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RESUMO 

 
O aumento do número de cópias do gene heterólogo é uma das abordagens empregadas 

no melhoramento genético de Komagataella phaffii como sistema de expressão. O uso de 

marcas auxotróficas defectivas é uma estratégia para a obtenção de integrantes multicópia. 

Para garantir estabilidade mitótica, os cassetes de expressão são integrados no genoma por 

recombinação homóloga, portanto é necessário haver no vetor sequências genômicas que 

propiciem esses eventos de integração. O foco deste trabalho foi identificar sítios repetitivos 

no genoma de K. phaffii nunca antes testados como alvos de integração, em combinação com 

o uso da marca defectiva leu2-d, para aumentar a expressão heteróloga. Como alvos para 

integração múltipla foram avaliados os seguintes loci: rDNA 5S, região NTS do rDNA e 

regiões repetidas dos cromossomos 2 e 3. Um vetor contendo a marca leu2-d e o gene repórter 

EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) foi construído e foi usado como plataforma 

para clonar as diversas sequências repetidas. Todas as construções foram utilizadas para 

transformar K. phaffii M12 (leu2). A determinação do número de cópias integradas do cassete 

de expressão confirmou a obtenção de clones multicópia com todas as construções. Até 78 

cópias do cassete contendo a sequência repetitiva do cromossomo 2 foram integradas. Todos 

os clones multicópia apresentaram uma maior produção intracelular de GFP em comparação a 

um clone contendo uma única cópia do gene, chegando a se obter um aumento de 197 vezes 

com o clone contendo 78 cópias integradas do cassete.  

Para validar a estratégia apresentada neste estudo, foi testada a produção extracelular da 

proteína repórter α-amilase. Clones multicópia foram obtidos com as diferentes construções e 

até 43 cópias do cassete contendo a sequência repetitiva do cromossomo 2 foram integradas. 

A atividade amilolítica no sobrenadante confirmou a produção de amilase, que foi maior para 

os clones multicópia em comparação a um clone contendo uma cópia do gene, chegando a se 

obter um aumento de 4,6 vezes com o clone contendo 43 cópias integradas do cassete. A 

produção das duas proteínas avaliadas, demonstrou a possibilidade de obter clones multicópia 

que produzem uma maior quantidade da proteína recombinante. Contudo, foi observada perda 

de algumas cópias do cassete quando os clones transformantes foram crescidos em meio 

complexo, indicando baixa estabilidade genética na falta de pressão seletiva. Além disso, 

dependendo do local de integração, um alto número de cópias mostrou ter um efeito negativo 

no crescimento da levedura, porém, em nenhum dos casos a produção da proteína heteróloga 

diminuiu.   
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ABSTRACT 

 
Increasing heterologous gene copy number is one of most commonly used strategies to 

improve Komagataella phaffii as an expression system. The use of defective auxotrophic 

markers is an approach to obtain multicopy integrants. Expression cassettes must be 

integrated into the K. phaffii genome by homologous recombination to ensure mitotic 

stability. Therefore, it is necessary that the vector carries genomic sequences that will promote 

integration events. The aim of this work was to identify different sites for the integration of 

vectors carrying the auxotrophic defective marker leu2-d into the genome in order to increase 

the expression levels of heterologous genes in K. phaffii. The targets for integration studied 

were the following loci: 5S rDNA, NTS rDNA and repetitive regions of chromosomes 2 and 

3. A vector carrying defective marker leu2-d and the EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein) reporter gene was constructed. This vector was used as platform to test repetitive 

sequences as targets for DNA integration. All constructions were used to transform K. phaffii 

M12 (leu2). Copy number determination confirmed the generation of multicopy clones with 

all the constructions. Up to 78 copies of the cassette containing the sequence of chromosome 

2 were integrated. All multicopy clones showed more intracellular GFP production compared 

with a single-copy clone. A 197-fold increase of protein production was observed with the 

clone containing 78 copies of the cassette. 

To validate the strategy presented in this study, the expression of the reporter protein α-

amylase was evaluated. Multicopy clones were obtained with the diverse constructions. Up to 

43 copies of the cassette containing the sequence of chromosome 2 were integrated. 

Amylolytic activity in culture supernatants confirmed amylase production, which was higher 

for multicopy clones in comparison with a single-copy clone. A 4.6-fold increase of protein 

production was observed with the clone containing 43 copies of the cassette. Production of the 

two proteins tested showed the possibility to obtain multicopy clones which produce a larger 

quantity of the recombinant protein. Nevertheless, loss of some copies of the expression 

cassette was observed when transformants were grown in complex medium. This indicated 

low genetic stability in the absence of selective pressure. Moreover, depending of the 

integration locus higher copy number showed a negative effect in yeast growth. However, 

heterologous protein production was not decreased.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Komagataella phaffii e expressão heteróloga 

 

Komagataella phaffii (inicialmente classificada como Pichia pastoris) é uma levedura 

metilotrófica, o que significa que é capaz de crescer em metanol como única fonte de 

carbono e energia. Esta levedura pertence ao grupo dos ascomicetos, é homotálica e é 

haploide a menos que seja submetida a condições de limitação por nitrogênio (Çelik e Çalık, 

2012). P. pastoris foi isolada em 1920 a partir do exsudato de uma árvore de castanha 

(Guilliermond, 1920) e foi depositada como a linhagem NRRL-Y1603 (Northern Regional 

Research Laboratories, Peoria, IL, EUA), CBS 704 (Centraalbureau voor Schimmelcultures, 

Utrecht, Holanda) ou ATCC 76273 (American Type Culture Collection, EUA). Um isolado 

de uma árvore de carvalho na Califórnia foi depositado como a linhagem NRRL-Y11430, 

CBS 7435 ou ATCC 28485.  

Após o descobrimento de que P. pastoris podia crescer em metanol, houve um grande 

interesse em utilizar essa levedura na produção de single-cell protein (SCP) para alimentação 

animal devido ao baixo custo da síntese de metanol a partir de gás natural metano. Desta 

forma, a companhia Phillips Petroleum começou a desenvolver meios de cultura e métodos 

para crescer P. pastoris em metanol. Porém, a crise do petróleo nos anos 70 levou a um 

aumento drástico do preço do metano, o que tornou economicamente inviável o processo 

de produção de SCP. Nos anos 80, a Phillips Petroleum em parceria com o Salk Institute 

Biotechnology/Industrial Associates, Inc. (SIBIA), desenvolveu P. pastoris como sistema 

de expressão heteróloga (Cregg et al., 2000). Atualmente a empresa Invitrogen (Carlsbad, 

CA, USA) disponibiliza o kit de expressão para seu uso em pesquisa, com diversos tipos de 

linhagens para usos específicos. 

Pichia pastoris foi reclassificada no gênero Komagataella conforme as análises 

filogenéticas de quatro genes sequenciados (Kurtzman, 2009). Esse estudo determinou que as 

linhagens usadas em aplicações biotecnológicas pertencem às espécies K. phaffii (linhagens 

derivadas de CBS 7435) e K. pastoris (linhagens derivadas de CBS 704). Porém, o termo 

“Pichia pastoris” continua ainda sendo usado para se referir ao sistema de expressão.  
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As linhagens comerciais mais usadas GS115 e X-33 (Invitrogen, USA) são derivadas 

do isolado CBS 7435 e, deste modo, pertencem à espécie K. phaffii. A linhagem GS115 é 

auxotrófica para histidina e é usada como hospedeira para vetores contendo o gene HIS4 

como marca de seleção (Cregg et al., 1985). A linhagem X-33 foi derivada da linhagem 

GS115 após transformação com o fragmento NaeI-BamHI do vetor pAO815 que contém o 

gene HIS4 e, portanto, apresenta fenótipo selvagem (Higgins e Cregg, 1998).  

Por ser um organismo unicelular, K. phaffii é facilmente cultivável e manipulável. No 

entanto também é um eucarioto capaz de realizar as modificações pós-traducionais dos 

eucariotos mais complexos como processamento e dobramento de proteínas, formação de 

ligações dissulfeto e glicosilação (Cregg et al., 2000). Desta forma, proteínas que ficam dentro 

de corpos de inclusão inativos quando produzidas em bactéria, podem ser produzidas como 

moléculas ativamente biológicas em K. phaffii.  Ademais, o sistema de expressão baseado em 

K. phaffii é mais fácil de usar, cresce mais rápido e é mais económico do que os sistemas de 

expressão baseados em células de mamíferos ou insetos (Higgins e Cregg, 1998).  

K. phaffii não possui a enzima α-1,3 manosiltransferase, responsável pela formação 

das ligações α-1,3-manose em Saccharomyces cerevisiae, as quais são altamente 

imunogênicas. Além disso, a quantidade de resíduos de manose adicionados por K. phaffii é 

menos extensa comparada com S. cerevisiae (Trimble et al. 1991; Montesino et al. 1998; 

Celik e Calık 2012; Tran et al., 2017). Consequentemente, as modificações pós-traducionais 

realizadas por K. phaffii são mais semelhantes às de células de mamíferos. Outra vantagem 

desse sistema de expressão é que os níveis de secreção de proteínas endógenas em K. phaffii 

são muito baixos, portanto uma proteína heteróloga secretada constitui a maioria das proteínas 

totais no meio de cultura, o que facilita a purificação da proteína de interesse produzida neste 

sistema (Tschopp et al. 1987; Cereghino e Cregg 2000). Finalmente, K. phaffii desfruta do 

status GRAS, já que não é patogênica nem toxigênica sendo aprovada pela FDA (Food and 

Drug Administration, EUA) como um aditivo para alimentação animal (FDA, 1993; Ciofalo 

et al., 2006). Todas estas características fazem de K. phaffii um dos mais usados sistemas de 

produção de proteínas heterólogas (Gasser et al., 2013; Ahmad et al., 2014) assim como uma 

atraente plataforma para a engenharia de vias metabólicas (Kang et al., 2017).  

No gráfico da figura 1, pode ser observado o aumento no número de pesquisas 

envolvendo esta levedura, desde os anos 80, tanto no seu estudo geral (barras pretas, pesquisa 

com as palavras ´Pichia pastoris´ no título das publicações), como no seu uso como sistema 
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de expressão (barras cinzas, pesquisa com as palavras ´Pichia pastoris expression´ no título 

das publicações). 

 

 

 

Figura 1. Número de publicações usando a levedura K. phaffii desde 1980 até o presente ano. As 

barras pretas representam as publicações relacionadas com Pichia pastoris e as barras cinza 

representam as publicações referentes à expressão em Pichia pastoris. Busca realizada no Google 

acadêmico no mês de maio de 2017. 

 

 

Mais de 5000 proteínas já foram produzidas em K. phaffii e mais de 70 encontram-se 

no mercado ou na etapa final de desenvolvimento. A tabela 1 apresenta uma lista com 

algumas dessas proteínas que foram produzidas usando a plataforma de expressão Pichia da 

RCT (Research Corporation Technologies, Estados Unidos). Biofármacos como Kalbitor® 

(ecallantide) e VIMPAT® (lacosamida) usados para tratar a angioedema e a epilepsia, 

respectivamente, são produzidos em K. phaffii e foram aprovados pela FDA.  
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Tabela 1. Alguns dos produtos no mercado ou na etapa final de desenvolvimento produzidos em K. 

phaffii* 

 

Produto Empresa Uso 

Kalbitor® (Ecallantide: proteína 

recombinante inibidora de 

calicreína) 

Dyax (Cambridge, MA) 
Tratamento do angioedema 

hereditário 

Insugen® (Insulina humana 

recombinante) 
Biocon (India) Terapia da diabetes 

Medway (Albumina sérica 

humana recombinante) 

Mitsubishi Tanabe 

Pharma (Japão) 

Expansão do volume 

sanguíneo 

Shanvac™ (Vacina 

recombinante contra Hepatite B) 
Shantha/Sanofi (India) Prevenção da Hepatite B 

Shanferon™ (Interferon α 2b 

recombinante) 
Shantha/Sanofi (India) 

Tratamento da Hepatite C e 

câncer 

Ocriplasmin (Microplasmina 

recombinante) 
ThromboGenics (Bélgica) 

Tratamento da adesão vítreo-

macular 

Nanobody® ALX-0061 

(Fragmento recombinante de 

anticorpo contra o receptor IL-6) 

Ablynx (Bélgica) 
Tratamento da artrite 

reumatoide 

Nanobody® ALX00171 

(Fragmento recombinante de 

anticorpo anti-RSV) 

Ablynx (Bélgica) 
Tratamento da infeção pelo 

vírus sincicial respiratório 

HB-EGF (Fator de crescimento 

similar a EGF de ligação a 

heparina) 

Trillium (Canadá) 

Tratamento de cistite 

intersticial/Tratamento da 

síndrome da dor da bexiga 

Purifine (Fosfolipase C 

recombinante) 

Verenium/DSM (San 

Diego, CA/Holanda) 
Degomagem de fosfolipídios 

Tripsina recombinante 
Roche Applied Science 

(Alemanha) 
Digestão de proteínas 

Colágeno recombinante 
Fibrogen (San Francisco, 

CA) 

Reagentes para pesquisa 

médica/enchimento dérmico 

AQUAVAC IPN (Proteínas 

recombinantes do capsídeo do 

vírus da necrose pancreática 

infeciosa) 

Merck/Schering Plough 

Animal Health (Summit, 

NJ) 

Vacinas para a necrose 

pancreática infeciosa em 

salmão 

Fitase recombinante 
Phytex, LLC (Sheridan, 

IN) 

Aditivo para alimentação 

animal 

Nitrato redutase recombinante 
The Nitrate Elimination 

Co. (Lake Linden, MI) 

Produtos baseados em 

enzimas para análise e 

tratamento de águas 

Cistatina C humana 

recombinante 
Scipac (Reino Unido) Reagente para pesquisa 

*Dados obtidos no site da Research Corporation Technologies (www.pichia.com) 
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A disponibilidade das sequências do genoma das linhagens selvagens de K. pastoris 

CBS 704 e K. phaffii CBS 7435, e da mais usada linhagem mutante derivada GS115 (US 

Patent 4,879,231, Phillips Petroleum, 1989. ATCC 20864), facilita a sua manipulação 

genética. Em 2009, De Schutter et al. sequenciaram o genoma de K. phaffii GS115 e 

apresentaram uma sequência de 9,43 Mb com uma anotação manualmente curada de 5313 

genes codificadores de proteínas. No mesmo ano, Mattanovich et al. apresentaram o genoma 

da linhagem DSMZ 70382 (CBS 704) que apresentou um tamanho de 9,4 Mb. Em 2011, 

Kuberl et al. publicaram o genoma de K. phaffii CBS 7435 e apresentaram uma sequência de 

9,35 Mb com uma anotação de 5007 genes codificadores de proteínas. Nesse trabalho também 

foi reportada a sequência do DNA mitocondrial da levedura. Dois trabalhos posteriores foram 

publicados apresentando uma sequência refinada do genoma da linhagem CBS 7435 

(Sturmberger et al. 2016; Valli et al. 2016). As novas anotações estão disponíveis na base de 

dados www.pichiagenome.org. Em 2016, Love et al. realizaram um estudo comparativo dos 

genomas das linhagens parentais de K. phaffii e K. pastoris e da linhagem mutante GS115, 

encontrando vários rearranjos sintênicos entre as duas espécies (blocos de genes realocados no 

genoma, mas que conservam a ordem e orientação relativa no cromossomo) e 35 mutações 

não-sinônimas no genoma de GS115. Além disso, foi encontrado um plasmídeo linear de 

aproximadamente 11 kb presente unicamente na linhagem selvagem de K. phaffii contendo 

sete genes, todos eles homólogos a genes do plasmídeo do sistema killer de Kluyveromyces 

lactis. O estudo sugere ainda que o plasmídeo se encontra em baixo número de cópias na 

linhagem GS115 (Love et al., 2016). 

Com relação às ferramentas para manipulação genética, estas se assemelham àquelas 

usadas em S. cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem caracterizados (Cregg et 

al., 2000). Recentemente, foi descrito o uso do sistema CRISPR/cas9 em K. phaffii como uma 

ferramenta para realizar modificações genéticas específicas: ruptura gênica e integração de 

cassetes de DNA homólogo (Weninger et al., 2016).  

 

Vetores de expressão  

Os vetores de expressão para K. phaffii possuem um cassete de expressão que contém 

os seguintes elementos: um promotor, seguido de sítios de restrição para a clonagem do gene 

heterólogo e finalmente, uma sequência terminadora da transcrição que geralmente é o 

terminador da transcrição do gene AOX1 da própria K. phaffii. As proteínas heterólogas 
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podem ser produzidas intracelularmente ou secretadas ao meio de cultura. Para a secreção de 

proteínas, alguns cassetes de expressão contêm sequencias sinais localizadas imediatamente 

depois do promotor e que direcionam a proteína à via de secreção. Os peptídeos sinal mais 

usados são o da fosfatase ácida de K. phaffii ou o fator alfa de S. cerevisiae. Outro elemento 

presente nos vetores de expressão é uma marca de seleção que permite a identificação de 

clones transformantes. Finalmente, o vetor possui sequencias necessárias para a replicação e 

seleção de transformantes em bactéria durante as etapas de clonagem (Higgins e Cregg, 1998). 

A figura 2 apresenta o esquema de um vetor de expressão com todos os seus elementos 

básicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de um vetor de expressão para K. phaffii. Elementos básicos do vetor de 

expressão: Promotor, PS: peptídeo sinal, MCS: sítio de clonagem múltipla, TT: terminador da 

transcrição, marca de seleção para levedura, origem de replicação para bactéria e marca de seleção 

para bactéria. 
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Promotores 

Os promotores utilizados nos vetores de expressão para P. pastoris podem ser 

induzíveis ou constitutivos. Os primeiros vetores de expressão de K. phaffii foram baseados 

no promotor do gene AOX1, que codifica a enzima álcool oxidase, devido à sua força e por ser 

altamente regulado pela adição de metanol (Cregg et al., 1987). Porém, o uso do promotor 

PAOX1 apresenta algumas desvantagens como a dificuldade de monitorar as concentrações de 

metanol durante a fermentação e o perigo da estocagem do metanol por ser uma sustância 

inflamável. Além disso, o sistema AOX1 necessita de duas fontes de carbono: glicerol para a 

fase de crescimento, e metanol para a fase de indução (Macauley-Patrick et al., 2005).  

