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CARATERIZAGAO DO GENOMA E DO METABOLISMO DA LEVEDURA CYBERLINDNERA JADINII PARA A
OTIMIZAGAO DE FABRICAS CELULARES MICROBIANAS

RESsumMoO

O desenvolvimento de aplicagbes industriais utilizando sistemas bioldgicos tem ganho uma
importancia crescente, como uma alternativa aos métodos de sintese quimica, na procura de
processos mais inovadores e sustentdveis. As leveduras, essenciais em vdrios processos
industriais, tém sido alvo de estudo dada a sua capacidade de adaptacdo as condicdes adversas
presentes em varios destes processos, assim como a capacidade de produzir varios metabolitos
de interesse. A levedura Cyberlindnera jadinii tem atraido o interesse de vdrios investigadores
dado o seu elevado potencial biotecnoldgico. Esta levedura possui uma grande robustez, tem
capacidade para crescer em meios de cultura baratos apresentando elevados niveis de
aplicabilidade e de produtividade. E também capaz de utilizar uma gama alargada de &cidos
organicos como fonte Unica de carbono e energia. Nesse sentido, o estudo da sua fisiologia,
metabolismo e genoma é de extrema relevancia para potenciar o seu desenvolvimento como

fabrica celular microbiana.

Neste trabalho, analisamos seis estirpes de C. jadinii: CBS 1600, DSM 2361, PYCC 2578, PYCC
3092, TB104 e TB115. Inicialmente avalidmos o seu perfil de utilizagcdo de acidos carboxilicos como
Unica fonte de carbono e de energia. Com o objetivo de identificar novos transportadores de
acidos carboxilicos de C. jadinii efetudmos a expressao heterdloga de transportadores putativos
em Saccharomyces cerevisiae, tendo em vista a caraterizacdo funcional. Em paralelo, numa
abordagem in silico, explordmos o genoma desta levedura através de uma analise gendmica
comparativa entre cinco estirpes. Todas as estirpes de C. jadinii analisadas foram capazes de
crescer eficientemente em meios contendo acidos mono e dicarboxilicos, como Unica fonte de
carbono e energia, mas no acido tricarboxilico (acido citrico) o crescimento foi dependente da
estirpe e da temperatura de crescimento. A expressao do gene CT5 em S. cerevisiae promoveu um
decréscimo de crescimento em todos os meios testados, o que sugere que este pode codificar um
exportador de acidos carboxilicos. Relativamente a andlise gendmica, as estirpes de C. jadinii
apresentam variabilidade genética, incluindo diferentes niveis de ploidia e presenca de insercdes
e delecdes quando comparadas com o genoma de referéncia. A estirpe PYCC 2578 é a mais distinta
geneticamente. Este trabalho contribuiu para uma compreensdao mais profunda da levedura C.
jadinii, destacando o seu potencial biotecnoldgico. Palavras-chave: acidos carboxilicos; analise

gendmica; Cyberlindnera jadinii; expressao heterdloga



UNRAVELLING THE GENOMIC AND METABOLIC FEATURES OF THE YEAST CYBERLINDNERA JADINII:
TOWARDS THE IMPROVEMENT OF MICROBIAL CELL FACTORIES

ABSTRACT

The strong demand for industrial applications using biological systems has become
increasingly important as an alternative to conventional methods given the growing need for
innovative and sustainable solutions. Yeasts, which are essential in industrial processes, have been
explored to understand their adaptability to adverse fermentation conditions, and ability to
produce metabolites of interest. The yeast Cyberlindnera jadinii has attracted the interest of
researchers due to its high biotechnological potential. This yeast is very robust and has the
capacity to grow in inexpensive culture media, showing high levels of applicability and
productivity. It can also use a wide range of organic acids as a sole source of carbon and energy
source. In this regard, exploring its physiological, metabolic, and genomic characteristics is

extremely important to promote its implementation as a microbial cell factory.

In this study, we analyzed six strains of C. jadinii: CBS 1600, DSM 2361, PYCC 2578, PYCC 3092,
TB104 e TB115. Initially we determined the assimilation profiles of carboxylic acids as the sole
source of carbon and energy source. Aiming at the identification of novel carboxylic acid
transporters, we heterologously expressed putative C. jadinii transporters in Saccharomyces
cerevisiae for functional analysis. In parallel, in an in-silico approach, we carried out a comparative
genomic analysis of 5 strains. All the strains were able to grow efficiently on media containing
mono- and dicarboxylic acids, as sole carbon and energy source, but growth on tricarboxylic acid
(citric acid) was strain and growth temperature dependent. The expression of the CT5 gene in S.
cerevisiae promoted a decreased growth in all tested media, which suggests that it can encode a
as carboxylic acid exporter. Regarding the genomic analysis, the C. jadinii strains presented genetic
variability, including different ploidies, the presence of insertions and deletions, when compared
to the genome of reference. The strain PYCC 2578 was found to be the most distinct genetically.
Overall, this work contributed to a deeper understanding of the yeast C. jadinii, highlighting its

potential in the biotechnology field.

Keywords: carboxylic acids; Cyberlindnera jadinii; genomic analysis; heterologous expression
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia assume um papel cada vez mais relevante no setor industrial. A utilizagdo de
enzimas, extratos celulares ou microrganismos em processos industriais é aplicada na producdo
de uma ampla gama de produtos, processos e tecnologias, que incluem desde biocombustiveis até
alimentos geneticamente modificados e compostos quimicos (Gavrilescu e Chisti 2005; Heux et al.

2015).

O principal objetivo da biotecnologia industrial é o desenvolvimento de aplicaces de
natureza industrial através de sistemas bioldgicos como alternativa aos métodos classicos,
envolvendo catalisadores quimicos (Heux et al., 2015; Sousa-Silva et al., 2021). Idealmente, este
processo devera ser desenvolvido de uma forma mais eficiente e econdmica, em compara¢ao com
os métodos convencionais, (Gavrilescu e Chisti 2005; Meyer 2011) assim como de uma forma mais
sustentavel. A biotecnologia industrial é frequentemente uma alternativa mais sustentdvel, devido
nao sé ao processo de producdo, mas também a monitorizacao e gestdo de residuos. A capacidade
de utilizar matérias-primas renovaveis, diminuir a pegada de carbono, minimizar a producao de
residuos e destruir com seguranca poluentes para recuperacdo do ambiente, torna-a uma
ferramenta importante para lidar com desafios ambientais e alcancar metas de sustentabilidade

(Gong et al., 2017).

Contudo, é essencial avaliar diversas propriedades dos sistemas bioldgicos, especialmente dos
microrganismos, para alcancar elevados desempenhos metabdlicos nas fabricas celulares. Varios
sdo os processos que contribuem para o aumento da eficiéncia destes processos, incluindo a
otimizacdo de fluxos metabdlicos, a regulacdo da expressao de transportadores de membrana e o
aumento da resisténcia a condi¢Ges industriais desfavoraveis e compostos toéxicos (Sousa-Silva et

al., 2021).

As fabricas celulares microbianas sdo consideradas mais relevantes entre as restantes pela sua
versatilidade metabdlica em compara¢do com organismos mais complexos, a sua eficiéncia e taxa
de crescimento maior, facilidade de manipulagdo genética, entre outros (Gong et al., 2017). As
leveduras sdo amplamente reconhecidas por desempenharem um papel fundamental nos
processos de fermentacdo tradicionais, que incluem a producdo de pdo, cerveja e vinho.
Atualmente, sdo também valorizadas como fontes alternativas de proteinas, enzimas e vitaminas

com alto valor nutricional, além de apresentarem inUmeras aplicacdes na industria alimentar e
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farmacéutica. Presentemente estdo descritas cerca de 2000 espécies de levedura

(https://theyeasts.org/), desde a levedura modelo Saccharomyces cerevisiae, as menos

conhecidas, mas igualmente relevantes, como a Cyberlindnera jadinii, levedura em estudo neste
trabalho (Fonseca et al., 2008; Morata et al., 2018; Murali, D., & Dhandayuthapani, 2019; Santiago
et al., 2021; Tahir et al., 2017).

1.1 Alevedura Cyberlindnera jadinii

1.1.1 Fisiologia

As espécies de levedura pertencentes ao género Cyberlindnera possuem um teor proteico
elevado, equivalente a cerca de metade do seu peso celular seco. Além disso, destacam-se pela
diversidade de aminodcidos e abundancia em vitaminas (como niacina e vitaminas do complexo
B). Estas particularidades tornam a sua biomassa ideal como fonte de suplemento proteico tanto
para alimentacdo animal como para o consumo humano (Martinez et al., 2018; Sousa-Silva et al.,
2021) . As suas caracteristicas fermentativas permitem o seu crescimento numa diversidade de
substratos derivados de biomassa, sendo capazes de assimilar glicose, arabinose, sacarose, entre
outros (Sousa-Silva, 2021). C. jadinii é classificada como Crabtree-negativa pelo que alcanga niveis
mais elevados de rendimento celular em ambientes aerébicos em comparacdo com espécies
Crabtree-positivas. O efeito Crabtree-negativo promove o processo respiratorio em detrimento da
fermentacdo, possibilitando, desse modo, o desenvolvimento de fenétipos propicios a producao
de proteinas de interesse biotecnoldgico (Sousa-Silva et al., 2021). Assim, esta levedura detém
uma das maiores capacidades respiratorias entre as espécies de leveduras caraterizadas,
tornando-a ideal para o crescimento em culturas continuas (Bekatorou et al., 2006). C. jadinii
apresenta, igualmente, um elevado grau de tolerancia as alteracdes ambientais que ocorrem
durante o processo de fermentacdo. Isso inclui resisténcia a temperaturas elevadas e capacidade
de crescer numa ampla faixa de temperaturas, variando entre 19 e 37 °C. Demonstra ainda uma
notavel capacidade de sobrevivéncia em ambientes de pH acido, sendo capaz de manter-se vidvel
em valores de pH de ~3.5 durante longos periodos (Nie et al., 2005; Sousa-Silva et al., 2021; Wang
et al., 2015). Estas caracteristicas tornam esta levedura numa alternativa interessante as fabricas

celulares microbianas ja implementadas a nivel industrial.

Outro aspeto importante é o facto desta levedura ser capaz de utilizar tanto hexoses como

pentoses como substrato para producdo de biomassa (SCP “single-cell protein”), bem como
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multiplos produtos quimicos de base bioldgica, por exemplo 4cidos organicos, aminoacidos e
polipéptidos (Castrillo et al., 1996; Wang et al., 2015). Uma outra propriedade de destaque deste
microrganismo é a capacidade para exportar proteinas para o meio extracelular (Sousa-Silva et al.,

2022).

A levedura C. jadinii possui o estatuto de “GRAS” (do inglés generally recognized as safe) pela
organizacdo The Food and Drug Administration (FDA), por ser considerada segura e adequada para
a producdo de aditivos alimentares. Esta classificacdo baseia-se no seu histérico na industria
alimentar ao longo do tempo (Bekatorou et al., 2006; Boze, Moulin, e Galzy 1992; Buerth, Tielker,

e Ernst 2016).

Assim, a relevancia deste microrganismo na biotecnologia industrial resulta grande parte do
seu potencial para produzir uma grande variedade de compostos, crescer em ambientes de baixo
custo com elevada produtividade e demonstrar capacidade de assimilagdao de diversas fontes de
carbono (Sousa-Silva et al., 2021), sendo que muitas podem ser provenientes de residuos ou

subprodutos industriais.

1.1.2 A evolug¢do da nomenclatura de C. jadinii

A levedura C. jadinii teve varias denominacdes ao longo dos anos. Em 1932, era conhecida
por Saccharomyces jadinii, em 1951 passou a ser denominada de Hansenula jadinii, seguida de
Candida utilis em 1952. Por volta de 1984, o seu home era Pichia jadinii e, em 2008 Lindnera jadinii,
sendo esta a ultima designacao antes do nome atualmente estabelecido. Desde 2009 é designada
de Cyberlindnera jadinii (Buerth et al., 2016; Cletus P. Kurtzman et al., 2008; Rupp et al., 2015). No
entanto durante anos persistiu a davida entre a relacdo genética existente entre C. jadinii e C.
utilis. Varios cientistas realizaram uma andlise abrangente das duas espécies ao nivel genémico e
fisioldgico. Alguns aspetos que evidenciam a proximidade genética entre estas duas leveduras
incluem uma taxa de reassocia¢do de 85% entre o DNA gendmico de ambas as espécies, notdveis
semelhancas entre as sequéncias de RNA ribossémico e fendtipos de crescimento semelhantes
(Buerth et al., 2016; Yamada et al., 1995). Algo que distingue as diferentes espécies testadas é o
facto de C. jadinii esporular, quando cultivada em meio YPD, ao contrdrio de C. utilis, sugerindo
assim que C. jadinii é a espécie parental teleomérfica de C. utilis, sendo esta a representacao da
forma de crescimento anamorfico assexuado (Buerth et al., 2016; C. P. Kurtzman et al., 1979; Rupp

et al., 2015). Mais tarde, a relagao genética entre as duas espécies foi finalmente confirmada pela



comparacdo das sequéncias gendmicas completas da estirpe de C. utilis (ATCC9950) e de C. jadinii
(CBS1600). Esse estudo demonstrou que o tamanho do genoma era semelhante, com
aproximadamente 12.8 e 12.7 Mbp, respetivamente, e a identidade de sequéncia gendmica era
de 98% (Krahulec et al., 2020; Rupp et al., 2015). Atualmente, todas as diferentes estirpes sdo

designadas por C. jadinii.

Relativamente a ploidia de C. jadinii, vérias técnicas foram utilizadas para a sua determinacao,
tais como: observacdo da formacdo de ascésporos e andlise de dados de sequenciacdo gendmica
(Sousa-Silva et al., 2021). Essa andlise incluiu a detecdo de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) e obtencdo de 50% de correspondéncia quando realizado o alinhamento de multiplas
sequéncias de leitura com uma sequéncia de referéncia gendmica, confirmando a diploidia da
estirpe C. jadinii NRRL Y-1542 (Buerth et al., 2016; Krahulec et al., 2020; Sousa-Silva et al., 2021).
No entanto, a analise de SNP evidenciou que, apesar do carater predominantemente diploide do
genoma, este pode conter regides com diferentes niveis de ploidia, incluindo haploidia, triploidia
e tetraploidia, resultante de eventos de duplicacao e dele¢do de fragmentos. As regides de maior
ploidia encontradas no genoma de C. jadinii podem ser vantajosas, por exemplo, como locais de

insercdo e para melhorar a producdo de proteinas heterdlogas (Rupp et al., 2015).

A diploidia identificada em algumas estirpes de C. jadinii impulsionou a sua manipulagao
genética e posterior utilizacdo no setor biotecnoldgico. Esta caracteristica confere uma notavel
vantagem a manipulacdo genética desta estirpe perante a obtencdo de mutantes, que sdo obtidos
mais facilmente numa levedura diploide do que em leveduras com maiores estados de ploidia (Gu

et al., 2023; Sousa-Silva et al., 2021).

1.1.3 Relevancia biotecnolégica

A expressao heterdloga de genes tem-se tornado cada vez mais importante para a producao

de proteinas recombinantes, tanto na industria farmacéutica como no setor biotecnolégico.

