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Avaliacdo dos parametros de
transformabilidade genética de linhagens
sucroalcooleiras da levedura de brotamento
Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

A avaliacdo dos parametros de transformabilidade genética de linhagens utilizadas na producéo de etanol pela
industria tais como viabilidade celular, eficiéncia de transformagéo e freqiiéncia de transformacéo sdo passos
essenciais para identificar quais as linhagens mais propicias aos programas de melhoramento genético. Este
trabalho teve como objetivo avaliar linhagens da levedura de brotamento Saccharomyces cerevisiae que séo
mais propicias a experimentos de modificacdo genética, tanto aquelas que ja sdo comercialmente utilizadas
quanto linhagens isoladas da Destilaria Japungl Agroindustrial S/A. Adicionalmente a linhagem padrdo MM10-
2a foi utilizada como referéncia. Todas foram submetidas a transformacao pelo método quimico (LiAc/ssDNA/
PEG) com o plasmidio de expresséo pNatCre. Os resultados mostraram que a maior e a menor viabilidade
celular foram encontradas, respectivamente, nas linhagens GDBMF1-1 (P18A) e GDB226-1 (P19). A linhagem
que apresentou maior eficiéncia de transformacéo foi a GDB24 (P5) e as menores eficiéncias foram igualmente
verificadas nas linhagens GDB114-2 (P18) e GDB226-1 (P19). A maior frequéncia de transformacéo, parametro
mais importante a ser considerado, foi observada na linhagem GDB24 (P5) e a menor foi observada na GDB116-
3 (P4A). Os dados obtidos demonstraram que a linhagem industrial isolada mais propicia para experimentos de
modificagdo genética é a GDB24 (P5) e a linhagem industrial comercial mais propicia é a CAT1.

Palavras-chave: Leveduras, plasmidio, acetato de litio, fermentag&o alcodlica, cana-de-agucar

Evaluation of genetic transformability parameters
of sucro-alcoholic budding yeast strains
Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

The evaluation of the genetic transformability parameters of strains used in ethanol production industry such as
cell viability, transformation efficiency and frequency of transformation are essential steps to identify which strains
are the most adequate for breeding programs. This study aimed to evaluate the strains of budding yeast
Saccharomyces cerevisiae that are more prone to genetic modification experiments, both those that are already
used commercially, as well as strains isolated from distillery Japungt Agroindustrial S/A, where the standard
strain MM10-2a was used as reference. All of them were subjected to transformation by chemical method (Liac/
ssDNA/PEG) with the expression vector pNatCre. The results showed that the highest and lowest cell viability
were found, respectively, in strains GDBMF1-1 (P18A) and GDB226-1 (P19). The strain that showed the highest
transformation efficiency was GDB24 (P5) and the lowest efficiency was observed in strains GDB114-2 (P18)
and GDB226-1 (P19). The highest frequency of transformation, most important factor to be considered, was
observed in the strain GDB24 (P5) and the lowest in GDB116-3 (P4A). The data showed that the industrial strain
most suitable for experiments of genetic modification is GDB24 (P5) and the most suitable commercial strain is
the CATL.

Key words: industrial yeast, plasmid, lithium acetate, fermentation, sugar-cane
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INTRODUGAO

A Saccharomyces cerevisiae é a espécie de levedura mais
amplamente estudada em experimentos de genética molecular
devido ao seu importante papel na indUstria pelo processo
bioguimico da fermentago alcodlica. E comumente utilizada
na fabricacdo de etanol a partir da cana-de-aglicar e em
diversos outros processos biotecnoldgicos (Silva Filho et al.,
20053, Alencar et a., 2009). Caracteristicas vantajosas smilares
a de organismos procariontes como genoma de tamanho
reduzido, alta taxa de crescimento e maior facilidade de
manipulacdo fazem desta levedura um alvo propicio para
experimentos de maior aproveitamento do processo
fermentativo (Alexopoulos et al., 1996). Além disso, por ser
um eucarionte inferior, apresenta alguma homol ogia genética
e bioquimica com organismos eucariontes superiores, o que
possibilita estudos comparativos de algumas funcdes
celulares basicas como expressdo génica e sintese protéica
(Santos, 2003, Nevoigt, 2008).

O etanol produzido nas destilarias pela S. cerevisiae trata-
se de um quimico muito importante devido ao seu uso como
fonte de energia renovavel principalmente na forma de
combustivel automotivo (Melo, 2006). A produgdo mundial de
alcool combustivel foi estimada em 83,4 bilhGes de litros em
2010, ante 73 bilhdes de litros em 2009 e na safra 2009/10, a
producdo de etanol no Brasil foi de 24 bilhes de litros (IICA,
2010), sendo considerado o maior produtor de acool de cana-
de-agucar (SilvaFilho et al., 2005a).

