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RESUMO

O reuso da biomassa de leveduras € uma tendéncia importante dentro da industria
cervejeira, pois as leveduras constituem um dos insumos mais caros dentre aqueles
usados para a fabricagcdo de cervejas. Além disso, a biomassa de leveduras € um dos
principais efluentes organicos poluidores da industria cervejeira. Desta maneira, o reuso
de leveduras é parte da busca do setor cervejeiro por técnicas que reduzam os custos de
producdo e que gerem um menor impacto ambiental. Porém, o reuso da biomassa
depende da analise da viabilidade (definido como a atividade de propagagao) e da
vitalidade (definida como a atividade fermentativa) das leveduras apdés um processo
fermentativo. E sabido que a fermentacdo cervejeira constitui uma fonte importante de
diferentes estresses fisioldgicos, dentre eles o estresse induzido pela alta concentragéo
de etanol, que resulta em uma baixa viabilidade e vitalidade das células e que afetam
negativamente o reuso desta biomassa. Para determinar a viabilidade e a vitalidade da
biomassa, diferentes técnicas sdo empregadas, tais como o método de coloragdo com azul
de metileno e os testes de poder de acidificacdo, respectivamente. Entretanto, estes
métodos nao permitem acompanhar em tempo real as mudangas fisioldgicas que
acontecem na biomassa durante a fermentac&o cervejeira. Além disso, dentro de uma
cervejaria, ha a necessidade do emprego de técnicas que sejam diretas e rapidas para
avaliar a qualidade da biomassa. Dessa maneira, a ideia central deste projeto foi a de
empregar a tecnologia de leveduras armadas como um sistema indicador de viabilidade e
de vitalidade. A tecnologia de leveduras armadas é uma estratégia baseada na exposigao
de peptideos ou proteinas de interesse na superficie celular de leveduras usando genes
sintéticos que codificam para a fusdo de uma proteina ancora de membrana com uma
proteina de interesse a ser exposta. Sendo assim, nesse projeto foram usadas técnicas
de biologia sintética para a geracado de um sistema de monitoramento da viabilidade e da
vitalidade celular em leveduras cervejeiras empregando o complexo heterodimérico
Agai1p/Aga2p fusionado a proteina fluorescente verde (GFP). Para tanto, um sistema de
expressao induzido por etanol foi inicialmente desenhado in silico e posteriormente
sintetizado in vitro, consistindo em um promotor sintético minimo derivado do gene CYC1

de S. cerevisiae fusionado a montante com elementos de DNA responsivos a choque



térmico e etandlico derivados do gene SSA4 também de S. cerevisiae. Esta construgao
contém, a jusante ao promotor sintético, a regido codificadora para a fusdo Aga2p e GFP,
bem como para a subunidade Agalp, ambas clonadas separadamente em vetores
bifuncionais para leveduras e bactérias, usando a tecnologia de concatenagcdo de
fragmentos de DNA. Espera-se que estes vetores possam indicar, de uma forma rapida e
em tempo real, o estado fisiolégico das leveduras cervejeiras para 0 seu reuso em um

novo processo fermentativo cervejeiro.

Palavras-chave: leveduras cervejeiras; biologia sintética; leveduras armadas;

viabilidade; vitalidade.



ABSTRACT

The reuse of yeast biomass is an important trend within the brewing industry as
yeasts are one of the most expensive components of beers. In addition, the yeast biomass
is the main polluting effluent generated by the brewing industry. The reuse of yeast biomass
is a central part of the development of new cost-cutting techniques with lower environmental
impact. However, the reuse of yeast biomass depends on the analysis of the viability
(defined as the propagation activity) and the vitality (defined as the fermentative activity) of
the yeasts after a fermentative process. It is known that beer fermentation constitutes an
important source of different physiological stresses, among them the stress induced by the
high concentration of ethanol, which leads to a low cell viability and vitality, negatively
affecting its reuse. To determine the biomass viability and vitality, different techniques are
employed, such as the methylene blue staining method and acidification power test,
respectively. However, these methods do not allow to monitor the physiological changes
that happen in the biomass during beer fermentation in real time. In addition, there is a
need to employ techniques that directly and quickly assess the quality of biomass. Thus,
the purpose of this project was to employ the armed yeasts technology as a potential
indicator of cell viability and vitality. The armed yeast technology is a strategy based on the
exposure of peptides or proteins of interest on the yeast cell surface using synthetic genes
containing the coding sequence for a fusion between a membrane anchor protein and the
protein of interest. In this work synthetic biology techniques were used to generate a
monitoring system using the Aga1p-Aga2p heterodimeric complex fused to the green
fluorescent protein (GFP). This task was accomplished by the design of an ethanol-induced
expression system in silico and then synthesized in vitro, which consists of a minimal
synthetic promoter derived from the S. cerevisiae CYC1 gene combined upstream with heat
shock and ethanol-responsive DNA sequences derived from S. cerevisiae SSA4 gene. In
addition, this system also contains downstream the coding region for the Aga2p and GFP
fusion, as well as the coding sequence for the Aga1p subunit, both cloned separately in
bifunctional vectors for yeasts and bacteria using the DNA fragment concatenation
technology. It is expected that these vectors could indicate in real time the physiological

state of brewing yeasts for their potential reuse.
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1. INTRODUGAO

1.1. A biotecnologia "embebida" na cerveja

Para uma grande parte da populagao, a biotecnologia € considerada uma nova area
da ciéncia, que se popularizou durante a pandemia de Covid-19 por sua atuacdo na
realizagdo de testes diagndsticos e desenvolvimento de vacinas (Rezaei, 2020). Porém,
poucos sabem que, desde aproximadamente 6.000 Antes da Era Comum (AEC), a
biotecnologia ja era parte do cotidiano, com papel fundamental em processos
fermentativos, como na fabricagcéo de paes e bebidas, tal como a cerveja (Bud, 1994).

A cerveja, como chamamos hoje, foi supostamente produzida acidentalmente.
Segundo documentos historicos, os cereais (como trigo e cevada), utilizados na produgéo
de paes, foram usados na produgdo de bebidas espontaneamente fermentadas e que
passaram a desempenhar um importante papel social (Sicard, 2011). Taéo logo
descobriram-se os prazeres da cerveja, sua manufatura também chamou atengdo. A
fermentacao espontanea dos agucares dava a cerveja caracteristicas sensoriais especiais
(Hornsey, 2003) e hoje, com a evolugédo da biotecnologia, a produgdo da bebida mais
famosa do mundo também evoluiu.

Por definicdo, segundo a Enciclopédia Britanica (2019), a biotecnologia € o uso da
biologia e da engenharia para solucionar problemas e criar produtos uteis. Com o
crescente aumento de cervejarias no Brasil (Sebrae, 2020), a biotecnologia pode ser o
elemento chave na produgdo de uma bebida de qualidade, e um dos grandes diferenciais
pode partir das leveduras cervejeiras.

1.2. As leveduras e a sua importancia na fabricacédo de cervejas

As leveduras s&o microrganismos eucarioticos predominantemente unicelulares e
pertencentes ao Reino dos Fungos. Estes microrganismos, além de serem protagonistas
na produgcdo de diversos alimentos e bebidas fermentadas, também s&o modelos de
estudos moleculares e genéticos de células eucaridticas (Sherman, 2002), o que possibilita
que cientistas consigam produzir, por meio delas, diferentes tipos de proteinas, pigmentos,
e outras inumeras moléculas de impacto médico e biotecnolégico (Cherf, 2015; Mitsui,
2019).
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As leveduras cervejeiras compdéem um grupo importantissimo de microrganismos
de aplicabilidade industrial, sendo as responsaveis por grande parte caracteristicas
sensoriais de cada estilo de cerveja produzido (Carrau, 2015). Durante a fermentagao, as
leveduras agem sobre o mosto cervejeiro, consumindo os diferentes agucares extraidos
do malte e gerando CO, etanol e pequenas moléculas, como ésteres, compostos fendlicos
e lactonas, que promovem as caracteristicas sensoriais unicas encontradas nos diferentes
estilos e categorias de cervejas (Carrau, 2015). Além disso, as leveduras atuam na
estabilizagcdo da espuma da cerveja e na sua cor e turbidez por meio da produgcédo de uma
série de glicoproteinas (Blasco, 2011) bem como pela sua capacidade de floculagdo ao
final da fermentacéo (Vidgren, 2011), respectivamente. Dessa maneira, para a fabricagao
de uma cerveja de qualidade, com as mais diferentes caracteristicas aromaticas e
sensoriais descritas acima, € necessario o uso de leveduras que possuam a capacidade
de se propagar quando em contato com o mosto cervejeiro (viabilidade) e, ao mesmo
tempo, apresentem uma alta atividade fermentativa, promovendo uma eficiente conversao

dos mono-, di- e trissacarideos encontrados no mosto cervejeiro em etanol (vitalidade).