Outros vetores com promotores constitutivos se tornaram disponíveis nos últimos 

anos. A maioria deles possui o promotor PGAP que controla a transcrição do gene que codifica 

a enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Waterham et al., 1997). No nosso grupo de 

pesquisa foi isolado o promotor do gene PGK1 que codifica para 3-fosfoglicerato quinase, 

enzima glicolítica que transfere um grupo fosforil do 1,3-bifosfoglicerato para ADP, 

produzindo ATP e 3-fosfoglicerato (De Almeida, Moraes e Torres 2005). Foi observada uma 

alta eficiência na produção da enzima α-amilase de Bacillus subtilis o que demonstrou a 

possibilidade de usar o PPGK1 como um promotor constitutivo (Arruda et al., 2016). O 

promotor PPGK1 também foi usado com sucesso para a produção de quimosina bovina (Araújo, 

2008). A grande vantagem de utilizar PPGK1 para controlar a expressão do gene heterólogo é 

que não é necessário realizar mudanças no meio de cultura para passar de uma fase de 

crescimento para uma fase de expressão. A fonte de carbono usada durante todo o processo 

pode ser glicose ou glicerol evitando-se assim os problemas de trabalhar com metanol.  

 

Marcas de seleção  

Independentemente do tipo de vetor de expressão utilizado, este deve possuir uma 

marca de seleção que permita identificar as células que receberam o DNA exógeno. As 

marcas de seleção disponíveis para K. phaffii podem ser genes de vias biossintéticas como 

HIS4, ARG4, URA3, dentre outros, ou genes que conferem resistência a drogas como os genes 

Sh ble e nptII que conferem resistência a zeocina e G418, respectivamente (Nett e Gerngross 

2003; Thor et al. 2005). No caso das marcas auxotróficas, são necessárias linhagens 

hospedeiras nas quais o gene da via biossintética em questão esteja inativo. A maioria das 

linhagens auxotróficas são obtidas por mutação pontual, porém, a inativação do gene pode ser 
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feita pela deleção completa ou de uma parte dele como é o caso da linhagem auxotrófica para 

leucina onde um fragmento de aproximadamente 400 pb do gene LEU2 (que codifica a 

enzima β-isopropilmalato desidrogenase) foi deletado (Betancur et al., 2017).  

 

Secreção de proteínas heterólogas 

A secreção de proteínas heterólogas geralmente está limitada a proteínas que são 

secretadas no hospedeiro nativo. A secreção requer a presença de uma sequência sinal para 

direcionar a proteína à via de secreção. O retículo endoplasmático é a organela onde ocorre a 

formação de ligações dissulfeto e o dobramento das proteínas antes de serem destinadas ao 

espaço extracelular. Em condições normais, os peptídeos recém-sintetizados são mantidos no 

retículo endoplasmático na forma solúvel pela interação com chaperonas como a BiP. Altas 

quantidades da proteína heteróloga levam à formação de agregados e a uma suprarregulação 

da resposta a proteínas não-dobradas (UPR, unfolded protein response) a qual é uma via de 

sinalização ativada em resposta ao acúmulo de proteínas não dobradas no retículo 

endoplasmático. Depois de um sinal prolongado da UPR, é ativada a via de degradação de 

proteínas do retículo endoplasmático (ERAD, endoplasmatic reticulum associated protein 

degradation) (Mattanovich et al., 2004; Love et al., 2012). Várias estratégias podem ser 

usadas para superar os gargalos na via secretora, entre elas, as mais usadas são a 

superprodução de proteínas que ajudam no dobramento, como BiP/Kar2p, DnaJ, PDI, PPIs e 

Ero1p, ou a superexpressão do gene HAC1, que é um regulador da transcrição de genes da via 

da UPR (Ahmad et al., 2014). 

O amplo uso de K. phaffii para a produção de proteínas de interesse biotecnológico faz 

necessária a busca de novas estratégias que permitam o melhoramento genético de linhagens a 

fim de otimizar os níveis de expressão de genes heterólogos. Uma abordagem bem 

estabelecida para se aumentar esta produção é garantir um nível suficiente de transcrição do 

gene heterólogo, o que pode ser obtido com o uso de promotores fortes, clones contendo um 

número maior de cópias do gene, ou a combinação de ambos.  
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1.2 Integração múltipla 

 

Para garantir estabilidade genética, os vetores e cassetes de expressão devem ser 

integrados no genoma de K. phaffii. Geralmente, o vetor de expressão é linearizado em uma 

das regiões que tem identidade com sequências homólogas no genoma da levedura (promotor, 

marca auxotrófica ou fragmento 3´ do gene AOX1). A recombinação homóloga das 

extremidades linearizadas do vetor resulta em um tipo de integração conhecida como single-

crossover e, dessa forma, a maioria dos clones transformantes possui apenas uma cópia 

integrada do vetor de expressão. Porém, eventos de integração múltipla no mesmo locus 

ocorrem espontaneamente com baixa frequência (Cregg et al., 2000).  

Os altos níveis da enzima álcool oxidase produzida pelo gene nativo AOX1 em K. 

phaffii (5-30% das proteínas totais após indução com metanol), sugeriram que uma única 

cópia do gene heterólogo sob controle do promotor do gene AOX1 seria suficiente para a 

produção da proteína de interesse. Alguns estudos apoiaram essa hipótese, como a produção 

da enzima invertase (Tschopp et al., 1987) ou do antígeno de superfície da hepatite B 

(HBsAg) (Cregg et al., 1987) que foram produzidos em altos níveis com uma única cópia do 

vetor integrada no genoma de K. phaffii. 

Contudo, alguns trabalhos subsequentes mostraram níveis de expressão muito baixos 

ao usar transformantes contendo uma única cópia do gene heterólogo e o uso de clones 

multicópia resultou em um aumento da produção da proteína de interesse (Clare et al., 1991a; 

Clare et al., 1991b; Vassileva et al., 2001; Mansur et al., 2005; Marx et al., 2009). Porém, a 

relação entre número de cópias do gene heterólogo e o produto não é sempre linear e, em 

alguns casos, o aumento no número de cópias pode levar a uma diminuição da proteína 

heteróloga, principalmente quando esta é secretada (Hohenblum et al., 2004;  Zhu et al., 

2009). 

No caso do fragmento C da toxina do tétano, foi observado que o número de cópias é o 

fator mais importante que afeta a produção de proteínas intracelulares em K. phaffii (Clare et 

al., 1991a). Nesse estudo, o aumento do número de cópias até 14, resultou em um incremento 

de 10% na produção da proteína. O local de integração, assim como o tipo de integração e o 

fenótipo de utilização de metanol mostraram um efeito menor nos níveis de produção dessa 

toxina. Porém, a expressão foi maior nos clones com fenótipo MutS, devido a que o 
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crescimento mais lento em metanol deixa disponíveis uma maior quantidade de substratos e 

precursores para a produção da proteína heteróloga.  

O aumento do número de cópias do gene até 19 cópias levou a um aumento 

proporcional na secreção do fator de crescimento epidermal murino (Clare et al., 1991b). Uma 

correlação linear entre o número de cópias e a produção intracelular do antígeno de superfície 

da hepatite B foi observada quando o gene foi expresso sob o controle do PGAP (Vassileva et 

al., 2001). A produção extracelular de miniproinsulina (MPI) também mostrou uma 

correlação direta ao aumentar o número de cópias do gene (Mansur et al., 2005).  

A integração múltipla no locus do rDNA apresentou resultados diferentes na produção 

de uma proteína intracelular e uma proteína secretada. A produção intracelular de superóxido 

dismutase humana (hSOD) em K. phaffii apresentou correlação direta com o número de 

cópias enquanto que a secreção de albumina de soro humana (HSA) em K. pastoris mostrou 

um aumento até aproximadamente 7 cópias, com uma diminuição da produção com números 

de cópias maiores (Marx et al., 2009). 

A secreção de tripsinogênio humano sob controle do promotor AOX1 em K. phaffii, 

diminuiu quando três cópias do cassete de expressão foram integradas e uma grande parte da 

proteína foi retida na fração insolúvel do reticulo endoplasmático (Hohenblum et al., 2004). O 

incremento até 12 cópias do gene PIP teve um efeito positivo na produção do precursor da 

insulina porcina, porém, qualquer aumento adicional no número de cópias resultou na redução 

da produção da proteína, assim como na redução do crescimento da levedura (Zhu et al., 

2009). 

Várias estratégias podem ser empregadas para selecionar clones com maior número de 

cópias do vetor integradas no genoma. Duas revisões recentes descrevem estas estratégias  

(Aw e Polizzi 2013; Piva et al., 2017) que são resumidamente mostradas na figura 3. 
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Figura 3. Estratégias para gerar clones multicópia em K. phaffii. Clones multicópia podem ser 

obtidos usando diferentes estratégias: multimerização in vitro, transformação sequencial com vetores 

contendo diferentes marcas de seleção, seleção de colônias sob pressão seletiva usando marcas 

dominantes (resistência a drogas), amplificação com o método PTVA (ou PTVA líquida), integração 

dirigida ao locus do rDNA, uso de vetores epissomais ou uso de marcas auxotróficas defectivas. 

Adaptado de Piva et al. (2017).  

 

A levedura pode ser transformada com vetores contendo várias cópias do gene clonado 

in tandem (multimerização in vitro) (Sreekrishna e Kropp 1996; Li et al. 2009) ou podem ser 

realizadas repetidas rodadas de transformação usando diferentes marcas de seleção, porém, 

neste caso, as etapas de clonagem são laboriosas e o número de cópias é limitado. Para a 

multimerização in vitro, geralmente é usado o vetor pAO815 (Invitrogen, EUA) que contém 

um sítio para BglII upstream ao promotor PAOX1 e um único sítio para BamHI downstream ao 

terminador da transcrição do gene AOX1 (3´AOX1 TT). As seguintes etapas são necessárias 

para gerar um vetor contendo múltiplas cópias do gene de interesse: 1) o gene é clonado no 

único sítio para EcoRI no vetor (após o promotor PAOX1); 2) a construção é digerida com BglII 

e BamHI para liberar o cassete de expressão contendo o promotor PAOX1, o gene de interesse e 

o 3´AOX1 TT; 3) várias cópias do cassete de expressão são ligadas in vitro; 4) as múltiplas 

cópias são inseridas no vetor pAO815 linearizado com BamHI.  

Outra opção consiste no uso de marcas dominantes que conferem resistência a 

antibióticos. Nesse caso, buscam-se clones transformantes que cresçam em concentrações 
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superiores do antibiótico usado. Um estudo prévio mostrou que a seleção dessa forma 

permitiu isolar integrantes multicópia esporádicos o que resultou em um aumento na produção 

da proteína de interesse (Chen et al., 2006). As marcas dominantes também permitem isolar 

clones que tenham integrado múltiplas cópias pelo método PTVA (post-transformational 

vector amplification) proposto por Sunga et al. em 2008. Usando vetores com as marcas que 

conferem resistência a zeocina ou a G418, foi demonstrado que células de K. phaffii 

transformadas com uma ou poucas cópias do vetor podem ser selecionadas em concentrações 

maiores do antibiótico muito tempo depois da transformação. As células transformantes são 

crescidas em placas com concentrações crescentes do antibiótico com aproximadamente cinco 

dias de incubação entre cada etapa. Durante esta fase de crescimento, o número de cópias do 

gene de resistência é aumentado para que a célula possa se adaptar a uma concentração do 

antibiótico maior. Foi demonstrado que nessas condições a célula amplifica todo o cassete ou 

vetor de expressão incluindo o gene de interesse (Sunga, Tolstorukov e Cregg 2008). 

Recentemente, foi descrita uma variação deste método: a PTVA líquida (Aw e Polizzi 2016). 

Esta é uma alternativa mais rápida e econômica comparada com a PTVA tradicional já que os 

tempos de incubação são reduzidos a 12 ou 24 h e os volumes de meio são menores o que 

diminui a quantidade de antibiótico requerido. Além dos altos preços das drogas 

(especialmente zeocina), a desvantagem de usar essas marcas dominantes é que um número 

significativo de clones apresenta aumento na resistência por razões desconhecidas e não por 

um aumento no número de cópias do vetor. Além disso, existe o risco de que organismos 

geneticamente modificados sejam liberados acidentalmente no ambiente em processos em 

larga escala. Isto poderia levar a uma transferência horizontal do gene de resistência a 

organismos presentes no ambiente (Dröge, Pühler e Selbitschka 1998). 

Uma estratégia alternativa está baseada no uso de marcas auxotróficas defectivas que, 

tipicamente, representam genes fracamente transcritos, já que apresentam sequências 

promotoras truncadas. Para compensar esses baixos níveis de expressão a célula necessita um 

alto número de cópias dessa marca a fim de assegurar a prototrofia e, consequentemente, 

também será aumentado o número de cópias do gene heterólogo (Kazemi Seresht et al., 

2013). 

Recentemente, um plasmídeo epissomal contendo a sequência panARS foi testado 

para a expressão heteróloga em K. phaffii (Camattari et al., 2016). A sequência panARS de 

replicação autônoma de K. lactis conferiu estabilidade ao plasmídeo e permitiu selecionar 
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clones com entre 6 e 19 cópias do mesmo. O uso deste plasmídeo epissomal demonstrou ser 

uma abordagem adequada para incrementar o número de cópias do gene de interesse com uma 

alta eficiência de transformação e uma maior homogeneidade entre os clones transformantes. 

Dependendo da forma como o vetor se integra no genoma da levedura é possível 

também obter clones multicópia. Existem diversas maneiras de direcionar a integração do 

vetor com esse fim. Uma delas é a chamada integração in tandem por adição na qual várias 

cópias do vetor são integradas por recombinação homóloga no mesmo locus. A desvantagem 

desta estratégia é que podem haver eventos de recombinação homóloga intramolecular entre 

as sequências integradas o que pode resultar na eliminação da construção na ausência de 

pressão seletiva. Outra opção é dirigir o gene ou cassete de expressão para integração no 

cluster do DNA ribossomal (rDNA) que se organiza em unidades in tandem (figura 4). No 

genoma de K. phaffii GS115 foi identificado um contig separado de 7450 pb correspondente 

ao rDNA presente nos quatro cromossomos e que está repetido aproximadamente 16 vezes 

(De Schutter et al., 2009). Porém, um estudo mais recente demonstrou que o cluster do rDNA 

está localizado numa posição subtelomérica nos cromossomos 1, 3 e 4 nas linhagens nativas 

de K. phaffii e K. pastoris, enquanto que na linhagem GS115 o mesmo está localizado 

unicamente no cromossomo 1 (Love et al., 2016).  O mecanismo de integração no rDNA 

consiste em integrar primeiro um baixo número de cópias nesse locus seguido de uma 

amplificação por forte pressão seletiva (Lopes et al., 1991). Neste caso, eventos de 

recombinação intramolecular também podem eliminar a construção. O uso do locus do rDNA, 

mais especificamente a região espaçadora não transcrita (NTS), como alvo de integração em 

K. phaffii e em K. pastoris em combinação com a amplificação pós-transformacional do vetor 

permitiram obter clones multicópia (Marx et al., 2009).  

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do locus do rDNA em K. phaffii. As unidades 5.8S, 18S e 

25S são codificados in tandem separados por um espaçador não transcrito, NTS.  

18S NTS 25S 

7450 pb 

5.8
S

5.8S 



 

14 
 

Uma terceira alternativa é dirigir a integração para sequências repetidas não essenciais 

que se encontram espalhadas no genoma, como as sequências solo LTRs (solo long terminal 

repeats) e Ty de S. cerevisiae (Wang et al., 1996; Flagfeldt et al., 2009). Além destas 

sequências, o rDNA 5S é também um alvo para integração em K. phaffii já que, ao contrário 

do que se observa em S. cerevisiae, esta sequência não faz parte do cluster do rDNA. Em S. 

cerevisiae o rDNA 5S encontra-se no locus do rDNA, porém, é transcrito pela RNA 

polimerase III separadamente e na orientação contrária à das unidades 25S, 5.8S e 18S que 

são transcritas pela RNA polimerase I na forma de um único precursor. Na montagem do 

genoma de K. phaffii GS115 foram identificadas 21 cópias do rDNA 5S distribuídas ao longo 

dos quatro cromossomos (De Schutter et al. 2009; Love et al. 2016). A estratégia de 

integração dispersa resulta em transformantes geneticamente mais estáveis já que a 

probabilidade de recombinação homóloga entre as sequências integradas é mínima.  

 

 

1.3 Marcas auxotróficas defectivas 

As marcas auxotróficas defectivas consistem em genes de vias biossintéticas que 

possuem seu promotor truncado. Isto faz com que a taxa de transcrição do gene seja baixa e 

para compensar isto a levedura tem que integrar um alto número de cópias da marca para 

poder crescer em meio mínimo. Um exemplo é a marca leu2-d, alelo truncado do gene LEU2, 

que inicialmente foi usada em um plasmídeo para S. cerevisiae o qual foi mantido em alto 

número de cópias sob pressão seletiva (Erhart e Hollenberg 1983). O alelo leu2-d possui 

apenas 29 pb do promotor original e seu uso como marca de seleção, em combinação com o 

uso de meio complexo, propiciou um aumento da produção de ácido artemisínico em 8,1 

vezes em S. cerevisiae (Ro et al., 2008). Esses resultados demonstraram que a marca defectiva 

permite a levedura manter o plasmídeo com alta estabilidade em meio não seletivo. A marca 

defectiva leu2-d já foi usada com sucesso em S. cerevisiae para aumentar a estabilidade do 

plasmídeo e a produção de várias proteínas como o inibidor da proteinase α-1 humano 

(Hoylaerts et al., 1986) ou a toxina killer K2 (Servienë e Melvydas 2001).  

Outras marcas defectivas testadas em S. cerevisiae são os alelos ura3-d, trp1-d e his3-

d. A diminuição gradual do tamanho do promotor do gene URA3 levou a um aumento no 

número de cópias do plasmídeo e no rendimento de um precursor análogo da insulina 

(Kazemi Seresht et al., 2013). A marca ura3-d também foi usada na levedura Yarrowia 
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lipolytica para aumentar o número de cópias, o que levou a um aumento da produção de lipase 

de 40 vezes em comparação com a linhagem contendo uma única cópia do gene LIP2 

(Pignede et al., 2000). A marca defectiva trp1-d foi usada em S. cerevisiae para gerar clones 

multicópia produtores de α-amilase (Nieto et al., 1999). Cassetes de expressão contendo as 

marcas ura3-d, leu2-d, his3-d e trp1-d foram usados para obter linhagens de S. cerevisiae 

multicópia e aumentar a produção da proteína do capsídeo do vírus da necrose da garoupa 

vermelha (RG-NNVCP) e a produção de esqualeno (Moon et al., 2016).   

