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METODO DE IDENTIF.ICA(;AO DE GENES QUE AUMENTAM A
TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgao trata da methora do fermento para uma mais
forte tolerancia ao estresse. Mais especificamente, trata da identificagcdo de
genes que aumentam a sobrevivéncia das leveduras durante a producao de
etanol, e 0 uso de tais genes para melhorar o desempenho das linhagens de
fermento.

'CONTEXTO DA INVENCAO

Um fermento capaz de completar a produgcdo de etanol sem
grandes perdas em viabilidaae € altamente desejado nas destilarias. No
entanto, as linhagens comumente usadas em destilarias perdem a viabilidade
rapidamente, devido a alta concentracdo de etanol encontrada durante a
fermentagdo. Além do mais, o fermento também atua em temperaturas mais
elevadas (especialmente em paises tropicais), 0 que, juntamente com o etanol,
reduz a viabilidade dramaticamente. Varias abordagens foram tomadas para
melhorar as linhagens de leveduras com alta tolerancia a etanol e a
temperatura (termotolerancia). Uma abordagem € testar a levedura isolada do
ambiente natural para as propriedades desejadas (Banat ET AL,1 998).
Enquanto algumas linhagens possuem aita tolerancia a temperatura ou ao
etanol, elas podem nao ter as propriedades desejadas, tais como maior
osmotolerancia (por exemplo, a habilidade de suportar altas concentragdes de
solutos como sal e agucar), taxa de fermentacdo mais rapida, e auséncia de

produtos secundarios indesejaveis. Outra abordagem é comegar com
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linhagens que ja possuem algumas das propriedades desejadas, e melhora-las
através da mutagénese e selecdo para melhor sobrevivéncia durante a
fermentacéo (por exemplo, Ganesan et AL, 2003, Patente Indiana # 189737). A
maior limitacdo dessa abordagem é que a melhora é na maior parte devido a
mutacdo em um unico gene. Como varios genes controlam tolerancia ao
estresse, modificando-se mais do que apenas um unico gene de tal espécie
espera-se obter tolerancia muito maior do que com genes isolados. Isso sera
particularmente valido para a toleréncia ao estresse durante a fermentacéo
etandlica, ja que as células de fermento encontram mais do que um tipo de
estresse sob tais condi¢bes, como alta osmolaridade, alta concentragdo de
etanol, e alta temperatura. Portando, se os genes que causam tolerancia a
esses efeitos s&o identificados, entdo eles podem ser racionalmente
manejados para aumentar a tolerancia ao estresse. No entanto, ndo é facil
identificar tais genes utilizando a genética de leveduras e as abordagens de
biologia molecular convencionais, por causa das seguintes razoes.

A abordagem convencional para identificar genes de fermento
envolvidos em qualquer processo trata primeiro de identificar os mutantes
deficientes em tal processo, e os catalogar em diferentes grupos de
complementagédo genética através de analise genética, e finalmente identificar
os genes utilizando ferramentas da biologia molecular de leveduras e DNA
recombinante (Kaiser et al, 1994). Mutantes podem ser obtidos como mutantes
espontaneos, ou induzidos por mutagénese quimica (Kaiser et al, 1994), por
mutagénese por insergdo de transposi¢cdo (Ross-Macdonald et al., 1999), ou
até pela introdugdo de reservas de ribozima (Thompson, Patente Norte-

Americana # 6,183,959). Uma posterior deteccdo de mutantes para fenétipos
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desejados tipicamente envolve a manutencdo de um grande numero de
potenciais  leveduras mutantes como populagdes clonais (colénias) na
superficie de um meio sélido ndo-seletivo em Placas de Petri, e os rastreandos
através da transferéncia deles para um meio sélido seletivo por replicagao por
placa. As coldnias incapazes de crescer no meio seletivo serdo identificadas, e
as colénias correspondentes serdo retiradas do meio nao-seletivo e
posteriormente caracterizadas. Esse processo de identificacdo € chamado de
rastreamento de placa. No entanto, tal abordagem nao é util para identificar
genes envolvidos na tolerancia do estresse de fermentacao, ja que ndo ha
rastreamento de placa capaz de simular as condigdes encontradas pelas
leveduras dentro do caldo de fermentagcdo. Para tanto, foi desenvolvido
anteriormente em nosso laboratério um método capaz de simultaneamente
monitorar a movimentagdo de mutantes individuais de um micrébio em
populagbes mistas presentes em caldos liquidos (Sharma et al, 2001; Sharma
& Ganesan, 2003, Patente Norte-Americana #6,528,257). Por tal método,
varios genes com papeis importantes na tolerancia ao estresse de fermentagéo
puderam ser identificados. Outros métodos que também facilitam o
monitoramento simultaneo da movimentacdo de mutantes podem ser usados
para esse proposito (Brown & Smith, 1997, Patente Norte-Americana
#5,612,180; Smith et al, 1996; Winzeler et al, 1999).

No entanto, identificar genes através de fendtipos de mutantes
tem certas limitagcGes. Em primeiro lugar, ndo €& facil obter mutantes
geneticamente enfraquecidos que s3o essenciais para crescimento e
sobrevivéncia normas. Portanto, tais genes, que sdao também cruciais para

alguma outra fungdo como a tolerancia ao estresse, serdo despercebidos. Em
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segundo lugar, muitos genes s3o repetidos nas leveduras, por exemplo, existe
mais de um unico gene provendo a mesma fungdo ao organismo. Assim,
mutando qualquer um deles n&o ira resultar em fenotipo discernivel, e eles
passardo despercebidos nos rastreamentos convencionais de mutantes. Além
do mais, se o proposito de identificacdo de genes envolvidos em um processo
tal como tolerancia ao estresse é em ultima analise melhorar o organismo,
entdo identificar genes relevantes através de caga a mutantes ndo € sempre
bem-sucedido. A razdo é que, embora um gene possa ser importante para um
processo biolégico por desempenhar uma etapa essencial no processo, ele
pode ndo estar desempenhando a etapa de taxa limitadora. De tal modo,
superexpressando tal gene ndo resultara em melhora alguma no processo.
Portanto, primeiro deve-se identificar todos os genes envolvidos em um
processo, e depois superexpressando-0s um a um para ver se eles aprimoram
O processo isso € laborioso, dispendioso em tempo, e propenso a falha. Aqui
nés provemos um método alternativo que supera todas as limitagées acima.
Alem disso, nosso método também supera a limitagdo da falta de placas de
rastreamento.

Uma outra abordagem para atribuir uma fungdo a genes é
determinar os perfis de express&o génica utilizando microarranjos. Através dos
perfis de express&o genética, os niveis de expressado de quase todos os genes
de um organismo s&o simultaneamente determinados (por exemplo, Hughes et
al., 2000; Wu et al, 2001; Fabrizio et al, 2005; Vrana et al.,, 2003). Se um
conjunto de genes é mais expressado sob uma determinada condicdo
comparada com outra, entdo é assumido que tais genes possuem algum papel

a desempenhar sob a primeira condicdo. No entanto, essa assumpcao ndo é
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apoiada por estudos onde tentativas foram feitas para correlacionar a
expressdo de genes com 0Os seus papéis sob uma condicdo ambiental
particular (Giaever et al, 2002; Birrel et al., 2002). A correlagdo encontrada era
dificiimente melhor do que o que pode ser visto por sorte e, portanto, atribuir
uma fungdo a um gene baseado em niveis de expressdo pode ser
desorientador. Em contraste, os métodos baseados em mutagdo (citados
acima) que atribuem funcdes baseados em fenétipos mutantes sdo muito mais
confiaveis em atribuir papéis biolégicos a genes. De maneira similar, métodos
(discutidos abaixo) que sdo baseados na superexpressao deliberada de genes
também s&o confiaveis, ja que eles podem também atribuir papéis biolégicos a
genes baseados no fendtipo do organismo.