1.3. A viabilidade e a vitalidade das leveduras cervejeiras

Tanto a viabilidade (definida como a atividade mit6tica ou de propagacéo) quanto a
vitalidade (definida como a atividade fermentativa) das leveduras utilizadas na fabricagcao
de cervejas s&o primordiais para o sucesso do processo fermentativo. Durante a
fermentacao, fatores como a temperatura, o pH, a disponibilidade de nutrientes e a
concentracdo de oxigénio dissolvido influenciam diretamente na atuagdo das leveduras
(Bleonca, 2013). Logo, quando expostas a diferentes tipos de estresses celulares, tais
como térmico, osmatico e variagdes bruscas de pH, as leveduras ativam a transcricdo de
diferentes genes de resposta a estresses que, por sua vez, acabam regulando
negativamente o ciclo celular e a fermentacéo (Gibson, 2007; Gasch, 2000). Neste sentido,
nosso grupo de pesquisas mostrou que, durante a fermentagdo cervejeira, ocorre uma
perda de comunicagao entre alguns compartimentos celulares nas leveduras, como as
mitocéndrias e o reticulo endoplasmatico o que, por sua vez, leva a alteracbes da
proteostasia celular, devido aos efeitos toxicos e pleiotropicos do etanol (Telini, 2020).

Estes estresses podem ser decisivos quando se considera um possivel reuso desta
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biomassa. Sendo assim, se as leveduras estiverem estressadas pelo etanol apdés uma
fermentacdo cervejeira, tanto a sua viabilidade quanto a sua vitalidade ser&o baixas,
resultando no consumo lento de carboidratos do mosto ou mesmo a completa parada da
fermentacdo (também denominado de “fermentagao arrastada”) (Carvalho, 2006). Desta
maneira, tanto a viabilidade quanto a vitalidade das leveduras cervejeiras requerem o
monitoramento constante por parte dos cervejeiros, principalmente no quesito de reuso da
levedura (Gibson, 2007).

Ainda que pouco estudado cientificamente, o reuso de leveduras em um novo
processo fermentativo cervejeiro vem se tornando uma tendéncia importante. Isto se deve
ao fato de que as leveduras constituem um dos insumos mais caros para a industria
cervejeira, o que leva os cervejeiros a reutilizarem a biomassa de leveduras em diferentes
bateladas de cerveja (Bonatto, 2021). Além da questdo do seu custo, a biomassa de
leveduras constitui um dos principais efluentes orgénicos poluidores da industria
cervejeira. Dessa maneira, o reuso da biomassa € parte da busca do setor por técnicas de
producdo que reduzam os custos de produgao e que gerem um menor impacto ambiental
pela diminuigdo de residuos organicos gerados (Giordano, 2020).

Em razdo da importéncia do reuso da biomassa cervejeira, torna-se necessario
avaliar a viabilidade e vitalidade dessa biomassa por meio de diferentes técnicas (Stewart,
2017). As técnicas microbioldgicas, como o método de coloragdo com azul de metileno
(EBC, 1962) para analise de viabilidade, os testes de poder de acidificagdo (Gabriel, 2008)
e estimativa do estado fisiolégico de leveduras baseado no corante resazurina para analise
da vitalidade (Moraes, 2017) s&o comumente usados. Entretanto, os métodos
convencionais para a avaliacdo da viabilidade e da vitalidade de leveduras ndo permitem
acompanhar em tempo real as mudancgas fisiolégicas que acontecem na biomassa durante
a fermentacgéo cervejeira, bem como ha a necessidade de equipamentos laboratoriais e
técnicos treinados. Além disso, dentro de uma cervejaria, ha a necessidade de empregar
técnicas que sejam diretas e rapidas e, por isso, ha uma busca constante por maneiras

eficientes de classificar a viabilidade e determinar a vitalidade das células.

1.4. A biologia sintética e a tecnologia de leveduras armadas
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Considerando a busca por solugbes para a determinagcdo da viabilidade e da
vitalidade da biomassa de leveduras, a biologia sintética pode fornecer as ferramentas
necessarias para o desenvolvimento de novas tecnologias de monitoramento da fisiologia
celular durante a fermentacg&o cervejeira.

A biologia sintética € uma area emergente de pesquisas basica e aplicada que
utiliza principios de engenharia, como a abstragdo e a modularizagdo de componentes (ou
‘partes”) para o desenho de sistemas biologicos complexos. Em sua esséncia, cada
componente ou "parte" codificado por uma sequéncia de DNA (como um promotor, um
terminador ou um quadro aberto de leitura) pode ser considerado como um elemento
individual e passivel de modularizagdo, permitindo que essas partes individuais possam
ser combinadas em diferentes arranjos para produzir novos “dispositivos” (por exemplo,
genes) (Ellis, 2011). A combinagdo de diferentes dispositivos da origem a sistemas de
expressado mais complexos e que, em condigdes fisiologicas pré-determinadas, como nos
diferentes estresses celulares induzidos pela fermentagdo cervejeira, gerem respostas
previsiveis. Neste sentido, métodos mais eficientes para a combinacdo de partes e
dispositivos de DNA tornam-se necessarios, destacando-se dois métodos: Golden Gate e
Gibson Assembly. O métodos Golden Gate (Engler, 2008) permite que partes e
dispositivos sejam ligados entre si e em uma ordem pré-determinada utilizando sitios para
endonucleases de restricdo do tipo IIS (Engler, 2009). J& o método de concatenagao de
fragmentos de DNA (também chamado de “método de montagem de Gibson” ou, do inglés,
“‘Gibson Assembly”) permite concatenar até 15 partes ou dispositivos com base na
identidade de sequéncias, podemos unir quaisquer fragmentos de DNA com extremidades
cegas (coesivas) em uma unica reacao isotérmica, pela combinagdo das atividades
cataliticas de uma exonuclease, de uma DNA polimerase e de uma DNA ligase, sem gerar
nenhuma cicatriz (Gibson, 2009).

Dessa maneira, por meio de ferramentas computacionais e conceitos de biologia
sintética, € possivel desenhar sistemas de expressdao génica que, em condi¢cdes de
fermentacdo cervejeira, possibilitem as linhagens de leveduras expressarem, em sua
parede celular, proteinas reporteres do estado fisiologico da célula por meio da tecnologia
arming yeasts (ou "leveduras armadas" em traducgao livre para o portugués).
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A tecnologia de leveduras armadas é uma estratégia baseada na exposicéo de
peptideos ou proteinas de interesse na superficie celular de leveduras (Andreu, 2018).
Desde que os primeiros experimentos usando essa estratégia foram feitos, obteve-se um
grande numero de aplicagdes bem-sucedidas (Figura 1), todas envolvendo a introdugéo,
nas células, de genes de fusdo que continham regides codificadoras para um peptideo
sinal, uma proteina ancora e a proteina de interesse a ser exposta (Kuroda, 2014).
Inimeras proteinas de ancoramento sao utilizadas como sistema de exposi¢ao, a maioria
podendo ser classificadas em dois grandes grupos de acordo com o mecanismo de adeséo
a parede celular: (i) proteinas de ligacdo ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), onde uma
estrutura glicolipidica € incorporada a regido hidrofobica C-terminal dessas proteinas no
reticulo endoplasmatico, como Sed1/Sip1, Cwp2, Sip1 e Aga1/Aga2 (Andreu, 2018) e (ii)
proteinas com repeticdes invertidas (proteinas Pir), covalentemente associadas com a
parede celular por meio de residuos de cisteina e glutamina, como Pir/CCW6 e Pir/CCW5
(Yang, 2014).
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Figura 1. Panorama de aplicagbes para a tecnologia arming yeasts (adaptado de Andreu,
2018).
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Dentre as diferentes proteinas e complexos utilizados na tecnologia de leveduras
armadas, aquelas que empregam a proteina alfa-aglutinina estdo entre as mais flexiveis
quanto a forma de exposi¢ao da proteina heterdloga na superficie da célula. A a-aglutinina
€ uma glicoproteina de parede celular que atua na adesdo celular em leveduras e é
composta por duas subunidades chamadas de Aga1p, a subunidade de ancoramento a
parede celular, e Aga2p, a subunidade de elemento de adesao (Cappellaro, 1994). Ambas
as subunidades se mantém ligadas por duas pontes dissulfeto internas, o que permite que
tanto a porgao N-terminal como a porgao C-terminal de Aga2 possam servir de plataforma
para a expressao e exposi¢cao de proteinas heterdlogas de interesse na superficie das
células (Cappellaro, 1994), conforme mostrado na Figura 2.