Em K. phaffii o uso dos genes ADE1 e ADE2 com promotores truncados também 

favoreceu a integração múltipla de plasmídeos e aumento na produção de proteínas 

heterólogas (Du, Battles e Nett 2012). 

Comparado ao uso de marcas dominantes, a utilização de marcas auxotróficas permite 

diminuir o custo do processo de produção de proteínas recombinantes ao prescindir do uso de 

antibióticos e evita o risco da transferência horizontal dos genes que conferem resistência. 

Em um trabalho anterior realizado no laboratório de Biotecnologia de Leveduras da 

UnB foi construído um clone de K. phaffii mutante para o gene LEU2 (Betancur et al., 2017) 

que pode ser utilizado como plataforma para se avaliar o uso da marca leu2-d. Contudo, é 

necessário buscar loci genômicos que propiciem integração estável e multicópia do transgene 

para que esse sistema possa ser implementado em escala industrial. No presente trabalho, duas 

estratégias de integração múltipla foram avaliadas: 1) integração in tandem nos loci PGK1, 

NTS rDNA e em outras regiões repetitivas identificadas por análise bioinformática; 2) 

integração dispersa nos loci rDNA 5S. A combinação do uso da marca leu2-d e a identificação 

de novos alvos de integração são abordagens inovadoras ainda não testadas em K. phaffii para 

aumentar os níveis de expressão de transgenes nesse sistema.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar diferentes loci para promover a integração múltipla de cassetes de expressão no 

genoma de K. phaffii. 

 

 

2.2 Metas 

 

• Construir um vetor de expressão baseado na marca auxotrófica leu2-d contendo o gene 

repórter EGFP sob controle do promotor PPGK1. 

• Construir vetores de expressão contendo a marca leu2-d, o gene repórter EGFP e 

sequências repetidas do genoma de K. phaffii. 

• Construir vetores de expressão contendo a marca leu2-d, sequências repetidas do 

genoma de K. phaffii e o gene AMY1 fusionado ao peptídeo sinal do fator α. 

• Transformar linhagem auxotrófica M12 de K. phaffii (leu2) com as diferentes 

construções e determinar o número de cópias do vetor integradas no genoma. 

• Avaliar a produção de GFP e de α-amilase dos diferentes transformantes e sua 

estabilidade genética. 
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3. ESTRATÉGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliação estabilidade genética  

K. phaffii M12 

Transformação 

Construção de vetor com 

marca leu2-d e gene EGFP 

Clonagem de 

sequências repetidas 

Transformação 

K. phaffii M12 

Seleção de transformantes multicópia  

Avaliação estabilidade genética  

Clonagem gene AMY1 nos vetores 

com leu2-d e sequências repetidas 

Produção α-amilase em frascos  

Seleção de transformantes multicópia  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  Material 

 

4.1.1 Células  

 

Bactérias: 

• Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tet
r 

∆(mcrA)183 

∆(mcrCB-hsdSMR- mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ 

proAB lacI
q
Z∆M15 Tn10 (Tet

r
) Amy Cam

r
] 

 

• Escherichia coli HST08 Stellar Competent Cells (Clontech EUA): F–, endA1, supE44, 

thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ M15, Δ (lacZYA - argF) U169, Δ (mrr - 

hsdRMS - mcrBC), ΔmcrA, λ– 

 

Leveduras: 

• K. phaffii X-33: his4::HIS4 (derivada da linhagem GS115) (Invitrogen, EUA) 

 

• K. phaffii M12: leu2 (derivada da linhagem X-33) (Betancur et al., 2017)  

 

 

4.1.2 Meios de cultura 

 

LB 

 

 

 

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio sólido foi adicionado ágar 1,5% (p/v). 

 

 

 

Extrato de levedura 0,5% (p/v) 

Peptona 1% (p/v) 

NaCl 1% (p/v) 
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SOB 

  

 

 

 

 

 

Soluções de MgCl2 e MgSO4 na concentração de 1 M foram filtradas e adicionadas 

ao meio autoclavado para a concentração final de 10 mM. 

 

 

 YPD    

 

 

 

 

Para o meio sólido foi adicionado ágar 2% (p/v).     

 

 

MD (Meio Mínimo com Dextrose) 

 

 

 

 

 

 

BMD (Meio MD tamponado) 

 

 

 

 

Triptona 20 g/L 

Extrato de levedura 5 g/L 

NaCl 0,6 g/L 

KCl 0,5 g/L 

MgCl2 10 mM 

MgSO4 10 mM 

Extrato de levedura 1% (p/v) 

Peptona 2% (p/v) 

Glicose 2% (p/v) 

YNB com sulfato de amônio    1,34% (p/v) 

Biotina 4x10
-5

% (p/v) 

Glicose 2% (p/v) 

Ágar 1,5% (p/v) 

YNB com sulfato de amônio    1,34% (p/v) 

Biotina 4x10
-5

% (p/v) 

Glicose 2% (p/v) 

Fosfato de potássio pH 6,0 100 mM 

Ágar 1,5% (p/v) 
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BMDA (Meio Mínimo com Dextrose e Amido tamponado) 

 

 

 

 

 

Para os meios mínimos foram feitas soluções estoque de todos os reagentes e misturadas 

assepticamente no momento de preparar as placas. A solução de glicose 10X, a solução de 

fosfato de potássio 1 M pH 6,0 e a solução de ágar 2% (p/v) foram esterilizadas por 

autoclavagem separadamente. A solução de biotina 500X, a solução YNB com sulfato de 

amônio 10X e o tampão Asp-Glu 20X foram esterilizadas por filtração. 

 

 

4.1.3 Soluções  

 

Soluções estoque para meios de cultura 

 

•    Solução YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de amônio 10X 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids (Difco)   3,4% (p/v) 

(NH4)2SO4                                                                                          10% (p/v)  

Esterilizada por filtração. 

 

•    Solução de glicose 10X 

Glicose  20% (p/v) 

 

•    Solução de biotina 500X 

Biotina                        0,02% (p/v) 

Esterilizada por filtração. 

 

YNB com sulfato de amônio    1,34% (p/v) 

Biotina 4x10
-5

% (p/v) 

Glicose 2% (p/v) 

Tampão Asp-Glu pH 5,5 0,4% (p/v) 

Amido 1% (p/v) 

Ágar 0,59% (p/v) 
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• Tampão Asp-Glu 

Ácido aspártico  8% (p/v) 

Ácido glutâmico  8% (p/v) 

Esterilizado por filtração. 

 

 

Antibióticos 

 

•    Solução de ampicilina (1000X) 

Ampicilina                     100 mg/mL 

Dissolvida em água milli Q e esterilizada por filtração. 

 

•    Solução de kanamicina (1000X) 

Kanamicina                    50 mg/mL 

Dissolvida em água milli Q e esterilizada por filtração. 

 

 

Soluções para células bacterianas competentes 

 

• Tampão de transformação I 

RbCl                               12 g/L 

MnCl2·4H2O                   9,9 g/L 

Acetato de potássio         0,03 M 

CaCl2·2H2O                    1,5 g/L 

Glicerol                           150 g/L 

 

Uma solução estoque de acetato de potássio 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 7,5 

com ácido acético glacial. A solução foi esterilizada por filtração. O pH do tampão de 

transformação foi ajustado para 5,8 com ácido acético 0,2 M e a solução foi esterilizada 

por filtração. 
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•    Tampão de transformação II 

MOPS                            0,02 M 

RbCl                               1,2 g/L 

CaCl2                             11 g/L 

Glicerol                          150 g/L 

 

Uma solução estoque de MOPS 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 6,8 com NaOH. A 

solução foi esterilizada por filtração. O pH do tampão de transformação foi ajustado para 

6,8 com NaOH e a solução foi esterilizada por filtração. 

 

 

Soluções para preparação de DNA plasmidial (miniprep) 

 

• Solução I 

Tris-HCl pH 8,0                                25 mM 

EDTA pH 8,0                                   10 mM 

 

•    Solução II 

NaOH                                               0,2 M 

SDS                                                  1% (p/v) 

Solução preparada no momento de uso. 

 

 

•    Solução III 

Acetato de sódio                               3 M 

Ácido acético                                    2 M 

O pH foi ajustado para 5,0. 
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Soluções para eletroforese em gel de agarose 

 

•    Brometo de Etídio 

EtBr                                       10 mg/mL 

 

•    Tampão Tris-acetato EDTA (TAE) 50X  

Tris                                        2 M  

   Ácido acético                 1 M 

   EDTA pH 8,0                                  0,05 M  

 

•    Tampão de amostra 

TAE 20X                                        50% (v/v)  

Glicerol                                30% (v/v)  

Azul de bromofenol                0,25% (p/v) 

 

 

Soluções para transferência e Southern bloting 

 

• Solução de depurinação  

HCl             0,25 M 

 

• Solução de desnaturação  

NaOH             0,5 M 

NaCl              1,5 M 

 

• Solução de neutralização  

Acetato de amônio            1 M 

NaOH              0,02 M 
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• SSC 20X 

Citrato de sódio            1 M 

NaCl              5 M 

 

 

Soluções para eletroforese em campo pulsado  

 

• Solução de esferoplastos 

β-Mercaptoetanol           7,5% (v/v) 

EDTA pH 8,0            0,5 M 

Liticase                            0,1 mg/mL 

 

• Solução de protease 

Sarcosil                      1,5% (p/v) 

EDTA pH 9,2            0,5 M 

Proteinase K                1 mg/mL 

 

• Tampão Tris-borato EDTA (TBE) 10X 

Tris                      0,89 M 

EDTA pH 8,0            0,02 M 

Ácido bórico                0,89 M 

 

 

Soluções para eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

• Acrilamida:bisacrilamida (29:1) 

Acrilamida            29% (p/v) 

Bisacrilamida 1% (p/v) 

 

• Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 

 

• Tris-HCl 1 M pH 6,8 
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• SDS 10% (p/v) 

 

• Perssulfato de amônio 10% (p/v) 

Armazenado a -20°C. 

 

• Tampão de amostra não desnaturante 5X 

Tris-HCl pH 6,8           60 mM 

Glicerol             25% (v/v) 

Azul de bromofenol            0,1% (p/v) 

 

• Tampão de amostra desnaturante 5X 

Tris-HCl pH 6,8           60 mM 

SDS             2% (p/v) 

β-Mercaptoetanol           14,4 mM 

Glicerol             25% (v/v) 

Azul de bromofenol            0,1% (p/v) 

 

• Tampão de corrida Tris-Glicina 5X 

Tris                      16,7 g/L  

Glicina             104,5 g/L 

SDS              0,5% (p/v) 

 

• Solução corante 

Coomassie brilliant blue G-250        0,25% (p/v)  

Metanol             30% (v/v) 

Ácido acético glacial           7% (v/v) 

 

• Solução descorante 

Metanol             30% (v/v) 

Ácido acético glacial           7% (v/v) 
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Soluções para extração de DNA genômico de levedura 

 

• Tampão SE 

Sorbitol             0,9 M 

EDTA pH 7,5            100 mM 

 

• Tampão TE20 

Tris-HCl pH 7,5           10 mM 

EDTA pH 7,5            20 mM 

 

• Clorofane 

Fenol                      25% (v/v) 

Clorofórmio            24% (v/v) 

Álcool isoamílico            1% (v/v) 

 

 

Soluções para citometria de fluxo 

 

• PBS 

NaCl             137 mM 

KCl                       2,7 mM 

Na2HPO4              10 mM 

KH2PO4                          2 mM 

 

 

Soluções para ensaio enzimático de degradação de amido 

 

• Tampão acetato de sódio 

Acetato de sódio           0,5 M  

O pH foi ajustado para 6,0 com ácido acético. 
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• Solução de amido 0,5% (p/v) 

Preparada em água destilada e esquentada em forno micro-ondas até dissolver, sem 

ferver. 

 

• Solução de iodo 1% (p/v) 

Dissolvido em etanol. 

 

• Solução de iodeto de potássio (KI) 10% (p/v) 

 

• Ácido acético 1M 

 

• Solução FUWA (Fuwa, 1954) 

Solução de iodo 1%                   1 parte 

Solução de KI 10%                  1 parte 

Água destilada                    3 partes 

  

Soluções para zimograma  

 

• Solução reveladora 

Iodo            1 mM 

Iodeto de potássio            0,5 M         

 

 

4.1.4 Kits 

 

• Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen): purificação de plasmídeos em grande escala. 

 

• In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech): clonagem de fragmentos por recombinação 

homóloga. 

 

• Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega): purificação de fragmentos de 

DNA a partir de gel de agarose e purificação de produtos de PCR. 
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• AlkPhos Direct Labeling and CDP-Star Detection System (GE Life Sciences): 

marcação de sonda e detecção para análise por Southern blot. 

 

 

4.1.5 Oligonucleotídeos (primers) 

A tabela 2 apresenta os primers utilizados neste trabalho com seus respectivos sítios de 

restrição sublinhados. 

 

Tabela 2. Primers utilizados neste trabalho* 

*Em caixa baixa, as regiões de homologia para realizar a clonagem usando o sistema In-Fusion. Os 

sítios de restrição estão sublinhados. 

 

Primers Sequência (5΄    3΄) Sítio de restrição 

5-leud GAGATCTATATATATTTCAAGGATATACCATTCTAATG BglII 

3-leud GAGATCTGTTTCATGATTTTCTGTTACACC BglII 

PGK-chr2 gaagcaacttctggcAGATCTGCGAGGCAAGCATCTACTA BglII 

leud-chr2 ctcagttggctcggcAACATTTTGAAGCTATGGTGTGTGGG  

PGK-chr3 cgcttgccggccggcAGATCTGCGAGGCAAGCATCTACTA BglII 

leud-chr3 tgcggcgagggtggcAACATTTTGAAGCTATGGTGTGTGGG  

PGK-5S gtgctgcaatctggcAGATCTGCGAGGCAAGCATCTACTA BglII 

leud-5S atggccgcaaccggcAACATTTTGAAGCTATGGTGTGTGGG  

PGK-NTS tccaaagattactagAGATCTGCGAGGCAAGCATCTACTA 

 
BglII 

leud-NTS tgaaaagtcaactagAACATTTTGAAGCTATGGTGTGTGGG  

18SF-pPCV ggttccggtggagatatcGTTTAAACTACCATCGAAAGTTGA EcoRV e PmeI 

25SR-pPCV 

 

actagagtggtagatatcGTTTAAACTTAGACCGTCGTGAGACAGG EcoRV e PmeI 

EGFP-Eco GGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAG EcoRI 

EGFP-Not GGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG NotI 

Falphaif-F gattacgaaaggatccATGAGATTCCCATCTATCTTCACTG 

 
BamHI 

AMYif-R atggtcgacgcggccgcCTAGGAGGACCACGTAAACTCGATAT NotI 
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4.1.6 Marcadores de massa molecular para DNA  

 

•    2-log DNA ladder, 100-10.000 pb (New England Biolabs). 

 

•    O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo Scientific). 

 

•    1 kb DNA Ladder, 50-10.000 pb (New England Biolabs). 

 

 

4.1.7 Enzimas de restrição  

 

A tabela 3 apresenta as enzimas de restrição usadas neste trabalho indicando o sítio de 

clivagem, assim como a temperatura de incubação e o tampão recomendado para cada 

enzima. 

 

Tabela 3. Enzimas de restrição usadas 

Enzima Sítio de clivagem Tampão Temperatura de incubação 

BamHI GꜜGATCC NEBuffer 3.1 37 °C 

BglII AꜜGATCT NEBuffer 3.1 37 °C 

EcoRI GꜜAATTC NEBuffer EcoRI 37 °C 

EcoRV GATꜜATC NEBuffer 3.1 37 °C 

KpnI GGTACꜜC NEBuffer 1.1 37 °C 

NotI GCꜜGGCCGC NEBuffer 3.1 37 °C 

PmeI GTTTꜜAAAC CutSmart 37 °C 

SacI GAGCTꜜC NEBuffer 1.1 37 °C 

SfoI GGCꜜGCC CutSmart 37 °C 

SpeI AꜜCTAGT CutSmart 37 °C 
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4.1.8 Vetores 

 

A tabela 4 exibe todos os vetores usados neste trabalho e apresenta uma breve descrição 

de cada um deles. 

 

Tabela 4. Vetores utilizados 

Vetor Descrição 

pPICK2 

Vetor de expressão para K. phaffii construído em nosso 

laboratório (Arruda et al., 2016) derivado do vetor comercial 

pPICZαA (Invitrogen, EUA). Contém o cassete de expressão 

do gene kanR 
e o promotor PGK1. 

pKld 
Vetor construído neste trabalho derivado do pPICK2, contendo 

o alelo leu2-d como marca de seleção. 

pPICK-GFP 

Vetor de expressão para K. phaffii construído em nosso 

laboratório para expressar e secretar proteína verde 

fluorescente. Este é derivado do vetor comercial pPIC9 

(Invitrogen, EUA). 

pKld-GFP 
Vetor construído neste trabalho para a expressão de GFP 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção. 

pKL2-GFP 
Vetor construído no nosso laboratório para a expressão de 

GFP contendo o gene LEU2 como marca de seleção. 

pPCV 
Vetor de clonagem construído em nosso laboratório (Janner et 

al., 2013) derivado do vetor comercial pBlueScript II KS 

(Agilent Technologies, EUA). 

pBS-Chr2 
Vetor construído neste trabalho derivado do vetor comercial 

pBlueScript II KS (Agilent Technologies, EUA), contendo 

uma sequência repetida do cromossomo 2 de K. phaffii. 

pBS-Chr3 
Vetor construído neste trabalho derivado do vetor comercial 

pBlueScript II KS (Agilent Technologies, EUA), contendo 

uma sequência repetida do cromossomo 3 de K. phaffii. 

pBS-5S 
Vetor construído neste trabalho derivado do vetor comercial 

pBlueScript II KS (Agilent Technologies, EUA), contendo a 

sequência 5S do rDNA de K. phaffii. 

pPCV-NTS 
Vetor construído neste trabalho derivado do vetor pPCV 

(Janner et al., 2013), contendo a sequência NTS do rDNA de 

K. phaffii. 
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pBSChr2ld-GFP 
Vetor construído neste trabalho para a expressão de GFP 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e uma 

sequência repetida do cromossomo 2 de K. phaffii. 

pBSChr3ld-GFP 
Vetor construído neste trabalho para a expressão de GFP 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e uma 

sequência repetida do cromossomo 3 de K. phaffii. 

pBS5Sld-GFP 

Vetor construído neste trabalho para a expressão de GFP 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e a sequência 

5S do rDNA de K. phaffii. 

pPCVNTSld-GFP 

Vetor construído neste trabalho para a expressão de GFP 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e a sequência 

NTS do rDNA de K. phaffii. 

pNTSAMY-GCW 
Vetor de expressão para K. phaffii construído em nosso 

laboratório para expressar amilase ancorada à parede celular. 