A presente invencdo envolve simultaneamente rastrear genes que
através da superexpressao aprimoram nas leveduras a tolerancia ao estresse.
Isso € em contraste com métodos conhecidos que superexpressam um gene
por vez para aprimorar a tolerancia ao stress; por exemplo, superexpressio do
HAL1, YAK1, SOD1, SOD2 e TPS1 individuaimente demonstrou aumento na
tolerancia a varias condi¢cdes de estresse (Chen et al, 1995; Davidson et al,
1996, Gaxiola et al, 1992; Hartley et al, 1994; Soto et al, 1999). Em muitos
outros casos, linhagens de leveduras foram manejadas utilizando a estratégia
de superexpressdo de modo que estas fermentassem eficientemente
substratos como amido, celobiose, lactose, xilose, etc. (Adam et al, 1995;
Muslin et al, 2000; Walfridson et al, 1995). Superexpressdo do GPD1
demonstrou o aumento da produgao de glicerol por 1.5-2.5 vezes (Remize et al,
1999). Nb6s desenvolvemos nosso método para superar a limitagdo da falta de

rastreamento por placa para a tolerdncia ao estresse de fermentagéo, e
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também a falta de muita compreensdo sobre os genes envolvidos neste
processo. Ao invés de primeiro identificar os genes envolvidos na tolerancia ao
estresse, e depois superexpressa-los um por um para ver se ha aumento na
tolerancia ao estresse, em nosso método uma abordagem ihovadora € tomada
para diretamente identificar os genes que aprimoram a tolerancia ao estresse
através da superexpressdo. Rastreamentos de superexpressdo na escala de
genoma foram suportados por outros, por exemplo, para identificar fenétipos
letais ou de crescimento prejudicado (Espinet et al, 1995; Boyer et al, 2004), e
para identificar genes de ciclo de célula previamente ndo caracterizados
(Stevenson et al, 2001). Todos esses rastreamentos usufruiram da vantagem
de rastreamentos em placas para identificar as propriedades desejadas do
organismo. Em contraste, em nosso método, os genes que conferem a
tolerancia ao estresse aprimorada séo identificados a partir de um pool misto
de um grande numero de transformantes de levedura superexpressando
diferentes genes. Isso é particularmente vantajoso para identificar genes
conferindo fendtipos para os quais ndo ha rastreamento em placa, como os
tolerantes ao estresse fermentativo.

RESUMO DA INVENCAO.

A presente invengdo envolve o desenvolvimento de um método
para identificacdo simultanea de genes que conferem fenétipos desejados,
através do rastreamento de uma populagdo mista de transformantes de
levaduras. Uma coleg&o de plasmideos carregando diferentes genes com os
seus respectivos promotores ou sob o controle de um forte promotor séo
transformados em leveduras. A colecdo deve ser grande o suficiente para

carregar quase todos os genes de um organismo com alta probabilidade. O
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pool de transformantes de levedura é entdo sujeitado a selecdo, por exemplo,
para melhor sobrevivéncia sob condicées de fermentacdo. As células que
sobrevivem a uma rodada de selegio sao entdo sujeitadas a uma outra rodada
de selecdo. Em uma abordagem, a selegao é repetida por cerca de seis vezes.
Ao final, o pool de sobreviventes é esperado para ter quase todos aqueles
transformantes que sao capazes de sobreviver as condi¢ées de selegdo bem
melhor do que o pool inicial de transformantes, que podem ser confirmados
através da comparacao da performance entre esses dois pools. Para garantir
que a sobrevivéncia aprimorada € devido aos genes carregados nos
plasmideos, e nao por causa de qualquer mutagdao no genoma do organismo,
os plasmideos sdo recuperados das leveduras, os quais sio restransformados
em leveduras do tipo selvagem e o fenétipo confirmado. Os genes carregados
nesses plasmideos sao entéo identificados por métodos como sequenciamento
de DNA. Esses genes entdo sao estudados um por um para confirmar os seus
pais na tolerancia ao estresse. A expressdo desses genes pode entdo ser
modulada em leveduras, uma por vez, ou em combinacgdo, para aprimorar o
desempenho da levedura durante a fermentacdo. Em outra abordagem, o pool
de transformantes de levedura €& sujeito a selecdo por apenas algumas
rodadas. Ao final dessa selecio, esse pool estara enriquecido com aqueles
capazes de sobreviver melhor do que a populagdo média, mas a sobrevivéncia
da maioria dos transformantes sera similar ao do pool inicial de transformantes.
Para identificar os genes carregados pelos melhores sobreviventes, as
seguintes etapas devem ser seguidas. O DNA total é isolado da populagéo
inicial de transformantes e da populagdo selecionada. A insercdo de DNA

carregado nos plasmideos, do DNA total, é seletivamente amplificado utilizando



10

15

20

8/33

primitivos especificos para plasmideos. Os fragmentos da insercdo de DNA
amplificado da populacéo inicial de transformantes € rotulado com uma tinta
fluorescente, e aquele da populacéo selecionada, com outra tinta fluorescente.
As probas de DNA rotulado sdo entdo misturadas e hibridizadas para um
microarranjo manchado com DNA correspondente a quase todos os genes do
fermento. As manchas de DNA no microarranjo que demonstram sinal de
aprimoramento para a proba correspondente a populagcdo selecionada
comparada com aquela da populagao inicial sdo entdo identificadas. O papel
desses genes € posteriormente confirmado através de experimentos adicionais
envolvendo superexpressao individual ou exclusao desses genes (delegao).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De acordo, a presente invengcado proporciona um meétodo para
identificar genes que, através de superexpressao, aprimoram a tolerancia das
leveduras ao estresse, 0 que compreende em,

-Transformar leveduras com uma coleg¢do de genes de levedura
clonadas em um plasmideo para prover um grande numero de transformantes
de levedura.

-Combinagéo dos transformantes a fim de obter uma populagao
inicial de transformantes

-Sujeitar a populacéo de transformantes a condi¢Ges de selecao
de modo que a viabilidade da populacdo celular decres¢a de 3 a 200 vezes,
através disso enriquecendo aquelas células transformadas capazes de

sobreviver melhor durante essas condigoes,
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-Recuperar células sobreviventes e as cultivando em um meio
minimo definido que permita o crescimento apenas daquelas células que retém
plasmideos,

-Sujeitar tais células a rodadas adicionais de selecdo através da
repeticdo das etapas c e d,

-Recuperar as células que sobreviveram por no minimo trés
rodadas de selecao

-Comparar as populagbes de células selecionadas com a
populacdo inicial de células sob condicdes de sele¢cdo para confirmar a
sobrevivéncia aprimorada das células selecionadas,

-Colocar em placas o pool selecionado de células a fim de obter
coldnias isoladas,

-Isolar o DNA de coldnias individuais de leveduras e transformar
em E. coli a fim de recuperar o plasmideo presente nas colonias individuais de
levedura,

-Transformar esses plasmideos em leveduras e testar os
transformantes para checar se os plasmideos realmente conferem tolerancia
aprimorada sob as condi¢des de selegao, e,

-ldentificar os genes carregados pelos plasmideos, que conferem
a tolerancia ao estresse aprimorada, por seqienciamento.