Devido a tais indices, tem sido notado um crescente
aumento no incentivo econdmico para promover 0 aumento
da producdo de alcool combustivel por parte de
microrganismos presentes no processo fermentativo das
dedtilarias (Elsztein et al., 2008). Para este fim faz-se necesséria
a aplicacdo de técnicas da engenharia metabdlica, genética,
bioguimica e biologia molecular na tentativa de aperfeicoar a
produtividade deste quimico por parte das linhagens
presentes no processo (Steen et al., 2010). Para experimentos
dessa natureza é essencia a escolha de um vetor de expresséo
plasmidial eficiente que esteja sob a inducdo de fortes
promotores e seja mantido na levedura durante varias
geracdes. Além disso, € necessario que o vetor seja propicio
para experimentos futuros, principalmente de delegdo e
inser¢do génica, que favorecam andlises multivariadas com
genes de diferentes vias metabdlicas (Gueldener, et al., 2002,
Nevoigt, 2008).

Plasmidios para leveduras tém sido desenvolvidos
utilizando elementos do DNA das préprias leveduras que
conferem propriedades replicativas independentes do
cromossomo eucarionte (Dubey et al., 1996; Huberman, 1999;
Kelly & Brown, 2000). Esses fragmentos de DNA foram
descobertos em 1979, durante experimentos preliminares para
desenvolver métodos de transformacédo de células de S.
cerevisiae, sendo entdo denominados de ARS (Autonomously
Replicating Sequences) (Antunes et al. 2003). Essas
sequéncias especificas de DNA atuam como uma origem de
replicacéo quando transferidas do DNA cromossomal para um
novo local em um DNA circular - esses plasmidios com
sequéncias ARS chegam atransformar células de levedura até

1000 vezes mais ficientemente que plasmidios que ndo contém
ARS (Miyake et al., 2004; Srivastava & Dubey, 2007).
Plasmidios com fragmentos de DNA denominados de CEN
(Centromere Sequence) sdo mantidos em uma a duas copias
por célula (Stearns & Botstein, 1990, Kim & Huberman, 1999).
Estas sequéncias conferem uma alta frequéncia de
transformag&o mantendo o DNA circular de forma extra-
cromossomica e com boa estabilidade mitética. Plasmidios
possuindo sequéncias CEN s&o perdidos numataxa de 0,001%
das células por geracéo, sem pressdo seletiva, enquanto que
plasmidios que ndo possuem este tipo de sequéncia sdo
perdidos numa média de 10% das células por geracdo (Stearns
& Botstein, 1990).

O plasmidio pNatCre contém todas essas caracteristicas e
devido a isto foi utilizado no presente trabalho. Ele foi
construido contendo uma origem de replicagéo (oriC), um
cassete ARSHCENG que confere a replicacdo autbnoma e a
estabilidade celular, além do gene de resisténcia seletiva ao
antibiotico ampicilina (amp"), o gene para o clonNAT (pTEF-
nat-tTEF) sob aindugéo do promotor do fator de alongamento
traducional 1 (TEF) e um cassete de expressdo daenzima Cre-
recombinase sob ainducdo de um promotor forte da galactose
(PGAL1-Cre-tCYC1) (Steensma & Ter Linde, 2001; Carter &
Delneri, 2010). A importancia da utilizag&o de vetores com o
gene seletivo para o antibiético clonNAT (nome comercial
para a hourseotricina — 2-[4-O-Carbamoyl- 2-deoxy-2- (3,6-
diaminohexan-amido)- 3 — D — gulopyranosylamino] -
3,33,5,6,7,7 a-hexahydro- 5-hydroxy- 4H-imidazo [4,5-C]
pyridin-4 -one dihydrogensulphate — produzida pelo
Streptomyces noursei) reside no fato de que ele ndo é usado
como uma droga em medicina humana ou veterinéria, possui
um amplo espectro de atividade, requer baixas concentragtes
para exercer sua funcdo seletiva, ndo demonstra resisténcia
cruzada com os antibi6ticos e agentes terapéuticos seletivos
em outros sistemas. Por ser considerado como ndo perigoso
€ extremamente (itil para a selecéo de cepas de leveduras além
de ser produto de um gene pequeno de facil manipulacdo
laboratoria (Goldstein & McCusker, 1999).

