em K. lactis,
Kooistra e colaboradores (2004) obtiveram uma eficiéncia ainda maior do que em K.
marxianus, acima de 97 %, utlizando linhagens mutantes para o gene KU80,
independentemente do tamanho de homologia flanqueando o DNA transformante.
Portanto, a mutacdo de genes KU70 e/ou KU80 tem mostrado resultar em mais

atividade da via de recombinac¢éo homologa.



A delecéo génica em fungos tem sido comumente efetuada usando métodos de
introducdo de DNA linear no genoma hospedeiro, consistindo de dois fragmentos
obtidos por fusdo por PCR, cada um contendo uma regido de um gene marcador
ligado a uma pequena sequéncia de DNA da extremidade do gene a ser deletado
(Catlett et al., 2002). Essa estratégia, denominada “Split-marker”, foi primeiramente
desenvolvida em S. cerevisiae, porém, utilizando-se construcdes baseadas em
plasmideos (Fairhead et al., 1996; Lee et al., 2006). Em fungos filamentosos o0 método
de fuséo por PCR tem sido mais utilizado. Neste método, séo feitas duas rodadas de
PCR, onde quatro primers universais para o marcador de selecdo e quatro primers
especificos para o gene de interesse sdo requeridos para cada delecao (Catlett et al.,
2002). A recombinacdo homoéloga in vivo entre as regibes sobrepostas do gene
marcador de selecdo formam um fragmento inteiro contendo o gene marcador de
resisténcia flanqueado por sequéncias das extremidades do gene a ser deletado.
Outra recombinacao in vivo ocorre entre essas regifes flanqueadores do gene e seu
homélogo no genoma, provocando a substituicdo do gene alvo pelo marcador intacto.
Dessa forma, uma alta eficiéncia de delecdo génica pode ser alcangada, como
demonstrado por You et al. (2009) ao realizar a inativacdo gene-especifica no fungo
filamentoso Cercospora nicotianae usando a técnica “Split-marker”. Esse método
baseado em fusdo por PCR é simples e permite uma montagem rapida das
construcdes para delecéo.

Esta técnica de delecdo génica podera ser usada em K. lactis para delecéo do
gene KUB80. Dessa forma, o aumento da eficiéncia de integracdo no gene alvo pode
ser (til ao se utilizar o plasmideo pKLACL1.

Rosa (2007) modificou o vetor pKLAC1 pela adi¢cdo do gene que codifica o core
da estreptavidina (cStp) na regido de clonagem imediatamente apds a seqiiéncia de
nucleotideos que codifica o peptideo lider do fator a de K. lactis (Mating-a-factor). O
autor construiu esse vetor (pKLAC1/cStp) com intuito de obter um sistema para
producdo e separacdo de proteinas por adsorcdo biosseletiva. Neste caso as
proteinas devem ser recuperadas em colunas biotiniladas, devido a propriedade da
estreptavidina de se ligar a biotina. Em sistemas de producéo e obtencéo de proteinas
e peptideos recombinantes, a deteccdo e separagdo da proteina de interesse podem
ser facilitadas pela fusdo de genes que codificam proteinas quiméricas, contendo
dominios de afinidade que facilitam o processo de separacao.

Estreptavidina € uma proteina de 60 kDa produzida por Streptomyces avidinii
(Sano et al., 1998). Essa proteina se liga fortemente a molécula de biotina numa

constante de afinidade de 10™ M, uma das interacbes n&o-covalentes mais fortes ja



conhecidas, sendo maior esta interacdo que a de ligantes com seus anticorpos
(Diamandis & Christopoulos, 1991; Sano et al., 1998; Kim et al., 2005).

A estreptavidina ativa € homotetramérica e cada monémero apresenta massa
molecular de 15 kDa e um sitio ativo para biotina (Sano et al., 1998). A proteina
secretada por S. avidinii sofre clivagem pds-secretéria nas regiées terminais, e dessa
protedlise resultam peptideos com cerca de 13,3 kDa, que correspondem ao core da
estreptavidina (Weber et al.,, 1989; Swaisgood et al., 1994). Ja& a biotina é uma
vitamina relativamente pequena (244,31 Da), que ao ser associada a macromoléculas
nao afetam a atividade biolégica destas (Diamandis & Christopoulos, 1991). A alta
afinidade se da pela formacéo de pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas entre
a biotina e os residuos de triptofano presentes na proteina estreptavidina. A forte
interacdo biotina-estreptavidina constitui um sistema para detecgéo, separagdo e/ou
imobilizacdo de proteinas e de enzimas de interesse cientifico e tem sido muito
explorado em aplica¢des tanto in vitro como in vivo (Wu & Wong, 2002b). A producéo
de B-galactosidase, assim como outras enzimas como tripsina, transglutaminase e
lipases ligadas a estreptavidina ja foram demonstrada em E. coli (Lee & Swaisgood,
1998; Clare et al., 2001; Zhao et al., 2002; Wilcox et al., 2002; Walsh & Swaisgood,
2004). Portanto, a fusdo de genes que codificam enzimas de interesse biotecnoldgico
e industrial a sequéncia codificadora do dominio da estreptavidina, pode viabilizar a
imobilizacdo dessas enzimas em colunas biotiniladas, o que pode ser util em linhas de
producéo industrial.

Fungos filamentosos dos géneros Penicilium e Aspergillus sdo importantes
produtores de complexos enzimaticos (pectinases) envolvidos na degradacdo de
pectina (Silva et al., 2005; Cardoso et al., 2008). Substancias pécticas sdo complexos
de polissacarideos acidos que constituem o principal polissacarideo da lamela média e
parede celular de células de plantas (Kashyap et al., 2000). Pectinases tém, portanto,
diversas aplicagdes na indistria de alimentos, particularmente em sucos de frutas e
vegetais processados, apresentando extensivas aplicacdes na extragéo, clarificacdo
de sucos e estabilizacdo/amadurecimento durante a estocagem (Sieiro et al., 2009;
Ribeiro et al., 2010). Adicionadas ao suco extraido contribuem também para reducéo
da viscosidade e facilita a filtracdo e concentracéo do suco (Uenojo & Pastore, 2007).
As pectinases séo classificadas de acordo com a especificidade pelo substrato e modo
de acdo (Yadav et al., 2009). Dentre as enzimas pécticas, a pectina liase, PNL (EC
4.2.2.10), destaca-se pela capacidade intrinseca de usar pectina altamente
esterificada como substrato (Silva et al., 2005; Bazzolli et al., 2008).

Véarios estudos relacionados a pectinases ja foram desenvolvidos no

Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa. Bazzolli e
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colaboradores (2006) isolou e caracterizou dois genes de pectina liase no genoma de
Penicillium griseoroseum — plgl e plg2. O gene plgl mostrou propriedades
interessantes, como a inducéo por pectina citrica, o que pode ser Util na hidrélise de
pectina na industria de frutas (Bazzolli et al., 2008). A fusdo do gene da pectina liase a
sequéncia do dominio de afinidade da estreptavidina pela biotina pode ser
interessante para futura imobilizacédo/separacédo dessa enzima hidrolitica.

Leveduras apresentam-se como fonte alternativa para producéo de pectinases
(Sieiro et al., 2009; Yamada et al., 2010). Em véarias espécies de leveduras foi
observada a presenca de atividade de enzimas pécticas, como em Kluyveromyces
fragilis e K. marxianus, e espécies dos géneros Saccharomyces, Candida e
Zigosaccharomyces (Blanco et al., 1999; Nakagawa et al., 2000; Silva et al, 2005). No
entanto, a maioria das espécies de leveduras apresenta atividade de
poligalactorunases (PG), e em apenas algumas espécies foram relatadas a atividade
de PL (Silva et al., 2005).Investigar o uso de K. lactis como sistema de expressao para
proteina pectina liase torna-se atrativo devido as caracteristicas favoraveis para

producao de proteinas heterdlogas por essa levedura.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos e no Laboratério de Genética Molecular e de Microrganismos, ambos
do Departamento de Microbiologia, instalados no Instituto de Biotecnologia Aplicada a

Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais.

3.1. Micro-organismos e plasmideos

A levedura Kluyveromyces lactis linhagens JA6 e HP108, cujos gendtipos séo
descritos na Tabela 1, foram utilizadas neste trabalho para obtencao de células
mutante para o gene KU80 e como células hospedeiras para expressédo do gene da

pectina liase, e expresséo do core da estreptavidina ligado ao gene da pectina liase.

Tabela 1: Linhagens de K. lactis utilizadas neste trabalho.

Linhagens Genétipo Fonte
JA6 MATa adel-600 adeT600 Breunig &
ura3-12 trp1-11 LAC9-2 Kuger,1987
HP108 MATa argAl lysAl Rag Bao, W. etal.,
K" pKD10 2000

O plasmideo pGEM-T Easy (Promega, Madison, EUA), com gene da pectina
liase (pGEM/plgl) clonado no sitio EcoRl, foi obtido a partir do cDNA do fungo

Penicillium griseoroseum, cedido por Denise M. S. Bazzolli et al. (2006) do Laboratério
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de Genética Molecular de Micro-organismos da Universidade Federal de Vigosa. Este
plasmideo foi utilizado para amplificacdo do gene da pectina liase.