Em uma incorporagdo da invengao, genes que contribuem a uma
aptiddo aprimorada durante a selecdo sao diretamente identificados utilizando

hibridizac&o de microarranjo, o que se compreende por,
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-transformar leveduras com uma colegcéo de genes de leveduras
clonadas em um plasmideo para prover um grande numero de transformantes
de levedura.

-Fazer a combinacdo dos transformantes a fim de prover uma
populagao inicial de transformantes.

-Sujeitar a populacdo de transformantes a condigbes de selegio
de tal modo que a viabilidade da populagdo de células decresca de 3 a 200
vezes, através disso enriquecendo aquelas células transformadas capazes de
sobreviver melhor durante essas condicoes,

--Recuperar células sobreviventes e as cultivando em um meio
minimo definido que permita o crescimento apenas daquelas células que retém
plasmideos,

-Sujeitar tais células a rodadas adicionais de selegdo através da
repeticao das etapas c e d,

-Recuperar as células que sobreviveram por no minimo uma
rodada de selecao,

- Isolar o DNA total da populagéo inicial de transformantes e da
populacao selecionada,

-Amplificar especificamente somente a insercdo de DNA
carregado nos plasmideos do total de DNA utilizando primers especificas para
plasmideos,

-Rotular a inser¢cao de fragmentos de DNA da populagao inicial de
transformantes com uma tinta fluorescente, e aquele ta populagao selecionada

com outra tinta fluorescente,
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-Misturar e hibridizar as probas rotuladas para um microarranjo
manchado com DNA correspondente a quase todos os genes da levedura.

-ldentificar as manchas de DNA no microarranjo que demonstram
sinais aprimorados para a proba correspondente P com a populagdo
selecionada comparada com aquela da populagao inicial e,

-ldentificar genes que correspondem a essas manchas de DNA
como aqueles que aumentam a tolerancia ao estresse da levedura durante a
selecéo.

Em outra incorporagado da invencao; leveduras sdo transformadas
com uma colecao de genes de organismos que ja sao tolerantes ao estresse
particular.

E ainda em outra incorporagcdo da invencdo, plasmideos
carregando genes altamente enriquecidos durante a selegdo podem ser
diretamente isolados a partir de colec&o por hibridizagao de colénia.

Em ainda outra incorporacdo da invencdo, a tolerancia ao
estresse das leveduras € melhorada através da transformagao com plasmideos
que superexpressam o0s genes identificados acima.

Em ainda outra incorporagdo da invengdo, o plasmideo é um
plasmideo de expressao com um promotor ‘indutivel.

E em ainda outra incorporagdo da invengdo, a tolerancia ao
estresse das leveduras € aprimorada através da modulagdo do nivel de
expressao dos genes identificados acima, através da substituicdo do promotor
do gene alvo presente no genoma da levedura com um promotor constitutivo

ou indutivel.
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Em ainda outra incorporagdo da invengao, genes selecionados de
um grupo consistindo de RPI1, WSC2, WSC4, YIL055C, SRA1, SSK2, ECM39,
MKT1, SOL1, e ADE16 sao superexpressados singularmente ou em
combinagéo para aprimorar a tolerancia ao estresse.

Em ainda outra incorporagao da invencao, mais de um gene pode
ser simultaneamente superexpressado na mesma linhagem para
posteriormente melhorar a resisténcia ao estresse.

Em ainda outra incorporagdo da invengado, o estresse € aquele
encontrado por leveduras sob condicbes de produgdo de alcool,
particularmente em altas temperaturas.

Em ainda outra incorporagao da invengao, glucose ¢é utilizada
como matéria-prima para a producgao de alcool.

Em ainda outra incorporagdo da invengao, sucrose ou melago o
qualquer outra fonte complexa de carbono é utilizada como matéria-prima para
a produgao de alcool.

Em ainda outra incorporagdo da invengcdo, o organismo € uma
linhagem de levedura de laboratério.

Em ainda outra incorporagdo da invengéo, o organismo € uma
linhagem de levedura industrial.

Em ainda outra incorporagdo da invengdo, o0 organismo é
qualquer microorganismo que necessita de aprimoramento na tolerancia ao
estresse.

Em ainda outra incorporagédo da invengao, o estresse é qualquer

condicdo adversa encontrada por microorganismos em industrias.
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O processo da presente invencgao ¢ ilustrada nos exemplos dados
abaixo, que ndo devem, no entanto, constituir um limite do escopo da presente
invencao.

EXEMPLO 1

Detecgdo de colegdes de expressdo gendmica para genes que
aprimoram tolerancia ao estresse. A colegdo genémica do DNA de leveduras
feita sobre o controle de um promotor constituinte ADH1 (Dehidrogenase de
alcool 1), em um plasmideo centromérico com URA3 como marcador de
selecdo foi obtido de uma colegédo de Cuitura do tipo Americano (CCTA). A
linhagem de levedura FY3 (Winston et al., 1995), obtida de Fred Winston'
(Departamento de Genética, Harvard Medical School, Boston, MA, 02115,
EUA) foi utilizada para todas as transformagdes. Os plasmideos dessa colecdo
foram transformados em linhagens FY3 por protocolo de transformacao padré&o
(Kaiser et al, 1994). Transformantes (~10"5) foram colocados em pool juntos e
submetidos a 6 rodadas de fermentagcdo a 30° C. O tempo de colheita e
transferéncia para as sucessivas rodadas foi feito com alvo em mente de matar
90% das células. Em banho no meio minimo ao fim de cada rodada revelou
que aproximadamente 50% das células perderam seu plasmideo. Depois de
repetidas rodadas de fermentagdo ambas as populagbes foram tratadas
separadamente.

Resultados de selecao a 38°% Da populagcdo selecionada,
plasmideos foram tirados por protocolos padrdo e transformados em E. coli
JM109. Plasmideos foram purificados dos transformantes por métodos
tradicionais (Sambrook et al, 1989) e digeridos com a enzima de restricdo

Xho1. Plasmideos demonstrando padrées de digestdo similares foram
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posteriormente digeridos com um conjunto de duas ou trés enzimas (Xhol,
Xbal, e EcoRV). 25 plasmideos demonstrando padroes de digestao singulares
foram entdo transformados em leveduras, e os estudos de sua fermentacao
foram feitos a 38° com a linhagem de controle transformada somente com
vetor. Dos 25 plasmideos, 10 mostraram aumento de 20 a 1000 vezes em
viabilidade depois de 49-52 horas de fermentacao, produzindo um pouco mais
ou a mesma quantidade de alcool comparando com o controle. O
Sequenciamento feito com um primer especifico de promotor de ADH1 e busca
BLAST por similaridade de sequéncia (Atshul et al, 1997) demonstrou que
todos os nove insertos completaram o gene RPI1, incluindo o seu promotor.
Além disso, o gene RPI1 esteve presente em ambas orienta¢gées com respeito
ao prorﬁotor ADH1. A partir disso, pode ser inferido que a introducdo de uma
copia adicional do RPI1 expressa de seu proprio promotor € o suficiente para
prover a tolerancia aprimorada ao estresse durante a fermentacao.