A modificagdo genética de linhagens industriais de S.
cerevisiae, tais como aquelas utilizadas no processo de
fermentacéo alcodlica, requer o desenvolvimento de sistemas
de transformacdo genética utilizando DNA exdgeno. Nesse
processo, plasmidios epissomais ou fragmentos de DNA
integrativos que carreguem o0s genes de interesse para
producdo de certas proteinas ou alteracdo de vias metabdlicas
sd0 introduzidos nas células-alvo das leveduras. Com isso,
pode-se alterar a dosagem da expressdo dos genes ou
modificar vias metabdlicas de modo a aumentar o rendimento
da producédo de etanol. Estes plasmidios, como o pNatCre,
devem ser capazes de se auto-replicar e se manterem no
hospedeiro por geracBes. Cada linhagem apresenta um
conjunto de informacdes fisioldgicas e genéticas que as
tornam mais ou menos capacitadas a receberem DNA exdgeno.
A isto se da o nome de transformabilidade genética.

A partir dessas consideracOes, este trabalho teve como
objetivo quantificar os parametros de transformabilidade
genética, tais como viabilidade celular, frequéncia e eficiéncia
de transformacdo, em linhagens de S. cerevisiae
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comercializadas bem como isoladas de indUstrias utilizando
um vetor de expressdo plasmidial. Visto que esses sdo 0s
primeiros parametros a serem considerados em futuros
projetos de selecdo para melhoramento e modificacéo genética
dessas leveduras a fim realizar experimentos em larga escala
com o intuito de obter uma maior producéo de etanol nas
usinas sucroalcooleiras.

MATERIAL E METODOS

Linhagens de bactérias e leveduras

A linhagem DH5a (Stratagene, San Diego, CA) da bactéria
Escherichia coli foi utilizada para amplificar o plasmidio de
acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989).

Foram isoladas linhagens industriais de S. cerevisiae por
fingerprinting genético com SSRs (Silva Filho et al., 2005b) a
partir do processo fermentativo da Destilaria Japungu
Agroindustrial S/A, Santa Rita-PB e fazem parte da colegdo
da Genetech Bioprodutividade Ltda., catalogadas como:
GDB81-1 (P1), GDB69-1 (P1A), GDB17-3 (P3), GDB15 (P4),
GDB116-3 (P4A), GDB24 (P5), GDB68-1 (P6), GDB113-2 (P14),
GDB113-4 (P15), GDB113-6 (P15A), GDB114-2 (P18), GDBMF1-
1(P18A), GDB226-1 (P19), GDB181 (P21) e GDB185-3 (P22).

Aslinhagens comerciais de S. cerevisiae foram obtidas da
Lalemand Inc. (Toulouse, Franca): DanstilaBG1, SA1, CR1,
PE2, VR1eCATL.

A linhagem de S. cerevisiae MM 10-2a de gendtipo (MATa
gal- leu2-3/112 lysl-1 his7-2 trp-289 ura3-52) foi utilizada
como referéncia nas analises de transformagao genética por
sua comprovada eficiéncia em tais experimentos (Antunes et
a., 2003).

Meios de cultivo para bactérias e leveduras

O meio de cultivo para as bactérias ndo transformadas com
o plasmidio foi o LB (Luria-Bertani) de 1% de triptona, 0,5%
de extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 0,1% de NaOH 1N.
Para a selecéo das bactérias transformantes foi adicionado o
antibiético ampicilina (100 pg mL-1) e o crescimento se deu a
37°C (Ausubel et al., 1989).

Para manutencdo do estoque das linhagens de leveduras
foi utilizado o meio WLN (Wallerstein Laboratories Nutrient)
composto de 5% de glicose, 0,5% de caseina hidrolisada
enzimaticamente ou triptona, 0,4% de extrato de levedura, 10
mL de KH,PO,, 10 mL de KClI, 10 mL de CaCl,.2H,0, 10 mL
de MgS0,.7H,0, 1 mL de FeCl;.6H,0, 1 mL de MnSO,.4H,0,
com o pH gjustado para 5,5.

O meio completo Y PD (Yeast extract, Peptone e Dextrose),
composto de 1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2%
de glicose, foi utilizado para crescimento das leveduras ndo
transformadas e para os testes de viabilidade celular. Elas
foram cultivadas por 3 dias a 30°C. Quando acrescido do
antibiético clonNAT (50 pg mL-1) este meio foi utilizado para
selecionar as coldnias transformadas (Antunes, 2003).