A levedura S. cerevisiae é um dos hospedeiros de expressdo mais utilizados, gracas a
sequenciacdo do seu genoma e a facilidade da sua manipulacdo genética. Porém, esta levedura,
dita convencional, tem alguns inconvenientes como por exemplo, crescimento limitado em
substratos com elevado teor de glucose e secre¢ao pouco eficiente de proteinas. Por esse motivo,
varias leveduras ndo convencionais foram estabelecidas como hospedeiras para a expressdo de

proteinas recombinantes, incluindo Hansenula polymorpha, Pichia pastoris e Cyberlindnera jadinii,

4



que foram utilizadas na producdo de diversas proteinas de interesse farmacéutico ou
biotecnolégico (Buerth et al., 2016; Kunigo et al., 2013). Algumas leveduras, como é o caso de C.
jadinii, sdo fabricas celulares eficientes que apresentam diversas vantagens, tais como seguranca
bioldgica, crescimento rdpido, modificacdo genética simples, sistemas de secrecdo eficientes e
modificacdes pods-traducdo de proteinas (Buerth et al., 2016). C. jadinii possui uma capacidade
metabdlica que Ihe permite utilizar diversas fontes de carbono como unica fonte de carbono e

energia (Sousa-silva, 2021).

O primeiro sistema de transformacdo da levedura C. jadinii foi desenvolvido em 1995 por
Kondo et al. (Kondo et al., 1995). A sua utilizacdo como hospedeiro para a expressao de proteinas
heterdlogas sé foi desenvolvida nas ultimas duas décadas, tendo sido adiada devido a falta de
marcadores de selecdo. Porém, mais recentemente foram desenvolvidos sistemas de
transformacado genética eficientes que permitiram a otimizacdo da producdo de produtos

exogenos (Gu et al., 2023; Sousa-Silva et al., 2021).

A engenharia metabdlica aplicada a C. jadinii revelou-se bem-sucedida e tem cada vez mais
impacto para a producdao de metabolitos de interesse comercial. Por exemplo, foram alcancados
niveis elevados de lactato (95,1% de conversdo da glicose) expressando a lactato desidrogenase
bovina (Bos taurus) numa estirpe mutante de C. jadinii deletada na enzima piruvato descarboxilase
(Ikushima, Fujii, Kobayashi, et al., 2009). Outros estudos desenvolveram estirpes capazes de
produzir elevados niveis de metabolitos, incluindo etanol, isopropanol e carotenoides, utilizando

a xilose como uma fonte de carbono (Buerth et al., 2016).

Algumas das proteinas recombinantes produzidas intracelularmente em C. jadinii incluem o
adocante monelina nesta levedura, a a-amilase e xilanase (Kondo et al., 1997). A producdo de
monelina foi superior a 50% da proteina soltvel, no caso da a-amilase bacteriana foram atingidos
igualmente niveis elevados de produgdo, constituindo cerca de 27% das proteinas totais.
Contrariamente, a producdo de xilanase de Streptomyces olivaceoviridis XynA, originou niveis
inferiores, quando comparado com outros sistemas de expressdo (Buerth et al., 2016; Kondo et

al., 1995) (Buerth et al., 2016; Kondo et al., 1997).

Esta levedura possui também capacidade de secretar proteinas heterélogas, pelo que secreta
um conjunto limitado de proteinas para o meio de crescimento (Buerth et al., 2011). A secregao

de proteinas recombinantes no meio é vantajosa, pois a sua purificacao é facilitada pela menor

guantidade de proteinas relativamente aos extratos celulares, além disso ndo é necessario lisar as



células) (Buerth et al., 2016; Kunigo et al., 2013). Um estudo de Kunigo et al., demonstrou que
estirpes recombinantes de C. jadinii sdo capazes de secretar proteinas heterélogas no meio de
crescimento, tais como a lipase B de Candida antarctica (CalB), xilanase do fungo Penicillium
simplicissimum (XynA) e epitopo da insulina (Kunigo et al., 2013; Sousa-Silva et al., 2021). A
secrecdo de xilanase XynA é relevante para o potencial de expressdo de proteinas heterdlogas de
C. jadinii, pois permite o crescimento das células em xilano, como Uunica fonte de carbono,
substituindo assim a glucose e outras fontes de carbono mais dispendiosas (Kunigo et al., 2013,
2015). Esta capacidade aliada a tolerancia as elevadas temperaturas e ambientes de pH acidos, e
ainda a eficacia da secrec¢do de proteinas no meio de crescimento, tornam C. jadinii um hospedeiro

promissor para aplica¢cOes biotecnoldgicas.

1.1.4 Aplicagdes industriais de C. jadinii

A aplicacdo desta levedura na industria alimentar remonta a pelo menos sete décadas atras
(Bekatorou et al., 2006). Além de ser extensivamente empregue como aditivo ou substituto
alimentar, C. jadinii desempenha um papel fundamental na produg¢do de diversos suplementos,
tais como vitaminas, proteinas, polissacarideos e acidos organicos. A sua utilizacdo no fabrico de
outros produtos, como maionese (Campos et al., 2015), bolo de azeite (Moftah et al., 2012) e
bolachas (Ribeiro et al., 2020) etc., evidencia sua versatilidade e importdncia na industria
alimentar. Embora em pequenas quantidades, C. jadinii tem sido utilizada como aditivo na
alimentacdo de varios animais pelas suas propriedades funcionais, assim como principal fonte de
proteina na sua alimentacdo (Cruz, Sterten, et al., 2020; Cruz, Tauson, et al., 2020). Por exemplo,
diferentes estirpes desta levedura foram avaliadas como substitutos a elementos especificos nas
dietas para peixes, como é o caso do salmao do Atlantico (Salmo salar), evidenciando um elevado
desempenho no seu crescimento (Cruz, Sterten, et al., 2020). E segundo estudos de Cruz et al.
(2019), a inclusdo de C. jadinii na dieta animal, representando entre 20 a 40% da proteina bruta,
levou a um aumento da taxa de crescimento de alguns animais (Cruz et al., 2019, 2020; Lezcano e
Herrera, 2013). Esta levedura apresenta ainda uma vasta gama de componentes bioativos, tais
como B-glucanos e nucledtidos, que melhoram a fungdo digestiva (Cruz et al., 2020; Kogan e

Kocher, 2007).

Nos ultimos anos, as aplicagdes deste microrganismo expandiram-se além do setor alimentar,
abrangendo dreas como a cosmética e bem-estar, indlstria quimica, agricultura e producao

vinicola. Um exemplo é a capacidade de C. jadinii produzir o polissacarideo B-D-glucano, o qual
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pode ser utilizado no setor cosmético para formulagdo de diversos produtos, como cremes
hidratantes, champ6, produtos de limpeza facial e protetor solar. Isto deve-se as propriedades
hidratantes do B-D-glucano, assim como resisténcia a radiacdo e oxidacdo, tornando-o um

produto bio valioso neste contexto (Ma e Liu, 2018 a) b) c) d) e); Sousa-Silva et al., 2021).

J4 no contexto agricola, C. jadinii foi incorporada num fertilizante organico granular,
resultando na otimizacdo da eficiéncia da fertilizacdo do solo, ao reduzir a quantidade necessdria
de fertilizante aplicado, proporcionando, simultaneamente uma libertacdo prolongada de
nutrientes. Além disso, a aplicacdo desta levedura tem sido objeto de investigacdo para fins de
biorremediacdo do solo, dada a sua eficiéncia na transformacdo de cadmio presente em solos
contaminados, convertendo-o numa forma menos téxica (Bai et al., 2017; Cui et al.,, 2015;

Firgatovich et al., 2020).

Finalmente, na producgdo vinicola, esta levedura foi utilizada num processo de fermentac¢ao
para criacdo de uma cerveja frutada, caraterizada pela auséncia de teor alcodlico, assim como na
producdo de vinho de néspera, com o intuito de reduzir a acidez e intensificar o aroma desta

bebida (Bellut et al., 2019).

1.2 Proteinas transportadoras de membrana

Em qualquer processo bioquimico, a otimizacdo do transporte de solutos através das
membranas é muito importante para a producdo de compostos biolégicos com um elevado
rendimento. Presentemente, a indUstria de fermentacdo microbiana depara-se com dois grandes
desafios na linha de producdo. O primeiro diz respeito a acumulagdo intracelular e toxicidade do
produto, juntamente com a producdo insuficiente do mesmo no meio extracelular. O segundo
desafio esta relacionado com a capacidade intrinseca da fabrica celular para assimilar fontes de
carbono e energia com a finalidade de promover a biossintese do produto (Boyarskiy & Tullman-
Ercek, 2015; Sauer et al., 2008). Estes dois obstaculos podem ser superados através da
manipulacdo genética dos transportadores de membrana incluindo, a modulacdo da expressao de
um importador e de um exportador, para otimizar o influxo de um substrato e o exporte do
metabolito de interesse, respetivamente. Este processo podera ainda beneficiar da regulacdo da
atividade de um transportador endégeno ou exdgeno, através do ajuste da sua especificidade,

afinidade e/ou a capacidade do transportador. Essas intervencdes poderdo melhorar o consumo



do substrato e evitar a toxicidade do produto, levando a um melhor rendimento de producao

(Boyarskiy & Tullman-Ercek, 2015; Kell et al., 2015; I. Soares-Silva et al., 2020).

Assim, as proteinas transportadoras desempenham um papel crucial na otimizacdo de
processos biotecnoldgicos, contribuindo para melhorar a entrada de nutrientes na célula, troca
de produtos entre os diferentes organelos e o citoplasma, e o efluxo de metabolitos para o meio
extracelular, aumentando a tolerancia da célula a produtos finais toxicos. Os transportadores
podem também intervir na regulacdo do metabolismo e na resposta a estimulos ambientais (Casal

et al., 2008; Kell et al., 2015; I. Soares-Silva et al., 2020).

Recentemente foram desenvolvidas novas estratégias para a identificacdo de
transportadores com interesse biotecnoldgico. Estas incluem utilizacdo de perfis de expressao,
estudos de knockout em todo o genoma (onde a funcdo dos genes é compreendida pela
eliminacdo dos mesmos) e uma sele¢do baseada na resposta ao stress (Boyarskiy & Tullman-Ercek,

2015; Kell et al., 2015).

As leveduras sdo consideradas um dos grupos de microrganismos industriais mais
promissores para o desenvolvimento de fabricas celulares, em particular para a produc¢do de
acidos organicos, entre estas leveduras, destaca-se a Cyberlindnera jadinii. A sua versatilidade
metabdlica e capacidade de crescimento numa ampla gama de substratos torna-a um organismo
de interesse para a biotecnologia, pelo que a compreensao dos transportadores de membrana
nesta levedura é fundamental para perceber como ela utiliza nutrientes distintos em diferentes
condicGes ambientais (Sousa-Silva, 2021; Sousa-Silva et al., 2021). Numa publicacdo de Soares-
Silva et al. (2020) foram reportados sistemas de transporte membranar caraterizados em C. jadinii
(importadores e exportadores). Entre alguns destes transportadores membranares constam o
sistema de transporte do cobre (Cu2+), do zinco (Zn2+), do manganés (Mn2+), do sulfato (SO42-),
e do nitrato (NO3-) (Ali & Hipkin, 1986; Benitez et al., 1983; Failla et al., 1976; Parkin & Ross,
1986). A absorcdo de todos estes elementos em C. jadinii é essencialmente dependente de energia

e de pH (Sousa-Silva et al., 2021).

A caracterizacao fisiolégica dos sistemas de transporte de acidos organicos em levedura,
levou a identificacdo de quatro sistemas de transporte mediado de dcidos organicos em C. jadinii,
nomeadamente de um simporte de protdes e monocarboxilatos, um segundo de dicarboxilatos,
um de tricarboxilatos e por ultimo, uma difusdo facilitada de acidos mono, di e tricarboxilicos.
Todos estes transportadores de acidos carboxilicos sdo induzidos pelos respetivos substratos,

sendo sujeitos a repressao da glucose, bem como por concentragées de acido superiores a 3%
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(p/v) (Cassio & Ledo, 1993). A difusdo facilitada ocorre para a forma nao dissociada dos acidos
carboxilicos, funcionando como uma permease geral de acidos organicos (Cassio & Ledo, 1993;

ROUSH et al., 1959).

Recentemente, numa investigacdo de Sousa-Silva (2021), foram identificados novos
transportadores de membrana desta levedura através da expressao heteréloga em S. cerevisiae.
Esses transportadores pertencem a um total de seis familias, cada uma com especificidade para
acidos organicos com relevancia biotecnoldgica: Acetate Uptake Transporter (AceTr), Sialate:H*
Symporter (SHS), Telurite-resistance/Dicarboxylate Transporter (TDT), Monocarboxylate
Transporter (MCT), Solute:Sodium Symporter (SSS) e Divalent Anion:Na* Symporter (DASS). Estes
transportadores apresentaram uma variabilidade significativa de especificidade, sendo capazes de
transportar acidos mono/ di e tricarboxilicos, tanto isoladamente quanto em combinacéo.
Dezasseis deles transportam monocarboxilicos, cinco sdo responsaveis pelo transporte de
dicarboxilicos (CjAto2p, CjAto5p, Cjlen6p, CjSlc5p e CjSlc13-1p) e quatro sdo especializados no
transporte de citratos (CjAto5p, Cjlen6p, CjSIlc5p e CjSlc13-1p) (Sousa-Silva, 2021).

Foram ainda analisados varios transportadores de aminoacidos do tipo simporte de protdes
em C. jadinii, nomeadamente a arginina, lisina, glicina e glutamato. Assim como, trinta
transportadores ABC de diferentes subfamilias de transportadores foram reconhecidos no

genoma da estirpe NBRC0988 (estirpe homodloga a DSM2361) (Watanasrisin et al., 2016).

A expressdao de transportadores de membrana aliada a ferramentas de engenharia
metabdlica é fundamental para desenvolver novas e mais eficientes estirpes para a producao de
compostos de base bioldgica. Assim, um maior conhecimento das proteinas transportadoras
permitird o desenvolvimento de fabricas celulares otimizadas com impacto na biotecnologia

industrial (Kell et al., 2015; Soares-Silva et al., 2020; Wang et al., 2016).

1.3 Estudo do genoma através da bioinformatica

Nos ultimos anos, com o constante progresso e evolucdo da biologia molecular, o aumento
exponencial da informacdo bioldgica impds a criacdo de um sistema mais estruturado e
informatizado para recolher, armazenar, gerir e analisar a vasta quantidade de dados bioldgicos
gerados em todas as dreas cientificas (Tan et al., 2022; Zhang & Liu, 2013). O aumento da
informacdo gendmica levou a um crescimento paralelo da procura de ferramentas de

armazenamento e gestdo de dados avancadas e do desenvolvimento de software para analise,
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modelizacdo e previsdo de grandes conjuntos de dados (Tan et al., 2022). Nesse sentido surgiu a
bioinformatica, como uma disciplina multidisciplinar que funde a biologia, a informatica e a
tecnologia numa Unica vertente. As suas aplicagbes vdo desde sequenciacdo do genoma, a previsao
da funcdo e estrutura de proteinas, a filogenia, a concecdo e o desenvolvimento de medicamentos
e vacinas, até a compreensdo da complexidade dos genes e do genoma (de Carvalho et al., 2019;

Rao et al., 2008).

A aplicacdo de algoritmos de bioinformatica na pesquisa e analise de sequéncias, combinada
com outras técnicas, constitui uma abordagem rapida para obter informacdes detalhadas sobre
genes e proteinas que sdo dificilmente obtidas por outras técnicas (Kaikabo & Kalshingi, 2008). A
contribuicdo dos avancos da bioinformatica tornou possivel o mapeamento de todo o genoma
humano e dos genomas de muitos outros organismos em pouco mais de uma década (Rao et al.,
2008). Assim, a investigacdo bioinformatica demonstra utilidade também no sentido de redugéo

de tempo e custos associados.