Resultados de selecdo a 30° : A populagédo obtida depois de 6
rodadas de repetida selegao foi comparada com populagio paterna inicial ndo
selecionada em termos de viabilidade e taxa de producéo de etanol. Enquanto
a taxa de produgcdo de etanol manteve-se comparavel, a populagdo
selecionada demonstrou aproximadamente 150 vezes maior sobrevivéncia do
que a populagao paterna depois de 127 horas de fermentagio. Para descartar
a possibilidade de contribuicdo de quélquer mutacdo espontanea enriquecida
em viabilidade aprimorada, plasmideos foram recuperados da populagédo
selecionada e transformados em um pool de 100 E. coli JM109. Plasmideos
isolados de um pool aleatério de 1000 coldnias de E. coli foram transformados

de volta em leveduras de linhagem FY3 através de protocolos padréo.
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Aproximadamente 20,000 transformantes de levedura foram colocados juntos
em pool e sujeitos a uma rodada adicional de fermentacdo a 30°. Esses
transformantes demonstraram viabilidade muito melhor do que a linhagem
paterna, confirmando que os genes carregados nos plasmideos conferem
tolerancia aprimorada a estresse. Tais plasmideos foram novamente
transferidos a E. Coli, e plasmideos de 38 coldnias foram isolados e analisados
por restricdo de digestao para identificar clones singulares. Quinze plasmideos
singulares foram transformados de volta em FY3 e comparados em
fermentacdo a 30° em sobrevivéncia releva e produgdo de etanol tendo em
vista a populagdo controle. Entre esses, nove pareceram promissores. Os
genes carregados por esses plasmideos foram identificados por
sequénciamento utilizando primer especifico para ADH1 e busca BLAST por
similaridade de sequéncia. Dentre os nove clones, cinco corresponderam a
WSC4, trés carregavam o gene nao caracterizado YILO55C e um carregava um
inserto de aproximadamente 2.9-Kb compreendendo por todo o CAP2, a maior
parte do SRA1 e uma pequena por¢cdao do CKA1. Estudos posteriores foram
feitos para confirmar o papel de tais genes na fermentacao.

EXEMPLO 2

Caracterizacdo do RPI1. Dos estudos preliminares, baseados em
sequenciamento, inferimos que a adicdo de uma unica copia do RPI1 (inibidor
1 de pathway Ras cAMP) é o suficiente para prover tolerancia aprimorada ao
estresse durante fermentagdo. Portanto, subclonamos o inserto 2.6kb inteiro
isolado de um dos clones RPI1 no site Xhoi de um vetor integrativo Prs306.
Esse vetor foi linearizado dentro do gene URA3 do vetor e transformado na

linhagem FY3 para integracdo visada no léocus URA3 do genoma.
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Transformantes foram selecionados por protrofia de uracila em placas de meio
minimas. Uma cOpia adicional do RPI1 entdo foi integrada no genoma.
Anteriormente, estudos demonstraram que os perturbantes do RI1 n&o sao
letais (Kim et al, 1991). Perturbantes do RPI1 foram feios através de
mutagénese insercional utilizando primers especificos de Tn3. A linhagens de
superexpressao e perturbacdo foram entdo utilizadas para estudos de
fermentacé&o realizados a 38° e 30°. Estudos de fermentagao a 38° foram feitos
com 20% de glucose por 38 a 44 horas enquanto estudos de fermentagdo a
30° foram feitos com 25% de glucose por 108 a 114 horas. A viabilidade foi
monitorada ao fim da fermentagido. Linhagens com uma copia adicional do
RPI1 demonstraram aprimoramento de sobrevivéncia muitas vezes maior
comparadas com a populagao de controle em ambos os estudos a 30 e 38°. As
linhagens com a copia perturbada do RPI1 demonstraram sobrevivéncia
consideravelmente reduzida, confirmando o papel do RPI1 na tolerancia ao
estresse. Mas as linhagens com uma cdépia adicional do RPI1 demonstraram
uma taxa vagarosa de fermentacdo no comego, embora nao houve diferenca
na quantidade de etanol finalmente feita comparada com as linhagens do tipo
selvagem.

Estudos de cultura mista: pode ser arglido que a melhora na
sobrevivéncia vista na linhagem de superexpressdo do RPI1 é devido a taxa
vagarosa de fermentac&o. Para eliminar tal possibilidade, fermentacdes em
cultura mista foram realizadas. Linhagens com uma copia adicional do RPI1
foram misturadas em igual proporcdo com uma populagdo de controle do tipo
selvagem tendo o marcador de resisténcia G418. O marcador de resisténcia

G418 nao afeta o desempenho ou a viabilidade de células durante a
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fermentacdo, mas serve como marcador para distinguir a linhagem de controle
da linhagem de testes ap6s a fermentagdo mista. A taxa de fermentacdo da
cultura mista foi comparavel aquela de linhagem de tipo selvagem. Apds a
fermentacdo, a linhagem de teste com cdpia adicional do RPI1 demonstrou
sobrevivéncia aproximadamente cem vezes maior do que a de tipo selvagem
tanto em 38° (tabela 1 A) como em 30° (tabela 1 B). Em contraste, a viabilidade
da linhagem com o RPI1 apagado foi extremamente pobre comparada com a
linhagem de controle. Tais resultados demonstram que o RPI1 é crucial para a

tolerancia da levedura ao estresse durante fermentacao etandlica.

Tabela 12

Efeito do nivel de expressdo do gene RPI1 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 37 horas de fermentagcdo a 380 C

Nome da linhagem* (niUmero da cdpia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de

do gene) teste G418S como uma porcentagem
do total de populagéo

Controle (1) + Controle G418R (1) 64.0%

RPI17(2) + Controle G418R 99.98%

RPI1A(0) + Controle G418R 1.66%

Tabela 1b

Efeito do nivel de expressido do gene RPI1 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 114 horas de fermentacéo a 300 C

Nome da linhagem (nimero da copia
do gene) :

Sobrevivéncia relativa da linhagem de
teste G418S como uma porcentagem
do total de populacao

Controle (1) + Controle G418R (1) 43%
RPI17(2) + Controle G418R (1) 100%
RPI1A(0) + Controle G418R (1) 0%

O RPI1 anteriormente fora identificado como um supressor de alta
copia de mutacdo de Ras2, suprimindo o fenétipo da onda de calor induzido
pela mutacdo de Ras2 (Kim et al, 1991). Estudos posteriores demonstram que

o RPI1 é crucial para a tolerancia ao estresse durante a fermentacéo etandlica
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também e sua superexpressdo pode ser utilizada para aumentar a
superexpressao muitas vezes. |