Porgao C-terminal

Porgio N-terminal ’.\—/

Superficie Celular de Leveduras

Figura 2. Esquema de organizagao de fusao das subunidades Aga1 e Aga2 da proteina

a-aglutinina de leveduras.

Desta maneira, a ideia central desse projeto foi a de empregar técnicas de biologia
sintética para a geragdo de um sistema de monitoramento da viabilidade e da vitalidade
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celular de leveduras cervejeiras empregando o complexo heterodimérico Aga1/AgaZ2
fusionado a proteina fluorescente verde (GFP). Para tanto, um sistema de expressao
induzido por etanol (denominado de YSP) foi inicialmente desenhado in silico e
posteriormente sintetizado in vitro, consistindo em um promotor sintético minimo derivado
do gene CYC1, da propria S. cerevisiae, fusionado a montante com elementos de DNA
responsivos a choque térmico e etanolico derivados do gene SSA4 de S. cerevisiae
(Boorstein, 1990). Esta construgao, por sua vez, contém a jusante ao promotor sintético a
regido codificadora para a fusdo Aga2 e GFP, bem como para a subunidade Aga1, ambas

clonadas separadamente em vetores bifuncionais para leveduras e bactérias.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Obter uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae que, em condi¢des de estresse
fermentativo cervejeiro, seja capaz de expressar uma proteina fluorescente na sua
superficie e, de forma visual, indicar a sua viabilidade e vitalidade para um potencial

reuso na fabricacao de cervejas.

2.2. Objetivos Especificos

. Desenhar in silico e, por meio de sintese comercial de DNA, obter os plasmideos
pYSP, o qual contém o promotor sintético responsivo a estresse etandlico YSP
(HSEssa4::Pcycr::Tcye1) € pAGA2, contendo a sequéncia codificadora para a fusdo
AGAZ2::GFP sob regulagao transcricional do promotor YSP.

. Amplificar, por reagdo em cadeia da polimerase de alta fidelidade, a sequéncia
codificadora para AGA71 do genoma de S. cerevisiae e clonar em pYSP para a
obtencao do plasmideo pAGA1.

. Obter os vetores bifuncionais para leveduras e bactérias pAGA1Y e pAGA2Y para
expressao dos sistemas YSP::AGA1 e YSP::AGA2::GFP em levedura.



24

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Procedimentos de bioinformatica

3.1.1. Desenho in silico dos dispositivos de expressao YSP e YSP::AGA2::GFP
(AGA2::GFP)

As sequéncias de DNA correspondentes as diferentes partes dos dispositivos
HSE::Pcycr::Teyer (aqui designado de YSP ou Yeast stress promoter) e AGA2::GFP
(Tabela 1) foram obtidas do banco de dados Saccharomyces Genome Database
(https://www.yeastgenome.org) e iGEM Parts - Yeast (http://parts.igem.org/Yeast).

Tabela 1. Partes (biobricks) utilizados nas construgdes dos sistemas pYSP, pAGA1 e
pAGA2Z2.

Partes de DNA Descrig¢ao Origem e numero de acesso

Elemento de choque térmico da proteina

HSEssas SSA4 de S. cerevisiae SGD (5000000905)
Pever Promotor minimo derivado do gene Pcycy iGEM (BBa K105027)
Tever Terminador minimo derivado do gene iGEM (BBa K2637017)
Teyer
AGAT Subunidade de ancoragem de a-aglutinina SDG (S000005327)
AGA2 Subunidade de adesé&o de a-aglutinina SDG (S000003000)
Linker (Gly4Ser)3  conector para fusdo de proteinas iGEM (BBa_K416001)
3xHA Sequéncia de reconhecimento para o iGEM (BBa K3002017)
anticorpo anti-HA
GFP Proteina fluorescente verde iGEM (BBa_K1486034)

Estas partes de DNA foram, por sua vez, combinadas in silico para a formag¢ao dos
dispositivos YSP e AGA2::GFP usando o] programa SnapGene

(https://www.snapgene.com), seguindo os parametros padrado do préprio soffware. Uma

vez gerados os dispositivos, foram desenhados os vetores pYSP (pUC57-simple contendo
o dispositivo YSP) e pAGA2 (pUCS7-simple contendo o dispositivo AGA2::GFP).
Posteriormente, ambos vetores foram obtidos da empresa GenScript Corporation
(Piscataway, USA) e a qualidade das sequéncias sintetizadas foi aferida pela propria
empresa (Anexo 1).
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3.1.2. Desenho in silico dos plasmideos pAGA1, pAGA1Y e pAGA2Y pelo método
de Gibson e geracéao de oligonucleotideos com extremidades complementares

O desenho dos plasmideos pAGA1, pAGA1Y e pAGA2Y (Figuras 3A a C) foi feito
in silico usando o procedimento de concatenagao de fragmentos de DNA ou método de
Gibson implementado no software SnapGene (htips://www.snapgene.com). Para o
desenho do plasmideo pAGA2Y (Figura 3A), o dispositivo AGA2::GFP, derivado de
pAGA2, foi inserido no plasmideo pRS306H clivado com a endonuclease de restricdo

Smal. Seguiu-se entdo para a clonagem da sequéncia codificadora para a proteina Aga1
no plasmideo pYSP clivado com PspOMI, gerando o plasmideo pAGA1 (Figura 3B). Em
sequéncia, procedeu-se com a clonagem do fragmento HSE::Pcycs::AGA1::Tcycr de
pAGA1 no plasmideo pRS306K clivado com Smal, gerando o plasmideo pAGA1Y (Figura
3C). Para todos os plasmideos obtidos in silico pelo método de Gibson foram gerados
oligonucleotideos com sobreposicdo de extremidades (Tabela 3) que, posteriormente,
foram sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies na concentragdo de100 nM

e purificagao padrao.
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PAGA2Y
7488 bp
A
A GIBSON | Insert at Flip, overlap and insert
GIBSON [ nsert at Overlap and insert ASSEMBLY |PspOMI (648) 1..2270
ASSEMBLY | Smal (630) 1..1788

PspOMI
—T
T [ ou ]
“m PspOMI PspOMI
PSSA4(42 bp) CYC1 terminator Fragment
v
CYC1 min promoter AGA2 Linker (Gly4Ser)3 b v
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323709
PRS306H
5780 bp
Amplify 1 .. 2190 using:
INSERT [Insert at PCR
BASES |910 Fragment.FOR
Amplify 1 .. 1708 using: Fragment.REV
PCR | Fragment.FOR
Fragment.REV
—
T 190
PSSA4(42 bp) CYC1 terminator “‘
C CYC1 min promoter AGA2 Linker (GlydSer)3
PspOMI PspOMI
NS,EOQEAZ PspOMI/AGA1/PspOMI
»
219089
pYSP
319559
INSERT [ nsert at
BASES [2184
PAGALY —————
8255 bp. 2104
PspoMI
A
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INSERT [ Insert at
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[———
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sssss

PCR | eragment.FOR
Fragment.REV

rmpnfy 1..2701 using:

PSSA4(42 bp) ©YC1 terminator
HSE SSA4 CYC1 min promoter

HSE AGA1
2701 bp

Figura 3. Diagrama esquematico resultante da geragéo os plasmideos pAGA2Y, pAGA1
e pAGA1Y pelo software SnapGene. (A) O dispositivo AGA2::GFP de pYSP, aqui mostrado
como o fragmento YSP::AGA2::GFP de 1788pb, apds amplificagdo por PCR, inserido em
pRS306H clivado pela endonuclease de restricdo Smal, gerando o plasmideo pAGAZ2Y.
(B) O fragmento AGA1, apos amplificagéo por PCR, de 2193pb, inserido em pUC57-simple

clivado pela endonuclease de restricdo PspOMI, gerando o plasmideo pAGA1. (C) O
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fragmento HSE::Pcyc1::AGA1:: Tcycr de pAGA1, de 2781pb, apds amplificacdo por PCR,
inserido em pRS306K clivado pela endonuclease de restrigdo Smal, gerando o plasmideo
pAGA1Y.