O The National Center for Biotechnology Information (NCBI) mantém uma crescente colec¢ado
de bases de dados que reinem informagdes sobre a sequéncia genética e a estrutura/atividade
das proteinas, entre outros conjuntos de dados bioldgicos. Esta colecdo progride a um ritmo

exponencial (Rao et al., 2008).

Deste modo, a bioinformatica é uma ferramenta essencial para desvendar os segredos
codificados no genoma e o seu potencial para impulsionar descobertas cientificas e avancos
médicos é inestimavel. O seu avang¢o nao s6 é favoravel para o dominio da biotecnologia, como

também contribuird largamente para o futuro da humanidade (Tan et al., 2022).

1.3.1 Softwares bioinformaticos

Para concretizar uma analise gendmica abrangente intervém aspetos fundamentais, como a
anotacao do genoma, previsdo de regides codificantes e determinacdo da ploidia. A comparacao
de varios genomas relacionados ou contra um genoma de referéncia pode ajudar a melhorar a sua
anotacdo. Ao longo dos anos varios softwares tém surgido para a anotacao e analise de genomas,
nas suas diferentes vertentes. Burrows-Wheeler Alignment (BWA) é um software de alinhamento
de sequéncias de DNA desenvolvido para mapear principalmente sequéncias curtas (short reads)
e pouco divergentes em relacdo a um genoma de referéncia (Li & Durbin, 2009). E amplamente

utilizado em andlises de dados de sequenciacdo de préxima geracao (NGS) e desempenha um
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papel crucial em investigacdo em gendmica e variagdo genética. Consiste em trés algoritmos, o
BWA-backtrack (Li & Durbin, 2009), BWA-SW (Li & Durbin, 2010) e BWA-MEM (Li, 2013). O
primeiro apropriado para “reads” até 100 bp e os restantes para sequéncias maiores, entre 70 bp
a 1 Mbp. O BWA-MEM (o mais recente) é geralmente o mais recomendado pela sua performance
répida e precisa. Quando comparado a outras ferramentas semelhantes, o algoritmo BWA-MEM
demonstrou melhor desempenho (Abuin et al., 2015; Sarmento et al., 2022). O software BWA
suporta o alinhamento de sequéncias de uma Unica extremidade (single-end reads) com falhas, o
gue é cada vez mais importante quando se trata de mapear grandes volumes de reads e
sequéncias que tendem a conter indels (insercOes ou dele¢des). Além disso, esta ferramenta de
alinhamento revelou-se cerca de 10 a 20x mais rapida que outras ferramentas com a mesma
funcdo, como por exemplo a MAQ (Li, 2012; Li & Durbin, 2009). O output desta ferramenta
consiste em ficheiros no formato padrdo SAM (Sequence Alignment/Map). A identificacdo de
variantes e outras analises subsequentes apds o alinhamento com BWA podem ser efetuadas com
o software SAMtools. Estes dois softwares contém a maioria das funcionalidades com
caracteristicas adicionais em comparacdo com outras ferramentas (Li et al., 2009; Li & Durbin,

2009). Desta forma devem ser utilizados de forma sequencial.

O SAMtools é um software amplamente utilizado, que consiste num conjunto de programas
e ferramentas destinados ao processamento e analise de dados de sequenciacdao de elevado
rendimento. Inclui ferramentas para consulta, ordenagdo, conversdo e manipulacdo de ficheiros
no formato SAM (Sequence Alignment/Map) e BAM (Binary Alignment/Map). Além disso, tem
capacidade de remover duplicados originados em ensaios PCR, identificar SNP’s e indels (Li et al.,
2009; Ramirez-Gonzalez et al., 2012; Wright et al., 2019). Esta conversdo entre tipos de ficheiros
traz vantagens ao nivel de uma maior facilidade de utilizacao, capacidade de ser suficientemente
flexivel para armazenar toda a informacdo de vdérias plataformas de sequenciacdo, tamanho
compactuado e capacidade de executar a maioria das operacdes sem a necessidade de carregar
todo o conjunto de dados de alinhamento (Etherington et al., 2015; Li et al., 2009). Este software
dispGe de uma variedade de comandos especificos (Tabela 1) para manipular dados, entre os quais
se destacam o view, o sort, 0o merge, e split. O primeiro efetua a conversao de formatos, a filtragem
de ficheiros e a extracao de intervalos de sequéncia. Os seguintes sdo utilizados para ordenacao,
juncdo e divisdo de ficheiros, respetivamente. E possivel ainda aceder a qualquer ficheiro através
desta ferramenta desde que seja indexado previamente, através do comando “index” (Danecek et

al., 2021; Li et al., 2009).
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A tabela que se segue evidencia alguns dos comandos existentes, as suas datas de criagdo e

descri¢des respetivas.

Tabela 1- Alguns dos comandos do SAMtools. (Tabela adaptada de Danecek et al., (2021)).

view 22/12/2008 Convers3do de ficheiros SAM/BAM
sort 22/12/2008 Ordenacgdo de ficheiros
merge 22/12/2008 Juncdo de ficheiros ordenados
index 22/12/2008 Indexar ficheiros
mpileup 12/06/2010 Processamento de dados através de “pileup’s”
split 10/03/2014 Divisdo de ficheiros

Para determinar a ploidia de diferentes estirpes de C. jadinii poder-se-iam utilizar diferentes
softwares que incluem o ConPADE (Margarido & Heckerman, 2015), o ploidyNGS (Ferreira et al.,
2019), e o nQuire (Weib et al., 2018), porém este Ultimo é dos mais eficientes e utilizados. Este
software estatistico prevé diploidia, triploidia e tetraploidia ao realizar andlise gendmica
comparativa. Embora a ploidia seja tradicionalmente determinada pela medicao do conteudo de
DNA nuclear através do uso de citometria de fluxo (Dirihan et al.,, 2013; Qiu et al., 2020), é
igualmente possivel inferi-la de forma indireta (sem medi¢do do contelddo de DNA), a partir de
dados de sequenciagdo de proxima geracdo (NGS). Esta distingdo pode ser observada seja
examinando distribuicdes k-mer (substrings de comprimento k contidos numa sequéncia
bioldgica, constituidos por nucledtidos) ou avaliando a distribuicdo de frequéncias alélicas em
polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs) bialélicos (Weib et al., 2018). Esta metodologia tem
sido utilizada para estimar a ploidia em genomas recentemente agrupados, a fim de identificar o
nuimero de hapldtipos, bem como para detetar variacées intraespecificas de ploidia (Margarido &
Heckerman, 2015). Tem também a vantagem de identificar aneuploidias (Libkind et al., 2021). Esta
ferramenta modela a distribuicdo de frequéncias de base em locais variaveis usando um Modelo
de Mistura Gaussiano (Gaussian Mixture Model), e através da maxima probabilidade seleciona o
modelo de ploidia mais plausivel. nQuire lida eficientemente com genomas extensos com alta

cobertura e utiliza ficheiros com um input padrdo (short-reads mapeadas) (Cade? et al., 2021;
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Delomas et al., 2020; Weib et al., 2018). Uma desvantagem deste software é o facto de necessitar

de uma genoma de referéncia para realizar as analises.

Para avaliar variabilidade entre as estirpes testadas foi usado o software BCFtools. Este
programa combina uma série de utilidades que promovem o processamento de dados e deteg¢do
de variantes genéticas, como SNPs e indels. Inclui ferramentas de variant calling e de manipulacdo
de ficheiros no formato VCF (Variant Call Format) e a sua contraparte BCF. Pode ser utilizado para
indexar e ordenar ficheiros, adicionar ou remover anotacGes, comparar varios ficheiros
simultaneamente com parametros personalizados, entre outros (Danecek et al., 2011, 2021;
Narasimhan et al., 2016). Atualmente, o BCFtools é um programa completo que consiste em 21
comandos (Tabela 2) e 38 plugins (ferramentas de uma Unica finalidade), com mais de 230 op¢des
e linhas de comando documentadas (Danecek et al., 2021). Todos os comandos aceitam os
formatos VCF e BCF, tanto de uma forma comprimida como ndao comprimida. Ficheiros que nao
foram indexados geralmente também s3o lidos, mas nao em todas as situa¢des, portanto sempre
que varios ficheiros VCFs sdo lidos simultaneamente, devem ser indexados e, também,

compactados (Danecek et al., 2011).

Ocasionalmente, o programa SAMtools pode apresentar um desempenho mais lento durante
a analise e pode ser ineficiente para o armazenamento de dados. No entanto, o BCFtools

proporciona um formato mais eficiente para o processamento de dados (Danecek et al., 2021).

Tabela 2- Alguns dos comandos do BCFtools. (Tabela adaptada de Danecek et al., (2021)).

view 17/05/2012 Conversdo VCF/BCEF, visualizagdo e filtragem
merge 07/08/2012 Juncgdo de ficheiros VCF/BCF que ndo se sobrepdem
isec 06/09/2012 Intersecdes de ficheiros VCF/BCF
filter 12/02/2013 Filtrar ficheiros VCF/BCF através de limites fixos
norm 12/03/2013 Normalizacdo de indels, alinhamento a esquerda
call 20/08/2013 Modelos de variant calling -m e -c
index 07/02/2014 Indexar ficheiros VCF/BCF
mpileup 05/08/2016 Transferido do programa SAMtools
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Snippy é um software bioinformdtico especializado em variant calling para dados de
sequenciacdo NGS. Tem como principal finalidade a identificacdo de mutagdes, como
substituicoes (SNPs) e inser¢Bes e/ou delegdes (indels), entre genomas haploides e um genoma
de referéncia. Este software utiliza uma ferramenta para alinhar as reads com o genoma de
referéncia e uma abordagem distinta (“call”) para averiguar se alguma das discrepancias
resultantes entre os genomas sdo reais ou aspetos que podem ser ignorados. Por fim, o Snippy
analisa o efeito que cada diferenca provoca nos genes previstos (como truncamento, mudanca de
estrutura) com outra ferramenta distinta, a fim de perceber se pode potencialmente afetar o
fendtipo (Seemann, 2015; Yoshimura et al., 2019). O seu processo de andlise é rapido, realizado
num curto periodo e executado de forma eficiente, o que é particularmente importante em
analises gendmicas e bioinformaticas de grandes conjuntos de dados. A identificacdo de variantes
em genomas haploides é relativamente mais simples em comparagdo com genomas diploides, o
gue pode permitir uma analise mais rapida e direta (Seemann, 2015; Yoshimura et al., 2019). Esta
ferramenta é relativamente mais recente, sendo a sua primeira versao publica lancada em 2015
por Torsten Seemann (Seemann, 2015). No geral, requer como input um genoma de referéncia no
formato FASTA ou GENBANK e os resultados sdo apresentados de variadas formas conforme a
selecdo de output (tabelas comparativas, formato BAM/VCEF, ficheiro de registo com comandos
executados, etc). Possui ainda a opg¢do de definir parametros avancados para a analise dos
genomas, tais como “mapping quality”, “minimum coverage”, “minumum proportion for variant

evidence”, entre outros (Hiltemann et al., 2023; Syme, A., Gladman, S., & Seemann, T., 2023).

O Snippy possui a mais-valia de poder ser complementado com outras ferramentas de andlise
gendmica, como o Snippy-core. Esta ferramenta requer a aplicagcdo simultanea de varios ficheiros
resultantes do Snippy, utilizando a mesma referéncia, para criar um alinhamento central. O
Snippy-core analisa o nucledtido presente em cada local, em todas as amostras e no genoma de
referéncia, que pode ser o mesmo (monomorfico) ou diferente em algumas estirpes (polimorfico
ou variante). Ao juntar todos os locais de variagcdo criam o “core SNP genome” (Hiltemann et al.,
2023; Syme et al., 2023). Este processo é essencial no sentido de eliminar as variagdes genéticas
nao informativas e produzir um alinhamento mais compacto e focado nas regiées conservadas,

auxiliando a investigacao sobre relacdes evolutivas entre diferentes estirpes.

Todos estes softwares bioinformdaticos tém sido amplamente utilizados para processar e

analisar dados de sequenciacdo de todo o tipo de espécies, desde vertebrados, invertebrados,
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patogénicos, plantas e virus, o que proporciona desafios e oportunidades para futuros

desenvolvimentos (Danecek et al., 2021).

Assim, a pratica das abordagens bioinformaticas descritas é fundamental para compreender
as caracteristicas gendmicas de microrganismos, como C. jadinii. Através de uma analise in silico
gue inclua estes métodos é possivel determinar com eficdcia a ploidia, realizar a anotacdo do
genoma e detetar diferencas entre variadas estirpes. E possivel ainda perceber relagdes existentes

entre o comportamento fenotipico de diferentes estirpes e o seu genoma.
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2. OBJETIVOS

A levedura Cyberlindnera jadinii desempenha um papel cada vez mais importante no setor
biotecnolégico. A sua elevada versatilidade, assim como a capacidade de utilizacdo de uma ampla
gama de acidos organicos como Unica fonte de carbono e energia torna-a uma escolha atrativa
para a producdo de diversos compostos de interesse comercial. Estas caracteristicas aliadas a sua
eficiéncia na producdo de proteinas recombinantes tornam esta levedura num microrganismo de
interesse com elevado potencial biotecnolégico. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi
estudar as caracteristicas fisioldgicas e gendmicas de C. jadinii de modo a aprofundar o
conhecimento sobre esta levedura, assim como potenciar a utilizacao desta levedura como fabrica

celular microbiana.

Ao longo do trabalho foi realizada a caraterizacgao fisioldgica de diferentes estirpes de C. jadinii,
tendo em vista a sua capacidade de utilizacdo de diferentes acidos carboxilicos. Potenciais
transportadores de acidos carboxilicos, identificados previamente numa analise do transportoma
de C. jadinii, foram estudados neste trabalho, por expressdo heteréloga em Saccharomyces

cerevisiage.

Foi ainda realizada uma andlise gendmica comparativa de cinco estirpes de C. jadinii,
nomeadamente PYCC 3092, PYCC 2578, TB104 e TB115, com anotacdo do seu genoma e
determinacdo da ploidia através da utilizacdo de ferramentas bioinformaticas. Adicionalmente,
identificou-se a presenca de SNP’s e indels. O genoma da estirpe C. jadinii CBS 1600 foi utilizado

como referéncia nos procedimentos executados.

Com este trabalho pretende-se aumentar o conhecimento genético, metabdlico e fisioldgico

sobre este microrganismo, que podera fortalecer o papel de C. jadinii no setor da biotecnologia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material biolégico

Neste trabalho foram utilizadas diferentes estirpes de Cyberlindnera jadinii. Como estirpes de
referéncia foram usadas as estirpes DSM 2361 e CBS 1600, e para andlise comparativa dos
genomas utilizaram-se as estirpes C. jadinii PYCC 3092, PYCC 2578, TB104 e TB115 (Tabela 3). Estas
duas ultimas foram isoladas no ambito do projeto TransBio (Grant agreement ID: 289603) e
encontram-se depositadas na colecdo microbiolégica do Departamento de Biologia da
Universidade do Minho. Adicionalmente, foi também utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae CEN.PK 113-7D, para expressao heterdloga de transportadores de carboxilatos
putativos de C. jadinii. A estirpe de Escherichia coli D4-SX foi utilizada para extra¢ao do plasmideo
p416GPD e a estirpe E. coli XL-1 Blue para as transformacgdes. Todos os materiais bioldgicos foram

armazenados em glicerol 30% (p/v) a uma temperatura de -80 °C.