EXEMPLO 3

Caracterizacdo do WSC4. Gene WSC4 (Cell Wall integrity and
Stress Response; componente da integridade da parede celular e resposta ao
estresse) , identificado a partir da fermentacdo a 30°, é conhecido por ser
requerido para a translocagao secretéria de proteina, para manutengdo da
integridade da parede celular e por resposta ao estresse no S. cerevisae
(Verna et al, 1997). Para estudar o seu comportamento no estresse de
fermentacdo, o gene WSC4 completo, junto com o seu promotor, foi
subclonado em vetor integrativo PRS306. Esse gene entdo foi integrado ao
genoma por recombinagdo homoéloga no lécus ura3, portanto aumentando em
um o numero de copias. Perturbadores do WSC4 foram também feitos por
mutagénese de transposicdo e posteriorrﬁente confirmados  por
sequenciamento. Estudos de fermentacao feitos a 300C com 25% de glucose
por 108 horas demonstraram que ele péde aumentar a sobrevivéncia de 5 a 10
vezes comparado ao tipo selvagem. Posteriormente, estudos de fermentacao
em cultura mista foram realizados com linhagens de tipo selvagem e
demonstraram que o WSC4 de fato aumenta a tolerancia da linhagem de S.
cerevisae a estresse (tabela 2). Abundancia de linhagens com delecdo do
WSC4 é consideravelmente reduzida no pool misto. Este estudo demonstra
que o WSC4 pode ser explorado a fim de melhorar a tolerancia ao estresse

durante a fermentacgao.
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Tabela 2

Efeito do nivel de expressao do gene WSC4 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 109 horas de fermentacdo a 300 C

Nome da linhagem (numero da cépia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de
do gene) teste G418S como uma porcentagem
do total de populagao

Controle (1) + Controle G418R (1) 44%

WSC44(2) + Controle G418R (1) 73%
WSC4(0) + Controle G418R (1) 6.1%
EXEMPLO 4

Caracterizagdo do YILO55c. YILOS55c, um gene de funcdo
desconhecida, foi também isolado do rastreamento de superexpressio a 30°.
Para confirmar o seu papel na tolerancia ao estresse, o0 ORF desses genes foi
subclonado sob o controle do forte promotor de GPD1 no vetor integrativo
Pgv8. O construto recombinante foi entdo integrado ao locus ura3 da linhagem
FY3. Tal gene também foi perturbado por mutagénese de transposicdo e
confirmado por sequenciamento. Estudos de fermentacido realizados a 30°,
demonstraram que sob a superexpressao do YIL055¢c, a taxa de fermentagdo
foi consideravelmente reduzida, embora a fermentagdo possa completar tal
como a fermentagdo de um tipo selvagem. Perturbantes demonstraram taxa de
fermentagdo normal. Em cultura mista feita a 30° essas linhagens de
superexpressao fermentaram em taxa igual a cultura de controle do tipo
selvagem mista. Essas linhagens ainda confeririam sobrevivéncia aprimorada
comparadas com células do tipo selvagem (Tabela 3). Isso indica que a
sobrevivéncia aprimorada ndo é devido a taxa de fermentagdo reduzida. O
papel do YILOS5c na tolerancia ao estresse € bastante similar ao do RPI1, e,
portanto tais genes sao parte provavel do mesmo trajeto de resposta ao

estresse.
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Tabela 3

Efeito do nivel de expressao do gene YILO55C na sobrevivéncia de leveduras
depois de 108 horas de fermentacdo a 30o C

Nome da linhagem (numero da copia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de
do gene / superexpressao sob teste G418S como uma porcentagem
promotor GPD) do total de populagéo

Controle (1) + Controle G418R (1) 47%

YILO55CA(GPD) + Controle G418R | 94%
(1)

YILOS5C (0) + Controle G418R (1) 17.5%

EXEMPLO 5

Caracterizacdo do SRA1. Outro clone rastreado inclui trés genes,
incluindo um fragmento do SRA1. A parte SRA1 desse clone foi subclonada
sob o controle do promotor forte GDP1 em Pgv8 e integrado ao genoma da
levedura. Estudos de fermentacdo foram realizados com o clone de
superexpressdo do SRA1 a 30 demonstraram sobrevivéncia aprimorada varias
vezes apos 108 horas de fermentagdo com 25% de acucar. Linhagens com o
SRA1 superexpresso mostraram atraso inicial na producdo de etanol, mas
completaram a fermentacdo em tempo igual ao tomado pelo tipo selvagem.
Estudos superiores de fermentagcdo em cultura mista demonstraram taxa de
fermentagdo normal, mas sobrevivéncia aprimorada comparada a linhagem de
controle (Tabela 4). Perturbantes de SRA1 demonstraram sobrevivéncia
reduzida durante o proprio crescimento normal e portanto estudos de

fermentagdo nao foram realizados com tais linhagens.

Tabela 4

Efeito do nivel de expressao do gene YILO55C na sobrevivéncia de leveduras
depois de 108 horas de fermentagdo a 30o C

Nome da linhagem (nimero da copia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de
do gene / superexpressao sob teste G418S como uma porcentagem
promotor GPD) do total de populacéo

Controle (1) + Controle G418R (1) 47%

SRATA(GPD) + Controle G418R (1) | 94%
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SRA1 possui atividade inibidora de cinese de proteina
dependente de cAMP. Superexpressdo do SRA1 altema o equilibrio de
associagao ou dissociacdo do PKA (protein kinase inhibitor; inibidor de cinese
de proteina) em suas subunidades em diregao ao estado indissociado (Portela
et al, 2001). Ele também leva a hiperacumulacao de glicogénio e resisténcia
aprimorada a choque. Portanto, 0 SRA1 quando superexpresso leva a menos
atividade de PKA e tolerancia aprimorada ao estresse. Atividade de PKA
reduzida resulta em taxa de crescimento reduzida (Van Dijck et al, 200). Isso
poderia explicar a taxa de fermentacido reduzida observada quando ha
superexpressdo do SRA1. Mas a viabilidade melhorada em fermentagdo em
cultura mista demonstra que a tolerancia aumentada ao estresse nao € devido
a taxa reduzida de fermentagdo. Isolamento do SRA1 por estratégia de
superexpressao prova a validade da estratégia, ja que o papel do trajeto cAMP
em tolerancia ao estresse j4 esta estabelecido através de estudos com
mutantes RAS.