3.2. Procedimentos de microbiologia e de biologia molecular

3.2.1. Microrganismos e condi¢des de cultivo

As linhagens de S. cerevisiae (Tabela 2) foram cultivadas em meio completo YEPD
(10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de bacto-peptona e 20 g/L de glicose), e para o meio
solido foram adicionados 20 g/L de bacto-agar. Ja a linhagem de E. coli (Tabela 2) foi
cultivada em meio liquido LB (10 g/L de triptona, 5g/L de extrato de levedura, 10 g/L de
NaCl) e para o meio sdlido foram adicionados 15 g/L de bacto-agar. Os meios LB liquido
e solido foram acrescidos de ampicilina na concentragao de 100 pg/L quando usados para
a selecao e crescimento de células de E. coli transformadas com os plasmideos listados

na Tabela 3.

Tabela 2. Linhagens de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae empregadas
neste trabalho.

Linhagem Espécie Genétipo Referéncia
- MATa; his3A1; leu2A0;
BY4742 Saccharomyces cerevisiae lys2 AGO : IL;Sra3 Aoeu Brachmann, 1998
MATa/MATaq; leu2-3,112;
W303 Saccharomyces cerevisiae  trp1-1; can1-100; ura3-1; Matheson, 2017
ade2-1; his3-11,15; [phi+]
o fhuA2 A(argF-lacZ)U169 )
NEB® 5-alpha phoA ginV44 ®80 New England Biolabs

Competent E. coli  Escherichia coli
(High Efficiency)

(catalogo numero

A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 C2987H)

relA1 endA1 thi-1 hsdR17

3.2.2. Solugdes e procedimentos basicos de biologia molecular

Os procedimentos basicos para a manipulagédo de acidos nucléicos (digestdo com
enzimas de restricdo, analise e isolamento de fragmentos de DNA em géis de agarose,
formulacdo de tampdes, entre outros foram realizados de acordo com os protocolos
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descritos no Current Protocols in Molecular Biology

(https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/journal/19343647).

3.2.3. Oligonucleotideos, reagdes em cadeia da polimerase de alta fidelidade e
técnica de clonagem por concatenagao de fragmentos de DNA (Gibson Assembly)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de alta fidelidade foi feita utilizando o kit
Q5% High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs, catalogo numero M0492S)
seguindo o protocolo: 12,5 pL de Q5 High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs),
1,25 pL de cada oligonocleotideo na concentragdo de 10 puM (Integrated DNA
Technologies) e quantidades variaveis de DNA menores que 1000 ng. As reagdes finais
foram de 25 pL completadas com agua livre de nucleases (New England Biolabs) e
acrescidas de 1,25 yL de DMSO 100 % (New England Biolabs). As condigdes de PCR
incluiram um passo inicial de desnaturagao do DNA a 94 °C por 30 s, seguido de 35 ciclos
com um passo de desnaturacido a 94 °C por 10 s, um passo de anelamento a temperaturas
variadas por 30 s, um passo de extensdo a 72 °C por 1 min e 45 s, seguido por um passo
de extensao final a 72 °C por 2 min. Para amplificagdo de Aga1 a partir do genoma das
linhagens de S. cerevisiae W303 e BY4742 (Tabela 2) e do dispositivo AGA2::GFP de
pAGAZ2Y foi utilizado uma temperatura de anelamento de 60 °C. Para amplificagdo do
dispositivo AGA2::GFP de pAGA2 e de HSE::Pcyc1::AGA1::Tcycr de pAGA1 foi utilizado
uma temperatura de anelamento de 65 °C. A amplificagdo de AGA2::GFP exigiu uma
reacao anterior pela endonuclease de restricdo EcoRV para obtencdo do amplicon.

Por sua vez, as reagdes de concatenacédo de fragmentos de DNA (Gibson, 2009)
foram feitas utilizado o kit Gibson Assembly® Cloning Kit (New England Biolabs, catalogo
numero E5510S) seguindo o protocolo como descrito: 10 pyL de Gibson Assembly Master
Mix 2%, 3,5 yL (aproximadamente 0,25 pmol) do vetor de interesse previamente clivado
(pYSP, pRS306H e pRS306K) e 6,5 uL (aproximadamente 0,5 pmol) do fragmento de
interesse a ser clonado (Aga1, AGA2::GFP e HSE::Pcyc1::AGA1::Tcycr) previamente

amplificado como descrito acima.
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Tabela 3. Oligonucleotideos usados neste trabalho.

Nome

Descrigao

Sequéncia (5°—3’)

Referéncia

pUC57_AGA1_F

pUC57_AGA1 R

pUC57_AGA2_F

pUC57_AGA2_R

pRS306K_AGA1_F

pRS306K_AGA1_R

pRS306H_AGA2_F

pRS306H_AGA2 R

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA1 com sobreposicdo de extremidade de
ligagdo ao pYSP no sentido 5'-> 3'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA1 com extremidades de ligagao ao pUC57-
simple no sentido 3'-> 5'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA2 com sobreposicdo de extremidade de
ligagdo ao pYSP no sentido 5'-> 3'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA2 com extremidades de ligagao ao pUC57-
simple no sentido 3'-> 5'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA1 com extremidades de ligagdo ao
pRS306K no sentido 5'-> 3'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagéo
de AGA1 com extremidades de ligagdo ao
pRS306K no sentido 3'-> 5'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA2 com extremidades de ligagdo ao
pRS306H no sentido 5'-> 3'

Oligonucleotideo empregado para a amplificagédo
de AGA2 com extremidades de ligagdo ao
pRS306H no sentido 3'-> 5'

TAAATTACTATACTTCTATTCGGCGTTGA
CCTGGAACGGGGGGCCCATGACATTAT
CTTTCGC

CTTTTCGGTTAGAGCGGATGGATTCCAC
GATACCCTGCAGGGGCCCTTAACTGAAA
ATTACATTGCA

TAAATTACTATACTTCTATTCGGCGTTGA
CCTGGAACGGGGGGCCCATGCAGTTAC
TTCG

CTTTTCGGTTAGAGCGGATGGATTCCAC
GATACCCTGCAGGGGCCCCTAGTCGAC
CTAT

TGGATCTGAAGCTTCGTACGCTGCAGGT
CGACGGATCCCCTATCTTTTGCCCGGTG
AGTTGTTACTT

CGAGGCAAGCTAAACAGATCTGGCGCG
CCTTAATTAACCCCTTCGAGCGTCCCAA
AACCT

TGGATCTGAAGCTTCGTACGCTGCAGGT
CGACGGATCCCCTATCTTTTGCCCGGTG
AGTTGTTACTT

CGAGGCAAGCTAAACAGATCTGGCGCG
CCTTAATTAACCCCTTCGAGCGTCCCAA
AACCT

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

3.2.4. Procedimentos para transformacdo e isolamento de plasmideos de

Escherichia coli

Os plasmideos pYSP, pAGA2 e pAGA1 foram transformados na linhagem NEB® 5-

alpha Competent E. coli (Tabelas 2 e 3)

(https://www.addgene.org/protocols/bacterial-transformation/).

pelo método de choque térmico

Os

potenciais

transformantes foram semeados em placas de Petri contendo meio LBA sdlido e as placas
foram incubadas a 37 °C por 18 h. As colbnias resultantes de E. coli foram, entdo,
inoculadas em meio liquido LBA e crescidas a 37 °C por 18 h em incubadoras de
temperatura controlada e com agitacdo a 200 RPM para posterior isolamento dos
plasmideos. O kit Monarch Plasmid Miniprep (New England Biolabs, catalogo numero
T1010S) foi utilizado para o isolamento de plasmideos em pequena escala a partir de cinco

mL de cultura liquida das linhagens transformadas de E. coli, conforme as instru¢des do
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fabricante. Por sua vez, o kit ZymoPURE™ || Plasmid Midiprep (Zymo Research, catalogo
numero D4200) foi utilizado para o isolamento de plasmideos a partir de culturas de 50 mL
das linhagens de E. coli transformadas, também conforme as instrugdes do fabricante. A
qualidade das mini e midi-preparagdes plasmideais foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) em tampao TBE 1x por 60 min a 50 V. Os plasmideos foram, entéo,
quantificados por espectrofotometria usando absorbancia a 260 nm (Azeo) € a presenga de
contaminagao proteica foi avaliada por absorbancia a 280 nm (A2go). Os plasmideos foram
armazenados a -20 °C para posterior uso.