O plasmideo p416GPD foi utilizado como vetor de clonagem para genes de C. jadinii e vetor

de expressao de S. cerevisiae.

Tabela 3- Identificagdo das estirpes de levedura utilizadas neste estudo.

| Cyberlindnera jadinii CBS 1600 Sousa-Silva, 2021

1 Cyberlindnera jadinii DSM 2361 Sousa-Silva, 2021

1l Cyberlindnera jadinii PYCC 2578 Sousa-Silva, 2021

v Cyberlindnera jadinii PYCC 3092 Sousa-Silva, 2021

Vv Cyberlindnera jadinii TB104 Sousa-Silva, 2021

VI Cyberlindnera jadinii TB115 Sousa-Silva, 2021
Vil Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D (Entian & Kotter, 2007)

3.2 Meios de cultura

Neste trabalho utilizaram-se diferentes meios de cultura para o crescimento dos

microrganismos, mencionados de seguida:
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e YP (extrato de levedura 0,5% p/v, peptona 1,0% p/v, agar 2,0% p/v) para o
crescimento de culturas de leveduras. Este meio foi suplementado com diferentes

fontes de carbono;

e YNB (YNB 0,67 g/100 mL, agar 2,0% p/v) meio minimo para o crescimento de

transformantes. Este meio foi suplementado com diferentes fontes de carbono;

e LB (extrato delevedura 0,5% p/v, triptona 1,0 % p/v, cloreto de sédio 0,5% p/v e agar

2,0 % p/v) para o crescimento de culturas bacterianas.

As culturas de leveduras foram mantidas em meio YPD (extrato de levedura 0,5% p/v, peptona
1% p/v, glicose 0,5% p/v, agar 2% p/v). Para os ensaios de crescimento das diferentes estirpes de
C. jadinii utilizou-se o meio YP, ao qual foram adicionados diferentes acidos carboxilicos como
fonte de carbono e energia, nomeadamente, acido citrico, acido latico, acido pirdvico, acido
fumarico, acido malico, acido acético, acido sucinico, e como controlo glucose (Tabela 4). Foi
igualmente utilizado meio YNB, para avaliacdao de caracteristicas fisioldgicas dos transformantes.

A tabela que se segue apresenta os meios elaborados.

Tabela 4 - Meios de cultura suplementados com as diferentes fontes de carbono.

YNB + Acido Citrico (1,0% p/v), pH 6.0 YP + Acido Citrico (1,0% p/v), pH 6.0
YNB + Acido Lactico (0,5% v/v), pH 5.0 YP + Acido Lactico (0,5% v/v), pH 5.0
YNB + Acido Pirtvico (0,5% p/v), pH 6.0 YP + Acido Pirtvico (0,5% p/v), pH 6.0
YNB + Acido Fumarico (1,0% p/v), pH 6.0 YP + Acido Fumarico (1,0% p/v), pH 6.0
YNB + Acido Mdlico (1,0% p/v), pH 6.0 YP + Acido Malico (1,0% p/v), pH 6.0
YNB + Acido Acético (0,5% v/v), pH 6.0 YP + Acido Acético (0,5% v/v), pH 6.0
YNB + Acido Succinico (1,0% p/v), pH 6.0 YP + Acido Succinico (1,0% p/v), pH 6.0
YNB + Glucose (2% p/v) YP + Glucose (2% p/v)

O pH dos meios foi ajustado com uma solucdo de KOH 10 M. Os meios de cultura foram

submetidos a esterilizacdo em autoclave a 120 °C, durante 20 minutos, a 1 atm.
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3.3 Condig¢oOes de crescimento

Para extracdo de DNA gendmico a estirpe C. jadinii DSM 2361 foi inoculada em meio sélido
YPD e incubada a 30 °C durante 24 h. Uma pequena quantidade de biomassa foi transferida para
um tubo cénico de 50 mL contendo 10 mL de meio YPD, que foi posteriormente incubado a 30 °C,

com agitacao a 120 rpm, durante a noite.

A estirpe E. coli D4-SX foi inoculada em placa com meio LB contendo ampicilina incubada de
seguida na estufa a 37 °C por 24 h. O in6culo em meio liquido foi efetuado num tubo cénico de 50
mL contendo 10 mL de meio LB com ampicilina (1% v/v) ao qual se acrescentou uma porc¢do de

biomassa das células de E. coli. A cultura foi incubada a 37 °C, 200 rpm, durante a noite.

Todos estes processos foram executados em condicdes de assepsia.

3.4 Preparacao de células competentes de Escherichia coli

As células competentes da estirpe E. coli XL-1 Blue, foram preparadas utilizando o protocolo
Rubidium Chloride (RbCI2) de Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). Adicionalmente, foram

utilizadas células competentes da NZYTEC (Portugal).

3.5 Extracao de DNA gendémico de Cyberlindnera jadinii

Cerca de 4 colénias de C. jadinii DSM 2361, foram suspensas em 100 puL de 0,2 M LiOAc 1%
SDS e incubadas a 70 °C durante 15 min. Seguidamente foram adicionados 300 pL de etanol 96%
(v/v) ao microtubo, sendo esta solucdo misturada vigorosamente no agitador de tubos, e
centrifugada de seguida por 3 min a 15000 g, descartando por fim o sobrenadante. Adicionou-se
300 pL de etanol 70% (v/v) e centrifugou-se nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.
Descartou-se o sobrenadante e resuspendeu-se o sedimento em 100 pL de H,0 ultrapura. Por fim,
centrifugou-se a suspensdo durante 3 min a velocidade maxima. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo, uma vez que é no sobrenadante onde se encontra o DNA genémico. O
DNAg foi quantificado com o espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA) e

seguidamente foi armazenado a -20 °C (Looke et al., 2011).
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3.6 Extracdao de DNA plasmidico

O DNA plasmidico foi extraido de E. coli com o Kit NZYMiniprep (NZYTech, Portugal). Foram
usados cerca de 5 mLdo inéculo realizado previamente (seccdo 3.3) e foram seguidas as instrucdes
do fabricante. Por fim, a amostra de DNA plasmidico foi quantificada utilizando o NanoDrop ND-

1000 (Thermo Scientific, USA) e guardada a -20 °C.

3.7 Digestao de DNA plasmidico com enzimas de restri¢ao

Apds a extracdo do DNAp p416GPD realizou-se a digestdo do mesmo com enzimas de
restricdo, para posteriormente realizar recombinac¢do genética, inserindo o gene de interesse no
plasmideo linearizado (seccdo 3.10). Inicialmente foi usada a enzima EcoRl (ThermoFisher
Scientific, USA). O protocolo de digestdo e os respetivos componentes estdo mencionados na

Tabela 5, abaixo:

Tabela 5 - Componentes utilizados no processo de digestao de DNAp p416GPD com a enzima EcoRl.

Enzima EcoRI (10 U/uL) 1
Tampao (tango 2x concentrado) 4
Amostra de DNAp p416GPD? 1
H20 U.P. 13

Fosfatase Alcalina (1 U/pL) 1
Total 20

a— Concentragdo DNAp = 779,3 ng/ulL

Foi adicionada a enzima fosfatase alcalina (NZYTech, Portugal) a esta reacdo para impedir a
religacdo dos fragmentos de DNA digerido. Depois a reacao foi incubada a 37 °C durante 16h. O
protocolo em questdo foi baseado na informacdo disponivel no ThermoFisher Scientific

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0271).
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Posteriormente foram testadas as enzimas Kpnl, a Xbal, a Smal, Hindlll (ThermoFisher
Scientific, USA), com o intuito de verificar se possuiam maior eficacia na digestdo do plasmideo

p416GPD, e evitar a religacdo do mesmo.

3.8 Purificagao de DNA plasmidico de um gel de agarose

A purificagdo do DNAp p416GPD linearizado foi efetuada com o Kit Gelpure (NZYTech,
Portugal), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para isso 60 pL de amostra de DNAp
linearizado, foi transferida para um tubo de 1.5 mL e adicionou-se 5x o volume desta de tampao
de ligacdo (Binding Buffer). Neste caso foram utilizados 300 pL de tampao. Por fim, a amostra de
plasmideo p416GPD digerido e purificado foi quantificada utilizando, mais uma vez, o NanoDrop

ND-1000 (Thermo Scientific, USA), e guardada a -20 °C. A amostra tinha uma concentragdo de 25,8

ng/uL.

3.9 Amplificacao do DNA e analise por eletroforese em gel de agarose

Neste trabalho foi estudado um conjunto de 8 genes da levedura C. jadinii (Tabela 6), os quais
foram amplificados para posterior clonagem no vetor p416GPD. Para se proceder a amplificacao

preparou-se, previamente, os oligonucledtidos a utilizar (Tabela 7).

Tabela 6 - Identificacdo dos genes de C. jadinii em estudo neste trabalho.

CT5 XP_020067736.1
CT6 XP_020068615.1
C17 XP_020068161.1
CT10 XP_020070234.1
CT11 XP_020070372.1
CT12 XP_020068637.1
CT13 XP_020069005.1
CT14 XP_020068827.1
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Tabela 7 - Oligonucleétidos utilizados para amplificacdo e clonagem dos genes de C. jadinii.

CT5 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGAATAAAGAAGTCGTGTC 50.94
CT5 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTCAAATCTTCACATTGAGCA 53.10
CT6 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGAGTAAAGTCAAGAACTT 49.52
CT6 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTCACATCCTGTAGTTAAAAA 49.51
C17 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGTCTTTGAACGATAAATC 49.14
Cc17 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTCAGCTGGCCACGCCTCGCT 69.16
CT10 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGGATAGATTTGTCACTCT 50.89
CT10 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTTAGAGGGTGAAGACGCTTG  57.26
CT11 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGACATCGCACTGTTAATATCAC 52.22
CT11 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCTAGAACAACCACGACAGGA  56.90
CT12 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGACTGATCTCGAGTCCGG 58.69
CT12 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTTAGTTCTTCTCAGCAGATT 51.50
CT13 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGTCGACAGGTCAAACTGA 56.80
CT13 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTCACTTCTTCTTCTTCTTGA 51.36
CT14 Fwd  CACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAATGGTCAAGTCAACCTTGTA 54.18
CT14 Rev  ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATTCATTCTAACTTATCGTAGA 47.96

Os genes indicados na tabela anterior foram amplificados por PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando o DNA gendmico da levedura C. jadinii DSM 2361. Inicialmente, foi realizada
uma reacdo utilizando a enzima Taqg |l DNA polimerase (NZYTech, Portugal), de acordo com a
Tabela 8. Posteriormente, efetuou-se a amplificacdo dos 8 genes por PCR utilizando a enzima
Accuzyme DNA polimerase, com atividade proofreading (Bioline, London UK) (Tabela 8). Este
procedimento foi realizado separadamente para cada gene, utilizando os primers respetivos
listados na Tabela 7. A tabela seguinte apresenta as diferentes reacbes testadas, incluindo os

reagentes utilizados em cada (para informac¢oes detalhadas consultar os anexos — Tabela Al).
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Tabela 8 - Reacdes testadas para amplificacdo de DNAg com uso de diferentes enzimas.

Taq Il DNA polimerase Accuzyme (2x concentrada)
Tampao (10x concentrado) -
MgCl; (50 mM) -
dNTPs (100 mM) -

DNAg DNAg

H,O U.P. H,O U.P.
Primer forward (10 uM) Primer forward (10 uM)
Primer reverse (10 pM) Primer reverse (10 uM)

Os varios ensaios de PCR foram elaborados sob as seguintes condi¢des: uma fase inicial de
desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos constituidos por: desnaturagdo (95 °C
por 30 segundos), hibridizacdo (variavel) e extensdo (72 °C por 1 minuto). Cada ciclo foi concluido
com uma extensao final de 5 minutos a 72 °C. De referir que, no caso da reacao utilizando a enzima
Accuzyme, o tempo definido para a extensdo a 72 °C dentro dos 35 ciclos foi estendido para 3

minutos, em vez de 1.

As temperaturas de hibridizacdo foram escolhidas com base nas temperaturas de
desnaturacdo (Tm - melting temperature em inglés) de cada primer (conforme indicado na tabela
7). Portanto, durante essa etapa do processo de PCR utilizaram-se, inicialmente, gradientes de
temperatura para ajustar as condicdes ideais a cada gene, otimizando posteriormente de acordo

com os resultados.

Para a andlise dos resultados, os produtos de PCR foram submetidos ao processo de
eletroforese em gel de agarose (1%). Na maioria dos ensaios, 15 pL de amostra de cada gene
amplificado foram adicionados a 3 pL de /loading buffer (6x) e a totalidade desta solucdo foi
aplicada no gel. Os géis correram por um periodo de 35 a 40 minutos a 90 Volts, utilizando o
marcador de DNA, “Green Safe” (NZYTech, Portugal). Para a visualizacdo das bandas no gel foi
utilizado o ChemiDoc (Biorad, Italy). Por fim, os resultados foram quantificados com o NanoDrop

ND-1000 (Thermo Scientific, USA).
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3.10 Clonagem dos genes de C. jadinii no vetor p416GPD

Uma vez alcancada a amplificacdo pretendida dos produtos PCR referentes aos genes em
estudo, procedeu-se a etapa de clonagem no vetor de expressdo p416GPD. Para o efeito
utilizaram-se células competentes de E. coli XL-1 Blue (NZYTech, Portugal), adotando o método

Gap Repair proposto por Jacobus e Gross (2015).

Com base neste método, foi elaborada uma mistura com 200 ng do fragmento de insercdo e
100 ng de vetor, para cada gene. Esta mistura foi adicionada aos tubos contendo as células
competentes previamente descongeladas em gelo. Posteriormente, esta solucdo foi submetida a
um periodo de incubacdo de 30 minutos no gelo. Consequentemente, realizou-se um choque
térmico, no qual as amostras foram transferidas do gelo para um termobloco a 422C por um
periodo de 1 minuto, agitando os tubos nos instantes finais. As amostras foram recolocadas no
gelo por mais 10 minutos. Para viabilizar o crescimento das células, 800 pL de meio de cultura LB,
previamente aquecido, foi adicionado a cada tubo de células, as quais foram incubadas a 37 °Ce
200 rpm/minuto, durante 1 hora. Apds esse periodo, procedeu-se a centrifugacdo das células
durante 1 minuto a 14 000 g, seguido de descarte de 200 pL de sobrenadante. Com as células
devidamente ressuspendidas e homogeneizadas, a solucdo resultante foi distribuida e inoculada
em placas contendo meio de cultura LB suplementado com ampicilina (1x concentrada) como
antibidtico seletivo. As referidas placas foram entdo incubadas a 37 °C, durante a noite, visando

promover o desenvolvimento e crescimento das células transformadas em E. coli.

Foi, simultaneamente, efetuado um controlo negativo apenas com DNA plasmidico p416GPD.