O plasmideo pKLAC1 (New England Biolabs) (Figura 2), e o pKLAC1 contendo
a sequéncia de nucleotideos referente ao core da estreptavidina (pKLAC1/cStp)
(Rosa, 2007), foram utilizados para subclonagem do gene da pectina liase e sua
ligagdo ao core da estreptavidina. O vetor de expressdao pKLACL1l contém as
sequéncias referentes as extremidades 5' e 3' do promotor do gene LAC4, e o
peptideo sinal "Mating alpha factor" de K. lactis, que direciona a proteina expressa
para via de secrecao. Este vetor também apresenta o promotor do gene que codifica
alcool desidrogenase (ADH2) de Saccharomyces cerevisiae dirigindo a expresséao do
gene amdS de Aspergillus nidulans, que codifica acetamidase.

Os plasmideos foram propagados em células de Escherichia coli DH5a™.

O vetor pUG6 (Guldener et al., 1996) foi utilizado para amplificacdo do gene de

resisténcia a geneticina (KanMX).
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Figura 2: Mapa fisico do plasmideo pKLACL1 (Fonte: New England Biolabs).
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3.2. Condic¢bes de cultivo e manutencédo

As linhagens de K. lactis Aku80 foram selecionadas em meio YPD [1 % (p/v)
extrato de levedura, 2 % (p/v) peptona e 2 % (p/v) dextrose] suplementado com 200
pug.mL* de geneticina (G418 - SIGMA). As linhagens selvagens e mutantes Aku80
transformadas com os vetores pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStpPlgl foram selecionadas
em meio YCB (Yeast Carbon Base) contendo 5 mM de acetamida como Unica fonte de
nitrogénio.

O cultivo das linhagens de K. lactis para obtencdo de biomassa foi realizado
em meio YPD mantido a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por aproximadamente 14
horas. A inducdo da sintese da proteina heteréloga foi feita em meio minimo YNB
(Yeast Nitrogen Base, Laboratérios Difco, Detroit, EUA) suplementado com uma
solucdo de aminoéacidos e da fonte de carbono galactose. Para as culturas em meio
sélido foram adicionados 2 % (p/v) de agar ao meio liquido.

Células de E. coli DH5a™ foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) (10 g.L°
"pactotriptona, 5 g.L™ extrato de levedura, 5 g.L™ cloreto de sédio) sob agitacéo de 200
rpm a 37 °C. Células transformadas com os plasmideos pGEM/plgl, pKLAC1/PIlgl e
pKLAC1/cStp-Plgl foram cultivadas sob as mesmas condicbes em meio LB

suplementado com 50 pg.mL™* de ampicilina.

3.3. Inativagdo do gene KU80 das linhagens de K. lactis JA6 e HP108

Os mutantes K. lactis para o gene KU80 foram obtidos de acordo com o
protocolo descrito por Catlett et al. (2002) utilizando-se a técnica Split-Marker, baseado
em fusd@o por PCR.Os oligonucleotideos usados estéo listados na Tabela 2.

A partir da sequéncia da regido codificante do gene KU80 (Kooistra et al.,
2004) depositada em bancos de dados (GenBank n® AY239586.1), foram desenhados
e sintetizados quatro oligonucleotideos para amplificacdo por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) de regides da extremidade 5’ e 3’ do gene. Para extremidade 5’ foi
usado o par de oligonucleotideos KU8055FFP1-F e KUB035FRP1-R, e para
extremidade 3’ foi usado o par de oligonucleotideos KU8053FP2-F e KU8B8033RP2-R
(Figura 3).

O gene marcador de selecdo usado foi 0 gene de resisténcia a geneticina
(KanMX) amplificados por PCR a partir do vetor pUG6. Esse gene foi amplificado

utilizando-se quatro oligonucleotideos desenhados e sintetizados para amplificacéo do
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gene em duas metades. Para o primeiro fragmento, foram utlizados os
oligonucleotideos PUG6KamM13R-F e PUG6KamNLC37-R, e para o segundo
fragmento, PUG6KamNLC38-F e PUGKamM13f-R.

FRAGMENTO FUSAO|I
IS

KUB0S5FFP1 FRAGMENTO FUSAO I
R — ]
| 5'flankkugo |
dms/\/ NN\ KUBO35FRPA
PUGEKamHIRF \ A/ g i PUG6KamNCL37
[ Kanmx ]
i @S, N\ A N\ / PUGEKamM13F-R
PUGEKamNCL38 }
KUB0S3FP2 /AN
| 3flankkuso |
g—
>< KUB033RP2
sy R
Recombinagao in vivo
EEess——————

Figura 3: Esquema representativo da técnica Split-Marker. Adaptado de Catlett et al.
(2002) e Sharon et al. (2010).

Os oligonucleotideos KU8035FRP1-R e PUG6KamM13R-F, assim como
PUGKamM13f-R e KU8053FP2-F apresentam regides de homologia entre si para
posterior reacdo de fusdo por PCR para obtencdo dos fragmentos | e Il (Figura 3).

Esta técnica consiste em duas rodadas de PCR. Na primeira, foram
amplificados os fragmentos das extremidades 5 e 3" do gene KU80 e os dois
fragmentos do gene KanMX. Os parametros do ciclo utilizado foram: 95 °C por 2 min
(para desnaturacdo inicial); 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 61 °C por 45 seg e 72 °C por
1 min; 72 °C por 5 min (para extensdao final).

Na segunda rodada, o produto de PCR da extremidade 5’ foi ligado ao
fragmento da parte inicial do gene KanMX, e produto de PCR da extremidade 3’ foi
ligado ao fragmento da parte final do gene KanMX. Os parametros do ciclo utilizado
foram: 95 °C por 2 min (para desnaturacao inicial); 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 62 °C

por 45 seg e 72 °C por 1 min; 72 °C por 5 min (para extensdao final).
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Os dois fragmentos obtidos por fuséo por PCR foram usados para transformar
as linhagens de K. lactis JA6 e HP108 na expectativa de que, in vivo ocorresse a
recombinacdo homoéloga entre as regides sobrepostas do gene marcador de selecao.
Dessa forma, o cassete de delecdo contendo a sequéncia inteira do gene KanMX
flanqueada pelas extremidades 5 e 3’ da regido codificante do gene KU80, por
recombinacdo homéloga com o genoma, promoveria a delecdo do gene KU80 nas

linhagens de K. lactis.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Olignucleotideo Sequéncia (5°-3")

KUB055FFP1 - F CAGCGATGAGTCGTTGCCCGT

KUB035FRP1 - R RAAGGGTTGTCGACCTGCAGCTCAACTGGCCCTGGAACGTCCT
KUB053FP2 — F TAGTGGCCTATGCGGCCGCACAGATGTGCTCTCTTTTCCCCGT
KUB033RP2 — R CGACAGAGAAACGTCAGCGTTGT

PUGKamM13R - F GCTGCAGGTCGACAACCCTT
PUG6KamNLC37 - R TCGTGATTGCGCCTGAGCGA

PUG6KamNLC38 - F AGGATACAGTTCTCACATCACATCCGA
PUG6KamM13F - R GCGGCCGCATAGGCCACTA

KUBOFT5F2 - F CGTCGTGGCTCCCGTGTTCA
KUBOFT5F2 - R ATGGGCAAAAAGGCAGGTTTGCGG

INTEG Primer 1 -F ACACACGTAAACGCGCTCGGT
INTEG Primer 2 - R ATCATCCTTGTCAGCGAAAGC

Plgl —F CTCGAGAAAAGA ATGAAGATCGCCGCTATC
Plgl - R AGATCTTTAAAGCTTACCCTGACCAGCGTT
cStpPlgl — F AGATCTATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCA
cStpPlgl — R GGTACCTTAAAGCTTACCCTGACCAGCGTT

F: forward; R: reverse

A transformacéo das linhagens de leveduras com os fragmentos obtidos por

PCR foi realizada segundo Kooistra et al. (2004), com adaptacdes. As células foram

inoculadas em dois mL de meio YPD e incubadas a 30 °C overnight sob agitagédo de

200 rpm. As culturas foram entéo inoculadas em 50 mL de meio YPD para DOgx=0,1

por mL, e incubadas sob as mesmas condi¢ces do indculo inicial até atingirem DOgg

de aproximadamente 1,0. Em seguida as células foram centrifugadas por cinco
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minutos a 3000 rpm e lavadas com 25 mL de tamp&o de eletroporacdo (10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 270 mM Sacarose e 1 mM MgCl,;) a 4 °C. O sedimento celular foi
ressuspendido em 25 mL de YPD contendo 25 mM DTT e 20 mM HEPES, pH 8.0, e
incubadas por 30 minutos a 30 °C sem agitacédo. Apos nova lavagem com 10 mL do
tampé&o de eletroporacgéo, o sedimento celular foi ressuspendido em 0,2 mL do tampé&o
de eletroporacdo. Foi retirada uma aliquota de 60 pL da suspensdo de células e
adicionado dois pg de cada fragmento obtido por fusdo por PCR (Fragmento | e I
Figura 3) e 50 ug de DNA de esperma de Salmon (Invitrogen). Apds incubacao no gelo
por 15 minutos, a mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacdo (2 mm). A
eletroporacéo foi realizada no aparelho BIORAD Gene Pulser a 1 KV, 25 uF e 400
Ohm, e imediatamente apds o pulso foi adicionado um mL de meio YPD a temperatura
ambiente. As células foram transferidas para tubos de ensaio estéreis e incubadas a
30 °C por trés horas sob agitacdo de 200 rpm. Apés esse periodo o sedimento celular
foi lavado com agua estéril e aliquotas de diluicdes seriadas foram plaqueadas em

meio YPD sélido contendo 200 pg.mL™* de geneticina e incubadas por trés dias a 30°C.