Todas as concentragdes citadas foram utilizadas para
preparar 1 L de meio de cultura com &gua destilada e quando
foi necessaria a preparagéo de placas com meio solido foram
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adicionados 2% de agar-agar (Steensma & Ter Linde, 2001,
Ribeiro et d., 2007).

Plasmidio

O vetor de expressdo pNatCre foi gentilmente cedido por
Raymond Brandt (Universidade de Dusseldorf, Alemanha).
Este possui genes de resisténcia aos antibi6ticos Ampicilina
e clonNAT, além de uma seqiiénciaARSHCENG que permite
sua manutencéo e replicacdo autbnoma em células de S.
cerevisiae (Figura 1) (Steensma & Ter Linde, 2001; Ribeiro et
al., 2007). O mapafisico do plasmidio foi confirmado com corte
pelas enzimas de restri¢do Hindl 1 e BamHI (Sambrook et al.,
1989). Foi andisado em gel de agarose 0,8% (Figura 2). E
essencia ressaltar que as duas primeiras linhas apresentam
as duas formas que os plasmidios se apresentam apoés a
extracdo: acima a forma (circular relaxada) e abaixo (super
helicoidizada).

Procedimentos genéticos em bactérias e leveduras

Foi utilizado o protocolo de transformag&o bacteriana com
DNA plasmidia pelo método quimico do cloreto de célcio
(Ausubel et al., 1989). A extracéo plasmidia foi redlizadapelo
protocolo de minipreparacdo de DNA plasmidia por lise
alcalina (Sambrook et al., 1989). ApOs a extragdo dos
plasmidios por lise acalina, a solugdo foi digerida com 500
Hg de RNAse por 1 hora, a37°C (Sambrook et al., 1989).

As linhagens comerciais e industriais da levedura
S. cerevisiae nafase de crescimento exponencial de 10° céls.
mL-1 foram submetidas a transformag&o por Acetato de Litio
em triplicata com o plasmidio pNatCre utilizando um protocolo
adaptado de Soni et d. (1993) e Gietz & Woods (2002). Dentre
as modificagOes realizadas nas transformagdes se cita a
utilizagdo de 1pg de DNA plasmidial, concentragéo final do
DNA carreador de 40ug e do PEG de 32%.

Quantificacdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial extraido foi levado ao espectrofotdmetro
para quantificacdo em comprimento de onda A4 = 260nm. A
absorbéncia da solugdo foi utilizada para determinar a
concentracdo dos DNAs onde 1 DO (Densidade Optica) =
50 ng mL-1 (Sambrook et al., 1989). Isto permitiu que todas as
linhagens de S. cerevisiae fossem submetidas a transformagéo
com quantidades idénticas de DNA plasmidial.

Par@metros avaliados

A viabilidade celular foi obtida em céls. mL-! para este
calculo utilizou-se a média das coldnias nas triplicatas das
placas para cada linhagem multiplicando este valor por 5
devido a aplicacéo na placa de apenas 200 pL dadiluicdo para
1mL e em seguida multiplicando também pelo fator de diluicao
no semeio. Para a viabilidade foram utilizadas placas sem
antibidticos. A eficiéncia total dos transformantes
(Transf. mL1 pg? de DNA) foi calculada pela média das
colnias nas triplicatas também multiplicada por 5 e pelo fator
de diluicao no semeio em placas com os antibidticos ampicilina
e clonNAT (Antunes, 2003). Para essas duas caracteristicas
foi utilizada a andlise estatistica de variancia ANOVA com
posterior teste de Tukey (P = 0,05). As andlises estatisticas
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Figura 1. Desenho esquematico do plasmidio pNatCre mostrando os genes
de resisténcia aos antibiéticos clonNAT (pTEF-nat-tTEF) e a ampicilina (amp);
gene codificador da enzima cre-recombinase sob indugdo do promotor da
galactose (pGAL1-Cre-tCYC1) e o cassete ARSHCENG (Steensma &
Ter Linde, 2001)

Figure 1. pNatCre schematic drawing showing plasmid genes conferring
resistance to antibiotics clonNAT (pTEF-nat-tTEF) and ampicillin (amp)
gene encoding cre-recombinase under the promoter of the galactose
induction (pGAL1-Cre-tCYC1) and the ARSHCENS cassette (Steensma
& Ter Linde, 2001)
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Figura 2. Corrida em gel de agarose 0,8% a 100V e 50mA por 40 minutos.
Linhas: 1- pNatCre concentrado 9,37 mg mL-1; 2- pNatCre 1mg mL1; 3-
pNatCre digerido com Hindlll, um fragmento (6.414pb); 4- pNatCre digerido
com BamHlI, dois fragmentos (457pb e 5.957pb); 5- marcador IHindll