3.10.1 Confirmagdo da clonagem no plasmideo p416GPD

Com o objetivo de identificar possiveis clones positivos, foi executada a extracdo de DNA
plasmidico dos transformantes de E. coli obtidos, utilizando o Kit NZYMiniprep mencionado na
seccdo 3.5. As amostras de DNA plasmidico extraido foram, posteriormente, submetidas a um PCR
com 35 ciclos utilizando a enzima Taq || DNA polimerase (conforme descrito na sec¢do 3.9) e o par
de primers (Tabela 7) do gene correspondente, a fim de amplificar os fragmentos de inser¢do e
confirmar se os mesmos tinham o tamanho pretendido. Para a visualizacdo dos fragmentos

obtidos foi empregue a técnica de eletroforese em gel de agarose.
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3.10.2 PCR de coldnia

Neste ensaio efetuou-se a técnica PCR, utilizando a biomassa das coldnias transformantes de
E. coli como fonte de DNA, com o propésito de verificar a presenca e o tamanho dos insertos

contidos no vetor p416GPD.

De forma a rastrear mais do que uma coldnia por tubo, foram efetuadas rea¢des de PCR com
5 ou 10 coldnias da mesma transformac¢do numa Unica mistura, a fim de detetar a presenca do
respetivo gene de interesse. As coldnias foram também analisadas individualmente no caso de
ocorrer a amplificagdo de fragmentos correspondentes aos genes em estudo. Neste procedimento
utilizou-se a enzima Taq Il DNA polimerase, bem como os demais reagentes previamente descritos
na seccdo 3.9, referentes a técnica PCR. Foram apenas realizados alguns ajustes especificos nas
condicGes de desnaturacdo, hibridizacdo e extensdo (para detalhes adicionais, consultar os anexos

—Tabela A2).

3.10.3 Estratégias alternativas de clonagem

3.10.3.1 Extracdo de DNAp de um gel de agarose por excisdo das bandas:

No primeiro processo testado, o plasmideo p416GPD foi submetido a uma nova digestao,
desta vez utilizando 2 enzimas distintas, a Smal e a Hind Ill (ThermoFisher Scientific, USA)
(protocolo disponivel nos anexos — Tabela A3). Posteriormente, procedeu-se a eletroforese em gel
de agarose 1%, visando a extracdo direta da amostra de plasmideo digerido do gel, através da
excisdo das bandas. Neste contexto, foi utilizada a amostra contendo o plasmideo digerido e uma
amostra de plasmideo ndo digerido para controlo. Apds a migracdo do gel, a banda resultante do
plasmideo digerido foi cuidadosamente cortada do gel e colocada num tubo de 1,5 mL estéril para
se realizar o procedimento de purificacdo. A purificacdo do DNAp extraido de um gel de agarose
foi realizada utilizando o Kit Gelpure da NZYTech Portugal, de acordo com as instrucdes do
fabricante. A cada 100 mg de gel adicionava-se 300 uL de tampao de ligacdo, considerando que o
peso do gel utilizado tinha 1059,3 mg, foram adicionados 3177 L de solu¢do tampao. Por fim a
amostra de DNAp p416GPD purificada foi guardada a -20 °C para, posteriormente, ser utilizada

numa nova cIonagem.
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Depois da aplicacdo da técnica mencionada, foi experimentada uma abordagem distinta, em
que o plasmideo p416GPD foi submetido a amplificacdo por PCR e subsequente digestdo

utilizando a enzima Dpnl.

3.10.3.2 Amplificagdo do plasmideo p416GPD por PCR:

O plasmideo p416GPD foi amplificado na tua totalidade com a enzima Accuzyme (Bioline,
London UK). A mistura de reacdo continha 20 ng de p416GPD, os primers forward e reverse (10
uM) cedidos pelo laboratério (sequéncias: fwd- GATACCGTCGACCTCG e rev-
CTAGTTCTAGAATCCGTC) e Accuzyme Mix 2x. O protocolo de amplificacdo consistiu em apenas 10
ciclos compostos por: desnaturacgdo (95 °C por 30 segundos), hibridizacdo (52 °C por 1 minuto), e
extensdo (68 °C por 4 minutos e 30 segundos), seguido de uma extensdo adicional de 30 segundos
a 95 °C. O periodo de hibridizacao foi novamente repetido durante um minuto, finalizando com

uma fase de extensdo a 68°C por 6 minutos e 30 segundos.

O produto da reacao final foi incubado com a enzima Dpnl, de acordo com as condi¢des
especificadas na Tabela 9, para eliminacdao do DNA molde de p416GPD. Depois de um periodo de

16h de incubacao, o vetor p416GPD foi utilizado clonagem.

Tabela 9 - Componentes utilizados no processo de digestdao de DNAp p416GPD com a enzima Dpnl.

Enzima Dpnl (10 U/pL) 1
Tampao 2
Amostra de DNAp 2
H.0 U.P. 15

Total 20
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3.10.4 Sequenciacao dos genes de C. jadinii clonados no vetor p416GPD

A confirmacdo da sequéncia dos genes de C. jadinii inseridos no vetor p416GDP foi efetuada
pelo método de Sanger. Para o efeito, 5 pL de cada primer (com uma concentracdo de 5 pmol/uL)
utilizados na amplificacdo do respetivo gene, foram adicionados a 5 puL da amostra de DNA
plasmidico (concentragdo 100 ng/uL) em tubos diferentes, de modo a obter uma mistura final com
um volume total de 10 pL por tubo. Apds a preparacdo das amostras, os tubos foram marcados
com o cédigo correspondente e enviados para a Eurofins Genomics Sequencing, onde se procedeu

a andlise de sequenciacdo.

3.11 Expressao heterdloga dos genes de C. jadinii em S. cerevisiae

A transformacao da levedura S. cerevisiae CEN.PK 113-7D com DNA plasmidico foi efetuada

de acordo com o protocolo proposto por Gietz e Woods, 2002.

No dia anterior ao ensaio, culturas de células da estirpe S. cerevisiae CEN.PK 113-7D foram
inoculadas em placas com meio YPD e incubadas a 30 °C. Para a transformacdo, uma pequena
guantidade de biomassa foi ressuspendida em 1 mL de dgua estéril. A suspensdo celular
centrifugada durante 1 minuto a velocidade mdaxima, e o sobrenadante foi descartado. Em
paralelo, uma solugdo de DNA de cadeia simples (SS-DNA, 2 mg/mL), foi incubada a uma
temperatura de 100 °C durante 5 minutos num termobloco, e posteriormente em gelo por 2
minutos. Entretanto, ao sedimento contendo as células de S. cerevisiae, foram adicionados os
seguintes reagentes de forma sequencial: 240 pL de PEG a 50%, 36 UL de Acetato de Litio (LiAc)
1M, 50 pL de SS-DNA, 6 pL de amostra de DNAp juntamente com 28 plL dgua ultrapura, num total
de 360 pL. A reacdo foi incubada por um periodo de 1h a 1h30 num banho térmico a 42 °C.
Posteriormente, realizou-se uma centrifugacdo de 1 minuto, seguida da remocdo do
sobrenadante. Adicionou-se 500 plL de agua estéril e a mistura foi homogeneizada vigorosamente
com auxilio de um agitador de tubos. Para concluir, a mistura foi inoculada em placas de YNB
glucose e desprovido de uracilo. As placas foram incubadas por 2 a 3 dias a 30 °C, a fim de permitir

o crescimento dos transformantes.
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3.11.1 Clonagem de genes de C. jadinii no vetor p416GDP pelo método de Gap Repair

em S. cerevisiae

Foi testada uma abordagem distinta em relagao ao protocolo supracitado. Nesta abordagem,
a clonagem dos genes de C. jadinii no plasmideo p416GPD foi realizada tendo por base o método
GAP Repair, detalhado na seccdo 3.10, mas efetuado diretamente na levedura S. cerevisiae. Assim,
foi elaborada uma mistura de transformacao para cada gene, consistindo em 200 ng do fragmento
de insercdo e 100 ng de vetor p416GPD. Os fragmentos de inser¢do, assim como o vetor digerido
com a enzima Dpnl, foram previamente amplificados por PCR. O restante procedimento de

transformacdo da levedura S. cerevisiae é idéntico ao protocolo descrito em 3.11.

3.11.2 Extrag¢do de DNA plasmidico de levedura

A extracdo de DNA plasmidico da levedura S. cerevisiae foi efetuada com o Kit NZYMiniprep
(NZYTEC, Portugal) utilizando um protocolo adaptado, para confirmacdo de clones positivos. As
guantidades dos tampdes Al, A2 e A3 foram duplicadas em relacdo ao protocolo do fabricante.
Apds o primeiro tampao ser adicionado na coluna, a solu¢do foi homogeneizada com um agitador
de tubos durante 15 minutos na velocidade maxima. Seguidamente, a solugao foi incubada por 5
minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 2 minutos. O restante protocolo seguiu as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. As amostras foram guardadas a -20 °C até posterior

utilizacao.

3.12 Ensaios de crescimento em meio sélido (drop-tests)

Foi realizado um ensaio de crescimento em meio sélido com as estirpes de levedura C. jadinii,
nomeadamente: DSM 2361, PYCC 2598, PYCC 3092, TB104 e TB115 e os transformantes de S.
cerevisiae. Foram utilizados dois meios de cultura (YP e YNB), suplementados com oito fontes de
carbono e energia distintos (acido acético, citrico, fumarico, latico, malico, pirdvico, succinico e
glucose - Tabela 4), considerando também duas condi¢des de temperatura (18 °Ce 30 °C). O ensaio

de crescimento das estirpes de C. jadinii nas diferentes fontes de carbono foi realizado em meio
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de cultura YP sélido, contrariamente a avaliagdo do crescimento dos transformantes, o qual foi

realizado em meio de cultura YNB sdlido.

Com o auxilio de um palito esterilizado, retirou-se uma porg¢ao de biomassa dos isolados de
culturas frescas e suspendeu-se em 1 mL de agua estéril. Apds ajuste da suspensdo celular para
uma DOgsonm de 0.2, esta foi submetida a uma série de diluicGes sucessivas. De cada diluicdo
inoculou-se uma gota de 5 uL, no sentido da amostra mais diluida para a mais concentrada, a fim
de evitar arrastamento de células, no meio desejado. A distribuicdo das gotas foi efetuada através
de uma pipeta multicanal. Apds a conclusdo do ensaio, as placas foram incubadas em duas
condicGes distintas: a 30 °C durante 4 dias, 18 °C durante 12 dias. Finalizado esse periodo,

procedeu-se ao registo dos resultados através de fotografia.

3.13 Anadlise bioinformatica do genoma de C. jadinii

Neste trabalho foram elaboradas analises comparativas in silico de 5 estirpes de C. jadinii,
nomeadamente, PYCC 2578, PYCC 3092, TB104, TB115 e CBS 1600 (estirpe usada como referéncia)
(Tabela 4). Nesse sentido, recolhnemos as respetivas sequéncias gendmicas disponiveis no NCBI

(National Center for Biotechnology Information).

Para todas as estirpes, as sequéncias (reads) foram mapeadas contra o genoma de referéncia
C. jadinii CBS 1600, através da ferramenta Burrows—Wheeler Alignment (BWA), versdo 0.7.17 (-
r1188), utilizando os comandos “index” e “mem” desta ferramenta (Li & Durbin, 2009, 2010).
Posteriormente, os dados foram processados utilizando a ferramenta SAMtools, versdao 1.10, com

a execucgdo dos comandos “view” e “sort” (Tabela 1) (Danecek et al., 2021; Li, 2011; Li et al., 2009).

Para determinar a ploidia das diferentes estirpes em estudo foram executadas funcionalidades
do programa estatistico nQuire, versdo 1.0, utilizando os comandos “create” e “histo” (Cade? et

al., 2021; Weib et al., 2018).

Para a andlise de variabilidade genética (variant calling), foram utilizados os programas
BCFtools, versdo 1.10.2 (Danecek et al., 2011; Danecek & McCarthy, 2017; Narasimhan et al.,

2016), o Snippy, versdo 4.6.0 e o0 Snippy-core, versdo 4.6.0 (Hiltemann et al., 2023; Seemann, 2015).

Numa analise inicial realizada através do software BCFtools procedeu-se, separadamente

para cada estirpe, a aplicacdo de cinco comandos de forma sequencial, nomeadamente,
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“mpileup”, “call”’, “norm”, “filter” e “view”. Posteriormente, numa fase avancada e apds cruzar
resultados, foram testadas as funcionalidades dos comandos “merge” e “isec” (Tabela 2) (Danecek

etal., 2011, 2021).

O comando “filter” desta ferramenta consiste na filtragem de dados pelo uso de limites fixos,
como inclusdo, exclusdo, restricdo de regides, entre outros, através de parametros especificos,
como a qualidade do genétipo, “Qual” (genotype quality) e a cobertura, “DP” (raw read depth)

(https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html#filter). Para esta andlise procedeu-se a

exclusdo de dados com baixa qualidade (Qual < 20) e baixa cobertura (DP < 10) (Silva, 2021). Esta
metodologia foi repetida para cada uma das estirpes. Assim, o comando descrito na Figura 1
executa o software BCFtools, instruindo a selecdo dos locais onde as condi¢es selecionadas sdo

aplicadas.

$ bcftools filter -Ov -e 'Qual < 28 || DP < 18' -o output.vcf ficheiro_input.norm.vcf

Figura 1 - Exemplo modelo da linha de cddigo utilizando a ferramenta BCFtools filter, com parametros
definidos de exclusdo, qualidade e cobertura do genoma.

Através do comando “isec” foi criado um ficheiro que compara os genomas das diferentes
estirpes em relacdo ao genoma de referéncia, indicando as interse¢des existentes. Quando a
analise abrange 2 ou mais ficheiros a expressdo deve ser a seguinte “S bcftools isec -p dir -n=4",
em que ‘n’ corresponde ao nlimero total de ficheiros a analisar e ‘-p dir’ o nome do diretério onde

os resultados serdo armazenados (https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.htmli#isec). A

Figura 2 demonstra a linha de cddigo completa.

S bcftools isec -p dir -n=4 PYCC2578.filter.vcf.gz PYCC3892.filter.vcf.gz

TB184.filter.vcf.gz TB115.filter.vcf.gz

Figura 2 - Exemplo da linha de cédigo utilizando a ferramenta BCFtools isec para intersecdo dos ficheiros
das quatro estirpes. ‘gz’ indica que os ficheiros estdo num formato zipado.

Por ultimo, a abordagem realizada com a ferramenta Snippy consistiu na selecao do genoma
de uma das estirpes de C. jadinii e no genoma de referéncia para analisar a variabilidade genética

existente (https://github.com/tseemann/snippy). Foram escolhidos pardmetros avancados como

“minimum mapping quality” (20) e “minimum coverage” (10), tal como aplicado no comando filter
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mencionado acima. Os outputs selecionados, ficheiro zipado e formato de tabela, foram

necessarios para o passo seguinte. Esta metodologia foi repetida para cada estirpe.

Os ficheiros zipados adquiridos no procedimento anterior foram essenciais para a analise
através do Snippy-core. Nesta ferramenta foram carregados, simultaneamente, todos os ficheiros
no formato zipado pertencentes a cada uma das estirpes em estudo e o genoma de referéncia no
formato FASTA. Os outputs escolhidos foram “tab-separated columnar list of core SNP sites” e “tab-

separated columnar list of alignment/core-size statistics” (Hiltemann et al., 2023).
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4. ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A levedura Cyberlindnera jadinii possui varias caracteristicas que a tornam uma promissora
fabrica celular microbiana, e onde se incluem a utilizagdo de acidos carboxilicos como Unica fonte
de carbono e energia. Este estudo teve o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre a
fisiologia, metabolismo e genoma desta levedura. Para o efeito foram desenvolvidos varios
ensaios, incluido a caraterizacdo fisioldgica de diferentes estirpes, a clonagem de transportadores
de acidos carboxilicos putativos e sua expressdo heterdéloga em S. cerevisiae. Dado que foi
reportada a existéncia de uma grande variabilidade na ploidia desta levedura, foi efetuada uma

analise comparativa dos genomas das diferentes estirpes de C. jadinii sequenciadas.