3.3.1. Confirmacéo das linhagens de K. lactis Aku80

As células K. lactis JAGAKU80 e HP108AKUS8O0 foram cultivadas em meio solido
YPD suplementado com 200 pg.mL™ de geneticina. A confirmacdo da mutag&o foi
feita por PCR, com oligonucleotideos externos a regido codificante do gene KU80
(KUBOFT5F2-F e R). Fragmentos das extremidades 5’ e 3' do gene KU80 e os dois
fragmentos do gene KanMX.

Os parametros do ciclo utilizado foram: 98 °C por 2 min (para desnaturacéo
inicial); 35 ciclos de 98 °C por 10 seg, 63 °C por 45 seg e 72 °C por 1 min e 30 seg; 72
°C por 5 min (para extenséo final). Os produtos de PCR foram separados em gel de
agarose 1 % (p/v) em tamp&o TBE (0,8 g.L™ Tris Base, 5,5 g.L™ &cido bérico e 4 mL
EDTA 0,5 M pH 8,0) 1X a 80 Volts.

3.3.2. Anadlise da estabilidade mitética das linhagens recombinantes

As células mutantes foram retiradas do meio YPD suplementado com 200
pg.mL™ de geneticina e repicadas trés vezes em meio YPD néo seletivo para avaliar a
estabilidade dos transformantes. Apés cada repicagem, as placas foram incubadas a

30 °C por 72 horas. Ao final das repicagens em meio ndo seletivo, os clones foram
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novamente cultivados em meio YPD suplementado com 200 pg.mL'de geneticina e

submetidos as mesmas condi¢es de incubacéo.

3.3.3. Teste de sensibilidade das linhagens mutantes de K. lactis a radiagao

ultra-violeta

As linhagens mutantes JA6AKUB0 e HP108AKUS80 e respectivas linhagens
parentais, foram submetidas a radiacdo uv usando o aparelho Short Wave UVS-11.

Inicialmente foi feito um pré-inéculo das linhagens em YPD e incubado sob
agitacdo de 200 rpm a 30 °C overnight. A Densidade Optica (Agonm) inicial foi
padronizada para 0,2 em 10 mL do mesmo meio e novamente incubada sob as
mesmas condicfes por 3 horas. As células foram centrifugadas a 12.000 rpm por cinco
minutos e ressuspensas em 10 mL de solucédo salina 0,9 % (p/v). Dessa solucao, foi
retirada uma aliquota para proceder a contagem de células em camara de Neubauer.
O restante da solugdo foi submetida a radiacdo uv por 10 minutos. Durante o
tratamento, aliquotas de 0,1 mL foram retiradas a cada dois minutos, e diluicdes
seriadas foram plagueadas em meio YPD soélido e incubadas a 30 °C. Apés trés dias
de incubacdo, as colbnias foram contadas e a sobrevivéncia calculada por
comparacédo as células ndo submetidas a radiacdo ultra-violeta (aliquota do tempo
zero). O experimento foi feito com em triplicata com repeticdo. Para montagem dos

graficos foram calculados os desvios padrées.

3.4. Clonagem do gene da pectina liase (plgl) nos vetores pKLACl e
pKLAC1/cStp

A sequéncia de nucleotideos do cDNA do gene que codifica pectina liase foi
amplificada por PCR a partir do plasmideo pGEM/plgl com os oligonucleotideos
cStpPlgl-F e cStpPIgl-R (Tabela 2), responsaveis pela adicdo, respectivamente, das
sequéncias dos sitios de restricdo para as endonucleases Bglll e Kpnl. Os parametros
do ciclo utilizado foram: 95 °C por 2 min (para desnaturacao inicial); 30 ciclos de 95 °C
por 1 min, 62 °C por 45 seg e 72 °C por 1 min; 72 °C por 5 min (para extens&o final). O
produto da amplificagéo foi fracionado em gel de agarose 1 % (p/v) em tamp&o TBE
1X para visualizagdo do fragmento de DNA de aproximadamente 1,1 Kb

correspondente ao cDNA do gene plgl de P. griseoroseum (Bazzolli et al., 2006).
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A purificacdo da reacdo foi feita utilizando kit apropriado Wizard®Plus SV
(Promega) para produtos de PCR e o fragmento purificado foi subclonado no vetor
pKLAC1/cStp (Rosa, 2007), seguido da transformacdo de células E. coli DH5a™
ultracompetentes (Inoue et al. 1990). O mesmo procedimento foi efetuado para
amplificacdo do cDNA do gene plgl a partir do plasmideo pGEM/plgl, mas com os
oligonucleotideos Plgl-F e Plgl-R (Tabela 2), que adicionam sequéncias dos sitios de
restricdo para as endonucleases de restricdo Xhol e Bglll, para posterior subclonagem
no vetor pKLAC1.

As células transformantes foram selecionadas em meio LB &gar [10 g.L™
bactotriptona, 5 g.L™* extrato de levedura, 5 g.L™ cloreto de sédio, 1,75 % (p/v) &gar
bacteriol6gico] suplementado com 50 pg.mL* de ampicilina. Colénias isoladas foram
inoculadas em 10 mL de meio LB seletivo (50 pg.mL™ de ampicilina) e incubadas a 37
°C sob agitacdo de 200 rpm por cerca de 14 horas. Os transformantes foram
estocados em meio LB e 30 % (v/v) de glicerol, e armazenados a -80 °C.

A extracdo do DNA plasmidial (pKLAC1/PIgl e pKLAC1/cStp-Plgl) foi feita

como descrito por Sambrook et al. (2001).

3.4.1 Confirmacdo da clonagem do gene plgl nos plasmideos pKLAC1l e
pKLAC1/cStp

O plasmideo pKLAC1/cStp-Plgl foi submetido a reacdo de clivagem com as
endonucleases de restricdo Xhol e Kpnl, Xhol e Bglll, e Bglll e Kpnl, que liberam
respectivamente, os fragmentos referente a fusdo pectina liase-estreptavidina (cStp-
Plgl), o core da estreptavidina (cStp), e o gene plgl. O plasmideo pKLAC1/Plgl
também foi submetido a clivagem com as endonucleases de restricdo Xhol e Bglll para
liberacdo do fragmento referente ao gene plgl. Posteriormente, todos os fragmentos
foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v), em tampéo TBE 1X a
80 Volts.

A confirmacgéo também foi feita pelo seqiienciamento dos plasmideos utilizando
os oligonucleotideos pKLAC1 Reverse e Mating-a-factor (Invitrogen) pela empresa
Macrogen Inc., em Seoul na Korea. O programa utilizado para alinhamento das

sequéncias foi o BlastT on line.
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3.5. Transformacgéo das linhagens de K. lactis selvagens JA6 e HP108 e Aku80
com os plasmideos pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStp-Plgl

Os mutantes JABAKU80, HP108AKU80 e respectivos selvagens, foram
transformados com os plasmideos pKLAC1/cStp-Plgl e pKLAC1/Plgl previamente
linearizados. A linearizacdo do vetor pKLAC1/cStp-Plgl foi realizada com as
endonucleases Bgll (Promega) e Tth111l (New England Biolabs) de acordo com as
recomendacfes dos fabricantes, acrescentando-se a reacdo 100 pg.mL™* de BSA.
Para linearizacdo do vetor pKLAC1/Plg1l foi utilizada a endonuclease de restricdo Sacll
(New England Biolabs).

A transformacéo das linhagens de leveduras foi realizada segundo Kooistra et
al. (2004), com adaptacgbes, da mesma forma como realizado no item 3.3. No entanto,
a aliquota de 60 pL da suspensao de células, foi adicionado dois pg do plasmideo
(PKLAC1/Plgl ou pKLAC1/cStp-Plgl) previamente linearizado e 50 pg de DNA de
esperma de Salmon (Invitrogen). Apds incubacao no gelo por 15 minutos, a mistura foi
transferida para uma cubeta de eletroporacdo (2 mm). A eletroporacao foi realizada no
aparelho BIORAD de acordo como descrito para o item 3.3. e imediatamente apos o
pulso foi adicionado um mL de meio YPD a temperatura ambiente. As células foram
transferidas para tubos de ensaio estéreis e incubadas a 30 °C por trés horas sob
agitacdo de 200 rpm. Apds esse periodo o sedimento celular foi lavado com agua
estéril e aliquotas de diluicbes seriadas foram plaqueadas em meio seletivo YCB agar
contendo cinco mM de acetamida como Unica fonte de nitrogénio e incubadas por trés
dias a 30 °C.

A confirmacdo da integracéo dos vetores foi realizada por PCR utilizando os
oligonucleotideos INTEG Primer 1 — F e INTEG Primer 2 — R (Tabela 2). Os
parametros do ciclo utilizado foram: 98 °C por 2 min (para desnaturacgéo inicial); 35
ciclos de 98 °C por 10 seg, 60 °C por 45 seg e 72 °C por 1 min e 30 seg; 72 °C por 5

min (para extensao final).

3.6. Inducdo da expressdo do gene da pectina liase e da fusdo core

estreptavidina - pectina liase

Para inducdo da expressdo do gene plgl e da fusdo com o core da
estreptavidina (cStp), inicialmente foi feito um pré-inéculo dos transformantes em 20
mL de meio YNB suplementado com 2 % (p/v) de galactose. Apds centrifugacdo da
biomassa obtida a 12.000 rpm por cinco minutos, o sedimento foi lavado com agua
peptonada 0,01 % (p/v) e ressuspendido em 100 mL do mesmo meio. As culturas
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foram incubadas a 30 °C sob agitagdo de 200 rpm por aproximadamente 72 horas.
Apés esse periodo, as células foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos. Tanto
o sobrenadante como o sedimento celular foram utilizados para analise da expressao,
no entanto, somente o sedimento celular apds lise celular e filtracdo, apresentou

resultados sugerindo a expresséo de plgl.