Figure 2. 0,8% agarose gel running at 100V and 50mA for 40 minutes. Rows:
1- pNatCre concentrated 9,37 mg mL%; 2- pNatCre diluted 1mg mL; 3-
pNatCre digested with Hindlll, one fragment (6.414bp); 4- pNatCre digested
with BamHI, two fragments (457bp e 5.957bp); 5- IHindIIl marker

foram realizadas com o auxilio do software estatistico
GraphPad Prism 5.0. A Frequéncia de Transformacgéo foi
calculada com base nos dois dados anteriores através da
formula: Transformantes x 109 céls. = Freqliéncia de
Transformag&o x Viabilidade Celular, com a unidade de
freqiiéncia em Transformantes mg de DNA1 10° céls,, isto
permite arelacdo da quantidade de DNA plasmidial utilizada
com a quantidade de células que foram submetidas ao
processo, considerando ainda que andlise estatistica desse
parametro ja estd implicita nos anteriores (Steensma & Ter
Linde, 2001; Santos, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes preliminares de transformacéo
celular realizados com a metodologia descrita por Gietz &
Woods (2002) demonstraram a necessidade de modificagfes
adicionais para obter resultados de transformabilidade mais
eficientes para as linhagens estudadas. Entre as principais
modificacdes recomendadas por diversos autores estdo:
diferentes temperaturas e tempos de choque térmico,
concentragdo de DNA plasmidial, de DNA carreador, e de
polietileno glicol (PEG) ao fina do procedimento. Para um
melhor entendimento e aproveitamento de cada componente
no protocolo de transformagéo de leveduras se recomenda a
consulta dos artigos (Soni et al., 1993; Gietz & Woods, 2002;
Antunes, 2003).

A linhagem isolada de S. cerevisiae que apresentou maior
viabilidade celular, ou seja, capacidade de proliferar formando
colbnias nas placas apos o estresse fisico-quimico causado
pelo procedimento de transformagdo, foi a GDBMF1-1 (P18A)
que manteve uma viabilidade de 3,34 x 108cél. mL-1 e a
linhagem que apresentou a menor viabilidade foi a GDB226-1
(P19) com 2,05 x 107 cél. mL-L. A linhagem comercial que se
mostrou mais eficiente na manutencdo da viabilidade celular
foi aCR1 com 6,61 x 107 cél. mL-1 eamenosvidvel foi aBG1.
A linhagem padrdo MM 10-2a apresentou 1,06 x 108 cél. mL-1,
este valor para esta linhagem reflete a competéncia em utiliz&
la como padrdo por apresentar viabilidade mediana quando
comparada com os valores minimos e maximos encontrados
para as linhagens de S. cerevisiae que foram de 2,05 x 107 e
4,58 x 108 cél. mL! respectivamente (Figura 3, Tabela 1).

Ressalta-se, entretanto, o fato de que alinhagem GDB181
(P21) tenha apresentado a maior viabilidade entre todas as
linhagens estudadas com 4,58 x 108 cél. mLL. Contudo esta
levedura foi posteriormente identificada pela Micoteca do
Departamento de Micologia da UFPE como pertencente a
espécie Brettanomyces intermedius (anamorfo Dekkera
intermedia). Desta forma, todos os resultados apresentados
para esta linhagem servem como parédmetro de comparacdo
entre estas duas espécies de leveduras (Tabela 1). Além disso,
este microrganismo € um dos maiores contaminantes
presentes nas fermentacdes al codlicas ocorridas em indUstrias
de produc&o de vinhos e etanol puro (Nobre, 2005; Alencar
et al., 2009). Desse modo, estes dados sdo relevantes visto
que é possivel elaborar estratégias genéticas visando
futuramente o controle da incidéncia desta espécie nos pro-
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Figura 3. Gréfico da viabilidade celular das diferentes linhagens de S. cerevisiae ao fim do tratamento de transformac&o genética por LiAc com o plasmidio epissomal
pNatCre

Figure 3. Cell viability graph of different S. cerevisiae strains in the end of the genetic transformation treatment by LiAc with episomal plasmid pNatCre

Tabela 1. Média das triplicatas dos valores de todos os parametros avaliados neste trabalho, os valores maiores e menores de cada parametro dentro de cada grupo
estdo em negrito

Table 1. Triplicate media values of all parameters studied, the highest and lowest values of each parameter inside each group are in bold