Contém a marca leu2-d e o promotor PGK1. 

pBSChr2ld-AMY 
Vetor construído neste trabalho para a expressão de amilase 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e uma 

sequência repetida do cromossomo 2 de K. phaffii. 

pBSChr3ld-AMY 
Vetor construído neste trabalho para a expressão de amilase 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e uma 

sequência repetida do cromossomo 3 de K. phaffii. 

pBS5Sld-AMY 

Vetor construído neste trabalho para a expressão de amilase 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e a sequência 

5S do rDNA de K. phaffii. 

pPCVNTSld-AMY 

Vetor construído neste trabalho para a expressão de amilase 

contendo o alelo leu2-d como marca de seleção e a sequência 

NTS do rDNA de K. phaffii. 
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4.2  Métodos 

 

4.2.1 Análise bioinformática 

A partir de dados do genoma sequenciado da linhagem de K. phaffii GS115 (GenBank: 

FN392319, FN392320, FN392321 e FN392322) foi feita uma busca por sequências repetidas, 

possíveis alvos de integração. Primeiramente, foi feita a busca por sequências repetidas in 

tandem usando a ferramenta Tandem Repeat Finder (Benson, 1999). 

Com relação ao 5S rRNA, foi utilizada a sequência do gene homólogo de S. cerevisiae 

para identificar sequências correspondentes no genoma de K. phaffii usando a ferramenta 

Blastn.  

 

4.2.2 Amplificação por PCR 

Os primers utilizados nesse trabalho estão listados na Tabela 2. As amplificações 

foram realizadas utilizando-se Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) 

de acordo com as instruções do fabricante.  

A tabela 5 apresenta os fragmentos amplificados neste trabalho, assim como os 

primers, o DNA molde e a temperatura de anelamento usados para cada amplicon.  

 

 

Tabela 5. Fragmentos amplificados por PCR e condições da amplificação 

Amplicon 
Par de 

primers* 
Molde 

Temperatura 

anelamento 

Alelo leu2-d 
5-leud 

3-leud 

DNA genômico 

S. cerevisiae 
60°C 

Cassete 

PGK-GFP-leu2d 

PGK-chr2 

leud-chr2 

Vetor 

pKld-GFP 
55°C 

Cassete 

PGK-GFP-leu2d 

PGK-chr3 

leud-chr3 

Vetor 

pKld-GFP 
60°C 

Cassete 

PGK-GFP-leu2d 

PGK-5S 

leud-5S 

Vetor 

pKld-GFP 
60°C 

Cassete 

PGK-GFP-leu2d 

PGK-NTS 

leud-NTS 

Vetor 

pKld-GFP 
58°C 
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NTS rDNA 
18SF-pPCV 

25SR-pPCV 

DNA genômico 

K. phaffii 
58°C 

Fragmento 

confirmação clonagem 

PGK-chr2 

EGFP-Not 

Vetor 

pBSChr2ld-GFP 
58°C 

Fragmento 

confirmação clonagem 

PGK-chr3 

EGFP-Not 

Vetor 

pBSChr3ld-GFP 
58°C 

Fragmento 

confirmação clonagem 

PGK-5S 

EGFP-Not 

Vetor 

pBS5Sld-GFP 
58°C 

Fragmento 

confirmação clonagem 

25SR-pPCV 

3-leud 

Vetor 

pPCVNTSld-GFP 
58°C 

Sonda EGFP 
EGFP-Eco 

EGFP-Not 

Vetor 

pKld-GFP 
60°C 

Gene AMY1 
Falphaif-F 

AMYif-R 

Vetor 

pNTSAMY-GCW 
60°C 

* Ver tabela 2 (página 28) 

 

 

4.2.3 Preparação de células bacterianas competentes 

Células de E. coli XL10-gold foram semeadas em meio LB ágar a partir de um estoque 

armazenado a -80°C e incubadas a 37°C durante a noite. Uma colônia isolada foi inoculada 

em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37°C sob agitação 

a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros desse pré-inóculo foram inoculados em 100 mL de meio 

SOB em um frasco Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37°C sob agitação a 250 rpm por 

aproximadamente 1 h até atingir uma OD600 de 0,3. A cultura foi resfriada por 15 min em 

banho de água-gelo e posteriormente as células foram coletadas a 3.000 x g por 5 min a 4°C. 

O precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampão de transformação I e incubado no gelo 

por 15 min. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugação sob as mesmas 

condições e ressuspendidas em 4 mL de tampão de transformação II. Finalmente, foram feitas 

alíquotas de 100 µL em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -80°C. 
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4.2.4 Manipulação do DNA 

As digestões de DNA foram realizadas segundo as instruções do fabricante das 

enzimas. A tabela 3 apresenta os tampões e temperaturas recomendadas para cada 

enzima. Todas as reações foram incubadas por 2 horas. 

Para retirar sais e enzimas após digestão o DNA foi precipitado adicionando acetato 

de sódio para uma concentração final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado. Após 

incubação a -20 °C por 16 h, o sistema foi coletado por centrifugação a 10.000 x g por 10 

min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 µL de etanol 

70% por centrifugação a 10.000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e, uma vez 

seco, o precipitado foi ressuspendido em 10 µL de água milli Q. 

A análise de fragmentos de DNA foi feita utilizando a técnica de eletroforese em gel 

de agarose adaptada de Sambrook et al (1989). O gel preparado na concentração de 1% (p/v) 

de agarose em tampão TAE 1X continha brometo de etídeo na concentração final de 0,5 

µg/mL. As amostras foram aplicadas no gel e submetidas à corrente elétrica para permitir a 

migração e separação dos fragmentos de DNA. A visualização das bandas de DNA foi feita 

com a exposição do gel à luz ultravioleta. 

Os fragmentos de DNA eluídos de gel de agarose foram purificados com o kit Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA) seguindo as orientações especificadas 

pelo fabricante. 

 

4.2.5 Construção de plasmídeos 

A ligação de produtos de PCR para a construção do plasmídeo contendo a marca 

auxotrófica leu2-d foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega) com o tampão 

fornecido pelo fabricante. No caso de fragmentos com extremidades coesivas o sistema foi 

incubado a 4°C durante 16 h e, no caso de fragmentos com extremidades abruptas, a 

incubação foi a 16°C pelo mesmo período de tempo.  

O sistema de ligação foi utilizado para transformar células bacterianas competentes 

pelo método de choque térmico. Uma alíquota de células competentes armazenada a -80°C foi 

descongelada no gelo e em seguida foram adicionados 10 µL do sistema de ligação. As 

células foram incubadas no gelo por 30 min e posteriormente foram submetidas a choque 

térmico a 42°C por 90 s. Foram adicionados 900 µL de meio LB ao sistema que foi incubado 
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a 37°C por 1 h. As células foram semeadas em meio LB ágar contendo o antibiótico 

adequado.  

A construção dos plasmídeos contendo sequências repetitivas foi feita utilizando o kit 

In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech, EUA) segundo as indicações do fabricante. 

 

4.2.6 Preparação de DNA plasmidial  

Para extrair os plasmídeos das células bacterianas em pequena escala (miniprep) foi 

utilizado o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989) com adaptações. Cinco mililitros 

de meio LB contendo o antibiótico adequado foram inoculados com uma colônia 

transformante e incubados a 37°C por 16-18 h sob agitação. Três mililitros da cultura 

foram coletados por centrifugação a 10.000 x g por 2 min e o precipitado de células foi  

ressuspendido em 200 µL de solução I. Em seguida foram adicionados 360 µL de solução II 

recém-preparada, a mistura foi homogeneizada por inversão e incubada a temperatura 

ambiente por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 300 µL de solução III gelada, a 

mistura homogeneizada e incubada no gelo por 5 min. Após esse tempo a amostra foi 

concentrada por centrifugação a 10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e foram adicionados 750 µL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada 

por inversão e submetida a centrifugação a 10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ressuspendido em 200 µL de solução I. Em seguida, foram 

adicionados 110 µL de acetato de amônio 7,5 M e a mistura homogeneizada 

vigorosamente seguido de centrifugação a 10.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi 

transferido para outro tubo e foram adicionados 750 µL de etanol 100% gelado. Após 

centrifugação a 10.000 x g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado 

com 500 µL de etanol 70% seguido de uma nova centrifugação a 10.000 x g por 2 min. 

O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol foi seco em um concentrador a vácuo. 

O precipitado foi ressuspendido em 50 µL de água milli Q contendo RNase A (0,1 mg/mL) 

e incubado a 37°C por 15 min. O DNA foi armazenado a -20°C até seu uso. 

Para a obtenção dos plasmídeos em maior quantidade foi utilizado o kit Qiagen 

Plasmid Maxi (Qiagen) seguindo as orientações do fabricante. 
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4.2.7 Transformação de leveduras por eletroporação 

A transformação com vetores integrativos foi feita por eletroporação segundo o 

protocolo descrito no EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, EUA) com algumas 

modificações. Uma colônia fresca de levedura foi inoculada em 5 mL de YPD. Após 12 h de 

crescimento a 28°C sob agitação de 250 rpm, 500 µL desse pré-inóculo foram usados para 

inocular mais 5 mL de meio. Após 8 h de incubação, o volume necessário dessa nova cultura 

foi inoculado em 100 mL de meio YPD para atingir uma OD600 de 1,3 após 16 h de 

crescimento. As células foram coletadas e lavadas 3 vezes com água estéril gelada (100 mL 

na primeira lavagem e 50 mL nas outras duas) e uma vez com sorbitol 1 M gelado 

centrifugando-se a 1.500 x g por 5 min a 4°C. Posteriormente, as células foram 

ressuspendidas em 300 µL de sorbitol 1 M gelado e 80 µL dessas células competentes foram 

misturadas com 5-10 µg de DNA linearizado e transferidas a uma cubeta de eletroporação de 

2 mm (Bio-Rad). A cubeta foi incubada no gelo por 5 min antes de aplicar um pulso elétrico 

sob as seguintes condições: 1500 V, 400 Ω, e 25 µF. Imediatamente após o pulso, 1 mL de 

sorbitol 1 M gelado foi adicionado. Quando a marca de seleção foi dominante, as células 

foram incubadas a 30°C sem agitação durante 2 h antes de serem semeadas no meio contendo 

o antibiótico adequado. No caso de marcas auxotróficas as células foram semeadas 

diretamente em meio mínimo para seleção de transformantes. 

 

4.2.8 Extração de DNA total de leveduras 

O DNA genômico de K. phaffii foi extraído com o protocolo descrito a seguir. As 

células foram crescidas em 40 mL de meio MD em frascos de 250 mL a 30°C sob agitação de 

200 rpm durante 24 h. Depois as células foram coletadas por centrifugação a 3.000 x g por 5 

min e ressuspendidas em 3 mL de tampão SE. Posteriormente 100 µL de uma solução de 

liticase 20 mg/mL foram adicionados e a mistura foi incubada a 37°C por 1 h seguido de 

centrifugação a 3.000 x g por 5 min. As células foram ressuspendidas em 3 mL de TE20 e 

foram adicionados 500 µL de SDS 10% e a mistura foi incubada a 65°C por 30 min. 

Posteriormente foram adicionados 1,5 mL de acetato de potássio 5 M, pH 8,9 e a mistura foi 

incubada no gelo por 30 min seguido de centrifugação a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo novo e foi adicionado 1 volume de clorofane 

seguido de centrifugação a 3.000 x g por 10 min. A fase aquosa foi transferida para um tubo 

novo e foram adicionados 2,5 volumes de etanol 100%. Após 5 min de incubação a 
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temperatura ambiente a mistura foi sedimentada a 1.500 x g por 10 min. O precipitado foi 

lavado com 500 µL de etanol 70% e submetido a centrifugação a 1.500 x g por 2 min. 

Finalmente o precipitado foi ressuspendido em 100 µL de TE contendo RNAse A (0,1 

mg/mL). 

 

4.2.9 Southern blot 

Aproximadamente 10 µg de DNA genômico foram digeridos com BglII, EcoRI ou 

EcoRV a 37°C por 16 h e o DNA digerido foi aplicado em gel de agarose 1%.  

O gel foi tratado com a solução de depurinação por 15 min, seguindo-se duas lavagens 

com a solução de desnaturação por 15 min e, finalmente, duas lavagens com a solução de 

neutralização por 30 min. Depois o gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose como 

descrito por Sambrook et al., 1989.  

A marcação da sonda, a hibridização e a revelação foram feitas com o kit AlkPhos 

Direct Labeling and CDP-Star Detection System (GE Life Sciences) conforme as 

especificações do fabricante. As sondas utilizadas foram:  

• Um fragmento de ~600 pb correspondente ao promotor PGK1 (Arruda et al., 2016) 

obtido por digestão do vetor pKld-GFP com as enzimas BglII e BamHI (Anexo 1).   

• Um fragmento de ~750 pb correspondente ao gene EGFP obtido por PCR com os 

primers EGFP-Eco e EGFP-Not (Anexo 2).  

A temperatura de hibridização foi de 55°C. A detecção por quimioluminescência foi feita 

no equipamento Amersham Imager 600 (GE Life Sciences) e a intensidade das bandas foi 

medida com o software Image-Quant TL 8.1. 

 

4.2.10 Eletroforese em campo pulsado  

Os cromossomos de K. phaffii foram separados por eletroforese em campo pulsado, 

como descrito por Ohi et al. 1998 com algumas modificações. As células foram crescidas em 

20 mL meio MD até a saturação. Dois mililitros da cultura foram concentrados por 

centrifugação a 1.200 x g por 5 min para ter ~100 µL de precipitado e este foi lavado com 1 

mL de EDTA 0,05 M pH 8,0 e submetido a centrifugação a 1.200 x g por 5 min. O 

precipitado foi ressuspendido em 300 µL de EDTA 0,05 M pH 8,0 contendo DTT 0,05 M e 

foi incubado a 30°C por 20 min. A mistura foi submetida a centrifugação a 1.200 x g por 5 
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min e o precipitado foi ressuspendido em 490 mL de EDTA 0,05 M pH 8,0. Posteriormente, 

foram adicionados 10 µL de liticase e 500 µL de agarose 1% (Agarose for Pulsed Field 

Electrophoresis: Sample Preparation, Sigma) e a mistura foi colocada nos moldes fornecidos 

pelo sistema CHEF Genomic DNA Plug kit (BioRad) até solidificar a 4°C. Os blocos de 

agarose foram incubados em solução de esferoplastos a 37°C durante a noite. Seguidamente, 

foram lavados com EDTA 0,05 M pH 8,0 e incubados em solução de protease a 50°C por três 

dias. Finalmente, foram lavados com EDTA 0,05 M pH 8,0 e armazenados nessa solução a 

4°C até o uso.  

O equipamento usado para realizar a eletroforese em campo pulsado foi o CHEF 

DRIII System (BioRad). O tampão de corrida foi tampão TBE 0,5X trocado a cada 24 h. A 

separação foi feita em gel de agarose 1% (Agarose for Pulsed Field Electrophoresis: Running 

Gel, Sigma) preparado no mesmo tampão. A eletroforese foi realizada a 14°C com uma 

voltagem de 2,5 V/cm e um ângulo de 106°. Os intervalos de alternância foram: 300 s por 24 

h, 600 s por 24 h e 900 s por 54 h. Depois da separação o gel foi incubado em solução de 

brometo de etídeo para visualizar o DNA na luz ultravioleta. Posteriormente o gel foi tratado 

com as soluções de depurinação, desnaturação e neutralização e o DNA foi transferido a uma 

membrana de nitrocelulose para análise por Southern blot. 

 

4.2.11 Análise de fluorescência no Typhoon scanner 

As células foram crescidas em meio sólido (MD ágar) durante 2-3 dias. A placa foi 

analisada utilizando o Typhoon Scanner (GE) sob as seguintes condições: Filtro de emissão: 

526 fluoresceína, Cy2, AlexaFluor 488; PMT: 600; Laser: verde (532); Sensibilidade: normal; 

Tamanho do pixel: 200 µm; Painel focal: +3 mm. 

 

4.2.12 Citometria de fluxo 

As células foram crescidas em 5 mL de meio MD durante 24 h e posteriormente o 

volume adequado de cada pré-inóculo foi adicionado em mais 5 mL de meio MD para obter 

uma OD600 de 0,5 após 24 h de crescimento. Posteriormente as células foram lavadas 2 vezes 

com PBS contendo Tween 0,5% centrifugando a 3000 x g por 5 min a 4°C. Finalmente, as 

células foram ressuspendidas no volume adequado de PBS a fim de ter aproximadamente 
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1x106 células/mL e foram mantidas a 4°C até a análise no citômetro FACSVerse. A análise 

dos dados adquiridos foi feita com o software FlowJo. 

 

4.2.13 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As proteínas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. No caso do 

gel desnaturante (SDS-PAGE) as amostras foram fervidas por 5 min antes da aplicação no gel. 

A corrida foi conduzida em tampão de corrida 1X com uma voltagem de 100 V. No caso do 

gel não desnaturante, a corrida foi realizada a 4°C. 

As bandas de proteínas foram visualizadas após a coloração com Coomassie blue. O 

gel foi incubado na solução corante por 16 h sob agitação, seguido de incubação na solução 

descorante, sob agitação, até o aparecimento das bandas. 

 

4.2.14 Análise de fluorescência em gel de poliacrilamida não desnaturante 

As células foram crescidas em 5 mL de meio MD durante 24 h e posteriormente o 

volume adequado de cada pré-inóculo foi adicionado em 20 mL de meio MD para começar a 

cultura com uma OD600 de 0,03. Após 20 h de incubação a 30°C e 200 rpm, 2 mL da cultura 

foram concentrados por centrifugação a 13.000 x g durante 3 min e as células foram lavadas 

com PBS. O precipitado foi pesado (peso úmido) e as células foram ressuspendidas no 

volume necessário de tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0 (4,5 mL de tampão para cada 1 g de 

peso úmido de células) contendo Tween 20 na concentração de 1,25% e 30 µL de mix de 

inibidores de proteases por cada 1 mL de tampão (solução estoque do mix de inibidores: 1 

tablete de Complete Tablets Mini EDTA-free Easy pack dissolvida em 1 mL de água 

destilada). Posteriormente, foi adicionada a quantidade necessária de esferas de vidro de 0,5 

mm de diametro (4 g para cada 1 g de peso úmido de células). A mistura foi submetida a 

agitação vigorosa (vortex) por 30 s, seguido de incubação no gelo por 30 s, e este 

procedimento foi repetido 30 vezes. A parte líquida foi transferida para um tubo e concentrada 

por centrifugação a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo 

e foi armazenado a -20°C até o uso. 