3.7. Andlise da expressao da proteina heter6loga

3.7.1. Obtencao do extrato livre de células

As linhagens JA6AKU80, HP108AKUB8O e respectivos selvagens transformadas
com os plasmideos pKLAC1/cStp-Plgl e pKLAC1/Plgl foram cultivadas em 100 mL de
meio YNB suplementado com 2 % (p/v) de galactose por 72 horas, e centrifugadas a
12000 rpm por 10minutos. As células foram ressuspendidas em 10 mL de tampao
KH2PO./K,HPO, 50 mmol.L™, pH 6,8, submetidas a uma pressdo de 20.000Ib/in’por
trés vezes no aparelho French Pressure Cell (SLM AMINCO®, Urbana, lllinois, USA). O
extrato livre de células foi obtido pela centrifugacdo do lisado e a filtragcdo do
sobrenadante resultante em filtro MilliPore (Scheleicher & Schuell, Alemanha) com

poros de 0,2 pum.

3.7.2. Determinacao da atividade enzimatica especifica da pectina liase (PL)

A atividade de PL foi determinada por método espectrofotométrico a 235 nm,
conforme descrito por Albersheim e Killias (1962).

O volume de reacdo era constituido de um mL de pectina citrica P-9135
(Sigma®) a 2,5 % (p/v) em tamp&o KH,PO,/K,HPO, 50 mmol.L!, pH 6,8, adicionado
deum mL e meio do filtrado da cultura. A mistura de reacéo foi mantida a 40 °C e
aliquotas de 0,5 mL foram retiradas nos tempos zero e 30 minutos de incubacéo e
adicionadas em 4,5 mL de HCI 0,01 N, para interrupcédo da reacdo. Uma unidade de
atividade de PL foi definida como nanomoles de A*® galacturonideo por minuto,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 5550 mol*L.cm™ para o célculo
(Albersheim, 1966). O experimento foi feito com repeticdo e em triplicata.

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976), utilizando-se soro albumina bovina como padréo.

Os dados coletados da atividade de PL foram submetidos & andlise estatistica

ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F e pelo teste de Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Delecdo do gene KU80 de linhagens de K. lactis e identificacdo dos

mutantes

Baseado na sequéncia do gene KU80 de K. lactis CBS 2359, uma regido de
476 pb da extremidade 5’ e 487 pb da extremidade 3’ foi amplificada por PCR a partir
do DNA gendmico da linhagem JA6. O gene de resisténcia a geneticina (KanMX) foi
amplificado a partir do pUG6 utilizando quatro oligonucleotideos, um par desenhado
para amplificar a primeira metade deste gene e um par para amplificar a segunda
metade (Figura 3). Dois fragmentos foram gerados por fusdo por PCR, cada um
contendo uma sequéncia flanqueadora da regiéo codificante do gene KU80 e parte do
gene de resisténcia a geneticina.

Os dois fragmentos construidos foram em seguida utlizados para
transformacéo das linhagens JA6 e HP108 de Kluyveromyces lactis, com o objetivo de
se deletar o gene KU80. Essa técnica denominada “Split-Marker” (Figura 3) é
comumente empregada na delecéo génica em fungos filamentosos (Colot et al., 2006;
Fu et al.,, 2006; B.-J. You et al.,, 2009; Wanget al., 2010), mas em leveduras os
trabalhos relatados se restringem mais a experimentos com S. cerevisiae e algumas
espécies de Candida (Llorente et al., 2002; Walther & Wendland, 2008).

O interesse em deletar o gene KU80 é justificado pelo papel que o mesmo
exerce como heterodimero (Ku70/Ku80) na via de juncdes de extremidades néo-
homoélogas (NHEJ). No evento de recombinacéo, esse complexo se liga a extremidade
da fita dupla do DNA interrompida, protegendo-a contra degradacdo constante e
favorecendo uma configuracdo adequada para posterior processamento e ligacdo de

outros complexos importantes (Kegel et al., 2006).
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Os tamanhos esperados dos fragmentos de DNA resultantes da amplificagcéo in
vitro das extremidades da regido codificante do gene KU80 eram de 487 pb para
extremidade 3’ e 476 pb para a extremidade 5’. J4 os tamanhos esperados para a
amplificacdo do gene de resisténcia a geneticina (KanMX) eram de 914 e 1186 pb. Os
dois fragmentos gerados a partir desse gene contém uma regido central de
sobreposicdo (homologia). Apds a fusdo por PCR dos fragmentos da extremidade 5’
(487 pb) com o fragmento da primeira parte do gene KanMX (914 pb), e do fragmento
da extremidade 3’ com a segunda parte do gene KanMX (1186 pb), foram gerados
dois fragmentos maiores, um de 1390 pb e outro de 1672 pb. A Figura 4 mostra a
confirmacao desses fragmentos, obtidos pela técnica “Split-Marker” utilizando reacdes
de PCR, por eletroforese em gel de agarose.

Os dois fragmentos obtidos por fuséo por PCR foram usados para transformar
as linhagens de K. lactis na expectativa de que in vivo, ocorresse a recombinacao
homoéloga entre as regides sobrepostas do gene marcador de selecdo. Dessa forma,
um Unico fragmento resultante dessa primeira recombinacdo in vivo contém a
sequéncia inteira do gene KanMX flanqueada pelas extremidade 5’ e 3' da regido
codificante do gene KUB80. Outra recombinacdo homoéloga é esperada entre essas
regibes flanqueadores do gene KU80 e seu homélogo no genoma, resultando na

delecdo do gene alvo e sua completa substituicdo pelo marcador KanMX intacto.

bp

2,000
1,650

1,000
850
650
500
400

Figura 4: Confirmacdo dos fragmentos de DNA obtidos pela técnica “Split-Marker”
utilizando PCR. M, marcador 1 Kb DNA ladder plus (Invitrogen). 1 e 2, produto da
amplificacdo das extremidades 3’ (487 pb) e 5 (476 pb), respectivamente,

23



flanqueadoras do gene KU80,a partir do DNA gendmico da linhagem JA6 de K. lactis.
3 e 4, produto da amplificacdo do gene de resisténcia a geneticina (G418) a partir do
pUGH, contendo cada fragmento uma regido central de sobreposicéo (914 e 1186 pb,
respectivamente). 5 e 6, fragmentos resultantes da fusdo por PCR dos fragmentos 2 e
3 (1390 pb), e 1 e 4 (1672 pb), respectivamente.

A transformacéo das linhagens de K. lactis foi conduzida por eletroporacéo.
Sanchez e colaboradores (1993) estudaram os melhores parametros fisicos e
bioldgicos envolvendo esse tipo de transformacdo em células de K. lactis, como efeito
da concentracdo de DNA transformante e de células de K. lactis, da voltagem e do
tempo de pulso.

O procedimento de transformac&o por eletroporacéo resultou em 5 x 10%e 3 x
10? transformantes/ug de DNA nas linhagens JA6 e HP108, respectivamente. Apesar
de adotar as melhores condi¢cdes para transformacao proposto por Sanchez e
colaboradores (1993), a eficiéncia de transformacéo foi baixa. Por outro lado, dos 10
transformantes testados para cada linhagem, todos apresentaram uma freqiiéncia de
100% de eficiéncia de integracdo gene-especifico. Esse resultado foi confirmado por
PCR por meio de oligonucleotideos especificos externos a regido codificante do gene
KUB80 desenhados a partir da sequéncia depositada em bancos de dados (Figura 5).

O tamanho do gene KU80 na linhagem parental é de 2.959 pb. Os
oligonucleotideos desenhados para confirmacdo da insercdo da construcdo de
delecdo sdo externos a regido codificante, e amplificam na linhagem parental um
fragmento de aproximadamente 2,7 Kb. A construcdo de delecdo contendo o gene
KanMX e as extremidades da regido codificante do gene KU80 apresenta um tamanho
de 2.5 Kb, resultando na amplificacdo de um fragmento de cerca de 3,7 Kb ao se
utilizar, para os transformantes os mesmos oligonucleotideos externos (Figura 5).
Esse resultado confirmou, portanto, a integracédo gene-especifica e a delecéo do gene
KU80.

A confirmacdo dos transformantes Aku80 também foi realizada com os
oligonucleotideos = KU8055FFP1-F e KU8033RP2-R (Tabela 2). Esses
oligonucleotideos, usados na reacéo de Split-Marker, amplificam na linhagem parental
JA6 um fragmento de aproximadamente 1,5 Kb. Nos transformantes que tiveram o
gene KUBO interrompido com a construcao de delecdo, os mesmos oligonucleotideos
geraram fragmentos maiores, confirmando mais uma vez a integracéo gene-especifica

e a consequente dele¢céo do gene KU80.
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Figura 5: Produtos da amplificacdo do gene KU80 do DNA gendmico de K. lactis com
oligonucleotideos externos a regido codificante (KUSB8OFT5F2-F e KUBOFT5F2-R) e
oligonucleotideos das extremidades da regido interna, usados no Split-Marker
(KUB055FFP1-F e KU8035FRP1-R). M, marcador 1 Kb DNA ladder plus (Invitrogen). 1
e 2, linhagem JA6 parental. 3 e 4, linhagem transformante JAGAKUS80. 5 e 6, linhagem
transformante HP108AKUB80. 7, controle negativo.