4.1 Amplificacao de genes da levedura Cyberlindnera jadinii

Neste trabalho foram selecionados para estudo oito genes de C. jadinii (Tabela 10). Estes
foram identificados em trabalhos anteriores do grupo de investigacao, onde foi efetuada uma
analise do transportoma de C. jadinii. Estes genes ou possuem homologia com transportadores de
acidos carboxilicos, ou apresentam dominios conservados de familias de transportadores de

acidos carboxilicos (Sousa-Silva, 2021).

Tabela 10 - Genes de C. jadinii selecionados para estudo neste trabalho. Dominios transmembranares
(TMSs): PM — membrana plasmatica.

crs MFS general monocarboxylate
XP_0200677 substrate — orter'):n ch PM 487 MCT 11
36.1 transporter P ’
cTé hypothetical Dicarboxylic amino
protein acid (L-glutamate
XP_g§0;7686 CYBJADRAFT _ and L-aspartate) PM >24 YAT 11
) 131197 permease
CT7 dityrosine ditvrosine
XP_0200681 transporter A tra r)r/ snorter ? 488 MFS 12
61.1 Q resistance P
CT10 bUF1212- Putative
domain- . .
XP_0200702 . threonine/serine - 648 - 9
containing
34.1 . exporter
protein

32



CT11

L-glutamate and L-

XP_0200703 "’: ; 'r’:eZZ’e g aspartate PM 581 SLC 12
72.1 P transporter
ca e
XP_(;270;7686 CYBJADRAFT Sulphate permease - 520 SulP 6
’ 164167
cr13 transmembra
XP_0200690 . ATO2 PM 280 AceTr 6
- ne protein
05.1
CT14 MFS general Quinidine
XP_0200688  substrate = ) PM 624 DHAL 12
resistance protein
27.1 transporter

Foram testadas varias reacGes de PCR para amplificar os genes de C. jadinii (Tabela 8). Como
descrito na sec¢ao 3.9 dos materiais e métodos, inicialmente foi realizada uma mistura de reagao
utilizando a enzima Taq || DNA polimerase (NZYTech, Portugal), o DNAg de C. jadinii DSM 2361, o
par de primers respetivos a cada gene (Tabela 7) e os restantes reagentes conforme indicado na
Tabela 8. Apds a extracao do DNAg de C. jadinii DSM 2361, efetuada através do método de Léoke
et al. (2011), obteve-se DNA gendmico com uma concentracdo de 50.2 ng/ul. A temperatura de
hibridizacao para o PCR foi escolhida de acordo com as temperaturas de desnaturacao dos primers
de cada gene, indicadas na Tabela 7, por esse motivo foi criado um gradiente de temperatura para
ajustar as condicGes ideais de cada gene (Jacobus & Gross, 2015). Apds os primeiros ensaios de
amplificacdo constatou-se que: os genes CT6, CT11, CT13 e CT14 exibiram baixo rendimento,
evidenciando uma banda pouco intensa; o gene CT12 ndo amplificou corretamente, pois o
fragmento observado tem um tamanho superior ao esperado; o gene CT5 ndao amplificou. As
amplificacdes dos genes CT7 e CT10 ocorreram como o esperado, tendo o tamanho pretendido,

sendo que o CT7 demonstrou uma banda mais intensa (Figura 3A).

De acordo com estes resultados foi alterada a temperatura de hibridizacdo no programa de
PCR para cada gene (excecdo do gene CT7), com um incremento de temperatura para aumentar
a especificidade. Esta modificacdo levou a um aumento da intensidade da banda, particularmente
nos genes CT10 e CT11. No entanto, foi ainda necessaria a otimizacdo dos parametros para os
restantes (CT5- sem amplificacdo, CT6 e CT12— possuiam bandas extra, CT13 e CT14- baixo

rendimento) (Figura 3B).

As condi¢des de amplificacdo foram mais uma vez ajustadas, incluindo um aumento da

temperatura de hibridizacdo para 54 °C, aplicado de forma uniforme a todos os genes. Neste
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cendrio, o gene CT5 amplificou, mas com baixo rendimento, os genes CT13 e CT14 mantiveram
baixo rendimento, enquanto o CT6 demonstrou a amplificacdo desejada. Como controlo positivo

foi utilizado o gene CT7 (Figura 3C).

M CTS CT6 CT7 CT10 CT11 CT12 CT13 CT14 - - e - -
M CT5 CT6 CT10 CT11 CT12 CT13 CT14

M C+ CI5 C16 CT13 CT14

Figura 3 - Produtos de PCR da amplificacdo de genes de C. jadinii com a enzima Taq Il. A) Amplificagdo dos
genes CT7 e CT10 com gradiente de temperatura na etapa de hibridizacdo. Genes CT5, CT6, CT11 CT12, CT13 e
CT14 ndo amplificaram corretamente. B) Amplificacdo dos genes CT10, CT11 com otimizagdo dos parametros.
Genes CT5, CT6, CT12, CT13 e CT14 ndo amplificaram corretamente. C) Amplificagdo dos genes CT5, CT6 e CT14
com alteracdo da temperatura de hibridiza¢gdo. Gene CT13 ndo amplificou. M - Marcador molecular: GRS Ladder
1kb (ThermoFisher Scientific); C+ - controlo positivo (gene CT7). Visualizado num gel de agarose 1% sob luz UV.

Apds a otimizacdo das condicdes de amplificacao, efetuou-se a amplificacdo dos genes com a
enzima Accuzyme DNA polimerase (NZYTech, Portugal), seguindo a rea¢do detalhada na Tabela 8.
Esta enzima possui atividade proofreading, reduzindo a taxa de erro no decorrer da amplificacao
de DNA. Conforme demonstrado na Figura 4, observa-se um aumento do rendimento de
amplificagdo para todos os genes ao utilizar a enzima Accuzyme, com uma temperatura de
hibridizacao de 52 °C, a exce¢do do gene CT13. Apds vdrios ensaios e exploracdo de diferentes
parametros de amplificacdo, que incluiram aumento de temperatura de hibridizacdo e alteracao
das enzimas utilizadas, o gene CT13 continuou a ndo apresentar amplificacdo. Dado que a levedura

C. jadinii apresenta uma elevada variabilidade genética, como sera discutido neste trabalho, este
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gene poderd ter uma sequéncia diferente da contida nos primers. Assim, em estudos futuros, serd
necessario considerar a utilizacdo de novos primers. A enzima Accuzyme tinha sido utilizada
anteriormente em ensaios de clonagem de genes que codificam transportadores, particularmente

de genes de C. jadinii (Soares-Silva et al., 2015; Sousa-Silva, 2021).

M CT5 CT6 CI7 CT10 CT11 CT12 CT13 CT14

Figura 4 - Produtos de PCR da amplificacdo de genes de C. jadinii com a enzima Accuzyme. Amplificagao de
todos os genes, com excegdo do gene CT13. M - Marcador molecular: GRS Ladder 1kb (ThermoFisher Scientific).
Visualizado num gel de agarose 1% sob luz UV.

4.2 Clonagem de genes de C. jadinii no vetor p416GPD

Para a clonagem dos genes de C. jadinii foi selecionado o plasmideo centromérico p416GPD,
gue contém um promotor constitutivo (GPD), e que possibilitou a expressdo heterdloga de

transportadores de carboxilatos em S. cerevisiae (Sousa-Silva et al., 2022).

A clonagem de genes de C. jadinii foi efetuada pelo método Gap Repair. Apds se obter a
amplificacdo dos genes de C. jadinii, o objetivo seguinte foi linearizar o plasmideo p416GPD no
local de clonagem muiltipla, onde decorrera a insercdo dos genes em estudo e, posteriormente,
purifica-lo. Para o efeito utilizou-se a enzima de restricdo EcoRl (ThermoFisher Scientific, USA)
(Jacobus & Gross, 2015). A eficiéncia da digestdo foi determinada por meio de eletroforese em gel

de agarose 1% (Figura 5).
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Figura 5 - Digestdo do plasmideo p416GPD com a enzima EcoRI. M - Marcador molecular: GRS Ladder
1kb (ThermoFisher Scientific); P - controlo, plasmideo ndo digerido; P1 a P4 - quatro amostras diferentes de
plasmideo digerido. Visualizado num gel de agarose 1% sob luz UV.

Para proceder a clonagem dos genes de C. jadinii no vetor p416GPD, os produtos de PCR
respetivos a amplificacdo de cada gene foram purificados e, por fim, quantificados. Segundo o
método Gap Repair (Jacobus & Gross, 2015), foi elaborada uma mistura com 200 ng do fragmento
de insercdo e 100 ng do vetor p416GPD, para cada gene. Esta mistura foi transformada
posteriormente em células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue, as quais preparadas
utilizando o protocolo Rubidium Chloride (RbCl2). As células foram plaqueadas em meio de cultura

LB suplementado com ampicilina e incubadas a 37 °C, durante a noite.

No dia seguinte realizou-se a extracdo do DNA plasmidico p416GPD de duas coldnias
diferentes para cada uma das transformacgdes, ou seja, para cada um dos genes. A determinacao
da insercdo dos genes no vetor p416GPD foi efetuada através da amplificacdo por PCR. Na Figura
6A é possivel verificar que em apenas uma das amostras houve inser¢cdo do gene no vetor

p416GPD, nomeadamente o gene CT5 (coldnia 2).

Para confirmacdo dos resultados obtidos, as amostras foram sujeitas a digestdo com as
enzimas de restricdo Kpnl e Xbal (ThermoFisher Scientific, USA). Esta digestdo foi efetuada para
cada clone a fim de verificar se efetivamente houve insercdo do gene no vetor. Como se pode
observar na Figura 6B, os resultados obtidos sdo idénticos aos anteriores, constatando-se apenas

um clone positivo.
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Figura 6 - Clonagem dos genes CT5, CT6, CT7, CT10, CT11, CT12 e CT14 de C. jadinii no vetor p416GPD em
células de E. coli XL-1 Blue. A) Amplificagdo do gene CT5 (coldnia 2) clonado no vetor p416GPD. M - Marcador
molecular: GRS Ladder 1kb (ThermoFisher Scientific). B) Digestdo das amostras com as enzimas Kpnl e Xbal. M -
Marcador molecular: GRS Ladder 1kb (ThermoFisher Scientific). Visualizado num gel de agarose 1% sob luz UV.

De acordo com os resultados anteriores, foram selecionadas outras coldnias, para realizar
novo um ensaio de PCR em coldnia com o objetivo de descobrir novas insercées do gene no vetor
p416GPD. Este procedimento envolveu a agregacdo de vdarias coldnias de cada uma das
transformacBes numa Unica mistura, e foi replicado para cada gene (a exce¢do do transformante
p416GPD+CT5 onde ja se tinha confirmado a inser¢do). A reacgdo foi efetuada com a enzima Taq |l
DNA polimerase (NZYTech, Portugal) e o restante protocolo foi realizado como referido na sec¢do
3.10.2 da metodologia. Porém, este método demonstrou o mesmo que os anteriores, concluindo-
se que o processo de clonagem ndo foi eficiente, resultando apenas num clone positivo
(p416GPD+CT5 — coldnia 2). Este mesmo clone foi usado como controlo positivo nos

procedimentos seguintes.

Com o intuito de otimizar os resultados derivados dos procedimentos de clonagem, foram
implementadas duas novas abordagens. A primeira consistiu na digestao do plasmideo p416GPD
com as enzimas de restricdo Smal e Hind Il (ThermoFisher Scientific, USA) e posterior extracao do
plasmideo diretamente do gel de agarose 1%, de forma a evitar a religa¢do do plasmideo quando

transformado em células competentes de E. coli. Os genes de C. jadinii em estudo foram, mais
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uma vez, amplificados por PCR utilizando o DNAg da estirpe DSM 2361 de C. jadinii. Foi efetuada
uma nova transformacgdo em que se duplicou a quantidade de vetor a utilizar na reagao para 200
ng, e os restantes calculos foram feitos através da plataforma online nebiocalculator

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation), para testar diferentes racios vetor:inserto. Esta

mistura foi transformada em células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue. Contudo, ndo se
obteve coldnias para nenhuma das transformagdes. Presumivelmente o racio utilizado entre
inserto e vetor ndo foi o adequado. Outra razdo para a baixa eficiéncia da transformacdo pode
estar relacionada com o tamanho do plasmideo utilizado. O plasmideo p416GPD contém 5600 pb
e alguns dos genes contém entre 1800 e 2000 pb. Isto faz com que o plasmideo recombinante
tenha um tamanho que possa prejudicar a eficiéncia da transformacdo. No entanto, este
plasmideo foi utilizado com sucesso para a clonagem de outros genes da levedura C. jadinii (Sousa-

Silva et al., 2022).

A segunda abordagem consistiu na amplificagdao por PCR do plasmideo p416GPD e posterior
digestdo com a enzima de restricdo Dpnl (Jacobus & Gross, 2015), conforme indicado na Tabela 9,
para obtencdo do plasmideo linearizado. Procedeu-se entdo a clonagem e posterior
transformacao com as mesmas condi¢des mencionadas acima. Obteve-se um elevado numero de
colénias maioritariamente dos clones com os genes CT6, CT7, CT10 e CT11, pelo que se realizou
um novo ensaio de PCR em coldnia e andlise por eletroforese. Apesar do nimero elevado de
coldnias, verificou-se que nenhuma possuia o gene de interesse inserido, tendo apenas

amplificado o controlo positivo obtido anteriormente (dados ndo apresentados).

Seguindo a clonagem bem-sucedida do gene CT5 no vetor p416GPD, este foi sequenciado
(Eurofins Genomics Sequencing). A sequéncia analisada ndo apresentou erros. Deste modo,
procedeu-se a expressdo heterdloga do gene CT5 em células de levedura Saccharomyces

cerevisiae CEN.PK 113-7D, para efetuar a sua caracterizacao funcional.
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4.3 Transformag¢ao em Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

O gene CT5 clonado no vetor p416GPD foi transformado na estirpe S. cerevisiae CEN.PK 113-
7D, seguindo o método de Gietz & Woods (2002). As células transformadas foram incubadas a 30
°C por 2 a 3 dias, em placas de meio minimo contendo glucose e desprovido de uracilo. Para
confirmacdo de clones positivos foi executado o procedimento de PCR em coldnia e observacdo
dos resultados através de um gel de agarose 1% (Figura 7). Conforme a figura abaixo, verifica-se
gue esta transformacdo foi bem-sucedida com amplificacdo das duas amostras do clone
transformado em S. cerevisiae. Assim, o gene CT5 foi caraterizado fisiologicamente, como serd

descrito na secg¢do 4.5.

Figura 7 — Confirmacgdo da transformacao do gene CT5 clonado no vetor p416GPD na levedura S. cerevisiae
CEN.PK 113-7D. M - Marcador molecular: GRS Ladder 1kb (ThermoFisher Scientific); C+ - controlo positivo, gene
CT5 clonado no vetor p416GPD; 1 — Primeira amostra do clone transformado; 2 — Segunda amostra do clone
transformado. Visualizado num gel de agarose 1% sob luz UV.