EXEMPLO 6

Perfis de aptiddo em escala de Genoma de linhagens de
superexpressdo. Microarranjos séo largamente explorados para monitorar todo
o0 genoma em chip unico. Isso da uma melhor idéia das interagbes entre
milhares de genes simultaneamente. Aqui nés utilizamos DNA baseado em
microarranjo, para simultaneamente monitorar os genes presentes em
plasmideos, pelos seus papéis em estresse de fermentacdo. A linhagem de
levedura FY3 foi transformada com o todo genoma de colegdo de
superexpresséo, como descrito no Exemplo 1. Um pool de aproximadamente

20,000 transformantes foi cultivado em um meio minimo por 24 horas,e
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dividido em dois banhos. Um pool foi mantido com populagéo ndo-selecionada
enquanto outro foi submetido a duas rodadas de fermentag¢do a 380C. Depois
de cada rodada células foram colhidas e cultivadas em meio minimo para
enriquecer para células retendo plasmideos. Ao final de duas rodadas, o DNA
total foi isolado do pool de células selecionado e n&o-selecionado por
protocolos padrao(Kaiser et al, 1994). Fragmentos de inserto de DNA de
plasmideos presentes no DNA total foram especificamente amplificados
usando um primer (5-CTCGAAGCTACGTCAGGG-3') complementar a
sequéncias adaptadoras presentes em ambos os lados do inserto de DNA.
Uma reacédo PCR foi configurada em volume de 25ul. Ela conteve 100 ng do
padrdo, 1X tampao Taq (NEB), 0.4mM primer, 0.2mM dNTPs e 5U Taq DNA
polimerase. Condigdes de ciclo térmico eram: desnaturacdo a 950C por 5
minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagdo a 940C por 1 minuto, recozidos
a 600C por 1 minuto e extensdo a 720C por 10 minutos. Os produtos PCR
foram checados para uniformidade em padrao de tamanho em ambas as
populagbes por eletroforese de gel de agarose e depois purificados utilizando
kit de purificacdo PCR (Qiagen). Um ug de primers aleatérios (nonamer), 2ng
de DNA de controle de Arabidopse, 0.5mM dNTPs sem dCTP, 1X buffer de
klenow, 2ul de fluorophor (Cy5/Cy3 dCTP) e 50U de fragmento de DNA
polimerase Klenow (NEB) foram adicionados. A reagéo foi incubada a 37C por
12 horas e terminada pela adicéo de 2.5ul de 0.5M EDA. O produto rotulado foi
purificado utilizando um kit de purificagdo PCR. A rotulacido foi quantificada
através da comparacao de diluigio serial de amostra impura com amostra pura
em uma lamina de vidro. Esses foram escaneados em microarranjo para

descobrir o percentual de incorporagdo. Para hibridizacdo Cy5 e Cy3,
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fragmentos de DNA rotulado foram misturados em partes iguais e o volume foi
aumentado a 18ul. Isso foi desnaturado a calor a 950C por 2 minutos. A
reacéo de hibridizagdo de 80ul foi configurada. Nesses 18ul de proba rotulada,
1X tampao de hibridizagdo, 1.6ul 10% SDS e 40ul de formamide foram
misturados. Esse volume inteiro & colocado em uma placa de vidro de
microarranjo e cuidadosamente coberto com a tampa rasa. Hibridizagdo foi
configurada em uma camara de hibridizagdo e incubada em banho de agua
quente a 420C por 12 horas. A lavagem dos slides foi feita seguindo os
protocolos padrao (Bowtell et al, 2002). Esses slides entdo foram escaneados
em um scanner de microarranjo Axon 4000B. O Software Genepix Pro foi
utilizado para a analise de dados. Experimentos foram feitos em duas colegoes
separadas para verificar consisténcia. Além disso, experimentos de troca de
tinta foram também feitos para descartar viés na rotulacdo. Genes que
mostram maior sinal para FNA de populagdo comparada a populagao inicial
sao aqueles que ficaram enriquecidos durante a sele¢ao, e, portanto possuem
maior aptidao durante as condigbes de selegao.

EXEMPLO 7

Hibridizacdo de colénia para recuperar genes enriquecidos
conferindo maior aptiddo. Genes conferindo papel na tolerancia ao estresse
podem ser diretamente isolados da colegdo gendmica utilizando hibridizacéo
de colénia. Probas de genes inteiras, foram preparadas para 0s genes
consistentemente enriquecidos em todos os microaarranjos. Plasmideos
recuperados da populagdo selecionada ao final de quatro rodadas de
fermentacao foram transformados e E. coli através do protocolo padréo. 1000

transformantes de E. Coli foram patched em placas LB-amp. Para a
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hibridizacdo de colénia padrao utilizando membrana Hybond (N) nylone foi
seguida (Sambrook et al, 1989). Para cada gene, muitos clones podem ser
isolados. Plasmideos (de clones pegos aleatoriamente) foram isolados pelo
método de lise alcalina, e restricdo digerida com enzima Xhol para identificar
insertos de tamanho singular. Aqueles parecendo singulares foram
sequenciados  utilizando primer especifico de ADH1. Esses foram
posteriormente caracterizados e transformados em leveduras para confirmar o
seu papel em tolerancia ao estresse de fermentacdo. Alguns dos insertos
carregavam mais de um gene ou genes parciais adicionais. Além disso, 0
sequénciamento ajudou a identificar a orientacdo dos genes em relacao ao
promotor de ADH1. Insertos correspondendo a RPI1, MKT1, ECM39, SOL1 e
ADE16 foram identificados e caracterizados utilizando tal abordagem.

EXEMPLO 8

Confirmacao do papel do WSC2. Rastreamento baseado em
microarranjo demonstrou que o WSC2 esteve altamente enriquecido em todos
os arranjos de experimentos. Assim, clones de superexpresséo e perturbagao
foram realizados para confirmar o seu papel Clones de superexpresséo foram
obtidos trocando o seu promotor enddégeno por um promotor de GPD1
(Petracek et al, 2002), enquanto perturbantes foram feitos substituindo a regido
de codificagdo de WSC2 por marcador URA3. Esses foram transformados em
linhagens de delecdo do URAS. Estudos de fermentacao feitos a 38C com 20%
de acucar demonstraram que aos clones de superexpressao do WSC2
sobrevivem de 50 a 100 vezes melhor que os tipos selvagens ao final da
fermentacdo. Nao é demonstrada qualquer mudanga na taxa de fermentagcéo

comparada com o tipo selvagem. Mesmo em estudos realizados em cultura
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mista a 380C, essa linhagem continuou predominante ao final da fermentacéo
comparada com a linhagem de controle G418"R (tabela 5). O WSC2 pertence
a mesma familia do WSC4 e é envolvido no trajeto de integridade da parede
celular. Genes WSC sao funcionalmente redundantes. Alguém n&o pode
identificar seus papéis até que todos sejam deletados ou deletados em
combinagdo. No entanto, esta estratégia de superexpressdo nao pode
identificar o papel de membros individuais dos genes redundantes. A familia
WSC é uma de moléculas sinalizadoras, que ativam DOWNSTREAM Rho1 e
trajeto de cinese MAP em resposta a estresse ambiental. Além do mais, ndo ha
efeito 6bvio na taxa de crescimento ou fermentagdo, sugerindo que esses
agem em maneira PKA independente. Assim, posterior exploragéo do trajeto de
genes WSC pode ajudar a melhorar linhagens para maior tolerancia ao

estresse de fermentacéo.