4.1.1 Estabilidade dos transformantes

Apés trés repicagens em meio sélido nédo seletivo, as linhagens de K. lactis
Aku80 foram capazes de crescer em meio seletivo contendo 200 pg.mL* de
geneticina. Esse fenétipo indica a capacidade das linhagens em manter o cassete no

genoma ao longo de varias geracgdes.
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4.1.2 Sensibilidade de K. lactis JAGAKU80 e HP108AKU80 a radiacao ultra-violeta

As linhagens de K. lactis mutantes JAGAKU80 e HP108AKU80, e suas
respectivas linhagens parentais, foram submetidas a intervalos de 2-10 minutos de
intensa radiacdo uv. O namero de colbnias apos trés dias de crescimento foi usado
para calcular a porcentagem de sobrevivéncia em relacdo as amostras nao
submetidas a luz uv. Os resultados estédo apresentados na Figura 6.

A exposicao a radiacao ultra-violeta das linhagens de K. lactis mostrou que as
linhagens mutantes (JAGAKU80 e HP108AKU80) foram, de forma geral, mais
sensiveis a luz uv nos intervalos de 2-6 minutos do que as respectivas cepas
parentais, Em particular a linhagem JA6 e seu mutante KU80, mostrou uma queda
expressiva na sobrevivéncia no intervalo de 2-4 minutos (Figura 6). Nos intervalos
posteriores, a porcentagem de sobrevivéncia diminuiu de maneira similar nas
linhagens mutantes e parentais. Nota-se, no entanto, que as linhagens HP108 e
HP108AKUB80, sdo mais resistentes a radiacdo ultra-violeta que a linhagem JA6 e seu
mutante KU80. Esse resultado ndo era esperado.

E bem estabelecido que a luz uv causa danos ao DNA principalmente pela
formacdo de dimeros de timina (Sinha & Hader, 2002). A tentativa de reparar os
dimeros de timina formados pode levar a mutagdo no DNA. Caso a polimerase nao
transpasse o erro, pode ocorrer também o bloqueio da replicacdo e da transcri¢édo
(Snyder & Champness, 2007). O aumento na incidéncia de luz uv pode causar
acumulo de danos elevar a les6es mais severas no DNA, como a quebra da fita dupla
(Sinha & Hader, 2002). Se estiver ocorrendo o processo de replicagdo, por exemplo, e
esse processo for bloqueado, a dupla fita de DNA podera estar aberta na regido onde
esta ocorrendo a replicacao, e essa regido do DNA que se encontra sob a forma de
DNA fita simples pode sofrer quebra. Portanto, o acimulo de danos pode levar a
guebras na fita dupla de DNA. As vias de recombinacdo homologa (HR) e de juncdes
de extremidades ndo-homologas (NHEJ) estdo envolvidas no reparo da quebra de fita
dupla (Kegel et al., 2006).

Em K. lactis, a via NHEJ parece ser preferencialmente usada para o reparo de
guebra de fita dupla de DNA (Kooistra et al., 2004; Kegel et al., 2006). Como as
linhagens JAGAKUB80 e HP108AKUB80 sao deficientes para formacgdo do heterodimero
Ku70/KuB0, é esperado que essas linhagens sejam mais sensiveis a radiacao. Isso
parece ocorrer nos primeiros minutos de exposicdo a uv (Figura 6). Entretanto,
observa-se que na medida em que a exposicdo continua, hd uma reducdo na
sensibilidade, possivelmente devido a uma inducdo da via HR. Resultados

semelhantes foram obtidos quando linhagens K. lactis CBSAKUB80 foram submetidas a
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irradiacao ionizante (Raio-X) (Kooistra et al., 2004). A menor sensibilidade a radiacédo
uv apresentada pela linhagem HP108 e HP108AKU80 em relacéo as JA6 e JAGAKUS80

pode sugerir uma inducao mais rapida da via HR.
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Figura 6: Curva de sobrevivéncia de linhagens K. lactis selvagens JA6 e HP108 e
transformantes JAGAKU80 e HP108AKUB80 submetidas a radiacao uv.

4.2. Clonagem do gene da pectina liase (plgl) nos vetores pKLAC1l e
pKLAC1/cStp

A amplificagédo in vitro do gene que codifica a pectina liase a partir do vetor
pGEM/plgl resultou em um fragmento de aproximadamente 1,1 Kb, conforme
apresentado na Figura 7.

O gene foi amplificado com oligonucleotideos que adicionam sitios de
reconhecimento para as endonucleases de restricdo Xhol e Bglll para posterior
clonagem no vetor pKLACL1. Para a clonagem no vetor pKLAC1/cStp, isto €, pKLAC1
contendo o core da estreptavidina, foram usados os oligonucleotideos que adicionam
sitios de reconhecimento para as endonucleases de restricao Bglll e Kpnl.

O fragmento de aproximadamente 1,1 Kb liberado e separado em gel de
agarose 0,8 % (p/v), foi purificado e submetido a reacédo de ligacdo com os plasmideos

pKLAC1 e pKLAC1/cStp, hidrolisado com as mesmas endonucleases usadas para a
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hidrélise do fragmento. Para obter os vetores com o0s respectivos genes de interesse,
a mistura da reacao de ligacéo foi utilizada para transformar células de E. coli DH5a.

Apés transformacdo de células de E. coli com os vetores pKLAC1/Plgl e
pKLAC1/cStp-Plgl, as col6nias transformantes foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial e analise de restricdo para confirmar a insercao do gene plgl nos vetores
pKLAC1 e pKLAC1/cStp.

bp

4,000
3,000

2,000
1,650

1,000

Figura 7. Confirmacdo da amplificacdo por PCR do cDNA que corresponde a
sequéncia aberta de leitura do gene da pectina liase por eletroforese em gel de
agarose 1 % (p/v) em tampé&o TBE 1X. M, marcador 1 Kb DNA ladder plus (Invitrogen).
1, controle negativo. 2, produto de amplificacdo do gene plgl (1,073Kb).

4.2.1 Confirmacdo da clonagem do gene plgl nos vetores pKLAC1l e
pKLAC1/cStp

A andlise de restricio dos vetores extraidos de células de E. coli
transformantes pode ser observada na Figura 8. A hidrolise do vetor pKLAC1/Pigl
com as endonucleases Xhol e Bglll liberou um fragmento de cerca de 1,1 Kb,
referente ao gene da pectina liase (plgl) (Figura 8, canaleta 4).

A hidrdlise do vetor pKLAC1/cStp-Plgl com as enzimas Xhol e Kpnl resultou na
liberacéo da fusdo cStp-Plgl, de aproximadamente 1,5 Kb (Figura 8, canaleta 3).

Além da andlise do padrdo de restricdo, os vetores construidos foram
sequenciados para confirmacdo da clonagem. A Figura 9 mostra o alinhamento da
sequéncia obtida do vetor pKLAC1/Plgl com a sequéncia de nucleotideos do gene da
pectina liase de P. griseoroseum depositada no GenBanK, e o alinhamento da

sequéncia obtida do vetor pKLAC1/cStp-Plgl, contendo ambas sequéncias do dominio
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de afinidade da estreptavidina pela biotina (cStp) de S. avidiniie e do gene da pectina
liase.

Apdés a andlise dos cromatogramas das reacBes de sequenciamento foi
verificado que uma pequena parte central dos fragmentos clonados néo foi
seqlienciada. Mas o alinhamento da regido sequenciada com a sequéncia de
nucleotideos dos genes plgl de P. griseoroseum e core estreptavidina de S. avidinii

correspondentes apresentou 100 % de identidade.

Figura 8: Padréo de restricdo dos vetores pKLAC1/cStp-Plgl e pKLAC1/Plgl com: 1,
Xhol e Bglll, (fragmento de DNA de cerca de 355 pb referente ao core da
estreptavidina - cStp). 2, Bglll e Kpnl, (fragmento de DNA de cerca de 1,1 Kb referente
ao gene da pectina liase — plgl). 3, Xhol e Kpnl, (fragmento de DNA de cerca de 1,5
Kb referente a fusdo cStp-Plgl). 4, pKLAC1/PIgl hidrolisado com as endonucleases
de restricdo Xhol e Bglll mostrando o fragmento de DNA de cerca de 1,1 Kb referente
ao gene plgl. 5, pKLAC1/cStp-Plgl sem clivar, como controle positivo. M, marcador 1
Kb DNA ladder plus (Invitrogen).