Linhagens Viabilidade Celular Eficiéncia de Transformagédo Freqliéncia de Transformacéao
(Céls.mL) (Transf. mL! pgt de DNA) (Transf. pg! de DNA 10° Céls.?)
Linhagem Padréo
MM10-2a 1,06x108 +/- 7,21x106 1,57 x 103 +/- 1,85x102 1,61 x 104
Linhagens Comerciais
BG1 (2,61x107) +/- 2,10x108 (4,66 x 10%) +/- 2,50x100 (1,79 x 109)
SAl 5,96x107 +/- 5,66x106 1,50 x 102 +/- 1,00x10! 2,54 x 103
CR1 (6,61x107) +/- 3,07x108 4,25 x 102 +/- 2,02x10t 6,43 x 103
PE2 6,22x107 +/- 4,13x106 1,43 x 102 +/- 1,08x10! 2,30 x 108
VR1 3,63x107 +/- 5,06x108 7,00 x 10! +/- 4,04x10° 1,94 x 108
CAT1 5,27x107 +/- 5,17x108 (4,73 x 10?) +/- 2,76x10* (9,09 x 109)
Linhagens Isoladas

GDB81-1 (P1) 3,14x107 +/- 5,41x106 1,20 x 102 +/- 1,00x10! 3,87 x 103
GDB69-1 (P1A) 5,76x107 +/- 1,39x106 1,81 x 103 +/- 1,05x102 3,15 x 10*
GDB17-3 (P3) 7,16x107 +/- 6,29x106 2,23 x 102 +/- 1,57x10! 3,11 x 103
GDB 15 (P4) 7,41x107 +/- 5,03x106 0 0
GDB 116-3 (P4A) 2,22x108 +/- 5,25x107 3,50 x 101 +/- 2,52x100 (1,57 x 102)
GDB24 (P5) 7,83x107 +/- 5,35x106 (4,27 x 103) +/- 2,01x102 (5,45 x 10%)
GDB68-1 (P6) 6,68x107 +/- 5,11x106 5,20 x 102 +/- 2,52x101 7,78 x 103
GDB113-2 (P14) 1,61x108 +/- 5,04x107 0 0
GDB113-4 (P15) 1,11x108 +/- 5,48x107 3,00 x 10! +/- 1,53x100 2,70 x 102
GDB113-6 (P15A) 5,85x107 +/- 5,39x106 3,00 x 10! +/- 2,65x100 5,12 x 102
GDB114-2 (P18) 2,75x107 +/- 5,20x108 (1,00 x 10%) +/- 2,08x10° 3,63 x 102
GDBMF1-1 (P18A) (3,34x108) +/- 5,08x107 1,33 x 103 +/- 1,97x102 3,97 x 103
GDB226-1 (P19) (2,05x107) +/- 5,63x108 (1,00 x 10%) +/- 2,00x10° 4,87 x 102
GDB181 (P21) 4,58x108 +/- 5,02x107 1,56 x 103 +/- 2,03x102 3,41 x 103
GDB185-3 (P22) 1,32x108 +/- 5,11x10° 1,00 x 103 +/- 2,00x102 7,61 x 103
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cessos fermentativos, fato este que diminui a producdo devido
a competicdo pelo mesmo substrato gerando produtos
diferentes (Silva, 2005).

A viabilidade é um parametro que deve ser bem observado
Nos processos quimicos de melhoramento genético molecular
das espécies por constituir a base da propagagéo celular. Ela
também é um dos indicadores de resisténcia celular que certas
espécies possuem ao préprio processo fermentativo. Nao é
funcional transformar as células de interesse sem que essas
sejam capazes de se multiplicarem carregando 0s novos genes
inseridos. Em alguns casos até mesmo a propria concentracéo
de etanol nos processos de fermentacdo alcodlica é a
responsavel pela diminui¢éo da viabilidade celular nos
microrganismos envolvidos com a sua producggo. Essa agéo
toxica reflete-se principalmente na desorganizagdo da
membrana citoplasmé-tica das leveduras (Muller et al., 2007).