3.2.5. Procedimentos para isolamento do genoma total de Saccharomyces
cerevisiae

O genoma total as linhagens de S. cerevisiae BY4742 e W303 (Tabela 2) foram
extraidos utilizando o kit YeaStar™ Genomic DNA (Zymo Research, catalogo numero
D2002). Para tanto, as linhagens foram recuperadas do armazenamento a -80 °C e
semeadas em placas de Petri contendo meio YEPD, seguido de incubagao a 28 °C por
72 h. As colbnias resultantes de S. cerevisiae foram inoculadas em 50 mL meio liquido
YEPD e crescidas a 28 °C por 48 h em incubadoras de temperatura controlada e com
agitacdo a 200 RPM. A partir de 3 mL de cultura liquida de cada linhagem, as extra¢des
de genoma total foram realizadas conforme as instru¢gées do fabricante. A concentragéo
de R-Zymoliase utilizada foi de 1 mg/mL. A quantidade de DNA total extraido foi aferido
por espectrometria usando absorbancia a 260 nm (A2so).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo compreende duas partes principais: a primeira parte (item 4.1), que
corresponde aos procedimentos in silico usados para a geragao de oligonucleotideos,
dispositivos e dos sistemas de DNA, e a segunda parte (item 4.2 ao item 4.4), que
corresponde aos procedimentos de biologia molecular realizados com base nas

simulagdes in silico.

4.1. Prospeccao de sequéncias e desenho dos plasmideos pAGA2Y, pAGA1 e
pAGA1Y

A partir das diferentes partes de DNA prospectadas neste trabalho (Tabela1),
iniciou-se com o desenho de um dispositivo padrdo para a expressao de sequéncias por
meio de estresse fermentativo, denominado de Yeast Stress Promoter ou YSP
(HSE::Pcycr::Teyer). O dispositivo YSP € composto pelo promotor e terminador minimo
derivados do gene CYC1 de Saccharomyces cerevisiae, trés HSEs derivados do gene
SSA4 de Saccharomyces cerevisiae a montante do promotor, e duas sequéncias de DNA
aleatorias entre o promotor e o terminador (Figura 4). O promotor CYC1 (Pcyc1) € um
promotor constitutivo de 103 pares de bases (pb) que pode ser modulado por diferentes
combinagbes de sequéncias de ligacdo para fatores transcricionais ativadores e
repressores 0 que O torna uma sequéncia regulatoria que pode ser facilmente
modularizada e integrada com outras partes de DNA de interesse (Redden, 2015). Nesse
trabalho, buscou-se modular a expressdo do Pcycs por meio da adigdo de os HSEs
derivados do gene SSA4, cujo gene é altamente induzido em termos transcricionais apos
a exposicao das células de leveduras a estresse térmico e etandlico. E importante ressaltar
que as sequéncias HSEs de SSA4 encontram-se molecularmente bem caracterizados e
foram previamente utilizados para modular a atividade de Pcycs (Boorstein, 1990; Young,
1993). Para garantir uma maior sensibilidade e responsividade do promotor frente a um
potencial estresse fermentativo cervejeiro, foram adicionadas trés sequéncias HSEs de
SSA4 a montante ao Pcycs (Figura 4). Além disso, adicionou-se uma sequéncia de 42 pb
do promotor de SSA4 a montante do primeiro HSE de SSA4 para fins de desenho dos
oligonucleotideos empregados para a geragao de amplicons por PCR de alta fidelidade.

Por fim, adicionou-se o terminador CYC1 (Tcyc1) de S. cerevisiae.
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Para garantir a modularidade das diferentes partes de DNA componentes dos
dispositivos YSP, AGA1 e AGA2:.GFP , adicionaram-se sitios de restricdo para a
endonuclease EcoRV nas extremidades da construcéo (Figura 4), e um sitio de restricdo
para PspOMI entre as sequéncias aleatérias (Figura 4), o que possibilita a insergéo de
fragmentos de DNA de interesse para expressao heter6loga de diferentes sequéncias
codificantes de interesse sem retirar nenhuma ORF de fase de leitura. Por fim, a
construcdo foi inserida dentro do vetor pUCS57-simple, gerando o vetor aqui chamado de
pYSP.

(PspOMI)
(108) AciL (217) PspOMI | Apal (221)
CBSHI (90) Apol (216) PstI || BanII

(13) BpuEl (72) BsrGI (212) ssf:;! ::-ﬁlssox
(65) Miul (141) Acul BsaBI (522)
(0) Start AfITII Eco57MI  (191) BsrBI || HincIr (234) SspI (294)  BSiHKAI (340) (478) BsrDI End (527)

007 2007 3007 2007 5007
CYC1 terminator ] CYCL min | <m <4mm

EcoRV HSE SSA4 HSE SSA4 HSE SSA4 pSSA4(42 bp)
Sequéncia Aleatéria Sequéncia Aleatéria EcoRV

YSP
527 bp

Figura 4. Mapa de restricao da sequéncia sintética YSP (HSE::Pcycr:: Tever).

Os sitios unicos para endonucleases de restricao estao indicados no mapa em negrito. O
sitio para a endonuclease de restricao PspOMI, que possibilita a inser¢gao de fragmentos
de DNA de interesse para expressao heterdloga, esta indicada por uma caixa roxa no
mapa. Duas sequéncias aleatérias de DNA, que permitem o0 seu uso para técnicas de
clonagem livres de DNA ligase ou por concatenagao de fragmentos (técnica de clonagem
de concatenagao de fragmentos de DNA), foram inseridas flanqueando o sitio para a
endonuclease de restricado PspOMI. Por fim, as sequéncias promotoras e terminadoras do
gene CYC1, as sequéncias para a ligacao de fatores transcricionais modulados por choque
térmico do gene SSA4 (HSE SSA4), assim como um pequeno fragmento de DNA oriundo
do promotor SSA4 (Pssa4) de Saccharomyces cerevisiae para fins de desenho dos
oligonucleotideos empregados para a geragao de amplicons por PCR de alta fidelidade,

estdo indicados no mapa.

Apd6s o desenho do dispositivos YSP (Figura 4), passou-se ao desenho da
construgdo da aqui chamada AGA2::GFP (GFP::AGA2::HA) (Figura 5). O dispositivo
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AGAZ2::GFP contém uma fusao das sequéncias codificadoras para as proteinas AGAZ2 de
S. cerevisiae para a proteina de fluorescéncia verde GFP, além de uma sequéncia
codificadora para o epitopo 3xHA, entre as sequéncias aleatorias da construgido YSP
(Figura 5). A proteina AGA2, sendo um dual display (Lim, 2017), permite a utilizagdo das
porcdes N-terminal e C-terminal para a expressao de proteinas e peptideos de interesse.
Além disso, foram utilizados linkers de (GlysSer)s para garantir uma menor probabilidade
de impedimentos estéricos. Para garantir a modularidade do dispositivo AGA2::GFP,
inseriam-se sitios para endonucleases de restricdo capazes de clivar cada parte do
dispositivo, tais como Pstl, para a modularizagao de 3xHA e Sall, para a modularizagao
de GFP. O dispositivo AGA2::GFP foi inserido em um vetor pUC57-simple, gerando o vetor
aqui chamado de pAGAZ2.

retirada do peptideo sinall (1441) Pvull Bgeyy (1444)
MspA1l | PspFI (1448)

CYC1 min promoter e
- (410) Pfol (1417) DrdI | Sall
(185) BsiHKAI Aatil . (1414) EcoBPI:I (Stop codon)
(HSE SSA4) (408) Zral (931) Sty. (1403) Bsa ‘
- SE=== Btgl (1215) BstZ171  (1387) BstBI | SbfI (1502)
(HSE §5A4] Pstl NcoI (1155) Dral (1346) Btgzl BsrBI (1523)
(HSE SSA4} (358) Btsal (812) BpmI (1090) Pmix (1325) Mfel MIul (1645)
(0) Start (PspOMI Sall BsaAI  (1254) Hpal [ | End (1708)
| | \
So0T 10007 15007
D) B D) (> EEY I o “SIl CrCi terminator 2
PSSA4(42 bp) | AGA2 |
Sequéncia Aleatéria Linker (Gly4Ser)3 Linker (Gly4Ser)3 PspOMI Sequéncia Aleatéria

Peptideo Sinal

AGA2::GFP
1708 bp

Figura 5. Mapa de restricdo da sequéncia sintética AGA2::GFP (GFP::AGA2::HA).