Como o sequenciamento dos nucleotideos iniciais ndo apresentou boa
resolucdo dos picos no cromatograma, nao foi possivel confirmar a posicdo do gene
plgl clonado no pKLACL, isto &, se o codon inicial de leitura estava em fase com o
dominio Mating-a-factor de K. lactis, presente neste vetor. Este dominio é um peptideo
sinal, que fusionado a proteina, direciona a mesma a via secretéria (Colussi & Taron,
2005). Para a construcdo pKLAC1/cStp essa clonagem em fase ja havia sido
confirmada (Rosa, 2007).
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ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC

NNy
ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC

GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC

RNy
GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC

CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT

EEERRLEEE e e e e e el
CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT

CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT

NNy
CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT

CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA

RN RNy
CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA

CGAGCCGAACGCGCCCTCACCT 322

IEERRLEERR Rl
CGAGCCGAACGCGCCCTCACCT 322

CCTCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCTTCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCA

RN RNy
CCTCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCT TCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCA

CCTGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCA

RNy
CCTGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCA

TGAAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCC

RN RNy
TGAAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCC

TTCTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACTCCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCG

RNyl
TTCTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACTCCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCG

CTGGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGA

IR e e e e e e e e el
CTGGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGA

CTCCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCT

RN RNy
CTCCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCT

CTCACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCC

NNy
CTCACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCC

GTGCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTT

IRLERLE R e e e e e e e el
GTGCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTT

ACACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA 855

RN RN nnnunagy
ACACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA 1143
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541
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678

966

738

1026

798

1086

858

1146

918
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GGCATCACCGGCACCTGGTACAACCAGCTCGGCTCGACCTTCATCGTGACCGCGGGCGCC

PREEREER R e e e et
GGCATCACCGGCACCTGGTACAACCAGCTCGGCTCGACCTTCATCGTGACCGCGGGCGCC

GACGGCGCCCTGACCGGAACCTACGAGTCGGCCGTCGGCAACGCCGAGAGCCGCTACGTC

RELRELR R e e e e el
GACGGCGCCCTGACCGGAACCTACGAGTCGGCCGTCGGCAACGCCGAGAGCCGCTACGTC

CTGACCGGTCGTTACGACAGCGCCCCGGCCACCGACGGCAGCGGCACCGCCCTCGGTTGG

NNy
CTGACCGGTCGTTACGACAGCGCCCCGGCCACCGACGGCAGCGGCACCGCCCTCGGTTGG

ACGGTGGCCTGGAAGAATAACTACCGCAACGCCCACTCCGCGACCACGTGGAGCGGCCAG

FRLRELR R e e e e e el
ACGGTGGCCTGGAAGAATAACTACCGCAACGCCCACTCCGCGACCACGTGGAGCGGCCAG

TACGTCGGCGGCGCCGAGGCGAGGATCAACACCCAGTGGCTGCTGACCTCCGGCACCACC

PRELRELRE R e e e e e e et
TACGTCGGCGGCGCCGAGGCGAGGATCAACACCCAGTGGCTGCTGACCTCCGGCACCACC

GAGGCCAACGCCTGGAAGTCCACGCTGGTCGGCCACGACACCTTCACCAAGGTGAGATCT

NNy
GAGGCCAACGCCTGGAAGTCCACGCTGGTCGGCCACGACACCTTCACCAAGGTG-—- -~

ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC

LR e e e e e e e e el
ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC

GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC

PRELRELE e e e e e e e et
GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC

CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT

PR e e e e e e e e e e el
CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT

CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT

LR e e e e e e e e e e el
CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT

CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA

IR e e et e e e e e e el
CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA

CGAGCCGAACGCGCCCTC 678

LELRELEEL Lt
CGAGCCGAACGCGCCCTC 672

CTCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCTTCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCAC

IELEEE LR e e e e e e el
CTCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCTTCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCAC

CTGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCAT

LR e e e e e e e e e e e el
CTGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCAT

GAAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCCT

TEERELEE R e e e e e e e e e e e el
GAAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCCT

TCTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACTCCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCGC

RNy
TCTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACT CCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCGC

TGGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGAC

LR e e e e e e e e e e el
TGGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGAC
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Query 978 TCCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCTC 1037

PELEER R e e e e e e il
Shjct 1266 TCCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCTC 1325

Query 1038 TCACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCCG 1097

ELRELRE R e e e e e e e e e e el
Shjct 1326 TCACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCCG 1385

Query 1098 TGCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTTA 1157

TELEETEE R e e e e e e e e e el
Shjct 1386 TGCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTTA 1445

Query 1158 CACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA 1209

RN NN aaasun iy
Shjct 1446 CACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA 1497

Figura 9: Alinhamento da sequéncia do fragmento contido no vetor pKLAC1/Plgl (A)
utilizando o programa BlastT.Query: Fragmento sequenciado. Subjct: Sequéncia da
pectina liase (GenBank n® AF502279.1). Alinhamento da sequéncia do fragmento
contido no vetor pKKLAC1/cStp-Plgl (B). Query: Fragmento sequenciado. Subijct:
Sequéncia da estreptavidina (1 a 355 pb, em box cinza) (GenBank n® X03591) e da
pectina liase.

A Figura 10 mostra a sequéncia de aminoacidos deduzida dos fragmentos
sequenciados dos vetores pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStp-Plgl utilizando o programa
BioEdit (Fonte: http://mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

A

1 ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC
1 M K I A°AA 1 FAALAVRAAAVYVGV T

61 GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC
21 G AAEGFAKGVTS GGGSATZPVY

121 CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT
41 P S TTAELV SYLGDS S PRV I

181 CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT
61 L T KTFDUFTGTEGTTSATG C A

241 CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA
81 L G v LPRULSG CHUOQZPEU QLVPEIL

301 CGAGCCGAACGCGCCCTCACCT

101 R AER AL T

321 TCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCTTCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCACC
1 S K RV TI1T SNSFI1T NG GASUIDY S AT

381 TGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCATG
21 C NGYHYWGVY LDGS SUDULVTM

441 AAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCCTT
41 K 66 NY I' Y HTSGIRAPI KV QG NTL
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561
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621
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681
121

741
141

801
161

P

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

681

CTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACTCCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCGCT
L HAVNNYWFOQNSGHAFTETI G A

GGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGACT
G G Y VLAEGNVFQNIVASVET

CCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCTCT
P 1 AGQLFSSPDSTTNAVTC S S

CACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCCGT
HLGRACO QLNGZ FG GSS GTFDGR

GCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTTAC
ADTAFLANZFAGI KNI ASASAY

ACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA
T S VVASVNANAGU QG GK K L *

GGCATCACCGGCACCTGGTACAACCAGCTCGGCTCGACCTTCATCGTGACCGCGGGCGCC
G I T GG TWYNOQLGSTFI1 VTAGA

GACGGCGCCCTGACCGGAACCTACGAGTCGGCCGTCGGCAACGCCGAGAGCCGCTACGTC
bDGALTSGTYESA AV GNAESIR RYV

CTGACCGGTCGTTACGACAGCGCCCCGGCCACCGACGGCAGCGGCACCGCCCTCGGTTGG
L T GRYDSAPATHDTGSGTALGW

ACGGTGGCCTGGAAGAATAACTACCGCAACGCCCACTCCGCGACCACGTGGAGCGGCCAG
TV AW KNNYIRNAHSATTWS G Q

TACGTCGGCGGCGCCGAGGCGAGGATCAACACCCAGTGGCTGCTGACCTCCGGCACCACC
Y V.6 A EARI NTQWULULTSGTT

GAGGCCAACGCCTGGAAGTCCACGCTGGTCGGCCACGACACCTTCACCAAGGTGAGATCT
E ANAWIKSTULV GHDTFTK V R S

ATGAAGATCGCCGCTATCTTTGCAGCACTCGCTGTGCGAGCTGCCGCCGTCGGTGTCACC
M K I AA 1 FAALAVIRAAAVYVGVT

GGCGCCGCAGAGGGTTTCGCCAAGGGCGTCACTGGTGGTGGCTCTGCCACCCCTGTCTAC
G AAEGFAKGVTS GGG SATZPVY

CCCAGCACCACAGCCGAGCTGGTCTCGTACCTGGGTGACTCTTCCCCTCGTGTCATTATT
P S TTAELV SYLGDS S PRV I

CTCACCAAGACCTTCGACTTCACCGGTACTGAGGGAACTACCTCCGCCACTGGCTGCGCT
L T KTFDZFTGTEGTTSATG C A

CTTGGGGTACTGCCTCGCTTGTCAGGTTGCCATCAACCAGAACAACTGGTGCCAGAACTA
L G v LPRULSG CHUOQZPEZ QLVPEIL

CGAGCCGAACGCGCCCTC
R A E R A L

TCCAAGCGTGTCACTATCTCCAACAGCTTCATCAACGGTGCCAGCGACTACTCCGCCACC
S K RV TI1T SNSZFI1T NI GASUIDY S AT
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741 TGCAACGGATACCACTACTGGGGTGTCTACCTTGATGGATCCAGCGATCTCGTTACCATG

21 C NGYHYWGVY LDGS SUDULVTM

801 AAGGGCAACTACATCTACCACACCAGTGGACGTGCCCCCAAGGTTCAGGGCAACACCCTT
41 K 66 NY I' Y HTSGIRAPIKYV QG NTL

861 CTCCACGCTGTCAACAACTACTGGTTCCAGAACTCCGGCCACGCCTTCGAGATCGGCGCT
61 L HAVNNYWFOQNSGHAFTETI G A

921 GGTGGCTACGTCCTCGCTGAGGGTAACGTGTTCCAGAACATTGTTGCTTCTGTCGAGACT
81 G G YVLAEGNVFOQNIVASVYVET

981 CCTATTGCTGGACAGTTGTTCTCCTCCCCCGATAGCACCACCAACGCTGTCTGCAGCTCT
101 P 1 AGQLFSSPDSTTNAVTC S S

1041 CACCTCGGCCGTGCCTGCCAGCTCAATGGATTCGGATCTTCCGGAACCTTCGATGGCCGT
121 HLGRACO QLNGZ FG GSS GTFDGR

1101 GCTGATACTGCATTCTTGGCCAACTTTGCTGGAAAGAACATTGCTTCTGCTTCCGCTTAC
141 A DTAFLANZFAGI KNI ASASAY

1161 ACTTCCGTTGTTGCCAGTGTTAACGCTAACGCTGGTCAGGGTAAGCTTTGA

161 T S VVASVNANAGU QG GK L *

Figura 10: Sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do fragmento de DNA
amplificado que corresponde ao gene da pectina liase (A) e ao core da estreptavidina
(1 a 355 pb em box cinza) ligado ao gene da pectina liase (B).