Doze microlitros de sobrenadante foram aplicados em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). Com base na intensidade das bandas de proteínas observadas no gel foi determinada 

a quantidade de sobrenadante a ser aplicada no gel não desnaturante para garantir a mesma 
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quantidade de extrato proteico para todos os clones. A fluorescência da GFP foi detectada no 

equipamento Amersham Imager 600. A fluorescência de cada clone foi comparada com a de 

um clone controle contendo uma única cópia do gene EGFP para obter um valor de produção 

de GFP relativo. 

 

4.2.15 Detecção da atividade amilase em placa 

As células transformantes foram crescidas em meio mínimo com amido 1% durante 48 

h a 30°C. Depois a placa foi corada com vapor de iodo até o aparecimento de halos 

transparentes devido à hidrólise do amido presente no meio. 

 

4.2.16 Detecção da atividade amilase em meio líquido  

As células transformantes foram crescidas em 10 mL de meio YPD ou meio MD a 

28°C e 200 rpm durante 24 h e posteriormente o volume adequado de cada pré-inóculo foi 

adicionado em 50 mL do respectivo meio para começar a cultura com uma OD600 de 0,1 no 

caso do meio YPD e de 0,02 no caso do meio MD. Antes de transferir o pré-inóculo para o 

meio novo, a cultura foi lavada com água destilada estéril para retirar a amilase que estivesse 

presente no meio. Os inóculos foram incubados a 28°C e 200 rpm durante 68 h no caso do 

meio YPD e foram tirados 2 mL de amostra às 14 h, 22 h, 40 h e 68 h. No caso do meio MD 

os inóculos foram incubados durante 72 h e a cada 24 h foram tirados 2 mL de amostra. 

Durante o ensaio o crescimento celular foi acompanhado pela dosagem da OD600.  

As amostras coletadas do cultivo foram concentradas por centrifugação a 3.000 x g 

durante 5 min e o sobrenadante foi empregado no ensaio enzimático de degradação de amido.  

 

4.2.17 Determinação de biomassa 

K. phaffii M12 foi inoculada em um frasco de 1 L contendo 100 mL de meio YPD e 

incubada a 30°C e 200 rpm durante 12 h. A cada 2 horas foi dosada a OD600 da cultura e 

foram coletados 4,5 mL de amostra e divididos por igual em três tubos Eppendorf. As 

amostras foram concentradas por centrifugação a 3.000 x g durante 5 min e o precipitado foi 

seco a 60°C até não ter mais variação do peso. Finalmente, foi gerada uma curva de 

calibração relacionando a OD600 com o peso seco da levedura. 
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4.2.18 Ensaio enzimático de degradação de amido 

A atividade amilolítica foi determinada pelo método descrito por Fuwa (1954) com 

algumas modificações. Sessenta microlitros de sobrenadante foram misturados com 40 µL de 

tampão acetato de sódio 0,5 M pH 6,0 e com 100 µL de amido 0,5% (p/v). A reação foi 

incubada a 40°C por 30 min. No caso das amostras com maior concentração de enzima foi 

diminuído o volume de sobrenadante usado e/ou o tempo de reação. Após incubação, foram 

adicionados 200 µL de ácido acético 1 M para parar a reação. Duzentos microlitros do 

reagente de FUWA e 4,4 mL de água destilada foram adicionados, a mistura foi 

homogeneizada e 200 µL foram usados para ler a absorbância a 660 nm. O valor obtido foi 

comparado com uma curva de calibração feita com amido solúvel na faixa 0,1-0,5 mg. Foram 

feitas triplicatas tanto das amostras como da curva de calibração. 

Uma unidade de atividade amilolítica foi definida como a quantidade de enzima que 

hidrolisa 0,1 mg de amido por minuto. A atividade foi expressada em términos de U/mL 

levando em consideração o volume de amostra (sobrenadante) usado na reação. Finalmente 

este último valor foi dividido pelo valor da biomassa (mg/mL) medido a cada tempo do 

ensaio, obtendo-se um valor de atividade específica relacionado com a concentração celular 

(U/mg), o qual é comparável entre os diferentes clones.  

 

4.2.19 Detecção de atividade amilolítica em gel de poliacrilamida – zimograma 

As células foram crescidas em 10 mL de meio mínimo com glicerol 1% como fonte de 

carbono durante 24 h e posteriormente o volume adequado de cada pré-inóculo foi adicionado 

em 100 mL do mesmo meio para começar a cultura com uma OD600 de 0,01. Após 48 h de 

incubação a 30°C e 200 rpm, 40 mL da cultura foram submetidos a centrifugação a 13.000 x g 

durante 3 min e foram recuperados tanto o sobrenadante quanto o precipitado. As células 

foram lavadas com 2 mL de PBS, submetidas ao protocolo de lise celular descrito no item 

4.2.14 e finalmente o precipitado foi ressuspendido em tampão de amostra não desnaturante. 

O sobrenadante da cultura foi precipitado com TCA como descrito a continuação. Para cada 1 

mL do sobrenadante foram adicionados 250 µL de TCA 100%. Após incubação a 4°C durante 

16 h, a mistura foi submetida a centrifugação a 8.000 x g por 30 min a 4°C. O precipitado foi 

lavado com 1 mL de acetona gelada e novamente submetido a centrifugação a 8.000 x g por 

15 min. A lavagem com acetona foi repetida e depois de deixar secar, o precipitado foi 

ressuspendido em tampão de amostra não desnaturante e armazenado a -20 °C até análise em 
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gel SDS-PAGE. Para determinação da atividade amilolítica foram usadas ambas as amostras: 

extrato proteico intracelular e o sobrenadante da cultura. As amostras foram aplicadas em gel 

de poliacrilamida não desnaturante (10%) nas condições descritas no item 4.2.13. Após a 

corrida, o gel foi incubado com tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,5 por 1 h. 

Posteriormente o tampão foi trocado por uma solução de amido 0,5% dissolvida em tampão 

acetato de sódio 50 mM pH 5,5 e o gel foi incubado a 4°C por 12 h. Após esse período, o gel 

foi incubado a 37°C por 2 h. Finalmente essa solução foi trocada pela solução reveladora para 

visualização das bandas de degradação de amido.    

 

4.2.20 Teste de estabilidade genética  

A estabilidade do DNA integrado no genoma da levedura foi testada após 72 gerações. 

Uma colônia foi crescida em 10 mL de meio YPD a 30°C e 200 rpm. Depois de 24 h, 400 µL 

do pré-inóculo foram inoculados em 40 mL de YPD e incubados sob as mesmas condições 

durante 24 h. Posteriormente, 400 µL da cultura foram transferidos para outro frasco com 40 

mL de YPD e incubados sob as mesmas condições durante 24 h. Este procedimento foi 

repetido quatro vezes mais para um tempo total de crescimento de 144 h. Após esse tempo (72 

gerações), o DNA genômico foi extraído e analisado por Southern blot. 

 

4.2.21 Avalição do crescimento em meio líquido  

Uma colônia nova da levedura foi inoculada em 500 µL de MD em placa deep-well e 

incubada a 30°C e 250 rpm por 24 h. Um volume de 100 µL de MD foi inoculado com o 

volume necessário do pré-inóculo para começar a cultura com uma OD600 de 0,1 em placa de 

96 poços. A análise de crescimento foi realizada com o espectrofotômetro Eon High 

Performance Microplate Spectrophotometer (Biotek) incubando a 30ºC sob agitação de 300 

rpm por 72 h, coletando dados de OD600 a cada 30 minutos. 

Durante a fase exponencial de crescimento a velocidade específica de crescimento (µ) 

é constante e máxima. Dessa forma, a velocidade máxima específica de crescimento µmáx 

pode se expressar como: 

𝝁𝒎á𝒙 =  
𝒅𝑿

𝒅𝒕

𝟏

𝑿
 

Após integrar esta equação é possível determinar µmáx como: 
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𝝁𝒎á𝒙 =  
𝐥𝐧 𝑿𝒇 − 𝒍𝒏 𝑿𝒊

𝒕𝒇 − 𝒕𝒊
 

Onde Xf é a concentração celular no final da fase exponencial, Xi é a concentração 

celular no início da fase exponencial, tf é o tempo final da fase exponencial e ti é o tempo 

inicial da fase exponencial.  

Para plotar as curvas de crescimento foram usados os valores de logaritmo natural da 

OD600 e a velocidade máxima de crescimento foi calculada como a inclinação da parte linear 

dessas curvas que corresponde à fase exponencial de crescimento (figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cálculo da velocidade máxima específica de crescimento (µmáx). A parte linear na curva 

de crescimento corresponde à fase exponencial e a inclinação dessa linha corresponde a µmáx. ΔlnX: 

variação do logaritmo natural da concentração celular entre o ponto inicial e o ponto final da fase 

exponencial, Δt: variação de tempo entre o ponto inicial e o ponto final da fase exponencial. 

 

4.2.22 Análise de dados 

As análises estatísticas e os gráficos foram feitos com o software GraphPad Prims 5. 

Foi aplicado ANOVA seguido do teste de Tukey para comparação entre as amostras. As 

barras de erro nos gráficos representam o erro padrão da média.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Identificação de sequências repetidas no genoma de K. phaffii 

 

A primeira etapa desse projeto foi a identificação de sequências repetidas in tandem no 

genoma de K. phaffii para serem possíveis alvos de integração por recombinação homóloga. 

Utilizando ferramentas de bioinformáticas foram identificadas 198 sequências no 

cromossomo 1, 175 no cromossomo 2, 144 no cromossomo 3 e 127 no cromossomo 4. Dez 

dessas sequências foram selecionadas e submetidas a análise com a ferramenta Blastn para 

identificar quais delas não fazem parte de uma ORF e, dessa forma, serem consideradas 

candidatas a sítio de integração de vetores. A tabela 6 apresenta as sequências selecionadas, 

seu tamanho e o número de vezes em que a sequência está presente no genoma. Como pode 

ser observado na tabela, a segunda sequência do cromossomo 2 e a primeira do cromossomo 3 

(identificadas em vermelho) não codificam para nenhuma proteína e, portanto, foram 

selecionadas como possíveis alvos de integração.  

 

Tabela 6. Sequências repetidas in tandem identificadas no genoma de K. phaffii * 

Cromossomo 1   

Sequência 
Tamanho da 

repetição 

Número de 

correspondências  

GCAGAACTGGATACTTCGGAAGAAGATGGGGCA 

Pichia pastoris GS115 hypothetical protein (PAS_chr1-1_0135) 

mRNA, complete cds 

33 pb 3 

 

GTGGATTCCTCAGTAGATTCCTCAACCTCCTCAGTGGA

AGTAGACTCCTCAACCTCATCAGTAGAT 

 

Pichia pastoris GS115 Mucin-like protein (PAS_FragB_0067) 

mRNA, complete cds 

66 pb 4 

 

GATTCCTCAGCCTCCTCGGTGGAGGTGGATTCCTCAGC

ATCCTCAGTAGAGGTA 

 

Pichia pastoris GS115 Mucin-like protein (PAS_FragB_0067) 

mRNA, complete cds 

54 pb 8 



 
 

45 
 

Cromossomo 2   

Sequência Tamanho da 

repetição 

Número de 

correspondências 

CCCACCAAGCGAGCGCAGCGACGCTGGTTGGTGGACG

CAAATATCCACCAGTCAACG 

 

Pichia pastoris GS115 hypothetical protein (PAS_chr2-1_0002) 

mRNA, complete cds 

57 pb 3 

 

GAGCCAACTGAGGAACCAACCTCTGAGTCTACTGAGG

AGCCTACTGAAGAACCAACTTCTGAAGCAACTTCT 

 

Pichia pastoris GS115 chromosome 2, complete sequence 

72 pb 4 

Cromossomo 3 
 

  

Sequência Tamanho da 

repetição 

Número de 

correspondências 

ACCCTCGCCGCATGATCTCCCGCGGTTGGACTTGCCAT

CATCTTGAGTCCCCCCAGCCTCTCCGCCCAGCTGCGCT

CCGCTTGCCGGCC 

 

Pichia pastoris GS115 chromosome 3, complete sequence 

 

89 pb 4 

 

GAGTCGATAGTAGACGATGGTACCACAGCAATAGTAC

TTCCATCCTCATCGGTAGTGAACGTGGTGTAAGTACCA

GTCCAGGTGGATGTA 

 

Pichia pastoris GS115 hypothetical protein (PAS_chr3_0002) 

mRNA, complete cds 

 

90 pb 3 

 

TTGTCATCTTTCTTCTCATCAGTTTTGGCACCGAATGAA

AATGCTGGC 

 

Pichia pastoris GS115 Essential component of the nuclear pore 

complex, which mediates nuclear import and export 

(PAS_chr3_0825) mRNA, complete cds 

 

48 pb 7 
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Cromossomo 4   

Sequência Tamanho da 

repetição 

Número de 

correspondências 

 

TGACGAATGTACAGAACCTCCAGAACCTCCAGTGTGC

TCTGATGACGA 

 

Pichia pastoris GS115 hypothetical protein (PAS_chr4_0357) 

mRNA, complete cds 

 

48 pb 4 

 

TGAACTGGTGGTGGCTGAACCTGCTGNTGC 

 

Pichia pastoris GS115 chromosome 4, complete sequence 

 

30 pb 4 

*Em vermelho, sequências selecionadas como alvos de integração. 

 

 

As figuras 6A e 7A apresentam o resultado obtido ao analisar com a ferramenta Blastn 

as sequências selecionadas do cromossomo 2 e 3, respectivamente. Com relação à sequência 

do cromossomo 2, das quatro correspondências encontradas, duas apresentam 100% de 

identidade entre si e a terceira apresenta 99% de identidade com a mudança de apenas um par 

de bases. Essas três repetições encontram-se in tandem. A quarta correspondência é uma 

sequência de 57 pb com 95% de identidade e que se sobrepõe com os primeiros 9 pb do 

tandem. A figura 6B mostra um esquema da organização dessas repetições no cromossomo 2.  

Com relação à sequência do cromossomo 3, das quatro correspondências encontradas, 

também duas apresentam 100% de identidade entre si, a terceira, 99% com a mudança de 

apenas um par de bases e a quarta, 97% com mudança em três pares de bases. As quatro 

sequências encontram-se in tandem como esquematizado na figura 7B. 
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Figura 6. Sequência alvo de integração no cromossomo 2 de K. phaffii. A. Resultado da análise 

com a ferramenta Blastn da sequência de 72 pb previamente identificada com a ferramenta Tandem 

Repeat Finder, B. Esquema da organização das repetições. 
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Figura 7. Sequência alvo de integração no cromossomo 3 de K. phaffii. A. Resultado da análise 

com a ferramenta Blastn da sequência de 89 pb previamente identificada com a ferramenta Tandem 

Repeat Finder, B. Esquema da organização das repetições. 
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Outra sequência analisada nesse trabalho foi o espaçador não-transcrito (NTS) 

presente no locus do DNA ribossomal. A sequência NTS se repete várias vezes nesse locus 

separando as unidades 25S, 5.8S e 18S que são codificadas in tandem. Esta região espaçadora, 

de aproximadamente 2,5 kb, já foi utilizada para gerar linhagens de K. phaffii contendo um 

alto número de cópias (Marx et al., 2009) e, portanto, foi escolhida como controle para 

comparação com as sequências aqui testadas. No presente trabalho foram utilizados os 

primers 18SF-pPCV e 25SR-pPCV (tabela 2 e figura 8) para obter um fragmento contendo 

~250 pb da unidade 18S, toda a região NTS e ~290 pb da unidade 25S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Sequência alvo de integração na região NTS do rDNA de K. phaffii. As setas 

representam os sítios onde anelam os primers 18SF-pPCV e 25SR-pPCV utilizados para amplificar a 

sequência alvo.  

 

 

Com relação ao rDNA 5S, foi identificada uma sequência repetida de 121 pb que se 

encontra espalhada no genoma da levedura. Em K. phaffii GS115 haviam sido identificadas 

21 cópias do rDNA 5S (De Schutter et al., 2009). Uma análise usando a ferramenta Blastn 

mostrou que esta sequência se repete seis vezes no cromossomo 1, sendo que uma das 

correspondências possui 118 pb. No cromossomo 2, a sequência está repetida quatro vezes, 

sendo que uma das correspondências tem 99% de identidade devido à mudança de um 

nucleotídeo. No cromossomo 3, existem quatro repetições da sequência, sendo que uma delas 

tem 99% de identidade e outra possui apenas 32 pb. No cromossomo 4, foram identificadas 

seis repetições da sequência, sendo que uma delas possui 119 pb. Uma última 

correspondência foi identificada em um contig separado de 80073 pb. Com o novo 

sequenciamento do genoma da linhagem GS115 (Love et al., 2016) foi possível identificar 
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que esta última repetição encontra-se no cromossomo 1. A figura 9 apresenta um esquema da 

localização da sequência rDNA 5S em cada um dos cromossomos.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Localização da sequência do rDNA 5S nos cromossomos de K. phaffii. A sequência de 

121 pb encontra-se espalhada no genoma em 21 loci diferentes. 
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5.2 Integração múltipla do gene repórter EGFP 

 

A proteína verde fluorescente (GFP: Green Fluorescent Protein) é amplamente usada 

como repórter intracelular já que tem a propriedade de fluorescer sem a adição de um indutor. 

GFP autocatalisa a formação do seu próprio cromóforo, o que é uma vantagem na hora de 

usá-la como repórter em sistemas heterólogos. A expressão de GFP em Escherichia coli e 

Caenorhabditis elegans mostrou que o cromóforo pode ser formado na ausência de outros 

produtos de A. victoria (Chalfie et al., 1994). 

Neste trabalho foi usada uma variante do gene GFP de A. victoria que codifica a 

proteína GFPmut1 que possui uma substituição dos aminoácidos Phe-64 por Leu e Ser-65 por 

Thr (Cormack, Valdivia e Falkow 1996). Esta dupla mutação deslocou o pico máximo de 

absorbância a 395 nm para 488 nm, o que permite o uso de conjuntos de filtros padrões de 

excitação-emissão para isotiocianato de fluoresceína (FITC) e permite a excitação com laser 

de argônio para a detecção de GFP por citometria de fluxo. Além disso, esta variante contém 

mais de 190 mutações silenciosas na região codante que correspondem a códons preferenciais 

em humanos. Esta versão da proteína é chamada de EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein) já que apresenta uma fluorescência mais intensa e uma maior expressão em células 

de mamíferos.  