Os sitios unicos para endonucleases de restricdo estao indicados no mapa em negrito.

O gene codificador da proteina AGA2 aparece indicado no mapa, flanqueado por linkers
de (GlysSer)s que garantem possiveis impedimentos estéricos. Uma etiqueta do tipo 3xHA
para uso em ensaios de imunofluorescéncia aparece a montante de AGA2, bem como a
sequéncia codificadora para a proteina GFP, aparece a jusante de AGA2. O peptideo sinal
de AGAZ2 aparece indicado a montante de 3xHA. O sitio para a endonuclease de restricao
PspOMI, que possibilita a insercdo de partes de DNA de interesse para expressao
heter6loga, esta indicada por uma caixa roxa no mapa. As sequéncias promotoras e
terminadoras do gene CYC1, bem como as sequéncias para a ligacdo de fatores
transcricionais modulados por choque térmico do gene SSA4 (HSE SSA4) e um pequeno
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fragmento de DNA oriundo do promotor SSA4 (Pssa4) de Saccharomyces cerevisiae estéo

indicados no mapa.

A partir das construgcdes acima apresentadas, deu-se inicio as simulagdes in silico
de clonagem por concatenagao de fragmentos de DNA (técnica de Gibson), (ver item 3.2.3
da secao “Materiais e Métodos”). Estas simulag¢des possibilitam avaliar a organizagao dos
diferentes dispositivos de DNA, bem como gerar os oligonucleotideos necessarios para a
realizacao da técnica de Gibson.

A primeira simulagdo foi realizada com a clonagem in silico do fragmento
HSE::Pcycr::HA::AGA2::GFP:: Tcycr de pAGA2 no plasmideo pRS306H (Taxis, 2006),
gerando o plasmideo pAGA2Y (Figura 6). O plasmideo resultante pAGA2Y é um vetor
bifuncional de levedura e bactéria e que promove a resisténcia a ampicilina (bactérias) e

a higromicina (leveduras).



35

(535) XcmlI
(353) Bsgl
AmpR promoter
(7096) XmnI

(6497) AhdI

lac promoter!|
T
— _\

T3 promoter

(5210) KpnI —
(5206) Acc65I —

T7 promoter

(4870) Nael
(4868) NgoMIV

=
/
(4438) Nsil //
(4040) BspDI - ClaI

(4031) Sacl
(4029) Eco53kI

(3999 .. 4019) Fragment.REV
CYC1 terminator

(3778) BmeT110I
(3777) Aval - BsoBI - PaeR7I - XhoI

(3530) SacII
(3158) RsrII

Fragment.FOR (591 .. 657)

HindIII (599)
BsiWI (605)
pSSA4(42 bp

HSE SSA4

HSE SSA4!

HSE SSA4

(Sequéncia Aleatéria)
PspOMI
(AGA2]
PstI
_——13xHA
— PstI
o Linker(Glydsens
(retirada do peptideo sinall
(Linker (Gly4Ser)3!
Sall
PmII (1720)

Hpal (1884)
Mfel (1955)
BstBI (2017)

Sall
(Sequéncia Aleatdéria)
CYC1 terminator]

PaclI (2346)
AscI - BssHII (2351)
BgIII (2358)

Fragment.REV (2319 .. 2378)

BStEII (2388)
BstXI (2405)
BmgBI (2441)

PshAI (2777)
AsiSI (3114)

Figura 6. Mapa de restricdo do plasmideo pAGAZ2Y. Os sitios unicos para endonucleases
de restricdo estdo indicados no mapa em negrito. O plasmideo pAGA2Y é um plasmideo
recombinante gerado a partir da clonagem do dispositivo
HSE::Pcycr::HA::AGA2::GFP::Tcyc1  no pRS306H. Os
oligonucleotideos gerados a partir da técnica de Gibson in silico estao indicados no mapa

do plasmideo (“Fragment.FOR” e “Fragment.REV”).

plasmideo  bifuncional

Por sua vez, a clonagem da sequéncia codificadora para a proteina Agal em pYSP
clivado com PspOMI ¢ indicado na Figura 7, gerando o plasmideo de E. coli pAGA1.
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Figura 7. Mapa de restricdo do plasmideo pAGA1. Os sitios unicos para endonucleases
de restrigdo estdo indicados no mapa em negrito. O plasmideo pAGA1 é um plasmideo
recombinante gerado a partir da clonagem da sequéncia codificadora para a proteina Aga1
(AGAT) no vetor pYSP. A sequéncia AGA171 aparece indicada no mapa. Os
oligonucleotideos gerados a partir da técnica de Gibson in silico estao indicados no mapa

do plasmideo (“Fragment.FOR” e “Fragment.REV”).

Em seguida, o fragmento HSE::Pcyc1::AGA1::Tcycr de pAGA1 foi transferido para o
plasmideo pRS306K (Taxis, 2006) clivado com Smal, gerando o plasmideo bifuncional
pAGA1Y (Figura 8) e que confere resisténcia a ampicilina (bactérias) e a geneticina

(leveduras).
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Figura 8. Mapa de restricdo do plasmideo pAGA1Y. Os sitios unicos para endonucleases
de restricdo estdo indicados no mapa em negrito. O plasmideo pAGA1Y é um plasmideo
recombinante gerado a partir da clonagem do dispositivo HSE::Pcyc1::AGAT:: Tcycr de
pAGA1 no vetor bifuncional pPRS306K. Os oligonucleotideos gerados a partir da técnica de
Gibson in silico estdo indicados no mapa do plasmideo (“Fragment.FOR” e
‘Fragment.REV”).

4.2. Amplificacdo de AGA2::GFP e obtengao de pAGA2Y

Uma vez recebido o vetor pAGA2, procedeu-se com a construgdo do plasmideo
pAGA2Y, conforme descrito no item 3 do item “Materiais e Métodos”. Sendo assim, o
dispositivo AGA2::GFP foi inicialmente amplificado por PCR de alta fidelidade a partir de
pAGAZ2 usando os oligonucleotideos pUC57_AGA2_F e pUC57_AGA2_R (Tabela 3),
resultando em um amplicon com extremidades coesivas a pRS306H (Figura A1 em
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“Anexos”), seguido pela clonagem do amplicon no vetor receptor pPRS306H pela técnica
de Gibson e gerando o plasmideo bifuncional pAGA2Y. Os potenciais vetores pAGA2Y,
assim gerados experimentalmente, foram validados por meio de analise de restricdo de
fragmentos de DNA (Figura 9A) e PCR convencional (Figura 9B), também usando os
oligonucleotideos pUC57_AGAZ2_F e pUCS57_AGAZ2_R (Tabela 3).

A B

G 1,27 kb

Figura 9. Validagao dos potenciais vetores pAGA2Y. Em (A) analise em eletroforese de

gel de agarose 1% (p/v) do padrao de fragmentos de restricdo dos plasmideos pAGA2Y
(canaleta 1), pRS306H (canaleta 2) e pAGA2 (canaleta 3) submetidos a digestdo com a
endonuclease Pstl. Em (B) analise do amplicon AGA2 em eletroforese de gel de agarose
1 % (p/v) dos vetores pAGA2Y (canaleta 2) e pRS306H (canaleta 3). A canaleta 1
corresponde ao controle negativo do PCR. O amplicon de AGA2 possui um tamanho de
1277 pb (1,27 kb). Legenda: marcador de tamanho molecular (MW), em kilobases (kb).