Dentre as linhagens isoladas estudadas a que apresentou
maior eficiénciade transformagéo foi a GDB24 (P5) com 4,27 x
108 transf. mL-1 g de DNA e amenor eficiénciafoi verificada
nas linhagens GDB114-2 (P18) e GDB226-1 (P19), ambas com
1,0 x 10! transf. mL-1 ug! de DNA (Figura 4, Tabela 1). A
linhagem comercial que mostrou maior eficiénciafoi a CAT1
com 4,73 x 102 transf. mL-1 ug! de DNA e acom menor foi a
BG1 4,66 x 10! transf. mL"1 ug! de DNA. Mais uma vez a
competéncia da linhagem padrao MM 10-2a foi observada
apresentando um valor entre 0s minimos e maximos, observou-
se para esta linhagem a eficiéncia de 1,57 x 103 transf. mL-1
ug! de DNA de DNA. Além disso, o fato de termos obtido
células transformadas da linhagem GDB181 (P21) com o
plasmideo pNatCre numa eficiénciade 1,56 x 108 transf. mL-1
ug! de DNA, sugere que além de ter se tornado resistente ao
antibiético clonNAT o cassete ARSHCENG desenvolvido para
S. cerevisiae é funcionalmente ativo como origem de

replicacdo e regido centromérica em células de B. intermedius
(Figura 4, Tabela1).

O protocolo inicialmente estabel ecido promoveu a obtengéo
de até 5,0 x 10* transf. mL-1 mg1 de DNA, eficiénciamaior do
gue a obtida por (Steensma & Ter Linde, 2001) que foi de 5 x
103 transf. mL-2 mg! de DNA utilizando o mesmo plasmidio,
porém com outras linhagens hapléides. A presenca de DNA
de fita simples (ssDNA) é essencial para se obter uma
eficiénciade transformacéo de até 107 transf. mL- ug! de DNA
(Gietz & Woods, 2002), porém tal eficiéncia de transformacao
ndo é facil de se atingir, principalmente em linhagens
industriais, e naliteratura atual poucos trabal hos ultrapassam
10° transf. mL-1 ug de DNA. Utilizando o procedimento LiAc/
ssDNA/PEG com plasmidios da série Y Cplac em célulasde S
cerevisiae, Gietz & Woods (2002) encontraram até 2,2 x 107
transf. mL-1 pg! de DNA. Esse alto rendimento de
transformantes pode ser devido a interacdo favoravel dessas
células com o plasmidio visto que a eficiéncia da
transformacgéo muitas vezes depende do plasmidio que esta
sendo utilizado. Alguns plasmidios apresentam a capacidade
de transformag&o 10 vezes menor que os da série Y Cplac. Isto
se deve basicamente ao reconhecimento da origem de
replicacdo utilizada no plasmidio pelas proteinas de replicacdo
da célula hospedeira. Como dito anteriormente algumas
linhagens de leveduras e plasmidios néo transformam t&o bem
com o protocolo LiAc/ssDNA/PEG. Isto pode ser a explicacéo
para a auséncia de transformantes nas linhagens GDB15 (P4)
e GDB113-2 (P14). Por outro lado, para transformar tais
linhagens protocol os mais invasivos de transformagédo podem
ser utilizados com sucesso usando a técnica de el etroporaggo.

Células tratadas com o protocolo por LiAc sao
transformadas geralmente numa eficiénciade 5 x 102 a5 x 103
transf. mL-1 ugt de DNA. Isto é semelhante amaior parte dos
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Figura 4. Eficiéncia da transformagéo genética das linhagens de S. cerevisiae com o plasmideo epissomal pNatCre

Figure 4. Genetic transformation efficiency of the S. cerevisiae strains with epissomal plasmid pNatCre
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valores encontrados neste trabal ho, contudo, autores chegam
aencontrar valores de até 107 transformantes dependendo do
método empregado, da jungéo de métodos, utilizando outras
espécies, ou da presenca de certos compostos como o proprio
etanol (Lauermann, 1991; Soni et al., 1993; Antunes et al.,
2000). O mecanismo pelo qual o etanol estimula a captura de
DNA transformante é desconhecido, mas é provavel que ele
afete a porosidade celular causando principalmente alteractes
na membranada célula (Soni et al., 1993). Isto coincide com o
fato de que o etanol pode afetar a viabilidade celular causando
danos a membrana citoplasmética dependendo da
concentraco existente no meio extracelular. Muller et d., (2007)
informaram que concentragdes acima do teor de 7,2% vol/vol
de etanol no meio extra-celular ja sdo suficientes parainibir o
crescimento celular. Em contrapartida a presenca de alguns
compostos como o DTT (DiThioThreitol), por si s6,
aumentam a obtencdo de transformantes enquanto que o
DMSO (DiMetil SulfOxido) afeta negativamente a eficiéncia
datransformag&o como demonstrado por Antunes et a., (2000)
trabalhando com linhagens de Kluyveromyces marxianus.