Tabela 5

Efeito do nivel de express&o do gene YILO55C na sobrevivéncia de leveduras
depois de 38 horas de fermentagdo a 380 C

Nome da linhagem (nimero da copia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de
do gene / superexpressao sob teste G418S como uma porcentagem
promotor GPD) do total de populagao

Controle (1) + Controle G418R (1) 457%

WSC2*(GPD) + Controle G418R (1) | 97%

EXEMPLO 9

Outros genes identificados por perfis de aptidao. Muitos outros
genes que apareceram consistentemente em todo o microarranjo confirmaram
0s seus papéis na tolerancia ao estresse de fermentagao através de estudos
em cultura mista. Muitos plasmideos isolados de uma populagao selecionada
na segunda rodada, e identificados por hibridizacido de colénia por genes

especificos, onde foram transformados em leveduras da linhagem FY3. Esses
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transformantes foram entdo sujeitos a estudos de fermentacdo em cultura
mista. Ai, linhagens de teste de superexpressao foram misturadas com uma
linhagem de controle de tipo selvagem G418*"R em igual proporcdo. Estudos
de fermentacdo foram feitos a 380c com 20% de agucar. Células sensiveis a
G418 sobreviventes ao final da fermentacdo foram comparadas com células
G418”R ao final da fermentagdo. No caso de ECM39 (tabela 6) e MKT1 Stabela
7), clones de superexpressdao em mais de 90% da populagao foram dominados
por linhagens de teste sensiveis a G418, enquanto no caso do ADE16 mais de
85% da populagdo correspondeu a linhagem de superexpressao de ADE16
(tabela 8). Transformantes de SOL1 dominaram a populagao da cultura mista
em 80% (tabela 9). Genes ECM39, MKT1 e AD16 estiveram presentes em
orientacdo oposta em relagéo ao promotor de ADH1 nos plasmideos. Parece
que para tais genes a adicdo e uma unica copia é suficiente para conferir
tolerancia aprimorada ao estresse durante a fermentacdo. Embora todos esses
genes sao conhecidos na literatura, somente nossa abordagem demonstrou os

seus papeis em tolerancia ao estresse fermentativo.

Tabela 6

Efeito do nivel de expressao do gene ECM39 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 39 horas de fermentacédo a 380 C

Nome da linhagem (nimero da copia | Sobrevivéncia relativa da linhagem de
do gene / superexpresséo sob teste G418S como uma porcentagem
promotor GPD) do total de populagdo

Controle (1) + Controle G418R (1) 50%

ECM397(?) + Controle G418R (1) 93%




10

27133

Tabela 7

Efeito do nivel de expressao do gene MKT1 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 38 horas de fermentacio a 380 C

Nome da linhagem (numero da copia
do gene / superexpressao sob
promotor GPD)

Sobrevivéncia relativa da linhagem de
teste G418S como uma porcentagem
do total de populagéo

Controle + Controle G418R (1)

48.27%

MKT1* + Controle G418R (1)

92.5%

Tabela 8

Efeito do nivel de expressao do gene ADE16 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 38 horas de fermentacéo a 380 C

Nome da linhagem (nimero da copia
do gene / superexpressao sob
promotor GPD)

Sobrevivéncia relativa da linhagem de
teste G418S como uma porcentagem
do total de populagao

Controle (1) + Controle G418R (1)

48.27%

ADE167(?) + Controle G418R (1)

84.2%

Tabela 9

Efeito do nivel de expressao do gene SOL1 na sobrevivéncia de leveduras
depois de 38 horas de fermentacédo a 380 C

Nome da linhagem (nuimero da copia
do gene / superexpressao sob
promotor GPD)

Sobrevivéncia relativa da linhagem de
teste G418S como uma porcentagem
do total de populacao

Controle + Controle G418R (1)

44.44%

SOL1A(?) + Controle G418R (1)

86.4%

Em resumo, a presente invencao possui diversas vantagens:

-Na presente invencao, quase todos os genes de um organismo
que possivelmente podem aprimorar a tolerdncia ao estresse através da
superexpressao sao simuitaneamente identificados. Isso contrasta com os
métodos conhecidos, onde genes envolvidos em tolerancia ao estresse sao
primeiro identificados, e depois superexpressos um por um para verificar se
eles podem melhorar a tolerancia ao estresse. A limitagdo dos métodos atuais
€ que apenas alguns dos genes superexpressados resultarao em melhora. A
razdo é porque apenas alguns dos genes envolvidos no processo serao

classes limitantes, e somente se esses genes sdo superexpressados ocorrera
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alguma melhora. Por outro lado, em nossa abordagem somente aqueles genes
que realmente aumentam a tolerancia ao estresse sdo diretamente
identificados. Portanto, nossa invengao € menos laboriosa e mais eficiente.

-A presente invengdo também idéntica genes que s&o essenciais
para o crescimento assim como para tolerancia ao estresse. Em contraste, as
abordagens baseadas em mutacgao irdo na maior parte desperceber tais genes,
ja que mutantes enfraquecidos nos genes essenciais N0 conseguiréo crescer
no primeiro lugar para eles para serem estudados posteriormente.

-A presente invencdo também supera a limitagdo da fala de
placas de rastreamento e rastreamentos de placa para o estudo de certos
fendtipos tal como tolerancia ao estresse durante a fermentagéo etandlica em
caldos liquidos. Isso é possivel ja que ela permite a abundancia de todos os
transformantes presentes em um unico pool para ser quantitativamente
seguida, através do real monitoramento da abundancia dos genes carregados
em plasmideos presentes nesses transformantes. Isto €, os genes carregados
nos proprios plasmideos servem como etiquetas de DNA para diferenciar
diferentes transformantes presentes no pool.

-A presente invencdo também permite com que as pequenas
contribuicbes a aptiddo causadas por diferentes genes possam ser
quantitativamente estudadas. Isso & possivel ja que todos os transformantes
sdo estudados em um unico pool e portanto experimentam condi¢gdes idénticas

de competicao seletiva.
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REIVINDICACOES
1 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, caracterizado por ser um método para
identificar genes para aumentar a tolerancia de leveduras ao estresse, onde 0
referido método esta compreende por:
a. Transformar leveduras através de uma livraria de genes de
levedura clonados em um plasmideo a fim de provir um grande
numero de transformantes de levedura.
b. Fazer os banhos dos transformantes obtidos na etapa (a) a fim de
provir uma populagao inicial de transformantes.
c. Sujeitar a populagdo de transformantes obtidos na etapa (b) a
condi¢cdes de selegdo onde a viabilidade da populagdo de células
decresce de 3 a 200 vezes, assim enriquecendo aquelas células
transformadas que podem sobreviver melhor sob tais condigdes,
d. Recuperar as células sobreviventes obtidas na etapa (c) e
cultivando-as em um meio que permita o crescimento somente
daquelas células que retém plasmideos.
e. Sujeitar as células obtidas na etapa (d) a rodadas adicionais de
selecéo através da repeticdo das etapas (c) e (d).
f. Recuperar as células obtidas na etapa (e) que sobreviveram por
ao menos trés rodadas de selecao.
g. Comparar a populacdo de células obtidas na etapa (f) com a
populagcado inicial de células sob condigcdes de selecdo a fim de

confirmar a sobrevivéncia aprimorada das células selecionadas,
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h. Colocar em placas o pool de células selecionadas obtidas na

etapa (f) a fim de obter colbnias isoladas,

i. Isolar DNA de coldnias individuais de levedura obtidas na etapa

(g) e transformar em E. Coli a fim de recuperar o plasmideo presente

em colonias individuais de levedura,

j. Transformar os plasmideos obtidos na etapa (i) em levedura e

testar os transformantes a fim de checar se os plasmideos realmente

conferem tolerancia aprimorada sob as condi¢des selecionadas,

k. ldentificar os genes carregados nos plasmideos obtidos na etapa

(j), que conferem tolerancia aprimorada ao estresse, através de

sequenciamento.