A analise de restrigdo de pAGA2Y pela clivagem com a endonuclease de restrigcdo
Pstl mostra a clara diferenca entre o padrdo de bandas de pAGA2Y, do plasmideo vazio
pRS306H e do plasmideo de origem do fragmento pAGAZ2 (Figura 9A). Entretanto, o
padrdao de bandas de pAGA2Y a partir da sua digestdo com Pstl ndo se mostrou no

tamanho esperado. O padrdo de bandas esperado para as trés analises de restricao
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(Figura 10), quando comparado ao obtido (Figura 9A) é muito similar, porém as bandas
de pAGA2Y estdo em alturas diferentes. Nossas hipdteses giram em torno de problemas
com a prépria endonuclease de restricdo, Pstl, que provavelmente esta digerindo
parcialmente o plasmideo pAGAZ2Y. Para confirmar de fato que o dispositivo AGA2::GFP
foi clonado em pRS306H, foi realizada uma analise por PCR dos plasmideos candidatos
para AGA2 (Figura 9B), indicando que, efetivamente, o plasmideo bifuncional pAGA2Y
foi obtido.

1.0 % agarose

Figura 10. Simulagdo em gel de agarose 1% (p/v) do padrédo de restrigao de pAGA2Y
(canaleta 1), pPRS306H (canaleta 2) e pAGAZ2 (canaleta 3) quando submetidas a Pstl. Os
fragmentos esperados a partir de pAGA2Y clivado com Pstl sao 4790 pb, 1041 pb, 515 pb,
440 pb, 380 pb, 226pb e 96pb. Os fragmentos esperados a partir de pRS306H clivado com
Pstl sdo 4790 pb, 515 pb, 249 pb e 226 pb. Os fragmentos esperados a partir de pAGA2
clivado com Pstl sdo 3293 pb, 1041 pb e 96 pb. Legenda: marcados de tamanho molecular
(MW), em kilobases (kb).

4.3. Amplificacdo de AGA1 e obtencédo de pAGA1

A partir do DNA gendmico extraido das linhagens BY4742 e W303 de S. cerevisiae
(item 3, secado “Materiais e Métodos), procedeu-se para obtengédo do plasmideo pAGAT1,
primeiramente com a amplificacdo por PCR de alta fidelidade de AGA71 do DNA gendémico
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da duas linhagens com extremidades coesivas a pYSP por meio dos oligonucleotideos
pUCS7_AGA1_F e pUC57_AGA1_R (Tabela 3 e Figura A2, “Anexos”), seguido pela
clonagem do amplicon AGA1 no vetor pYSP e, assim, gerando pAGA1 (item 3, secéo
“‘Materiais e Métodos”). Os potenciais vetores pAGA1 gerados experimentalmente foram
validados por meio de analise de restricdo de fragmentos de DNA (Figura 11A) e PCR
convencional (Figura 11B) usando os oligonucleotideos pRS306K_AGA1_F e
pRS306K_AGA1_R (Tabela 3).

45,331 kb
A3237KD e ¢ 3,145 kb

Wl (2,781kb

N\ 3219k
N\ 2,184 kb

Figura 11. Validagdo experimental dos potenciais vetores pAGA1. Em (A) analise em
eletroforese de gel de agarose 1 % (p/v) do padrdo de fragmentos de restricdo dos
plasmideos pAGA1 (canaleta 1) e pYSP (canaleta 2) submetidos a digestdo com a
endonuclease PspOMI, e pAGA1 (canaleta 3) e pYSP (canaleta 4) submetidos a digestéao
com a endonuclease de restricdo Xbal. Os fragmentos de DNA correspondentes a pAGA1
possuem tamanhos de 3,239 kb e 2,184 kb quando clivado com PspOMI e 5,331 kb e 46
pb quando clivado com Xbal. Os fragmentos de DNA correspondentes a pYSP possuem
tamanhos de 3,237 kb quando clivado com PspOMI e 3,145 kb e 46 pb quando clivado
com Xbal. Em (B) analise em eletroforese de gel de agarose 1% (p/v) do produto de PCR
dos vetores pAGA1 (canaleta 2) e pYSP (canaleta 3). A canaleta 1 corresponde ao controle

negativo do PCR. O amplicon de pAGA1 possui um tamanho de 2,781 kb e o amplicon de
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pYSP possui um tamanho de 595 pb. Legenda: marcador de tamanho molecular (MW),

em kilobases (kb).

Como se pode ver nas Figuras 11A e 11B, o padrdo de bandas entre pAGA1 e
pYSP, tanto em analise com endonucleases de restricdo quanto por PCR, é diferente e
apresentou-se conforme o simulado in silico (Figura 12). A partir dos experimentos
mostrados acima, foi confirmada a clonagem do fragmento AGA1 em pYSP, gerando o
plasmideo pAGA1.

1.0 % agarose

Figura 12. Simulagcdo em gel de agarose 1 % (p/v) do padrao de restricdo de pAGA1
(canaleta 1) e pYSP (canaleta 2) submetidos a digestdo com a endonuclease PspOMI, e
pAGA1 (canaleta 3) e pYSP (canaleta 4) submetidos a digestdo com a endonuclease de
restricdo Xbal. Os fragmentos esperados de DNA correspondentes a pAGA1 possuem
tamanhos de 3,239 kb e 2,184 kb quando clivado com PspOMI e 5,331 kb e 46 pb quando
clivado com Xbal. Os fragmentos de DNA correspondentes a pYSP possuem tamanhos
de 3,237 kb quando clivado com PspOMI e 3,145 kb e 46 pb quando clivado com Xbal. Os
fragmentos de DNA correspondentes a pYSP possuem tamanhos de 3,237 kb quando
clivado com PspOMI e 3,145 kb e 46 pb quando clivado com Xbal. Legenda: marcados de
tamanho molecular (MW), em kilobases (kb).
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4.4. Amplificacdo de HSE::pCYC1::AGA1:: tCYC1 e obtencédo de pAGA1Y

Uma vez obtido o plasmideo pAGA1, procedeu-se com a constru¢cao do vetor
pAGA1Y (item 3, secéo “Materiais e Métodos”). Para tanto, amplificou-se por meio de PCR
de alta fidelidade o fragmento HSE::Pcyc1::AGAT:: Tcycs de pAGA1 com extremidades
coesivas a pRS306K (Figura 11B) usando os oligonucleotideos pRS306K_AGA1_F e
pRS306K_AGA1_R (Tabela 3), seguido pela clonagem do fragmento no vetor pRS306K
(Taxis, 2006) pela técnica de Gibson, gerando o plasmideo pAGA1Y. Os potenciais
plasmideos pAGA1Y foram validados por meio de analise de restricado de fragmentos de
DNA (Figura 13A) e PCR convencional (Figura 13B) usando os oligonucleotideos
pUC57_AGA1_F e pUC57_AGA1_R (Tabela 3).

» A = g s - - 2 B

P (2,27 kb

4 0,916 kb

Figura 13. Validag&o dos potenciais plasmideos pAGA1Y. Em (A) analise em eletroforese
de gel de agarose 1 % (p/v) do padrao de fragmentos de restrigao dos plasmideos pAGA1Y
(canaleta 1) e pRS306K (canaleta 2) submetidos a digestdo com a endonuclease PspOMI,
e pAGA1Y (canaleta 3) e pRS306K (canaleta 4) submetidos a digestdo com a
endonuclease de restricdo Haelll. Os fragmentos de DNA correspondentes a pAGA1Y
possuem tamanhos de 3,219 kb, 2,852 kb e 2,184 kb quando clivado com PspOMI e 2,184
kb quando clivado com Haelll. Os fragmentos de DNA correspondentes a pRS306K

possuem tamanhos de 5,554 kb quando clivado com PspOMI e 21 fragmentos que variam
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entre 916 pb e 11 pb quando clivado com Xbal. Em (B) analise em eletroforese de gel de
agarose 1% (p/v) do produto de PCR dos vetores pAGA1Y (canaleta 2) e pRS306K
(canaleta 3). A canaleta 1 corresponde ao controle negativo do PCR. O amplicon de
pAGA1Y possui um tamanho de 2,27 kb. Legenda: marcador de tamanho molecular (MW),
em kilobases (kb).

Mais uma vez, a analise por endonucleases de restricdo e o PCR, tanto para
pAGA1Y como para pRS306K, mostrados nas Figuras 13A e 13B, apresentam padrdes
de bandas completamente distintos entre si, confirmando o esperado pelas simulagdes in

silico (Figura 14). A partir destas evidéncias, confirmou-se o plasmideo pAGA1Y.