 

 

5.2.1 Construção do vetor pKld-GFP 

 

A estratégia de construção do plasmídeo contendo a marca leu2-d e o gene repórter 

EGFP sob controle do promotor PPGK1 está representada na figura 10. Neste trabalho foi usado 

um fragmento de 618 pb do promotor PPGK1 de K. phaffii  o qual é capaz de controlar a 

expressão de proteínas heterólogas e de promover a integração do vetor no locus PGK1 no 

genoma da levedura (Arruda et al., 2016).  
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Figura 10. Estratégia para a construção do vetor pKld-GFP. O vetor final contém a marca leu2-d e 

o gene repórter EGFP sob controle do promotor PGK1. 
 

 

Inicialmente, o alelo leu2-d foi obtido por PCR a partir do DNA genômico de S. 

cerevisiae usando os primers 5-leud e 3-leud (tabela 2). O fragmento amplificado de ~1,4 kb 

corresponde à região codante do gene LEU2 com sua região terminadora da transcrição e 

apenas 29 pb do promotor. O fragmento foi clonado no vetor pPICK2 linearizado com BamHI 

gerando o vetor pKld. Células de E. coli XL10-gold foram transformadas e a seleção se deu 

em meio LB contendo kanamicina. 

A estratégia usada para deletar o gene LEU2 na linhagem M12 (Betancur et al., 2017) 

deixou a região promotora intacta, portanto, uma única cópia desse gene integrada no locus 

leu2 poderia restabelecer prototrofia à levedura. Por esse motivo, neste trabalho foi usado o 
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alelo leu2-d de S. cerevisiae ao invés da versão de K. phaffii para evitar a integração do vetor 

no locus leu2 por recombinação homóloga. 

Apesar de ter sido parcial, a digestão com KpnI e NotI permitiu confirmar a clonagem 

do alelo leu2-d nos cinco clones analisados, assim como determinar sua orientação no vetor. 

Na figura 11 pode ser observado que a digestão resultou em fragmentos de ~1,5 kb e ~3,5 kb 

que eram esperados caso o fragmento tivesse entrado no sentido anti-horário.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Clonagem do alelo leu2-d no vetor pPICK2. Eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídeo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com KpnI e NotI (D) 

para cinco clones transformantes. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Scientific). As setas indicam os fragmentos esperados. 

 

 

 

Já foi observado que os promotores presentes no plasmídeo podem ter uma atividade 

de transcrição na marca defectiva. Por exemplo, as linhagens auxotróficas ade1 e ade2 de K. 

phaffii foram capazes de crescer em meio mínimo quando transformadas com um plasmídeo 

contendo apenas a região codante (sem promotor) dos genes ADE1 e ADE2 (Du et al., 2012). 

Por este motivo, a marca leu2-d foi clonada na direção oposta aos promotores presentes no 

vetor (PGK1 e TEF1) (Figura 10). 

O vetor pKld foi digerido com SacI e NotI para remover o sinal de secreção do fator α. 

A digestão com essas enzimas removeu também um fragmento de ~200 pb do promotor 

M          I         D        I         D 

clone 1 clone 2 clone 3 clone 4 clone 5 

M      I       D       I      D       I      D 

3,0 kb 

1,5 kb 

3,0 kb 

1,5 kb 



 
 

54 
 

PGK1 o qual foi restituído quando o gene EGFP foi subclonado. O fragmento de ~1 kb 

contendo o gene EGFP fusionado com o pedaço faltante do promotor PGK1 foi obtido pela 

digestão do vetor pPICK-GFP (vetor previamente desenvolvido no nosso laboratório e 

derivado do vetor pPIC9 contendo o gene EGFP sob controle do promotor PGK1) com as 

enzimas SacI e NotI. A ligação desse fragmento no pKld gerou o vetor pKld-GFP. Células de 

E. coli XL10-gold foram transformadas e selecionadas em meio LB contendo kanamicina. A 

clonagem foi confirmada por digestão com BglII e BamHI que deveria resultar em 

fragmentos de ~600 pb e ~4,9 kb, caso o gene EGFP tivesse sido ligado no vetor. Como 

observado na figura 12, os clones 2 e 6 apresentaram bandas dos tamanhos esperados. Um 

clone foi selecionado e o vetor obtido foi chamado de pKld-GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Clonagem do gene EGFP no vetor pKld. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídeo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com BglII e BamHI (D) para 

seis clones transformantes. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). As 

setas indicam os fragmentos esperados. 

 

 

 

5.2.2 Construção dos vetores pBSChr2ld-GFP, pBSChr3ld-GFP, pBS5Sld-GFP e 

pPCVNTSld-GFP 

 

As sequências selecionadas dos cromossomos 2 (Chr2) e 3 (Chr3) e a sequência 5S 

foram sintetizadas de maneira que duas cópias das mesmas ficassem separadas por um sítio de 
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restrição para a enzima SfoI. Nas extremidades das sequências sintéticas foram adicionados 

sítios para a enzima PmeI, como mostrado na figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Sequências repetidas sintetizadas. Em azul, sítios para PmeI; em preto sublinhado, sítios 

para SfoI. 
 

 

Para direcionar a integração às regiões repetidas no genoma de K. phaffii foram 

construídos cassetes de expressão flanqueados por essas sequências para permitir a 

recombinação homóloga nesses loci. Todos os cassetes têm em comum um fragmento de ~3 

kb formado pelo promotor PGK1, o gene EGFP, o terminador da transcrição do gene AOX1 e 

a marca leu2-d, flanqueado pelas sequências repetidas. Os sítios para a enzima PmeI presentes 

nas extremidades das sequências repetidas permitem liberar o cassete de expressão. A figura 

14 apresenta a estratégia usada para a construção e liberação desse cassete.  
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Figura 14. Estratégia para a construção de cassete de expressão com sequências repetitivas. 

Cassete para expressar o gene EGFP sob controle do promotor PGK1 e com o alelo leu2-d como 

marca de seleção. As sequências repetidas flanqueadoras direcionam a integração do cassete. 
 

 

O fragmento PGK-EGFP-leu2d foi obtido por PCR com pares de primers que contêm 

15 pb homólogas a cada sequência repetida para realizar a clonagem por recombinação 

homóloga usando o kit In-fusion (primers PGK-chr2 e leud-chr2, PGK-chr3 e leud-chr3, 

PGK-5S e leud-5S, PGK-NTS e leud-NTS, tabela 2). Como molde foi usado o vetor pKld-

GFP. A figura 15 mostra os sítios onde se anelam os diferentes primers PGK e leud.  
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Figura 15. Sítios de anelamento dos primers para amplificar o cassete PGK-EGFP-leud. As setas 

vermelhas indicam a região onde anelam os diferentes primers PGK e leud. Tamanho do amplicon:   ̴3 

kb. 

 

Cada uma das sequências sintéticas foi clonada no pBlueScript SK II seguido de 

digestão com SfoI para linearizar o plasmídeo. Os fragmentos PGK-GFP-leu2d com 

sequências homólogas às sequências sintéticas foram clonados no respectivo plasmídeo 

usando o kit In-fusion. Células competentes de E. coli HST08 (Stellar Competent Cells) 

foram transformadas com os três sistemas e a seleção de transformantes foi feita em meio LB 

contendo ampicilina. Para confirmar a clonagem foi feita uma PCR usando como primer 

forward os respectivos primers PGK (PGK-chr2, PGK-chr3 ou PGK-5S) e, como primer 

reverse, o primer EGFP-Not (tabela 2) que se anela na região 3' do gene EGFP. Como pode 

ser observado na figura 16, com os três vetores houve amplificação de um fragmento de ~1,4 

kb, como era esperado, confirmando a presença do fragmento PGK-GFP-leu2d. Os vetores 

obtidos contendo a sequência dos cromossomos 2, 3 e a sequência 5S foram chamados de 

pBSChr2ld-GFP, pBSChr3ld-GFP e pBS5Sld-GFP, respectivamente. 
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Figura 16. Confirmação da clonagem do fragmento PGK-EGFP-leu2d nos plasmídeos com 

sequências repetidas. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo apresentando 

o resultado da PCR. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), Chr2: 

reação com o vetor pBSChr2ld-GFP como template, Chr3: reação com o vetor pBSChr3ld-GFP como 

template, 5S: reação com o vetor pBS5Sld-GFP como template, NTS: reação com o vetor 

pPCVNTSld-GFP como template.  

 

 

 

A sequência NTS do rDNA foi obtida por PCR com os primers 18SF-pPCV e 25SR-

pPCV a partir do DNA genômico de K. phaffii e o fragmento amplificado foi clonado no 

plasmídeo pPCV (Janner et al., 2013) linearizado com EcoRV. A digestão com a enzima SpeI 

linearizou o plasmídeo no meio da sequência NTS e, nessa região, foi clonado o fragmento 

PGK-EGFP-leu2d com o kit In-fusion. Células competentes de E. coli XL10-gold foram 

transformadas com o sistema e a seleção se deu em meio LB contendo ampicilina. Para 

confirmar a clonagem, foi feita uma PCR usando os primers 25SR-pPCV e 3-leud (tabela 2). 

Na figura 16 é possível observar que houve amplificação de um fragmento de ~3 kb como era 

esperado, confirmando a presença do fragmento PGK-EGFP-leu2d. O vetor obtido foi 

chamado de pPCVNTSld-GFP. 
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5.2.3 Transformação de K. phaffii M12 

 

K. phaffii M12 foi transformada com o vetor pKld-GFP linearizado com SacI e com os 

quatro cassetes contendo as sequências repetidas liberados após digestão dos respectivos 

vetores com PmeI. Em todos os casos, a seleção de transformantes foi feita em meio MD já 

que com a presença da marca leu2-d a levedura deveria recuperar a prototrofia. Quando a 

levedura foi transformada com o vetor pKld-GFP só começaram a aparecer colônias nas 

placas após quatro dias de incubação e foi observado que algumas colônias cresciam mais 

rápido que outras. A figura 17 mostra o crescimento das colônias transformantes após sete 

dias de incubação. Na placa controle, onde foi plaqueada a levedura submetida a 

eletroporação sem DNA, não houve crescimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Resultado da transformação de K. phaffii M12 com o vetor pKld-GFP. Placas com 

meio MD após 7 dias de incubação a 30°C. A e B células transformadas com o vetor, C células 

submetidas a eletroporação sem DNA (controle negativo).  

 

 

Dez clones transformantes foram selecionados para análise, porém, os clones 3, 8, 9 e 

10 foram descartados já que depois de várias gerações não foram capazes de crescer em meio 

mínimo. Provavelmente, esses falsos positivos integraram apenas uma cópia do vetor ou 

perderam cópias do cassete de integração por recombinação intramolecular ficando com um 

número de cópias insuficiente para sustentar prototrofia.  

Para avaliar se havia diferença na velocidade de crescimento dos seis clones restantes 

foi feita uma cinética de crescimento em meio MD. O crescimento foi comparado com o da 

levedura selvagem X-33. Como observado na figura 18, houve clones que apresentaram um 

perfil de crescimento parecido ao de X-33 (clones 1, 4 e 6), enquanto os clones 2 e 7 

cresceram muito mais lentamente. A tabela 7 apresenta a velocidade específica máxima de 

A B C 
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crescimento (µmáx) para cada um dos clones avaliados. A análise estatística mostrou que não 

existe diferença significativa entre a velocidade especifica máxima de crescimento dos clones 

1, 4, 5 e 6 em comparação a X-33, enquanto que a diferença é significativa para os clones 2 e 

7 quando comparados com a linhagem selvagem. Os clones com maiores taxas de 

crescimento foram os que apareceram primeiro na placa após a transformação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Cinética de crescimento dos clones transformados com o vetor pKld-GFP. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,08. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 

 

 

 

Tabela 7. Velocidade específica máxima de crescimento dos clones transformados com o vetor pKld-

GFP 

  

Clone µmáx (h-1) 

1 0,1596 ± 0,0062 

2 0,0708 ± 0,0022* 

4 0,1614 ± 0,0027 

5 0,1408 ± 0,0075 

6 0,1650 ± 0,0078 

7 0,0502 ± 0,0023* 

X-33 0,1707 ± 0,0069 

*Diferença significativa em comparação à linhagem selvagem X-33 (p < 0,05). 

Análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey. 
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Os seis clones transformantes foram semeados em meio MD e a placa foi analisada no 

Typhoon Scanner para avaliar a produção de GFP. Como observado na figura 19, todos os 

clones apresentaram fluorescência, o que confirmou a integração do vetor pKld-GFP e a 

expressão do gene EGFP nas células transformantes. A intensidade de fluorescência 

apresentada pelos clones 2 e 7 foi muito fraca, quase igual à que apresentou a levedura 

selvagem (K. phaffii X-33). Já os clones 1, 4, 5 e 6 mostraram uma intensidade de 

fluorescência maior. Esses clones que exibiram maior fluorescência foram os que 

apresentaram maiores taxas de crescimento, o que poderia estar relacionado com a integração 

de um maior número de cópias do vetor de expressão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expressão intracelular de EGFP em clones transformados com o vetor pKld-GFP. 

Placa com meio MD incubada por 48 h a 30°C e analisada no Typhoon Scanner. 
 

 

Quando K. phaffii M12 foi transformada com os quatro cassetes contendo as 

sequências repetidas foi observado um lento crescimento das células, sendo que as colônias 

começaram a aparecer depois de sete dias de incubação e, semelhantemente ao que aconteceu 

com o vetor pKld-GFP, houve colônias com diferentes tamanhos. 

Vinte e seis clones transformados com o cassete Chr2ld-GFP, 16 transformados com o 

cassete Chr3ld-GFP, 10 transformados com o cassete 5Sld-GFP e 15 transformados com o 

cassete NTSld-GFP foram selecionados para analisar a produção intracelular de GFP no 

Typhoon Scanner. Como observado na figura 20, todos os clones transformantes 

apresentaram fluorescência e foi possível identificar alguns com maior intensidade que o 

controle K. phaffii X-33. No caso das células transformadas com os cassetes Chr2ld-GFP e 

Chr3ld-GFP, foram observados diferentes níveis de intensidade de fluorescência entre os 

1 2 4 5 

6 7 
X-33 
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clones analisados, enquanto que as células transformadas com os cassetes 5Sld-GFP e NTSld-

GFP mostraram níveis de intensidade mais homogêneos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Expressão intracelular de EGFP em clones transformados com os cassetes contendo 

sequências repetidas. Placa com meio MD incubada por 48 h a 30°C e analisada no Typhoon 

Scanner. A Clones transformados com Chr2ld-GFP, B Clones transformados com Chr3ld-GFP, C 

Clones transformados com 5Sld-GFP, D Clones transformados com NTSld-GFP. A seta indica o 

controle K. phaffii X-33.  
 

 

Quatro clones de cada sistema foram selecionados para posteriores análises. No caso 

dos cassetes Chr2ld-GFP e Chr3ld-GFP foram escolhidos os dois clones que apresentaram 

maior fluorescência e mais dois clones aleatórios. Para os outros dois cassetes a seleção foi 

completamente aleatória.  

Foi feita uma cinética de crescimento em meio MD dos quatro clones selecionados 

para cada sistema e o crescimento foi comparado com o da levedura selvagem X-33. As 

figuras 21, 22, 23 e 24 apresentam as curvas de crescimento para os clones transformados 

com os cassetes Chr2ld-GFP, Chr3ld-GFP, 5Sld-GFP e NTSld-GFP, respectivamente. A 

tabela 8 apresenta a velocidade específica máxima de crescimento (µmáx) determinada para 

cada um dos clones avaliados dos quatro sistemas. 

 

A B 

C D 



 
 

63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete Chr2ld-GFP. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,08. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete Chr3ld-GFP. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,08. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 
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Figura 23. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete 5Sld-GFP. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,08. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete NTSld-GFP. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,08. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 
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Tabela 8. Velocidade específica máxima de crescimento dos clones transformados com os cassetes 

Chr2ld-GFP, Chr3ld-GFP, 5Sld-GFP e NTSld-GFP. 

 

 

Sistema Clone µmáx (h-1) 

Chr2ld-GFP 

1 0,0703 ± 0,0007* 

2 0,0725 ± 0,0012* 

3 0,1225 ± 0,0020* 

4 0,1244 ± 0,0035* 

Chr3ld-GFP 

1 0,1521 ± 0,0036 

2 0,1650 ± 0,0028 

3 0,1620 ± 0,0040 

4 0,1621 ± 0,0053 

5Sld-GFP 

1 0,1026 ± 0,0028* 

2 0,1198 ± 0,0022* 

3 0,1052 ± 0,0018* 

4 0,0928 ± 0,0026* 

NTSld-GFP 

1 0,0822 ± 0,0025* 

2 0,0920 ± 0,0026* 

3 0,0888 ± 0,0008* 

4 0,0909 ± 0,0024* 

X-33  0,1707 ± 0,0069 

*Diferença significativa em comparação à linhagem selvagem X-33 (p < 0,05). Análise 

de variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey. 
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Apenas os clones transformados com o cassete Chr3ld-GFP apresentaram um perfil de 

crescimento e uma velocidade específica máxima de crescimento semelhante ao da levedura 

selvagem. A velocidade específica máxima de crescimento foi menor para todos os clones dos 

outros três sistemas em comparação a X-33, sendo que, entre os quatro clones dos sistemas 

Chr3ld-GFP, 5Sld-GFP e NTSld-GFP, não houve diferença significativa. No caso dos clones 

transformados com o cassete Chr2ld-GFP, a velocidade específica máxima de crescimento 

dos clones 1 e 2 foi significativamente menor que a velocidade dos clones 3 e 4. 

 

 

5.2.4 Determinação do número de cópias 

 

O DNA dos seis clones transformados com o vetor pKld-GFP foi digerido com EcoRI 

e submetido a análise por Southern blot para determinação do número de cópias integradas do 

vetor. A sonda utilizada, que hibridiza no promotor PGK1, devia permitir a identificação de 

dois fragmentos de ~3,4 kb e ~4,8 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido integrada. Se 

tivessem sido integradas duas cópias do vetor, seria identificado um terceiro fragmento de 

~5,5 kb que corresponde ao tamanho do vetor e a intensidade desse fragmento iria 

aumentando por cada cópia a mais integrada. Um fragmento de ~2,8 kb correspondente ao 

locus do PGK1 seria observado se a integração ocorresse em outro locus diferente. A figura 

25A apresenta um esquema dos fragmentos esperados e a figura 25B mostra o resultado do 

Southern blot. Como pode ser observado, todos os clones apresentaram o fragmento de ~5,5 

kb, confirmando a integração de várias cópias do vetor. O fragmento de ~2,8 kb observado na 

linhagem M12 correspondente ao locus PGK1 intacto que também foi observado no clone 5, 

indicando que este clone apresentou múltiplas cópias do vetor integradas em outro local. 