4.3. Transformacao e eficiéncia de integracdo gene-especifica das linhagens JA6
e HP108 parentais e Aku80 com os vetores pKLAC1/cStp-Plgl e pKLAC1/Plgl

Os plasmideos pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStp-Plgl foram linearizados para
transformacdo das linhagens selvagens JA6 e HP108, e mutantes JA61AKUS80 e
HP1AKUB80. O vetor de expressdo pKLAC1 foi linearizado de forma que o cassete
resultante contivesse o gene de interesse, seguido pelo gene amdS de Aspergillus
nidulans, flanqueados pelas regifes 3'Piacs € 5'Piacs. ESsas regides direcionam a
integracdo do cassete de expressao por recombinacdo homologa na regido promotora
do gene LAC4. A recombinacdo homoéloga nessa regidao é imprescindivel para a
reconstituicdo do promotor e a expressdo do gene de interesse.

Para linearizagdo do pKLAC1/Plgl usou-se inicialmente a endonuclease de
restricdo Sacll. Entretanto ao verificar que esta enzima hidrolisa a sequéncia do core
da estreptavidina (cStp), foi necessario utilizar duas endonucleases de restricao para
linearizacdo do pKLAC1/cStp-Plgl. Inicialmente o vetor foi linearizado com Bgll, e
posteriormente, com Tth1l1ll. A Figura 11 é uma representacdo esquematica da

integracdo do cassete de expressdo linearizado no promotor do gene LACA.
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Figura 11: Esquema indicando a integracdo do cassete de expresséo linearizado no
promotor do gene LAC4. (amdS — gene marcador; plgl — gene da pectina liase; LAC4
— gene da B-galactosidase). Adaptado de Manual de Instru¢ées, New England Biolabs
(2009).

O procedimento de transformacéo por eletroporacdo das cepas de K. lactis foi
0 mesmo utilizado para delecdo do gene KU80 pela técnica Split-Marker. As leveduras
transformantes foram selecionadas em placas de meio YCB sodlido contendo
acetamida como Unica fonte de nitrogénio. O gene da acetamidase fungica (amdS)
presente no cassete de expressdo permite que o0s transformantes hidrolisem a
acetamida liberando aménia que pode entdo ser usada como fonte de nitrogénio.
Apenas transformantes expressando o gene da acetamidase sdo capazes de crescer
nesse meio seletivo. No entanto, para evitar selecdo de células crescendo em tracos
residuais de ambnia do meio sintético e garantir que as colbnias analisadas eram de
fato transformantes, apenas as col6nias maiores foram repicadas em nova placa
contendo o0 mesmo meio suplementado com acetamida. As coldénias menores
presentes na placa de transformacéo foram descartadas.

A eficiéncia de transformacdo nas cepas Aku80 foi maior em relacdo as
respectivas cepas selvagens, como mostra a Tabela 3. Esse resultado sugere maior
eficiéncia de integracdo gene-especifico, visto ser necessario ocorrer a integracao
correta do cassete de integracdo para que haja expressado do gene da acetamidase,
necesséria ao crescimento no meio seletivo YCB.

Para avaliar a eficiéncia de integracdo no gene alvo, de cada linhagem
transformante foram repicadas 10 colénias em nova placa contendo meio YCB
suplementado com 5 mM de acetamida. A confirmacdo da integracdo do cassete de
expressao foi feita por PCR a partir do DNA gendmico dos transformantes (Figura 12),

utilizando-se o par de oligonucleotideos INTEG Primer 1 — F e INTEG Primer 2 — R
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(Tabela 2). O fragmento resultante da amplificacdo usando esses oligonucleotideos
deveria ser de aproximadamente 2,4 Kb de acordo com o manual do fabricante do
sistema de expressdo de proteinas em K. lactis. Porém o fragmento obtido ao se
utilizar esses oligonucleotideos foi de aproximadamente 2,9 Kb. Apenas os
transformantes apresentaram o referido fragmento, n&o houve amplificacdo utilizando

o mesmo par de oligonucleotideos com o DNA das linhagens parentais (Figura 12).

Tabela 3: Eficiéncia de transformacao das linhagens de K. lactis

Linhagens de K. lactis NUmero de transformantes
(UFC/ug de DNA)

JA6/PIgl 4 x 10
JABAKU80/PIg1 1,8 x 10°
JA6/cStp-Plgl 50
JAB1AKU80/cStp-Plgl 2,3x10°
HP108/Plg1 5 x 10
HP108AKU80/PIg1 1,9 x 10°
HP108/cStp-Plgl 3 x 10°
HP108AKU80/cStp-Plgl 2,2 x10°

As colbnias transformantes apresentaram 100 % de eficiéncia de integracdo no
gene alvo, com excecdo da cepa JA6/Plgle HP108AKUB8O0/PIg1 que apresentaram
respectivamente eficiéncia de 80 e 70 % de integracdo gene-especifico. Portanto,
como a eficiéncia de integracdo foi semelhante nas células analisadas, o que
diferenciou as linhagens transformantes das parentais foi a eficiéncia de
transformacdo (n° de transformantes/ug de DNA), que mostrou ser maior nas cepas
mutantes KUS8O0.

Em experimentos com K. lactis CBS2359 a eficiéncia de recombinacéo
homéloga mostrou-se dependente do nimero, em pares de bases, de identidade entre
a sequéncia flanqueadora do DNA exdgeno e o genoma da célula hospedeira,

alcancando 88 % com 600 pb de homologia (Kooistra et al., 2004).
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Figura 12: Integracdo dos cassetes de expressdo contendo o gene plgl e a fusdo
cStp-Plgl nas diferentes linhagens transformantes. M, marcador 1 Kb DNA ladder plus
(Invitrogen). 1, controle negativo sem DNA. 2 e 3, controles negativo utilizando o DNA
total das linhagens selvagens JA6 e HP108. Produtos da amplificacdo utilizando DNA
total das linhagens transformantes JA6/Plgle JA6/cStp-Plgl (4 e 5), JAGAKUS8O0/PIg1 e
JABAKUS8O/cStp-PIgl (5 e 6), HP108/Plgl (8) e HP108AKU80/PIg1 e
HP108AKU80/cStp-Plgl (9 e 10).

Os cassetes de expressao resultantes da lineariza¢do dos vetores usados para
transformacgdo das linhagens selvagens e Aku80, apresentam regifes de homologia
com o promotor do gene LAC4 no qual irdo se recombinar. Para o cassete resultante
da linearizacdo do plasmideo pKLAC1/Plgl, a sequéncia de homologia nas
extremidades é de 1629 pb para 3'Piacs € 580 pb para 5P acs. Ja a linearizacdo do
vetor pKLAC1/cStp-Plgl resulta numa sequéncia de homologia de 998 e 269 pb
respectivamente. O tamanho da sequéncia de homologia flanqueadora nos dois
cassetes utilizados contribui para uma maior eficiéncia de integracdo no gene alvo. No
entanto, a auséncia de atividade da via NHEJ em mutantes KU80 deve ter contribuido
para aumentar essa eficiéncia de integracdo do pKLACL. Isso explica a razdo pela
gual quase todos os transformantes analisados apresentaram 100 % de eficiéncia de
integracdo gene-especifica. Se ndo fosse a auséncia da atividade da via NHEJ, a
diferenca presente na sequéncia de homologia que flanqueia ambas extremidades de
um mesmo cassete, poderia resultar em diferencas na eficiéncia de integracdo ao se
utilizar um ou outro cassete. Sequéncias menores de homologia devem ser testadas
para avaliar se o efeito da maior eficiéncia de integracdo é decorrente apenas da

auséncia da via NHEJ ou do somatério dessa mutacdo com a extensdo da sequéncia

37



de homologia. Essa avaliacdo é importante no estabelecimento das linhagens de K.

lactis hospedeiras capazes de expressar em alto nivel os genes de interesse.

4.4. Analise da expresséo do gene plgl e da fusdo cStp-Plgl pela atividade de PL

Para analisar a expressdo do gene plgle da fusdo cStp-Plgl clonados nas
linhagens de K. lactis parentais JA6 e HP108 e transformantes JAGAKUB80 e
HP108AKUB80, a atividade de PL foi determinada tanto no meio de cultura livre de
células (sobrenadante) quanto no lisado celular (sedimento apés lise), de culturas
conduzidas em meio de inducdo. No sobrenadante néo foi detectada atividade de PL.
A auséncia de atividade no meio extracelular pode estar relacionada com expressao
do gene e/ou baixa secrecédo da proteina devido a posicéo de clonagem do gene nos
vetores pKLAC1. O resultado do seqiienciamento desse vetor ndo confirmou a
clonagem em fase com o dominio Mating-a-factor de K. lactis (a-MF), presente no
vetor pKLACL. A proteina é expressa fusionada ao a-MF, que ir4 direciona-la & via
secretoria, ocorrendo o0 processamento por peptidases sinal no reticulo
endoplasmatico e por proteases no complexo de Golgi, resultando na secreg¢édo da
forma nativa da proteina (K. lactis Protein Expression Kit — New England Biolabs,
20009).

Uma colbnia de cada placa de transformacéo das linhagens de K. lactis com os
vetores pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStp-Plgl (JA6/plgl, JA6/cStp-Plgl, HP108/Plgl,
HP108/cStp-Plgl, JABAKU80/plg1, JABGAKUS80/cStp-Plgl, HP108AKU80/PIg1 e
HP108AKU80/cStp-Plgl) foram escolhidas para indug&o da expresséo e determinagao
da atividade de PL. Células submetidas a lise celular foram analisadas quanto a
atividade de PL.