1.0 % agarose

Figura 14. Simulacdo em gel de agarose 1 % (p/v) do padrao de fragmentos de restricdo
dos plasmideos pAGA1Y (canaleta 1) e pPRS306K (canaleta 2) submetidos a digestdo com
a endonuclease PspOMI, e pAGA1Y (canaleta 3) e pRS306K (canaleta 4) submetidos a
digestdo com a endonuclease de restrigao Haelll. Os fragmentos de DNA correspondentes
a pAGA1Y possuem tamanhos de 3,219 kb, 2,852 kb e 2,184 kb quando clivado com
PspOMI e 2,184 kb quando clivado com Haelll. Os fragmentos de DNA correspondentes
a pRS306K possuem tamanhos de 5,554 kb quando clivado com PspOMI e 21 fragmentos
que variam entre 916 pb e 11 pb quando clivado com Xbal. Legenda: marcador de tamanho
molecular (MW), em kilobases (kb).
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos até o momento possibilitaram gerar um conjunto de
ferramentas moleculares que, potencialmente, quando transformados em linhagens
leveduras cervejeiras, poderdo expressar em condi¢des de estresse fermentativo
cervejeiro uma proteina fluorescente na sua superficie e, de forma visual, indicar a sua
viabilidade e vitalidade para um reuso na fabricacdo de cervejas. E importante ressaltar
que devido a pandemia de SARS-CoV-2, alguns experimentos que até entdo estavam
objetivados no pré-projeto deste trabalho de conclusdo de curso n&o puderam ser
cumpridos. Frente a isto, e pensando no seguimento desse projeto, temos como
perspectivas a transformac¢do de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae com ambos
os plasmideos bifuncionais pAGA1Y e pAGA2Y, seguido da analise da expresséo dos
dispositivos HSE::AGA1 e HSE::AGA2::GFP por meio da quantificacdo da fluorescéncia
de GFP por citometria de fluxo, ensaios de estresse fermentativo e térmico e ensaios de
viabilidade e vitalidade celulares por unidades formadoras de coldnia e coloragao com azul

de metileno em tampao alcalino .
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7. ANEXOS

7.1. Afericao da qualidade das sequéncias sintetizadas pela GenScript.

( senscript Make Ressarch Easy
Certificate of Analysis

Construct Information:

Gene Name: YSP 7-Simpl
Clone ID: 126331 Gene Length: 527 bp
Cloning Vector: pUCS57-Simple Cloning Strategy: EcoRV/EcoRV

QC ltems Specifications Results
o Sequencing results are consistent with the <
Sequencing Alignment targeted insert sequence. Pass Consistent
Vector Sequence The ﬂankir:g sequences of the cloning site Pass .
ariconect Shown in the SQD file
= : ot Correct
e size of inserted fragment is correct
Restriction Digests and free of unexpected bands. Pass
Shown in attachment 1
Miniprep: 4 ug > 4pug
DNA Quality 0D260/280=1.8~2.0 Pass 0D260/280=1.88
Free of contamination Pure
Quality Grade Research Grade Pass Research Grade
Clear
Appearance Clear and free of foreign particles. Pass
Free of foreign particles
Additional Test N/A N/A
NOTE
Shipping at Plasmid Storing at Bacstab Storing at Glycerol Stock Storing at
Room Temperature -20°C 4°C -20°C/-80°C
Mi‘jm Wwu
Certified by: Date: 11/09/2020

Thank you for your patronage to our Gene services! To maintain this working relationship, we shall be grateful if you
can add our webpage URL into your lab website. As a token of appreciation, you will be rewarded by 1,000 EZcoupon™

points. For more information, please contact us by e-mail at web@genscript.com.

For research use only
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Tel: 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262
Page 1 of 2

Toll-Free: 1-877-436-7274 Email: order @genscript.com Web: www.genscript.com
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CONFIDENTIAL

6 GenScript Make Research Easy

Attachment 1
Plasmid Construct Map

The gene was cloned in pUC57-Simple by EcoRV/EcoRV .

’7 GATATC GATATC —‘

pUCSE7-Simple
(2710 bp)

Enzyme Digestion

Lane M: KB Ladder

Lane 1:U534UFJ290-2 plasmid

Lane 2:U534UFJ290-2 plasmid digested
by EcoRV

Digestion Conditions:

About 300ng plasmid digested
Digestion in water-bath,37°C for 40 minutes
1% Agarose Gel KB Ladder DL3000

For research use only
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Toll-Free: 1-877-436-7274 Tel: 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262 Email: order @genscript.com Web: www.genscript.com
Page 2 of 2




51

6 GenScript

Make Research Easy
CONFIDENTIAL

Certificate of Analysis

Project ID:

Construct Information:

U534UFJ290-4

Gene Name: PAGA2 pUC57-Simple
Clone ID: 126363A Gene Length: 1720 bp
Cloning Vector: pUC57-Simple Cloning Strategy: EcoRV/EcoRV
QC Items Specifications Results
. Sequencing results are consistent with the "
Sequencing Alignment targeted insert sequence. Pass Consistent
2 S Correct
Vector Sequence T:le ﬂanklr;g sequences of the cloning site Pass
AR comeot Shown in the SQD file
The size of inserted f t i t S
) e size of inse| ragment is correc
Resttosonbigssts and free of unexpected bands. Pass
Shown in attachment 1
Miniprep: 4 pg > 4ug
DNA Quality 0D260/280=1.8~2.0 Pass 0D260/280=1.90
Free of contamination Pure
Quality Grade Research Grade Pass Research Grade
Clear
Appearance Clear and free of foreign particles. Pass
Free of foreign particles
Additional Test N/A N/A
NOTE
Shipping at Plasmid Storing at Bacstab Storing at Glycerol Stock Storing at
Room Temperature -20°C 4°C -20°C/-80°C
Mg% Wwu
Certified by: Date: 11/11/2020

Thank you for your patronage to our Gene services! To maintain this working relationship, we shall be grateful if you
can add our webpage URL into your lab website. As a token of appreciation, you will be rewarded by 1,000 EZcoupon™
points. For more information, please contact us by e-mail at web@genscript.com.

For research use only

Toll-Free: 1-877-436-7274

Fax: 1-732-210-0262

Page 1 of 2

860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Tel: 1-732-885-9188

Email: order @genscript.com

Web: www.genscript.com
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6 GenScript Make Research Easy

CONFIDENTIAL

Attachment 1

Plasmid Construct Map

The gene was cloned in pUC57-Simple by EcoRV/EcoRV .

’7 GATATC

GATATC —‘

pUCS7-Simple
(2710 bp)

Enzyme Digestion

Lane M: KB Ladder

Lane 1:U534UFJ290-4 plasmid

Lane 2:U534UFJ290-4 plasmid digested
by Bgll

Digestion Conditions:
About 300ng plasmid digested

Digestion in water-bath,37°C for 40 minutes
1% Agarose Gel KB Ladder DL3000

For research use only
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Toll-Free: 1-877-436-7274 Tel: 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262 Email: order @genscript.com Web: www.genscript.com

Page 2 of 2
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7.2. Anadlise de eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) de PCR para amplificagéo
de AGA2::GFP de pAGA2.

e ) e (1,714 Kb

Figura A1. Analise de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) de PCR para amplificagdo
de AGA2::GFP de pAGA2. A canaleta 1 corresponde ao controle negativo do PCR. As
demais canaletas, 2, 3 e 4, correspondem a pAGA2 amplificado com diferentes
concentragbes de DMSO 100 %: sem DMSO, com 2,5 % de DMSO 100 % e com 5 % de
DMSO 100 %, respectivamente. O amplicon AGA2::GFP tem o tamanho de 1714 pb (ou
1,714 kb). Legenda: marcador de tamanho molecular (MW), em kilobases (kb).
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7.3. Analise de eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) de PCR para amplificagao

de AGA1 do DNA gendmico de S. cerevisiae.

42,178 kb

Figura A2. Analise de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) de PCR para amplificagéo
de AGA1 do DNA gendmico das linhagens BY4742 (canaleta 2) e W303 (canaleta 3) de
S. cerevisiae. A canaleta 1 corresponde ao controle negativo do PCR. O amplicon AGA1
tem o tamanho de 2178 pb (ou 2,178 kb). Legenda: marcador de tamanho molecular (MW),

em kilobases (kb).