Todos os demais clones tiveram o vetor integrado in tandem no locus PGK1 como era 

esperado caso houvesse recombinação homóloga. 
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Figura 25. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o vetor pKld-GFP. 

A) Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima EcoRI, B) Resultado do 

Southern blot. E: sítio de corte para a enzima EcoRI. NC: número de cópias. M: marcador 

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar onde 

hibridiza a sonda. 

 

 

O número de cópias integradas foi determinado após comparação da intensidade da 

banda de ~5,5 kb em relação à banda de ~3,4 kb (ou à banda de ~2,8 kb, no caso do clone 5) 
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que tem uma única cópia.  Os clones 1, 4, 5 e 6, que apresentaram maiores taxas de 

crescimento, foram os que apresentaram o maior número de cópias integradas do vetor: 17, 

20, 14 e 17, respectivamente. Os clones 2 e 7, com crescimento lento, apresentaram 7 e 5 

cópias, respectivamente. Esses resultados mostraram uma relação direta entre o aumento da 

taxa de crescimento com o número de cópias integradas com uma correlação linear (R2 = 

0.8748) como pode ser observado na figura 26. Esta observação era esperada já que os clones 

que apresentaram rápido crescimento deviam ter um maior número de cópias da marca leu2-d 

integradas para complementar a auxotrofia. Além disso, o resultado está em concordância 

com o obtido quando os genes ADE1 e ADE2 truncados foram usados como marcas de 

seleção defectivas para K. phaffii e foram identificados clones multicópia como colônias de 

tamanho maior (Du et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Correlação entre a velocidade específica de crescimento e o número de cópias dos 

clones transformados com o vetor pKld-GFP. As barras de erro representam o erro padrão da média 

para n=3. 

 

O DNA dos quatro clones analisados transformados com o cassete Chr2ld-GFP foi 

digerido com BglII. A sonda utilizada que hibridiza no promotor PGK1 deveria permitir a 

identificação de um fragmento de ~4,9 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido 
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integrada. Se duas cópias do vetor tivessem sido integradas seria identificado um outro 

fragmento de ~3,3 kb, que corresponde ao tamanho do cassete e a intensidade desse 

fragmento iria aumentando por cada cópia a mais integrada. Um fragmento de ~6,2 kb 

correspondente ao locus do PGK1 seria observado se a integração ocorresse em outro locus 

diferente. A figura 27A apresenta um esquema dos fragmentos esperados e a figura 27B 

mostra o resultado do Southern blot.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o cassete Chr2ld-

GFP. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima BglII, B Resultado 

do Southern blot. B: sítio de corte para a enzima BglII. NC: número de cópias. M: marcador 

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar onde 

hibridiza a sonda. 

 
 

Os clones 1 e 2 apresentaram mais fragmentos do que esperado o que indicaria 

integração em outros locais diferentes, porém, o fragmento de ~3,3 kb, correspondente ao 

tamanho do cassete, foi identificado em todos os clones confirmando integração in tandem. 

Para determinar o número de cópias, foi comparada a intensidade da banda de ~3,3 kb com a 

intensidade da banda de ~6,2 kb, que corresponde a uma cópia no genoma da levedura e que 
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foi observada em todos os clones confirmando que a integração não ocorreu no locus PGK1. 

Esse fragmento controle apareceu com intensidade mais forte no clone 1, sendo que a 

quantidade de DNA digerido foi similar para os quatro clones. Essa observação indicou que 

poderia existir um outro fragmento do mesmo tamanho que o fragmento correspondente ao 

PGK1 intacto e, portanto, não podia ser usado como referência para determinar o número de 

cópias integradas no clone 1. A digestão do DNA do clone 1 com a enzima EcoRV 

demonstrou que houve integração no locus PGK1 já que não foi observado o fragmento de 

~10,3 kb correspondente a esse locus intacto (figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Determinação do número de cópias do clone 1 transformado com o cassete Chr2ld-

GFP. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima EcoRV, B 

Resultado do Southern blot. E: sítio de corte para a enzima EcoRV. NC: número de cópias. M: 

marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar 

onde hibridiza a sonda. 

 

 

Dessa forma, o número de cópias para o clone 1 foi determinado usando como 

referência o fragmento de ~6,2 kb do clone 2. Os quatro clones analisados integraram um alto 

número de cópias, sendo que os clones 1 e 2 integraram uma quantidade muito maior de 

cópias (78 e 63 cópias, respectivamente), porém, em outros loci além daquele esperado. No 
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caso dos clones 3 e 4, o cassete foi integrado in tandem (21 e 20 cópias, respectivamente) em 

um único locus diferente ao PGK1, provavelmente, no cromossomo 2, como era esperado, 

porém, não foi observado o fragmento adicional de ~4,9 kb. 

O DNA dos quatro clones analisados transformados com o cassete Chr3ld-GFP foi 

digerido com BglII. A sonda utilizada que hibridiza no promotor PGK1 deveria permitir a 

identificação de um fragmento de ~11,8 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido 

integrada. Se tivessem sido integradas duas cópias do vetor, seria identificado um outro 

fragmento de ~3,3 kb que corresponde ao tamanho do cassete e a intensidade desse fragmento 

iria aumentando por cada cópia a mais integrada. Um fragmento de ~6,2 kb correspondente ao 

locus do PGK1 seria observado se a integração ocorresse em outro locus diferente. A figura 

29A apresenta um esquema dos fragmentos esperados e a figura 29B mostra o resultado do 

Southern blot.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 29. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o cassete Chr3ld-

GFP. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima BglII, B Resultado 

do Southern blot. B: sítio de corte para a enzima BglII. NC: número de cópias. M: marcador 

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar onde 

hibridiza a sonda. 
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O fragmento de ~6,2 kb, que corresponde a uma cópia no genoma, apresentou uma 

intensidade maior nos clones 3 e 4, o que não permitiu determinar o número de cópias e, 

portanto, o DNA desses dois clones foi digerido com a enzima EcoRV. Com esta enzima, era 

esperado um fragmento de ~2,6 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido integrada. Se 

tivessem sido integradas duas cópias do vetor seria identificado um outro fragmento de ~3,3 

kb que corresponde ao tamanho do cassete e a intensidade desse fragmento iria aumentando 

por cada cópia a mais integrada. Um fragmento de ~10,3 kb corresponderia ao locus do PGK1 

intacto. A figura 30A apresenta um esquema dos fragmentos esperados e a figura 30B mostra 

o resultado do Southern blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Determinação do número de cópias dos clones 3 e 4 transformados com o cassete 

Chr3ld-GFP. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima EcoRV, B 

Resultado do Southern blot. E: sítio de corte para a enzima EcoRV. NC: número de cópias. M: 

marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar 

onde hibridiza a sonda. 
 

 

A digestão do DNA dos clones 1 e 2 com BglII permitiu identificar o fragmento de 

~6,2 kb, indicando que a integração não ocorreu no locus PGK1, porém, pode ter ocorrido em 

outro locus diferente do cromossomo 3 já que foram observados outros fragmentos além dos 
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esperados. A presença do fragmento de ~3,3 kb confirmou a integração de múltiplas cópias in 

tandem para ambos os clones. Usando como referência o fragmento de ~6,2 kb foi 

determinado o número de cópias: 72, para o clone 1 e 19, para o clone 2. 

A digestão do DNA dos clones 3 e 4 com EcoRV também confirmou que a integração 

não ocorreu no locus PGK1 já que foi observado o fragmento de ~10,3 kb correspondente ao 

locus intacto. O fragmento de ~3,3 kb correspondente ao cassete não foi identificado, 

enquanto que foi observado um fragmento de um pouco menos de 7 kb que poderia conter 

dois cassetes in tandem devido a digestão parcial. Outros fragmentos não esperados também 

foram observados e todos eles foram comparados com o fragmento de ~10,3 kb para 

determinar o número de cópias: 4 cópias para cada clone. 

O DNA dos clones analisados transformados com o cassete 5Sld-GFP foi digerido com a 

enzima EcoRI. Para a marcação foi usada a sonda que hibridiza no promotor PGK1. A figura 

31 apresenta o resultado do Souther blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o cassete 5Sld-

GFP. Resultado do Southern blot. gDNA digerido com a enzima EcoRI. NC: número de cópias. M: 

marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).  

 

 

Nesse caso, não foi possível determinar os tamanhos dos fragmentos que deveriam ser 

liberados já que o locus do rDNA 5S está espalhado no genoma, mas era esperado observar 

vários fragmentos de diferentes tamanhos. Porém, os quatro clones apresentaram um único 
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fragmento de ~3,3 kb, além do fragmento de ~2,8 kb correspondente ao locus PGK1 intacto. 

Isto indicou que, apesar de existirem 21 repetições do rDNA 5S, todos os clones integraram 

várias cópias do cassete in tandem em um único locus e não houve grandes diferenças entre o 

número de cópias integradas em cada clone: 15, 16, 21 e 17 para os clones 1, 2, 3 e 4, 

respectivamente. Este resultado é compatível com a intensidade de fluorescência mais 

homogênea observada e com a curva de crescimento obtidas.   

O DNA dos clones analisados transformados com o cassete NTSld-GFP foi digerido 

com a enzima EcoRI. A sonda utilizada que hibridiza no promotor PGK1 devia permitir a 

identificação de um fragmento de ~4,9 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido 

integrada. Se tivessem sido integradas múltiplas cópias, a intensidade desse fragmento de ~4,9 

kb iria aumentando por cada cópia a mais integrada. Um fragmento de ~2,8 kb 

correspondente ao locus do PGK1 seria observado se a integração ocorresse em outro locus 

diferente. A figura 32A apresenta um esquema dos fragmentos esperados e a figura 32B 

mostra o resultado do Southern blot.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o cassete NTSld-

GFP. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão do gDNA com a enzima EcoRI, B 

Resultado do Southern blot. E: sítio de corte para a enzima EcoRI. NC: número de cópias. M: 

marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). A linha vermelha indica o lugar 

onde hibridiza a sonda. 
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Os quatro clones apresentaram o fragmento de ~2,8 kb correspondente ao locus PGK1 

intacto, indicando que não houve integração nesse locus. O fragmento de ~4,9 kb confirmou a 

integração múltipla in tandem no locus NTS do rDNA, porém, foram observados outros 

fragmentos não esperados que poderiam indicar integração de algumas cópias do cassete em 

outro locus. Usando como referência o fragmento de ~2,8 kb, foi determinado o número de 

cópias para cada clone: 23, 28, 36 e 35 cópias para os clones 1, 2, 3 e 4, respectivamente. 

Diferentemente do observado com os clones transformados com o vetor pKld-GFP 

quando foram usados os cassetes com sequências repetidas, não foi observada uma correlação 

entre o número de cópias e a velocidade específica máxima de crescimento, nem entre os 16 

clones, ou entre os quatro clones de cada sistema (figura 33) e, no caso dos clones 

transformados com o cassete Chr2ld-GFP, foi observado uma diminuição na taxa máxima de 

crescimento quando o número de cópias integradas foi maior.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Correlação entre a velocidade específica máxima de crescimento e o número de 

cópias dos clones transformados com os cassetes contendo sequências repetidas e o gene EGFP.  

 

 

As diferentes sequências repetidas presentes nos cassetes de expressão deviam 

direcionar a integração aos respectivos loci no genoma da levedura, porém, em todos os 

sistemas foi observado integração aleatória do cassete. Esse resultado também foi observado 

com o clone 5 (vetor pKld-GFP) que integrou em outro locus diferente apesar de ter sido 

direcionado ao locus PGK1. Contudo, essa integração aleatória não é inesperada já que em K. 

phaffii, além da recombinação homóloga, a integração pode estar mediada pelo sistema de 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0 20 40 60 80 100

V
e
lo

c
id

a
d

e
 e

s
p

e
c
íf

ic
a
 m

á
x
im

a
 

d
e
 c

re
s
c
im

e
n

to

Número de cópias

Chr2ld-GFP

Chr3ld-GFP

5Sld-GFP

NTSld-GFP



 
 

76 
 

non-homologous end joining (NHEJ) o qual é o principal mecanismo de reparo em fungos 

filamentosos e eucariotos superiores (Näätsaari et al., 2012). Além disso, a frequência com 

que acontecem eventos de substituição gênica por recombinação homóloga em K. phaffii e K. 

pastoris, depende do tamanho das sequências usadas como alvo de integração. Quando essas 

sequências têm menos de 500 pb a frequência de substituição gênica é de menos de 0,1% 

(Higgins e Cregg 1998). Excluindo o fragmento NTS rDNA, que possui aproximadamente 

2500 pb, as sequências usadas neste trabalho apresentam tamanhos menores que 150 pb, 

portanto, era muito provável que a recombinação ocorresse em outros loci com certa 

frequência. Apesar de que a integração não foi 100% específica, a presença dessas sequências 

repetidas levou a um aumento do número de cópias do cassete de expressão que foram 

integradas quando comparado com a integração do vetor direcionado ao locus PGK1. 

A fim de identificar em que lugar foram integradas as múltiplas cópias do cassete de 

expressão foi usada a técnica de eletroforese em campo pulsado para separar os cromossomos 

de cada um dos quatro clones selecionados para cada sistema. O DNA foi transferido a uma 

membrana de nitrocelulose e analisado por Southern blot usando uma sonda que hibridizava 

com o gene EGFP. O tamanho aproximado dos cromossomos 1, 2, 3 e 4 de K. phaffii é de 2,9 

Mb; 2,4 Mb; 2,2 Mb e 1,8 Mb, respectivamente (Love et al., 2016). A figura 34 apresenta o 

resultado da eletroforese (painel A) e o resultado do Southern blot (painel B) para os clones 

transformados com o cassete Chr2ld-GFP. Segundo observado na figura 34B, o clone 1 

apresentou cópias do cassete de expressão integradas no cromossomo 4. O clone 2 apresentou 

um fragmento que não corresponde a nenhum dos quatro cromossomos de K. phaffii e esse 

fragmento extracromossomal é o que contém as cópias do cassete de expressão. Esse 

fragmento poderia ser um elemento de DNA circular (eccDNA) originado pela integração das 

múltiplas cópias do cassete perto a uma sequência ARS, como foi observado em S. cerevisiae 

(Demeke et al., 2015). Quando o gene heterólogo XylA foi integrado perto de uma sequência 

ARS no genoma de S. cerevisiae, foi formado um eccDNA seguido de uma nova integração 

no genoma, aumentando o número de cópias in tandem durante o processo de evolução 

adaptativa. O eccDNA contendo o gene XylA foi extraído da levedura e transferido para outra 

linhagem de S. cerevisiae a qual foi capaz de fermentar xilose, confirmando a estabilidade do 

fragmento extracromossomal. No nosso trabalho, um elemento de DNA circular estável 

poderia ter sido originado no clone 2 se as 63 cópias do cassete tivessem sido integradas perto 

de uma sequência ARS de K. phaffii. 
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Figura 34. Determinação do local de integração do cassete Chr2ld-GFP. A Resultado da 

eletroforese em campo pulsado em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. M: marcador 

(cromossomos de S. cerevisiae), B Resultado do Southern blot. Os números I, II, III e IV indicam as 

posições dos cromossomos 1, 2, 3 e 4 respectivamente.  

 

 

Especulamos que nos clones 3 e 4 não foram identificados fragmentos devido ao 

menor número de cópias integradas nesses clones (21 e 20 cópias, respectivamente) o que 

poderia ter gerado um sinal muito fraco ao contrário dos clones 1 e 2 com um alto número de 

cópias (78 e 63 cópias, respectivamente), porém, quando estes foram analisados 

separadamente em outro gel, também não houve nenhum sinal de detecção. Desta forma, para 

os clones 3 e 4, não foi possível determinar o local de integração. Todos esses resultados 

mostraram que, de fato, o cassete de expressão contendo sequências repetidas do cromossomo 

2 não foi integrado no locus para o qual foi direcionado. 

A figura 35 apresenta o resultado da eletroforese (painéis A e C) e o resultado do 

Southern blot (painéis B e D) para os clones transformados com o cassete Chr3ld-GFP.  Os 

painéis A e B apresentam os resultados para os quatro clones analisados, porém, apenas o 

clone 1 apresentou fragmentos. Como os clones 2, 3 e 4 apresentam menor número de cópias, 

especulamos que não foram observados fragmentos pois o sinal foi muito fraco em 

comparação com o clone 1 e, portanto, esses três clones foram analisados separadamente em 

outro gel (painéis C e D).  
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Figura 35. Determinação do local de integração do cassete Chr3ld-GFP. A Resultado da 

eletroforese em campo pulsado em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo dos quatro 

clones selecionados, B Resultado do Southern blot para os quatro clones selecionados, C Resultado 

da eletroforese em campo pulsado em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo dos clones 2, 

3 e 4, D Resultado do Southern blot para os clones 2, 3 e 4. Os números I, II, III e IV indicam as 

posições dos cromossomos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. M: marcador (cromossomos de S. 

cerevisiae). 
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Segundo observado na figura 35B, o clone 1 apresentou a maioria das cópias do 

cassete de expressão integradas no cromossomo 2 e umas poucas cópias no cromossomo 4. O 

resultado da figura 35D mostra que os clones 2, 3 e 4 apresentaram cópias do cassete 

integradas no cromossomo 1. Estes resultados indicam que o cassete de expressão contendo 

sequências repetidas do cromossomo 3 também não foi integrado no locus para o qual foi 

direcionado. 

A figura 36 apresenta o resultado da eletroforese (painel A) e o resultado do Southern 

blot (painel B) para os clones transformados com o cassete NTSld-GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Determinação do local de integração do cassete NTSld-GFP. A Resultado da 

eletroforese em campo pulsado em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. M: marcador 

(cromossomos de S. cerevisiae), B Resultado do Southern blot. Os números I, II, III e IV indicam as 

posições dos cromossomos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. 
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Como observado na figura 36A, a banda correspondente ao cromossomo 1, presente 

no clone M12, não foi observada nos clones transformantes. Dois fragmentos com tamanhos 

muito maiores foram observados para os quatro clones e, como mostrado na figura 36B, esses 

fragmentos são os que contêm as múltiplas cópias do cassete de expressão. Recentemente, foi 

evidenciado que o DNA ribossomal da linhagem K. phaffii GS115 encontra-se unicamente no 

cromossomo 1 (Love et al., 2016) e, portanto, podemos especular que os fragmentos 

observados no Southern blot correspondem ao cromossomo 1 que aumentou de tamanho nos 

quatro clones analisados. Em S. cerevisiae é conhecido que o rDNA pode sofrer expansões e 

contrações durante o processo de replicação (Kobayashi et al., 1998; Kobayashi et al., 2001). 