2 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM

A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, um método para identificar genes que aumentam
tolerancia de leveduras ao estresse como reivindicado na primeira
reivindicacao, caracterizado por que durante as condi¢gbes de fermentacéo o
método esta compreendido pelo seguinte processo:

a. Transformar leveduras através de uma livraria de genes de

levedura clonados em um plasmideo a fim de provir um grande

numero de transformantes de levedura.

b. Fazer o banho dos transformantes obtidos na etapa (a) a fim de

provir uma populacéo inicial de transformantes.

c. Sujeitar a populagdo de transformantes obtidos na etapa (b) a

condicdes de selecdo onde a viabilidade da populagdo de ceélulas
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decresce de 3 a 200 vezes, assim enriquecendo aquelas células
transformadas que podem sobreviver melhor sob tais condigbes,

d. Recuperar as células sobreviventes obtidas na etapa (c) e
cultivando-as em um meio que permita o crescimento somente
daquelas células que retém plasmideos.

e. Sujeitar as células obtidas na etapa (d) a rodadas adicionais de
selecao através da repeticdo das etapas (c) e (d).

f. Recuperar as células obtidas na etapa (e) que sobreviveram por
uma rodada de seleg¢ao

g. Isolar o DNA total da populacéo inicial de transformantes e a
populacio selecionada obtida na etapa (f)

h. Amplificar especificamente somente o inserto de DNA carregado
em plasmideos do DNA total obtido na etapa (g) através do uso de
primers especificos para plasmideos.

i. Rotular os fragmentos de inserto de DNA, obtidos na etapa (h), da
populagdo inicial com uma tintura fluorescente, e aqueles da
populacio selecionada, com outra tintura fluorescente.

j.  Misturar e hibridizar as probas rotuladas obtidas na etapa (i) para
um microarranjo manchado com DNA correspondente a quase todos
os genes da levedura.

k. ldentificar as manchas de DNA no microarranjo obtidas na etapa
()) que demonstram sinal aprimorada para a proba correspondente a
populacdo selecionada compara com a populagéo inicial, e

I. Isolar clones de plasmideo recombinante que carregam os genes

que correspondem as manchas de DNA obtidas na etapa (k) como
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aqueles que aumentam nas leveduras a tolerancia ao estresse
durante a selegéo.

3 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, método, como descrito nas reivindicagcdes 1 e 2,
caracterizado pelas leveduras serem transformadas com uma colegdo de
genes de organismos que ja sdo tolerantes a um estresse em particular.

4 - METODO DE IDENTIFICAGAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, método, como descrito nas reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pela linhagem de levedura utilizada ser S. cerevisiae.

5 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, método, como descrito nas reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo plasmideo ser um plasmideo de expressdo com promotor
constitutivo.

6 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, método, como descrito nas reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pelo plasmideo ser um plasmideo de expressao com promotor
indutivel.

7 - METODO DE IDENTIFICAGCAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, caracterizado por ser um método para melhorar

a tolerancia ao estresse em leveduras obtidas através da transformacdo com
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plasmideos recombinantes carregando os genes identificados nas
reivindicagdes de 1 a 6.

8 - METODO DE IDENTIFICAGCAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, caracterizado por ser um método para melhorar
a tolerancia ao estresse em leveduras através da transformagcdo com
plasmideos recombinantes que superexpressam os genes identificados nas
reivindicacdes de 1 a 6, compreendendo por:

a. Sub-clonagem da sequéncia codificadora de um gene sob o
controle de um promotor constitutivo a fim de obter um plasmideo
recombinante superexpressando o gene, e,

b. Transformacao da levedura com o dito plasmideo recombinante
obtido na etapa (a) a fim de aumentar tolerancia ao estresse.

9 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE AUMENTAM
A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA MELHORAR A
EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o descrito na reivindicacdo 8,
caracterizado pelo o plasmideo ser um plasmideo de expressdo com um
promotor indutivel.

10 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o descrito nas
reivindicagdes de 1 a 9, caracterizado pelo plasmideo ser um plasmideo
integrante.

11 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE

AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
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MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método para melhorar a
tolerancia a estresse em leveduras através da modulagdo do nivel de
expressdo dos genes-alvo identificados nas reivindicagbes de 1 a 6,
caracterizado por ser feito através da substituicdo do promotor do gene-alvo
presente no genoma da levedura com um forte promotor constitutivo.

12 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o descrito na
reivindicagdo 11, caracterizado pelo promotor ser um promotor indutivel.

13 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método para aprimorar a
tolerancia ao estresse em leveduras como nas reivindicagdes de 1 a 12,
caracterizado pelos genes serem selecionados a partir de um grupo
constituido por RPI1, WSC2, WSC4, YILO5CC, SRA1, ECM39, SSK2, MKT1,
SOL1, e ADE16.

14 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicagbes de 1 a 13, caracterizado pelo estresse ser estresse
fermentativo sob condi¢cGes de produgao de alcool.

15 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas

reivindicagbes de 1 a 13, caracterizado pelo estresse ser estresse
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fermentativo sob condi¢cdes de produgao de alcool em alta temperatura na faixa
de 370C a 400C.

16 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicacoes de 1 a 15, caracterizado pela glucose ou sucrose ser a matéria
prima para a produgao de alcool.

17 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicagbes de 1 a 15, caracterizado pelo melagco ou outras fontes
complexas de carbono servirem como a matéria prima para a producao de
alcool.

18 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicagdes de 1 a 17, caracterizado pelo organismo ser de uma linhagem
de levedura de laboratério.

19 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicacdes de 1 a 17, caracterizado pelo organismo ser de uma linhagem
de levedura industrial.

20 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE

AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
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MELHORAR A EFIC]ENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicagbes de 1 a 17,‘ ‘caracterizado pelo organismo ser. qualquer
microorganismo que necessita de aprimoramento em tolerancia a estresse.

21 - METODO DE IDENTII-;ICAC,AO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicacdes de 1 a 20, caracterizado pelo estresse ser qualquer cohdig’éo
adversa encontrada por microorganismos em industrias.

22 - METODO DE IDENTIFICACGAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicacdes de 1 a 22, caracterizado pelo uso de genes identificados para
melhora de linhagem de levedura.

23 - METODO DE IDENTIFICACAO DE GENES QUE
AUMENTAM A TOLERANCIA AO ESTRESSE NA LEVEDURA PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DA LEVEDURA, método como o reivindicado nas
reivindicagbes de 1 a 22, caracterizado pelo uso dos genes selecionados a
partir de um grupo constituido por RPI1, WSC2, WSC4, YILO5CC, SRA1,
ECM39, SSK2, MKT1, SOL1, e ADE16, para aprimoramento de linhagens de

levedura.
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RESUMO
METODO DE IDENTIFICAGAO DE GENES QUE AUMENTAM A
TOLERANCIA AO STRESS NA LEVEDURA PARA MELHORAR
A EFICIENCIA DA LEVEDURA. Revelam-se métodos para identificagdo de
genes que aumentam a tolerancia a stress ou perturbag@o na levedura, lista de
identificacdo dos genes, e 0 uso destes genes para melhorar a eficiéncia da

levedura.
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