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O uso de organismos geneticamente modificados (OGMs) é amplamente difundido
dentro da industria biotecnoldgica. Organismos como bactérias e leveduras, quando
geneticamente modificados, sdo utilizados para a producdo de metabdlitos de
interesse e expressao de moléculas biolégicas. Entretanto, pode ocorrer transferéncia
de fluxo génico nado intencional através de interacdes entre microrganismos
geneticamente modificados (OGMs) e microrganismos ndo modificados. Portanto,
este projeto tem como finalidade desenvolver um aparato de expresséo de nucleases
regulado por canfora em leveduras. Na auséncia de canfora, o dispositivo expressa
endonucleases de restricdo que clivam o genoma da levedura, reduzindo a
transferéncia horizontal e vertical ndo intencional de sequéncias de DNA sintéticas.
Para tanto, foram gerados cinco vetores contendo uma sequéncia de ligacao para o
fator CamR, regulado pela presenca de canfora, e a sequéncia codificante para
diferentes endonucleases de restricdo. As construgdes foram avaliadas quanto a
presenca das partes de DNA associadas com as sequencias codificantes para
nucleases e para as sequencias regulatérias por meio de analise de padrdo de
restricdo enzimatica e por PCR. Atualmente, esses vetores estdo sendo modificados
para uso posterior em cepas de Saccharomyces cerevisiae laboratoriais e de uso
industrial pela incorporacéo de sequencias de replicacdo de DNA e de selecéo de
transformantes em S. cerevisiae. Uma vez finalizados, esses vetores serdo
transformados em leveduras e a viabilidade das cepas na auséncia de canfora sera
avaliado, assim como o padrdo de quebra do genoma nuclear induzido pela
expressdo das nucleases em condicdes de laboratério e simulacdes de viabilidade
em solo.