A Figura 13 mostra as atividades de PL das linhagens HP108/Plgl e
HP108AKU80/cStp-Plgl em relagéo a parental HP108 apds 72 horas de incubacéo em
meio de inducdo (YNB + 2 % galactose) do promotor do gene LAC4, onde houve a

integracéo do cassete de expressao.
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Figura 13: Atividade de pectina liase (PL) de K. lactis recombinantes em meio YNB +
2% (p/v) galactose.

Os clone das linhagens transformantes JA6/Plgle JA6/cStp-Plgl, bem
comoJABAKU80/plg1, JABAKUS80/cStp-Plgl, ndo apresentaram atividade de PL
significativamente diferente da linhagem parental JA6 pelo teste de Tukey ao nivel de
5 % de probabilidade. Das Ilinhagens HP108/Plgl, HP108/cStp-Plgl,
HP108AKU80/PIg1 e HP108AKU80/cStp-Plg1l, apenas HP108/Plgl e
HP108AKU80/cStp-Plgl apresentaram atividade de PL. O clone HP108/Pigl
apresentou valores estatisticamente diferentes dos valores obtidos para linhagem
parental HP108 ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F e pelo teste de Tukey.
Este clone apresentou atividade especifica de PL de 9,525 U.mg™ de proteina. Esse
valor equivale a 18,719 U.mL™, comparavel a de fungos filamentosos produtores desta
enzima. Relatos na literatura demonstram a obtencdo de 16 U.mL™ de atividade de
pectina liase por P. griseoroseum ap6s 48 horas de fermentacao (Piccoli-Valle et al.,
2001). O clone HP108AKU80/cStp-Plgl no entanto, ndo é significativamente diferente
do parental. Isso pode ser resultante da alta variabilidade entre as repeticbes dos
ensaios de atividade enzimatica (Tabela 4).

A baixa atividade ou auséncia de atividade de PL na maioria dos
transformantes analisados pode ser em decorréncia da ndo-expressao do gene ou de
uma forma inativa da enzima. O fato de o resultado da integracdo do cassete
utilizando oligonucleotideos especificos para analise da integracdo (Item 4.3) ter
apresentado um fragmento de 2,9 Kb ao invés de 2,4 Kb, pode ser uma justificativa da
nao-expressao do gene. Isso porque a possivel ocorréncia de erro no evento de
recombinacdo homoéloga na regido promotora do gene LAC4 pode ter gerado esse

fragmento de 2,9 Kb. No entanto, como o clone HP108/Plgl mostrou atividade de PL

39



mesmo apresentando um produto de PCR de 2,9 Kb, a hip6tese de reconstituicdo
errdbnea do promotor durante a recombinagcdo do cassete de expressao nao deve ser
aplicavel a todos os transformantes. Vale ressaltar que a linhagem HP108 é uma
linhagem modificada que apresenta uma duplicacdo génica da enzima dissulfeto
isomerase, envolvida no dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico. Essa
mutacgdo foi demonstrada provocar aumento significativo de producdo e secrecdo de
soroalbumina humana (Bao et al., 2000). Neste trabalho, néo foi detectado atividade
de PL no sobrenadante das culturas, mas atividade intracelular de PL foi detectada em
transformantes da linhagem HP108 (HP108/Plgl e HP108AKU80/cStp-Plgl),
indicando producéo da enzima nessas linhagens. Ja em linhagens derivadas da JA6 o
mesmo nao foi observado, o que pode ser relacionado ao potencial de producdo de
linhagens derivadas da HP108. No entanto, mesmo HP108 sendo uma linhagem

melhorada ndo houve deteccéo de atividade de PL extracelularmente.

Tabela 4: Atividade da pectina liase (PL) em U.mg™ de proteina apés inducéo por 72
horas em meio YNB + 2 % galactose.

R’lepetl(;ao . Média? Desvio Padréo
HP108 1,980 1,517 1,749 a 0,327
HP108AKU80/cStp-Plgl 5,432 2,663 4,048 a 1,958
HP108/Pigl 9,703 9,347 9,525 b 0,252

1 U/mg - Unidade de atividade de PL por miligrama de proteinas totais
2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, a 5%, pelo teste Tukey

Apesar da atividade de enzimas pécticas serem observadas em varias
espécies de leveduras, como em Kluyveromyces marxianus ou Kluyveromyces fragilis,
e espécies dos géneros Saccharomyces, Candida e Zigosaccharomyces (Blanco et al.,
1999; Nakagawa et al., 2000; Silva et al., 2005), a maioria das espécies de leveduras,
apresentam apenas atividade de poligalactorunases (PG) (Blanco et al. 1999).
Somente em algumas espécies foram relatadas a atividade de PL (Silva et al., 2005).
Uma pesquisa feita no genoma de K. lactis revelou a inexisténcia de genes anotados
relacionados a sequéncia do gene da pectina liase. Construir linhagens de K. lactis
capazes de produzir PL contendo dominio de afinidade da estreptavidina pela biotina é
uma tecnologia promissora para simultaneo isolamento e imobilizacdo dessa enzima
em colunas biotiniladas destinadas ao processamento de sucos na indudstria de

alimentos. Uma vez obtido células hospedeiras com alta eficiéncia de transformacéao e
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integragdo como as linhagens JAGAKU80 e HP108AKU80, melhores resultados de
expressdo podem ser alcancados ndo somente com pectina liase, mas com outros

genes de enzimas de interesse biotecnolégico.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho consistiu na constru¢do de linhagens mutantes para o
gene KUB8O de K. lactis, com maior eficiéncia de recombinacdo homologa visando
melhorar as propriedades dessa levedura como hospedeira para producdo de
proteinas heterdlogas.

A mutacdo por delecdo do gene KU80, gene chave para o perfeito
funcionamento da via responsavel pela integracdo aleatéria do DNA exbégeno no
genoma hospedeiro, utilizando a técnica Split-Marker, foi confirmada em 100 % dos
transformantes analisados. Portanto, as linhagens de K. lactis JAGAKU80O e
HP108AKUS80 obtidas constituem potenciais hospedeiras para clonagem de genes de
interesse biotecnologico.

A técnica Split-Marker constitui um sistema de delecdo génica capaz de
funcionar na levedura K. lactis quando se utiliza na constru¢cdo dos cassetes de
delecéo, contendo sequéncias do gene de interesse acima de 400 pb flanqueando o
gene marcador de resisténcia. Essa mesma técnica podera ser testada nas linhagens
obtidas para integracéo de um fragmento contendo um gene de interesse.

A clonagem do gene da pectina liase (plgl) nos vetores pKLAC1 e pKLACL1
contendo o dominio de afinidade da estreptavidina pela biotina (cStp) foi confirmada
por padrdo de restricio e sequenciamento. O resultado do seqUenciamento, no
entanto, ndo permite concluir a posicdo em fase do gene plgl no pKLACL, pois o
sequenciamento da regido inicial ndo apresentou bons resultados.

A eficiéncia de transformacdo dos mutantes JAGAKU80 e HP108AKU80 com
os vetores pKLAC1/Plgl e pKLAC1/cStp-Plgl foi superior a das linhagens parentais
JA6 e HP108. Como o crescimento em meio seletivo contendo acetamida como Unica
fonte de carbono depende da integracdo do pKLACL para expressdo do gene da

acetamidase, conclui-se que recombinacdo homoéloga nos mutantes KU80 foi maior
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gue nas linhagens parentais. Dos transformantes obtidos, a eficiéncia de integracdo no
gene alvo foi de 100 % para maioria das linhagens, com excecédo da cepa JA6/PIgle
HP108AKU80/PIg1 que apresentaram respectivamente eficiéncia de 80 e 70 % de
integracdo gene-especifico. Como a extensdo da sequéncia de homologia do 3’ Piaca
no cassete de expressao € maior que 400 pb, essa caracteristica pode ter contribuido
para elevada taxa de integracdo gene-especifica dos transformantes que ndo sao
deficientes no gene KU80.

O vetor pKLAC1 deve ser linearizado com endonucleases de restricdo que
resultem em sequéncias de homologia ao promotor do gene LAC4 menores que 400
pb flanqueando ambas as extremidades do cassete de integracdo, para ser testado
nas linhagens JABAKU80 e HP108AKUB80.Assim, o efeito da mutagcdo do gene KU80
no processo de recombinacdo homoéloga nessas linhagens podera ser melhor avaliado
com a integracéo do vetor pKLACL.

A atividade de pectina liase (PL) intracelular s6 foi significativa em relagéo a
parental HP108 para a cepa HP108/Plg1, que demonstrou obtenc&o de 18,719 U.mL™*
de atividade de PL, com uma atividade especifica de 9,525 U.mg™” proteina. Pela
atividade significativa de PL intracelular conclui-se que houve expressédo do gene plgl,
mas a auséncia de atividade extracelular sugere problemas na secrecdo da proteina.
Mesmo nas linhagens HP108, melhorada para aumentar os niveis de secrecéo, nao foi
detectada atividade de PL extracelularmente.

A alta eficiéncia de integracdo gene-especifica utilizando o vetor de expresséo
pKLAC1 em linhagens de K. lactis JAGAKU80 e HP108AKUB80 né&o resultou em altos
rendimentos de expresséo e secrecdo de pectina liase e da fusdo cStp-Plgl. Do total
de oito linhagens transformantes analisadas (JA6/plgl, JA6/cStp-Plgl,
JABAKUSO0/PIg1, JABAKUB8O0/cStp-Plgl, HP108/Plg1, HP108/cStp-Plg1,
HP108AKU80/PIg1 e HP108AKU80/cStp-Plgl, apenas uma apresentou resultados
satisfatorios de atividade de PL assim mesmo no lisado celular e ndo no

sobrenadante, como era esperado se a proteina fosse secretada na forma ativa.
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