A freqliéncia de transformagao € 0 aspecto mais importante
aser considerado pelo fato de ser arelagdo entre a viabilidade
celular e a eficiéncia de células transformadas, visto que ndo
adianta possuir alta viabilidade e ndo incorporar bem DNAS
exogenos e vice-versa. Portanto, é a relacdo entre
sobrevivéncia e captagdo de DNA que torna uma linhagem
mais propicia a transformag&o genética e posterior expressao
heteréloga em larga escala. A frequiéncia de transformacéo nas
linhagens isoladas foi maior e menor na GDB24 (P5) com 5,45
x 10 transf. ugt de DNA. 10° céls1. e GDB116-3 (P4A) com
1,57 x 102 transf. pg! de DNA. 10° céls?, respectivamente
(Figura 5). Entre as linhagens comerciais a que apresentou
maior freqliéncia foi a CAT1 com 9,09 x 103 transf. pg?! de
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DNA. 10°célsteamenor foi aBG1 com 1,79 x 103 transf. ug-
1de DNA. 10° céls A linhagem padréo MM 10-2a apresentou
aterceiramaior freqiiénciacom 1,61 x 10* transf. ugt de DNA.
109célst.

Verifica-se que as maiores freqiiéncias de transformacéo
foram observadas nas linhagens que apresentaram maiores
eficiéncias de transformacéo, pois estes valores sédo
diretamente proporcionais. A viabilidade celular afeta de forma
inversamente proporcional a frequiéncia de transformacgéo ao
passo que quanto menos agressivo € o método para a célula
mais células permanecerdo viaveis, no entanto menos
transformantes serdo obtidos. Além disso, é possivel observar
que duas linhagensisoladas, a GDB69-1 (P1A) e aGDB24 (P5),
apresentaram frequiéncias maiores que todas as linhagens
comerciais estudadas. Isto indica que é possivel encontrar
leveduras isoladas da indUstria que sejam mais susceptiveis
aos experimentos de transformacéo genética com o intuito de
obtenc&o de melhores rendimentos na produc&o de etanol
ainda assim mantendo linhagens do préprio processo.

De acordo com informagBes do fabricante todas as
leveduras comerciais DANSTIL ™ foram selecionadas a partir
de uma gama de diferentes fermentag6es industriais. Em
muitos casos essas linhagens oferecem um ganho significativo
em termos de sabor, rendimento de acool e produtividade nas
mais diversas indlstrias onde sdo aplicadas. Estas cepas foram
selecionadas de industrias no Brasil sendo todas de
metabolismo rapido, evitam floculéncia e demonstram uma
produtividade de &l cool excepcional, bem como facilidade de
implantacéo e altos indices de sobrevivéncia durante a
temporada. Contudo, a escolha em muitos casos ndo deve
recair apenas sobre linhagens comerciais. E possivel o
monitoramento e isolamento de linhagens locais mais
adaptadas a cada indistria.

N

Transformantes pg' de DA 1 0-2 588

i & = £ X
oL m o =

00E+00

M 10-2a
CcATY

-
o
Pt
o
m
=]
o

GOEES-1(P1A)

GOE17-3(F3) Z

GOE15 (P4
GOE24 (P5)

N
3
:
o
a

GOE181 (F21) Z
GOB185 3 (P22) %

GOB116-3 (P44 i
GOET32 (P14
GOB113 4(P15) i
cnenaacmm:.i
GOE114 2 (P18) i
GOBMF1-1(P184) %
GOBZ26 1 (P15) i

Linhagens

Figura 5. Freqiiéncia de transformagdo das linhagens de S. cerevisiae com o vetor de expressao pNatCre

Figure 5. Transformation frequency of S. cerevisiae strains with the expression vector pNatCre
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CONCLUSOES

As linhagens isoladas podem ser mais eficientes, em
relacéo as comercials, quando submetidas a experimentos de
melhoramento genético visando maior produtividade de
etanol empregando, em muitos casos, a engenharia metabdlica.

A escolha das linhagens e dos plasmidios a serem
utilizados é um passo essencial haja vista que algumas
linhagens podem n&o ser facilmente transformadas devido a
suas caracteristicas intrinsecas.

O cassete de replicacdo ARSHCENG contido no vetor
plasmidial de expressdo pNatCre mostrou-se funcional tanto
para linhagens de S. cerevisiae, quanto para linhagens de B.
inter medius.

As linhagens isoladas mais propicias para experimentos de
modificacdo genética sdo a GDB24 (P5) seguida da GDB69-1
(P1A) e a linhagem comercial que pode gerar melhores
resultados neste tipo de experimento é a CAT1.
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