Para os genes que, anteriormente, foram inseridos no vetor p416GPD a partir da
transformacdo em E. coli XL-1 Blue, repetiu-se o procedimento, como mencionado na sec¢do 3.11.
Executou-se a insercdo dos genes no vetor p416GPD pelo método “Gap Repair’ na estirpe S.
cerevisiae CEN.PK 113-7D (Jacobus & Gross, 2015). Desta tentativa resultou uma Unica coldnia
pertencente ao gene CT6. A fim de se confirmar e observar a insercdo do fragmento e o tamanho
do mesmo foi elaborado um ensaio de PCR em coldnia e eletroforese em gel de agarose (Figura
8). A Figura 8 demonstra uma possivel clonagem bem-sucedida do gene CT6 no vetor p416GPD
em S. cerevisiae CEN.PK 113-7D, dado que tem o tamanho esperado. Assim, procedeu-se a
extracdo do DNAp utilizando o Kit NZYMiniprep adaptado para leveduras (descrito na seccao

3.11.2), para posteriormente sequenciar a amostra.

39



Figura 8 — Confirmagdo da transformacgao do gene CT6 clonado no vetor p416GPD em S. cerevisiae CEN.PK
113-7D. M - Marcador molecular: GRS Ladder 1kb (ThermoFisher Scientific); C+ - controlo positivo, gene CT5
clonado no vetor p416GPD; CT6 — gene clonado no vetor transformado em levedura. Visualizado num gel de
agarose 1% sob luz UV.

Ap0ds a obtencdo do DNAp extraido, foi realizada a sequenciacdo da amostra. No entanto, os
resultados ndo foram os esperados, uma vez que o gene nao foi sequenciado corretamente.

Devido a essa limitacdo, esta analise ficou interrompida.

As abordagens de transformagao testadas neste trabalho ndo foram 100% eficazes para a
maioria dos genes de C. jadinii, pelo que novas metodologias deverdao ser estudadas mais

detalhadamente em trabalhos futuros.

4.4 Caraterizagao fisiologica de Cyberlindnera jadinii

Com o objetivo de perceber o comportamento fenotipico de diversas estirpes de C. jadinii em
meios suplementados com acidos carboxilicos como Unica fonte de carbono e energia e, assim,
realizar uma caraterizacdo fisiolégica desta levedura, foram realizados ensaios de crescimento em
placa. Assim, neste estudo, foi realizado um ensaio de crescimento envolvendo os isolados da
levedura C. jadinii mencionados na Tabela 3, nomeadamente PYCC 2598, PYCC 3092, TB104,
TB105 e como referéncia, a estirpe DSM 2361. Estes cresceram em meios solidos YP
suplementados com diferentes acidos carboxilicos, tais como os acidos acético, latico, piruvico,
malico, succinico, fumarico, citrico e glucose, como fonte de carbono e energia. As placas foram
incubadas em duas temperaturas diferentes, 18 °C e 30 °C, durante 12 e 4 dias, respetivamente

(Figura 9 e 10).
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Glucose (2%) Acido acético (0,5%)  Acido latico (0,5%) Acido pirvico (0,5%) Acido fumarico (1%) Acido mélico (1%) Acido succinico (1%)  Acido citrico (1%)
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Estirpes

Figura 9 - Padrdo de crescimento de cinco estirpes de C. jadinii a 18 °C. A) Perfis de assimilacdo das estirpes em meio YP suplementado com glucose (2% p/v), acido
acético (0.5% v/v), acido latico (0.5% v/v), acido pirtvico (0.5% p/v), acido fumarico (1% p/v), acido malico (1% p/v), acido succinico (1% p/v) e acido citrico (1% p/v) como
fonte de carbono e energia. B) Heatmap que representa a capacidade de cada estirpe assimilar a fonte de carbono exibida em A. A cor representa o nivel de assimilagdo:
vermelho= crescimento elevado; laranja = crescimento moderado e amarelo= sem crescimento utilizando uma fonte de carbono em particular. As células foram diluidas em
série; gotas de 5 ul de cada diluicdo foram colocadas nas placas, que depois foram incubadas durante 12 dias a 18 °C.
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Figura 10 - Padrdo de crescimento de cinco estirpes de C. jadinii a 30 °C. A) Perfis de assimilagdo das estirpes em meio YP suplementado com glucose (2% p/v), acido
acético (0.5% v/v), acido latico (0.5% v/v), acido pirtvico (0.5% p/v), acido fumarico (1% p/v), acido malico (1% p/v), 4cido succinico (1% p/v) e acido citrico (1% p/v) como
fonte de carbono e energia. B) Heatmap que representa a capacidade de cada estirpe assimilar a fonte de carbono exibida em A. A cor representa o nivel de assimilagdo:
vermelho= crescimento elevado; laranja = crescimento moderado e amarelo= sem crescimento utilizando uma fonte de carbono em particular. As células foram diluidas em
série; gotas de 5 ul de cada diluicdo foram colocadas nas placas, que depois foram incubadas durante 4 dias a 30 °C.
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Todas as estirpes de C. jadinii apresentaram capacidade de crescimento nas diferentes fontes
de carbono, quando cultivadas a 18 °C (Figura 9A). No entanto observa-se uma notavel diferenca
no crescimento no meio suplementado com o acido citrico, onde apenas a estirpe PYCC 2598
apresenta um crescimento residual. No meio contendo acido latico, as estirpes de C. jadinii

apresentaram padrdes de assimilacdo menos eficazes em todos os isolados (Figura 9B).

A semelhanca do ensaio de crescimento a 18 °C, todas as estirpes foram capazes de assimilar
favoravelmente as diferentes fontes de carbono a 30 °C, com excec¢do do 4cido citrico, onde
apenas se verificou crescimento nas estirpes TB104 e TB105, e apenas na gota com maior
densidade celular. Neste ensaio de crescimento a 30 °C, as células apresentam um ligeiro
decréscimo de crescimento em meios com acido malico (Figura 10B), porém o acido latico foi mais
assimilado. De uma forma geral, todas as estirpes apresentaram crescimentos nas fontes de
carbono de forma semelhante, tanto a 18°C quanto a 30°C, com crescimento mais rapido na ultima

temperatura (Figura 9 e 10).

Embora o padrao de crescimento das varias estirpes nos diferentes meios seja semelhante,
existe uma ligeira diferenca no comportamento fenotipico da estirpe PYCC 3092, que apresenta
niveis de crescimento menores, nas duas temperaturas de incubacdo testadas (Figura 9B e 10B).
Ainda assim, os resultados indicam que C. jadinii podera utilizar acidos carboxilicos presentes em
residuos industriais como fonte como fonte de carbono e energia para a produgao de compostos

de valor acrescentado (Sousa-Silva, 2021; Sousa-Silva et al., 2021).

4.5 Expressao heterdloga do gene CT5 de C. jadinii em S. cerevisiae

A estirpe de S. cerevisiae CEN.PK 113-7D transformada com o gene CT5 de C. jadinii clonado
no vetor p416GPD (p416-CT5) foi utilizada para avaliar a capacidade de as células transformadas
crescerem com dacidos carboxilicos como Unicas fontes de carbono e energia. Este ensaio de
crescimento ocorreu em placa com meio sdélido YNB, suplementado com dacidos mono-, di- e
tricarboxilicos, a uma temperatura de 30 °C. Como observado na Figura 11, as células
apresentaram um crescimento acentuado, como esperado, no meio com glucose, assim como nos
meios suplementados com os acidos acético, latico e pirdvico. Nos acidos fumarico, malico e
succinico o crescimento foi inferior. Nao se observou crescimento em meio contendo acido citrico
(Figura 11B). Este perfil de crescimento estd de acordo com estudos anteriores, pois a levedura S.

cerevisiage sO cresce em meios contendo acidos monocarboxilicos como fonte de carbono e
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energia na gama de valores de pH testados, pois apenas possui proteinas transportadoras de
membrana plasmatica de dcidos monocarboxilicos, e ndo de di e tricarboxilicos (Soares-Silva et
al., 2020). Quando comparamos o crescimento da estirpe S. cerevisiae CEN.PK 113-7D p416-CT5
com o controlo, verificamos que esta apresenta um ligeiro decréscimo no crescimento nos meios
gue contém acidos carboxilicos. Este fenétipo é por vezes observado quando ha expressdo de um
exportador de dacidos carboxilicos em S. cerevisiae, tal como foi observado na expressdo
heterdloga do transportador de citrato (CexA) de Aspergillus niger (Alves et al., 2023). Este facto
podera indicar que o CT5, que é homdlogo de transportadores de monocarboxilatos, podera
funcionar como um exportador. No entanto, serdo necessarios outros estudos para confirmar a
sua funcdo, tais como avaliar a produgdo de acidos carboxilicos nesta estirpe, por HPLC. Também
poderdo ser efetuados ensaios de transporte com substratos marcados com *C para determinar
a cinética e especificidade do transportador. Para este efeito, a expressdao heterdloga em S.
cerevisiae do gene CT5 devera ser efetuada numa estirpe sem transportadores nativos de acidos

carboxilicos, Jenl e Atol, assim como dos seus homodlogos Ato2 e Ato3.

A levedura Cyberlindnera jadinii tem um maior crescimento nestas fontes de carbono quando
comparada com outras leveduras, tais como S. cerevisiae, que apresenta um crescimento muito
pobre em meios contendo acidos di- e tricarboxilicos (Buerth et al., 2016; Sousa-Silva et al., 2021).
Por ser um microrganismo tao promissor, um estudo mais aprofundado dos seus transportadores
de membrana (importadores e exportadores), e em particular dos genes que codificam
transportadores de carboxilato em C. jadinii seria essencial para uma melhor compreensdo do seu
comportamento fenotipico em distintas condi¢Ges e meios (Sousa-Silva et al., 2022). A expressado
de transportadores membranares especificos demonstrou melhorar o importe de acidos
carboxilicos, como por exemplo o CjAto5, o qual, num estudo recente, possibilitou o crescimento

celular em todos os acidos mono-, di- e tricarboxilicos testados (Sousa-Silva, 2021).
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Figura 11 - Fendtipos de crescimento da estirpe S. cerevisiae CEN.PK 113-7D transformada com o gene CT5
de C. jadinii clonado no vetor p416GPD. A) Meios de cultura YNB suplementados com glucose (2% p/v), acido
acético (0.5% v/v), acido latico (0.5% v/v), acido pirtvico (0.5% p/v), acido fumarico (1% p/v), acido malico (1%
p/v), acido succinico (1% p/v) e acido citrico (1% p/v) testados como Unica fonte de carbono e energia para o
p416-CT5 e o controlo. B) Heatmap que representa a capacidade do p416-CT5 assimilar a fonte de carbono
exibida em A. A cor representa o nivel de assimilacdo: salmdo= crescimento elevado; rosa= crescimento
moderado; rosa clarinho= crescimento fraco e branco= sem crescimento utilizando uma fonte de carbono em
particular. As células foram diluidas em série; gotas de 5 pl de cada diluicdo foram colocadas nas placas, que
depois cresceram durante 4 dias a 30 °C.

A expressao heterdloga desses transportadores noutras estirpes de S. cerevisiae permitird
uma melhor caracterizacdo funcional destes transportadores. Estirpes como a S. cerevisiae
IMX1000 ou a estirpe S. cerevisiae W303-1A jen1A atol4, demonstraram ser adequadas para a
caracterizagdo funcional de transportadores de varias leveduras (Ribas et al., 2017; Soares-Silva et
al., 2015; Sousa-Silva, 2021). A estirpe S. cerevisiae IMX1000 demonstrou ser eficaz na expressdo
heteréloga de varios transportadores de C. jadinii, dado que apresenta expressao de todos os
transportadores carboxilicos conhecidos (Sousa-Silva, 2021; Sousa-Silva et al., 2022). Neste
sentido é de extrema importancia estudar e caraterizar melhor as proteinas transportadoras

codificadas pelas diferentes estirpes desta espécie, em estudos futuros.

Como reportado por diversos autores, C. jadinii possui caracteristicas Unicas que a fazem

distinguir-se da levedura mais tradicionalmente utilizada, S. cerevisiae. As suas caracteristicas
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fisiolégicas, metabdlicas e gendmicas tornam-na uma espécie promissora a ser explorada em
aplicacdes industriais, producdo de proteinas recombinantes e metabolitos de interesse
comercial, entre outros (Bellut et al., 2019; Cruz, Sterten, et al., 2020; Rupp et al., 2015; Sousa-
Silva et al., 2021, 2022). Nas ultimas décadas, tem havido um crescente interesse em explorar o
potencial comercial e a aplicacdo de leveduras ndo convencionais, como a espécie C. jadinii, em
diversas dreas de pesquisa. Esse interesse tem levado a iniciativas para caracterizar estirpes que
possam ser valiosas para aplicagdes industriais. Essa caracterizagao envolve a avaliagao de
caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas, com o objetivo de identificar estirpes que exibam

fendtipos aprimorados e propriedades desejaveis (Sousa-Silva et al., 2022; Sousa-Silva, 2021).

4.6 Analise gendmica comparativa

Foi realizada uma analise bioinformatica para estudar as caracteristicas gendmicas de
Cyberlindnera jadinii. Como referido na metodologia, foram utilizados diversos softwares para
esse efeito, como por exemplo, o nQuire, BWA, SAMtools, BCFtools, Snippy, entre outros. As
abordagens in silico consistiram numa avaliagdo gendmica de cinco estirpes de C. jadinii,
nomeadamente, PYCC 2578, PYCC 3092, TB104, TB115 e CBS 1600 (estirpe usada como
referéncia). Os respetivos genomas ja tinham sido previamente sequenciados numa investigacdo

de Sousa-Silva (2021).

4.6.1 Ploidia

Com o objetivo de avaliar a ploidia das diferentes estirpes de C. jadinii em estudo os seus
genomas foram analisados com o software nQuire. De acordo com os resultados obtidos em
formato de grafico podemos constatar que as estirpes PYCC 2578, TB104 e TB115 exibem
resultados semelhantes, apresentando genomas diploides. No entanto, a estirpe PYCC 3092
diferencia-se por exibir um genoma triploide (Figura 12). Esta analise foi realizada tendo por base
os resultados apresentados numa investigacdo de Weib et al. (2018). Os resultados ilustrados na
Figura 12 estdo em conformidade com a informacdo relatada na literatura, de que varios estados
de ploidia foram reportados para diferentes estirpes de C. jadinii variando entre haploidia,
diploidia, triploidia e tetraploidia (Buerth et al., 2016; lkushima, Fujii, & Kobayashi, 2009; Rupp et
al., 2015). Isto pode ocorrer pela duplicagdo e/ou delecdo de fragmentos. As estirpes de maior

ploidia de C. jadinii podem ser vantajosas, por exemplo, para insercao de unidades de expressao.
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Isso permite a otimizacdo e ajuste dos niveis de producdo de proteinas heterdlogas (Rupp et al.,
2015). Ainda assim estes resultados evidenciam o carater predominantemente diploide de C.

jadinii, ja documentado na literatura (Buerth et al., 2016; Krahulec et al., 2020; Rupp et al., 2015;

Sousa-Silva et al., 2021).
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Figura 12 — Andlise da ploidia de diferentes estirpes de C. jadinii utilizando o programa nQuire.
Distribuicdo das frequéncias de bases em locais varidveis. A) estirpe PYCC 2578 diploide. B) estirpe PYCC
3092 triploide. C) estirpe TB104 diploide. D) estirpe TB115 diploide.

4.6.2 Anotac¢ao do genoma

De forma a efetuar uma avaliacdo gendmica comparativa entre estirpes foi realizada a
anotacao dos genomas das estirpes em estudo. Esta analise permitiu detalhar diferencas entre as
estirpes, assim como analisar SNP’s e indels, através de ferramentas bioinformaticas. O genoma

da estirpe C. jadinii CBS 1600 foi utilizado como referéncia nos procedimentos executados.
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Apds as sequéncias gendmicas das estirpes serem mapeadas contra o genoma de referéncia
através dos programas BWA e SAMtools realizou-se a andlise de variabilidade genética, utilizando
o programa BCFtools. Através das funcionalidades do comando “filter”, excluiu-se dados de baixa
gualidade e baixa cobertura. Assim, obteve-se para cada estirpe de forma individual os locais onde
existe variacdo em relagdo a referéncia, assim como a presenca de SNP’s e inser¢des (dados ndo

apresentados).

Visto que era essencial uma andlise comparativa que apresentasse os resultados de todas as
estirpes simultaneamente, procedeu-se a anadlise de variabilidade genética através das
ferramentas Snippy e Snippy-core, em conjunto. Estas ferramentas demonstraram a variacdo
relativamente as bases nitrogenadas presentes entre o genoma de cada estirpe contra o genoma
de referéncia (C. jadinii CBS 1600). Forneceram ainda, dados sobre a posicdo da sequéncia
gendmica onde essa variagdo ocorre, deste modo, agruparam-se os resultados de forma a
visualizar mais facilmente as maiores diferencas e semelhancas existentes. Através desta
abordagem foi possivel perceber qual era a estirpe que detinha maiores diferencgas
comparativamente as outras estirpes. Verificou-se que a estirpe com maior diferenca nucleotidica
em relacdo ao genoma de referéncia era a PYCC 2578, com ~70% da sequéncia analisada diferente.
Consequentemente, esta estirpe também apresentou a maior distingao entre as restantes estirpes
analisadas. Este valor carece de confirmacdo adicional por outros métodos, devido a ser
demasiado alto. No entanto, nesta andlise estamos a comparar a totalidade dos nucleétidos, em
regides codificantes e nao codificantes, sendo de prever que a comparacdo posterior das
sequéncias aminoacidicas revelard diferencas de uma ordem de grandeza bastante inferior. Por
outro lado, a estirpe que mais se identifica neste parametro com a referéncia é a TB104,

apresentando apenas ~15% do genoma diferente do genoma de C. jadinii CBS 1600 (Figura 13).

Analises complementares realizadas em estudos recentes (Sousa-Silva, 2021) demonstraram
gue a sequenciacdo da estirpe PYCC 2578 apresentou um menor niumero de reads e coverage em
relacdo a outras estirpes, assim como um tamanho de genoma menor (~18Mbp) em comparacdo
com outras PYCC e TB. Detém ainda um numero consideravelmente menor de genes envolvidos
na producdo e conversdo de energia celular, em comparacao com as outras estirpes de C. jadinii
e S. cerevisiae. Contrariamente, a PYCC 3092 apresentou o maior nimero de reads e coverage, na
mesma analise (Sousa-Silva, 2021). Existe ainda pouca informacdo disponivel na literatura sobre
estas estirpes de C. jadinii em especifico, pelo que seria relevante uma andlise mais detalhada em

estudos futuros.
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Varia¢do contra o genoma de referéncia

Percentagem

PYCC 2578 PYCC 3092 18104 TB115

Estirpes de C. jadinii

Figura 13 - Variagdo nucleotidica de estirpes de C. jadinii contra o genoma de referéncia (C. jadinii CBS 1600).
Andlise efetuada com dados provenientes da utilizagdo da ferramenta Snippy-core. A estirpe PYCC 2578
apresenta 70,21% de diferenca nucleotidica contra a referéncia, considerando a totalidade do genoma (regiGes
codificantes e ndo codificantes); a PYCC 3092 apresenta 60,86% de diferenca; a TB104 apresenta apenas 15,06%
de diferenga; a TB115 apresenta 20,01% de diferencga.

Como é possivel observar na Tabela 11, com base na analise com a ferramenta Snippy-
core, verificam-se alguns dos locais de variacdo do genoma entre as diferentes estirpes e o genoma
de referéncia. Em conformidade com os resultados apresentados na Figura 13, apenas a estirpe

PYCC 2578 difere em relagcdo ao genoma de referéncia, em todas as posi¢ées destacadas.

Tabela 11 - Variabilidade genética de estirpes de C. jadinii contra a referéncia C. jadinii CBS 1600. Analise
comparativa realizada com alguns dos dados resultantes da utilizagdo da ferramenta Snippy e Snippy-core.

CHROM? Posicdo Referéncia PYCC2578 PYCC3092 TB104 TB115

CDQK01000001.1 26883 C T C C C
CDQK01000001.1 27102 G C G G G
CDQK01000001.1 28082 G A G G G
CDQK01000001.1 28511 G A G G G
CDQK01000001.1 29061 C T C C C
CDQK01000001.1 29331 A G A A A
CDQK01000001.1 29340 G A G G G
CDQK01000001.1 29343 T C T T T
CDQK01000001.1 29352 C T C C C
CDQK01000001.1 29382 A G A A A

@~ CHROM: significa a sequéncia em que a variante foi encontrada.
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Para uma analise mais completa dos genomas das estirpes empregou-se o comando “isec” da
ferramenta BCFtools com o objetivo de assinalar as correspondéncias existentes entre estirpes,
ao nivel dos nucleétidos. Esta analise apenas apresenta as posicdes em que todas as estirpes em
estudo possuem a mesma base. Assim, esta metodologia foi Util para: perceber as intersecdes
entre as estirpes em estudo (as PYCC e TB); em que posicdo as mesmas ocorrem; observar
insergdes. Através da Tabela 12 é possivel verificar que, por exemplo: na posicdo 3331 o genoma
de referéncia (C. jadinii CBS 1600) possui a base Timina, enquanto todas as outras estirpes em
estudo possuem Citosina; nas posicGes 3358, 3470 e 3661 foram observadas insercbes de bases
nos genomas das estirpes em relacdo a referéncia. Existindo variacdo/diferenca entre qualquer
uma das estirpes em estudo numa determinada posicdao, essa informacdao ja ndo estara

discriminada nesta analise, utilizando o comando “isec”.

Tabela 12 - Correspondéncia genética de estirpes de C. jadinii contra o genoma de referéncia CBS 1600.
Analise realizada com alguns dos dados resultantes da utilizacdo da ferramenta BCFtools, comando isec.

CDQK01000001.1 3331 T c
CDQK01000001.1 3344 G T
CDQK01000001.1 3358 C CAAG
CDQK01000001.1 3376 C T
CDQK01000001.1 3383 G A
CDQK01000001.1 3414 T c
CDQK01000001.1 3441 G A
CDQK01000001.1 3457 G c
CDQK01000001.1 3470 A AG
CDQK01000001.1 3481 G T
CDQK01000001.1 3589 C T
CDQK01000001.1 3633 C T
CDQK01000001.1 3661 G GCTT

3~ CHROM!: significa a sequéncia em que a variante foi encontrada.

Deste modo, e de uma forma abrangente, a consulta e andlise destes resultados em conjunto
da-nos informacao sobre: a estirpe com maior distincdo nucleotidica do genoma de referéncia; a
variabilidade genética presente entre as estirpes de C. jadinii; as posicdes do genoma em que
todas as estirpes em estudo possuem a mesma base, porém distinta do genoma de referéncia; a
presenca de indels (sobretudo insercdes) e SNP’s; a semelhanca entre as estirpes PYCC;

semelhanca entre as estirpes TB.
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A detecdo de indels e SNP’s nas estirpes de C. jadinii reforga a existéncia de variacdo genética
intraespecifica, que pode ser explorada no sentido de compreender melhor a diversidade genética
dentro desta espécie. Estas variacOes podem ser relevantes na perspetiva de aplicagbes
biotecnolégicas, como por exemplo, para a producdo de metabolitos de interesse comercial e
producdo de proteinas heterdlogas (Rupp et al., 2015). Podem igualmente ser utilizadas para
melhorar estirpes para producdo industrial. No entanto, as varia¢des especificas que ocorrem em
determinadas posi¢des no genoma podem levar a implicagdes na adaptagdo e estabilidade das
estirpes em diferentes condi¢cdes e ambientes. Adicionalmente, variagdes gendmicas identificadas
podem influenciar o fendtipo das estirpes, o que pode incluir diferencas na capacidade de
crescimento em determinadas fontes de carbono. Curiosamente, a estirpe PYCC 2578 que, neste
trabalho, apresentou maior distingdo nucleotidica em relacdo ao genoma de referéncia é a que
possui melhores resultados no crescimento em meios suplementados com diferentes acidos

carboxilicos, de acordo com estudos anteriores (Sousa-Silva, 2021).

Dado o atual défice de informacdo na literatura sobre diferentes estirpes de C. jadinii,
futuramente devem ser desenvolvidas metodologias mais avancadas para analise bioinformatica,
de forma a obter um conhecimento mais profundo, particularmente, sobre as estirpes de C. jadinii
em questdo. Além disso, a construcao e analise de estirpes mutantes podem desempenhar um
papel crucial na investigacao das caracteristicas Unicas de C. jadinii. Os resultados obtidos através

destas andlises podem auxiliar em futuras investigacdes.
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A levedura Cyberlindnera jadinii desempenha um papel cada vez mais importante na industria
biotecnolégica. A sua elevada versatilidade, assim com a capacidade de utilizagdo de uma ampla
gama de acidos organicos como Unica fonte de carbono e energia torna-a uma escolha atrativa
para a producdo de diversos compostos de interesse comercial. Além disso, a sua robustez e
capacidade de crescer em meios de cultura econdmicos com alta produtividade reforcam a sua
importancia como uma promissora fabrica celular microbiana para a biotecnologia. Assim, neste
trabalho foram estudadas caracteristicas fisioldgicas e gendmicas de C. jadinii com o objetivo de
aprofundar o conhecimento sobre esta levedura e otimizar as suas propriedades como fabrica
celular microbiana. O principal foco desta investigacao envolveu a carateriza¢do fisiolégica de
diferentes estirpes de C. jadinii, nomeadamente a sua capacidade de utilizacdao de diferentes
acidos carboxilicos, assim como a identificacdo de novos transportadores de acidos carboxilicos.
Simultaneamente, foi efetuada uma analise gendmica comparativa para determinar a

variabilidade intra-espécie.

Os estudos efetuados demonstraram que todas as estirpes testadas neste trabalho foram
capazes de assimilar acidos mono e dicarboxilicos. Foi possivel verificar que o acido citrico foi a
fonte de carbono menos utilizada pela generalidade das estirpes, no entanto os isolados selvagens
TB104 e TB115 apresentaram um crescimento significativo neste meio. Além disso, constatou-se
uma ligeira reducdo na capacidade de crescimento da estirpe PYCC 3092 em todos os meios
testados. Essa andlise proporcionou uma melhor compreensdo sobre o comportamento de C.
jadinii em relacdo a assimilacdo de acidos carboxilicos e a sua adaptabilidade a diferentes fontes
de carbono e temperaturas. Uma comparacao do transportoma destas diferentes estirpes de C.
jadinii poderd revelar quais os transportadores de acidos carboxilicos que serdo responsdveis
pelos diferentes fendtipos observados. Neste trabalho foi caracterizado por expressao heteréloga
em Saccharomyces cerevisiae o gene CT5, que podera funcionar como um exportador de acidos
carboxilicos. No entanto serdo necessdrios mais estudos para determinar a funcdo do CT5,
incluindo a expressao deste gene numa estirpe de S. cerevisiae sem transportadores de acidos
carboxilicos, de forma a avaliar os parametros cinéticos do transporte de acidos carboxilicos
usando substratos marcados com *C. Dado que este gene podera codificar um exportador, serd

também importante avaliar a producdo de Aacidos carboxilicos, usando para o efeito a
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determinacdo da presenca destes acidos no meio de crescimento, por HPLC. Serd também
importante efetuar a caracterizacdo funcional dos restantes transportadores de &acidos

carboxilicos putativos incluidos neste estudo.

Algumas limitacbes foram identificadas nos processos de clonagem e transformacdo em S.
cerevisiae, etapas essenciais para a caraterizacdo fisiologica dos genes de C. jadinii em estudo.
Deste modo, é imperativo a otimizacdo dessas técnicas. Isso pode incluir a exploracdo de novos
primers, avaliacdo de diferentes estirpes para extracdo de DNAg ou alteracdo das quantidades de

DNA gendmico e plasmidico usadas na estratégia de clonagem.

Relativamente a andlise gendmica foram detetadas algumas diferencas entre as estirpes em
estudo através das ferramentas bioinformaticas utilizadas. A estirpe PYCC 2578 exibiu a maior
discrepancia em relacdo a estirpe de referéncia CBS 1600 e as restantes. Foram também
observadas algumas diferencas ao nivel da ploidia, particularmente na estirpe PYCC 3092.
Trabalhos futuros deverao focar-se em associar estas diferencas com as diferengas observadas a
nivel fenotipico, estabelecendo possiveis correlacdes entre a presenca/auséncia de determinados
SNPs, e o conjunto de caracteristicas fenotipicas das estirpes. Visto que a andlise genémica de C.
jadinii ainda é uma area em desenvolvimento, a disponibilidade de genomas de C. jadinii ainda é
limitada na literatura cientifica. Este cendrio destaca a necessidade de investigacdes mais
aprofundadas e detalhadas, uma vez que as particularidades dessas estirpes podem conter
insights valiosos para diversas aplicacdes. Portanto, estudos futuros envolvendo abordagens
cross-omics, para anadlise fenédmica, podem fornecer informacdes cruciais particularmente para a

area da biotecnologia.

Em suma, o trabalho apresentado nesta tese evidenciou o potencial biotecnoldgico da
levedura C. jadinii e enriqueceu os conhecimentos das suas caracteristicas fisioldgicas e

gendmicas. Os resultados obtidos poderao auxiliar e ser aplicados em investigacdes futuras.
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7. ANEXOS

Tabela Al - Reagdes testadas para amplificagdo de DNAg com uso de diferentes enzimas.

Reacio 1 Quantidade Reacio 2 Quantidade
(1) (1)
Taq Il DNA polimerase 0.25 Accuzyme (2x concentrada) 12.5
Tampdo (10x concentrado) 2.5 - -
MgCl; (50 mM) 1.25 - -
dNTPs (100 mM) 1 - -
DNAg 1 DNAg 1
H,0 U.P. 17 H,0 U.P. 10.5
Primer forward (10 uM) 1 Primer forward (10 uM) 0.5
Primer reverse (10 pM) 1 Primer reverse (10 uM) 0.5
Total 25 Total 25

Tabela A2 — Reacdo de PCR de coldnias.

Componente Quantidade (ul)

Taq Il DNA polimerase 1

Tampdo (10x concentrado) 5
MgCl, (50 mM) 2.5

dNTPs (100 mM) 1

DNA (varias coldnias) 1
H,O U.P. 31.5

Primer GAP forward (5 uM) @ 4

Primer CYC reverse (5 uM)? 4
Total 50

a - primers fornecidos pelo laboratério



Tabela A3 - Digestdao do DNAp p416GPD utilizando as enzimas Smal e a Hind .

Componente Quantidade (pl)

DNAp 2
Enzima Smal (10 U/uL) 0.5
Enzima Hind Ill (10 U/uL) 2
Tampao FastDigest 2
H.0 12.5
Fosfatase Alcalina 1
Total 20
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