Apesar de o mecanismo de replicação do rDNA ainda não estar descrito em K. phaffii, já foi 

demonstrado que a integração nesse locus leva a uma amplificação do vetor de expressão sob 

pressão seletiva (Marx et al., 2009). É possível que K. phaffii tenha um mecanismo similar ao 

de S. cerevisiae e que na região NTS existem elementos reconhecidos por enzimas 

encarregadas de manter estável o número de repetições. A integração no NTS pode ter 

interrompido um desses elementos e isso poderia explicar o incremento do tamanho dessa 

região no cromossomo 1. 

A localização do cassete de expressão nos clones transformados com o cassete 5Sld-

GFP não pôde ser determinada, apesar de haver identificado os cromossomos no gel de 

agarose, não foi observado nenhum fragmento na membrana de nitrocelulose nas três vezes 

que foi repetido o experimento. 

 

 

5.2.5 Produção de GFP 

 

Os seis clones transformados com o vetor pKld-GFP foram analisados por citometria 

de fluxo para quantificar a produção de GFP. A figura 37 apresenta a mediana de 

fluorescência das células positivas para GFP (células produzindo a proteína). Cada coluna 

corresponde à média de três experimentos para cada clone e a barra de erro representa o erro 

padrão da média. Todos os clones transformantes apresentaram valores de fluorescência 

maiores ao da levedura não-transformada (M12) indicando que a presença do gene EGFP é 

responsável pela fluorescência observada, porém, apenas os clones 1, 4, 5 e 6 mostraram 

diferença significativa. Os clones 2 e 7, que têm um crescimento mais lento e um menor 

número de cópias, mostraram os menores níveis de produção da proteína heteróloga, sendo 
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que, estatisticamente, estes valores não apresentaram diferença significativa comparados com 

a fluorescência apresentada pela linhagem M12. Contudo, é importante notar que a 

percentagem de células de M12 positivas para GFP foi menor que 1%. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Produção intracelular de GFP em clones transformados com pKld-GFP. Análise da 

produção por citometria de fluxo. O valor apresentado corresponde à média de fluorescência para n 

=3. As barras de erro mostram o erro padrão da média. Os asteriscos indicam os clones que 

apresentaram diferença significativa em comparação a K. phaffii M12 (p < 0,05). 

 

 

A fluorescência observada em cada clone também foi comparada com aquela de um 

clone controle contendo uma cópia do gene EGFP para obter um valor relativo de produção 

intracelular de GFP em gel não-desnaturante. Duas bandas foram observadas no gel devido à 

tendência de GFP a formar dímeros (Costantini et al., 2013) e ambas as bandas foram usadas 

para determinar os valores de produção relativa (figura 38). Os clones 1, 4 e 6 foram os que 

apresentaram maiores valores de produção relativa. Este resultado está em concordância com 

os valores de fluorescência obtidos por citometria de fluxo, porém, o clone 5 mostrou uma 

produção relativa baixa, similar à apresentada pelos clones 2 e 7, que tiveram menores valores 
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de fluorescência na citometria de fluxo. Contudo, cabe notar que o experimento do gel não-

desnaturante foi feito uma única vez, enquanto que na citometria de fluxo foram feitas três 

réplicas do experimento, o que daria valores mais confiáveis. É possível que durante a lise 

celular pudesse ter havido alguma perda ou degradação da proteína do clone 5, o que poderia 

explicar a diminuição da fluorescência observada no gel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Produção intracelular de GFP em clones transformados com o vetor pKld-GFP. 

Análise da fluorescência em gel não desnaturante. Produção relativa em comparação ao clone controle 

(clone de K. phaffii contendo uma cópia do gene EGFP). 

 

 

Com relação aos clones transformados com os cassetes Chr2ld-GFP, Chr3ld-GFP, 5Sld-

GFP e NTSld-GFP, a produção relativa de GFP foi analisada em gel não-desnaturante. Como 

observado nas figuras 39 e 40, todos os clones avaliados produziram mais GFP do que o clone 

contendo uma única cópia. Da mesma forma como observado com os clones transformados 

com o vetor pKld-GFP, a maior produção de proteína foi identificada nos clones com maior 

número de cópias, sendo que os clones 1 e 2 (transformados com o cassete Chr2ld-GFP) 

foram os que apresentaram maior produção de GFP. A tabela 9 resume os valores de 

produção relativa de GFP assim como o número de cópias integradas do vetor ou do cassete e 

a velocidade específica máxima de crescimento para cada clone analisado 
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Figura 39. Produção intracelular de GFP em clones transformados com os cassetes Chr2ld-GFP 

e Chr3ld-GFP. Análise da fluorescência em gel não desnaturante. Produção relativa em comparação 

ao clone controle (clone de K. phaffii contendo uma cópia do gene EGFP). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Produção intracelular de GFP em clones transformados com os cassetes 5Sld-GFP e 

NTSld-GFP. Análise da fluorescência em gel não desnaturante. Produção relativa em comparação ao 

clone controle (clone de K. phaffii contendo uma cópia do gene EGFP). 
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Tabela 9. Relação de número de cópias, producao relativa de GFP e velocidade de crescimento 

Sistema Clone Número de cópias Produção relativa de GFP* µmáx 

 controle 1 1  

pKld-GFP 

1 17 49 0,1596 

2 7 21 0,0708 

4 20 51 0,1614 

5 14 26 0,1408 

6 17 52 0,1650 

7 5 18 0,0502 

Chr2ld-GFP 

1 78 197 0,0703 

2 63 134 0,0725 

3 21 10 0,1225 

4 20 6 0,1244 

Chr3ld-GFP 

1 72 38 0,1521 

2 19 7 0,1650 

3 4 4 0,1620 

4 4 3 0,1621 

5Sld-GFP 

1 15 28 0,1026 

2 16 12 0,1198 

3 21 27 0,1052 

4 17 32 0,0928 

NTSld-GFP 

1 23 160 0,0822 

2 28 73 0,0920 

3 36 114 0,0888 

4 35 89 0,0909 

* Produção em relação ao clone com uma cópia do gene. 

 

Apesar de o clone 1 (sistema Chr3ld-GFP) apresentar um número de cópias integradas 

do cassete similar ao integrado nos clones 1 e 2 (sistema Chr2ld-GFP), a produção de GFP 
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não foi tão alta quanto à produção nesses dois últimos clones. Isto pode ser explicado pelo 

fato de que a integração em cada clone foi em um local diferente. Desta forma, é provável que 

o cassete Chr3ld-GFP tenha sido integrado no clone 1 em um locus com uma estrutura 

genômica inibidora de transcrição. Esses baixos níveis de produção da proteína nos quatro 

clones do sistema Chr3ld-GFP também explicariam por que a velocidade específica máxima 

de crescimento não foi alterada, enquanto que os clones dos demais sistemas, com maiores 

níveis de produção apresentaram uma taxa de crescimento menor. Os clones 1 e 2 do sistema 

Chr2ld-GFP e os quatro clones do sistema NTSld-GFP foram os que mostraram menores 

taxas de crescimento e, ao mesmo tempo, foram os que apresentaram maiores níveis de 

produção de GFP. Esta correlação negativa entre número de cópias e velocidade de 

crescimento já foi observada em outros trabalhos (Cos et al., 2005;  Zhu et al., 2009) onde a 

integração de múltiplas cópias do vetor de expressão em K. phaffii resultou em um efeito 

negativo no crescimento celular devido provavelmente a uma sobrecarga do metabolismo ou à 

toxicidade da proteína heteróloga produzida. Os resultados deste trabalho mostram que, ao 

usar o sistema aqui apresentado, deve-se buscar por colônias de maior tamanho assim como 

pelas colônias de tamanho médio, que são as que possuem um número ótimo de cópias 

integradas. Dependendo do local de integração, as colônias de maior tamanho (e maior 

velocidade de crescimento) podem ser as que apresentam um maior número de cópias 

integradas, como foi o caso dos clones transformados com o vetor pKld-GFP. Em outros 

casos, o alto número de cópias pode afetar o crescimento e, portanto, as colônias de tamanho 

médio (e uma velocidade de crescimento um pouco menor) são as desejadas. As colônias 

pequenas não devem ser selecionadas já que são as que possuem um baixo número de cópias 

integradas e, portanto, não recuperaram completamente a prototrofia, ou podem ser as que 

possuem um número elevado de cópias integradas, que pode ser prejudicial para a célula ao 

exigir muito mais da maquinaria celular. 

Em resumo, a produção intracelular de proteína verde fluorescente foi confirmada nas 

células transformadas com o vetor pKld-GFP e com os cassetes Chr2ld-GFP, Chr3ld-GFP, 

5Sld-GFP e NTSld-GFP, demonstrando que K. phaffii M12 pode ser transformada 

satisfatoriamente com um vetor ou cassete de expressão contendo o alelo leu2-d como marca 

de seleção. Além disso, a transformação com os cassetes de expressão confirmou que a 

presença do alelo leu2-d e das sequências repetidas no vetor permite a integração de múltiplas 

cópias do vetor no genoma da levedura. 
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5.2.6 Estabilidade genética 

 

Os clones selecionados de cada sistema foram crescidos em meio não seletivo (YPD) 

durante 72 gerações para avaliar a estabilidade genética. A cultura foi transferida para meio 

fresco a cada 24 h para garantir que as células estivessem na fase exponencial durante todo o 

experimento. Após 144 h de crescimento, o número de cópias dos clones transformados com 

o vetor pKld-GFP foi analisado por Southern blot após digestão do DNA genômico com a 

enzima EcoRI. Como o clone 5 apresentou diferentes cópias do vetor integradas em outro 

locus diferente do PGK1, consideramos que não era passível de comparação com os outros 

clones desse sistema e, portanto, sua estabilidade genética não foi analisada.  

Como observado na figura 41, em nenhum dos clones avaliados houve diminuição do 

número de cópias do vetor, indicando que o vetor foi mantido estavelmente durante 72 

gerações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Estabilidade genética dos clones transformados com o vetor pKld-GFP. Resultado do 

Southern blot antes (0 h) e após 144 h de crescimento em meio não seletivao (YPD). NC: número de 

cópias. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). As setas indicam o 

fragmento de 5,5 kb correspondente ao vetor e o fragmento de 2,8 kb correspondente ao locus nativo 

de gene PGK1 após digestão com EcoRI. 
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Após 144 h de crescimento, o número de cópias dos clones transformados com os 

diferentes cassetes foi analisado por Southern blot após digestão do DNA genômico com 

BglII, para os sistemas Chr2ld-GFP e Chr3ld-GFP (figura 42), e EcoRI, para os sistemas 

5Sld-GFP e NTSld-GFP (figura 43). Para cada sistema foram escolhidos os dois clones com 

maior número de cópias para esta análise. Como pode ser observado na figura 42, tanto os 

clones transformados com o cassete Chr2ld-GFP como os transformados com Chr3ld-GFP 

houve perda de cópias do cassete, sendo que esta foi maior nos clones com alto número de 

cópias (mais de 60 cópias iniciais): os clones com 78, 63 e 72 cópias ficaram com 45, 44 e 54 

cópias, o que corresponde a uma perda de 42%, 30% e 25%, respectivamente. O clone com 19 

cópias iniciais ficou com 16, correspondente a uma perda de 16%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Estabilidade genética dos clones transformados com os cassetes Chr2ld-GFP e 

Chr3ld-GFP. Resultado do Southern blot antes (0 h) e após 144 h de crescimento em meio não 

seletivao (YPD). NC: número de cópias. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Scientific). As setas indicam o fragmento de 3,3 kb correspondente ao cassete e o fragmento de 6,2 kb 

correspondente ao locus nativo de gene PGK1 após digestão com BglII.  
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Como mostrado na figura 43, os clones transformados com o cassete NTSld-GFP 

aumentaram o número de cópias integradas do cassete, com um incremento de 148% e 32% 

para os clones com 23 e 28 cópias, respectivamente. Amplificações gênicas espontâneas já 

foram observadas em S. cerevisiae, como a dos genes ADH2 e ADH4 (Paquin et al., 1992; 

Dorsey et al., 1992).  

No caso dos clones transformados com o cassete 5Sld-GFP, os dois clones avaliados 

perderam quase todas as cópias do cassete restando uma única cópia após 72 gerações. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Estabilidade genética dos clones transformados com os cassetes NTSld-GFP e 5Sld-

GFP. Resultado do Southern blot antes (0 h) e após 144 h de crescimento em meio não seletivao 

(YPD). NC: número de cópias. M: marcador O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Scientific). As setas indicam os fragmentos de 3,3 kb ou 4,9 kb correspondentes ao cassete e o 

fragmento de 2,8 kb correspondente ao locus nativo de gene PGK1 após digestão com EcoRI.  

 

 

Trabalhos anteriores mostraram que 1 cópia ou baixos números de cópias de vetores 

ou cassetes de expressão são geneticamente estáveis em K. phaffii sob diferentes condições. 

Por exemplo, duas cópias do gene HSA foram mantidas estavelmente no genoma da levedura 

durante 83 gerações (Ohi et al., 1998), assim como duas cópias do gene que codifica a 
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proteína guamerina durante 70 gerações (Lim et al., 2000). Contudo, existem poucos estudos 

focados na estabilidade de clones multicópia. Em um estudo recente, linhagens de S. 

cerevisiae com múltiplas cópias integradas de cassetes contendo diferentes marcas 

auxotróficas defectivas mostraram estabilidade mitótica sob condições não seletivas (Moon et 

al., 2016). Contrariamente, células de S. cerevisiae transformadas com cinco ou mais cópias 

de um vetor integrativo para expressão do gene SUC2 e contendo a marca que confere 

resistência a G418 mostraram ser muito instáveis em meio não-seletivo (Wang et al., 1996). 

Quando K. phaffii foi transformada com uma série de vetores contendo diferentes números de 

cópias do gene precursor da insulina porcina (PIP), tanto os clones com baixo como com alto 

número de cópias foram estáveis em meio não seletivo (YPD). Contudo, os clones com alto 

número de cópias perderam cópias do cassete contendo o gene PIP depois de 96 h de indução 

em meio com metanol (Zhu et al., 2009).  

A estabilidade dos arranjos in tandem pode estar afetada pela recombinação 

intramolecular que pode eliminar o gene de interesse na falta de pressão seletiva (Lee e Da 

Silva 1997). Desta forma, era esperado que todos os clones obtidos neste trabalho 

apresentassem pouca estabilidade já que a integração ocorreu in tandem para todos os 

sistemas, inclusive quando usada a sequência 5S do rDNA com a qual era esperada uma 

integração ectópica. No entanto, os nossos resultados mostraram que quando a integração 

ocorreu no locus PGK1, clones contendo até 20 cópias do vetor foram estáveis, porém, 

quando a integração foi dirigida as sequências repetidas, houve perda de algumas cópias, 

sendo que o locus 5S do rDNA mostrou ser uma região pouco estável. 

A expressão intracelular do gene EGFP em K. phaffii M12 mostrou a viabilidade de se 

usar esta linhagem junto com vetores contendo a marca leu2-d como uma plataforma para a 

produção de proteínas heterólogas e demonstrou também a possibilidade de se usar as 

sequências repetidas do cromossomo 2, do cromossomo 3 e as sequência 5S e NTS do rDNA 

como alvos de integração para obter linhagens multicópia. A fim de verificar o perfil desses 

vetores em expressão extracelular foi escolhida o gene AMY1 para essa análise  
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5.3 Integração múltipla do gene AMY1 

 

A α-amilase encontra-se entre as mais importantes enzimas hidrolíticas com aplicação 

em diferentes indústrias. Esta enzima, que cliva aleatoriamente as ligações glicosídicas α-1,4 

presentes na parte interna do amido, é usada como aditivo na fabricação de pão para aumentar 

o volume, a textura e o sabor do produto. Além disso, os hidrolisados de amido são utilizados 

na indústria alimentícia como adoçantes, espessantes e para a obtenção de xaropes 

empregados em confeitarias, cervejarias, fabricação de geleias e de refrigerantes. 

Adicionalmente as α-amilases são usadas como aditivo em detergentes, na modificação do 

amido para fabricação de papel revestido e na indústria têxtil para remover o amido que é 

usado como camada protetora dos tecidos. Uma outra aplicação das α-amilases é na produção 

de etanol como biocombustível. O amido é o principal substrato para esse processo, porém, 

ele deve ser sacarificado usando α-amilases para que microrganismos fermentadores como S. 

cerevisiae utilizem os açúcares fermentáveis para produzir etanol (Gupta et al. 2003; Souza e 

Magalhães 2010). 

Na busca por micro-organismos amilolíticos na biodiversidade do Brasil foi isolada a 

levedura Cryptococcus flavus e uma amilase secretada por este organismo foi caracterizada 

bioquimicamente (Wanderley et al., 2004). Esta enzima, chamada de Amy1, apresenta 

propriedades importantes para aplicações biotecnológicas: baixo Km para amido solúvel 

(0,0056 mg/mL), alta estabilidade a pH 5,5 e temperatura ótima de 55°C. Num trabalho 

posterior, o gene AMY1 de C. flavus foi clonado e expresso satisfatoriamente em S. cerevisiae 

(Galdino et al., 2008). A sequência de nucleotídeos do cDNA revelou uma ORF de 1896 pb 

que codifica um polipeptídio de 631 resíduos de aminoácidos o qual apresentou alta 

identidade quando comparado com a sequência de aminoácidos da amilase amy-CS2 isolada 

de Cryptococcus sp. S-2 (Iefuji et al., 1996). A proteína recombinante tem uma massa 

molecular aparente de 67 kDa, similar à massa molecular da enzima nativa. A caracterização 

bioquímica e estrutural da proteína recombinante produzida em S. cerevisiae mostrou algumas 

diferenças significativas em comparação com a proteína nativa, principalmente diferentes 

padrões de dobramento o que viu-se refletido na diminuição da atividade da proteína 

recombinante e no aumento do Km (0,37 mg/mL) usando amido solúvel como substrato 

(Galdino et al., 2011). Apesar dessas diferenças, a α-amilase recombinante apresenta 

potencial biotecnológico devido a sua alta termoestabilidade e a sua alta atividade nos 

substratos amido, amilopectina e amilose, enquanto que a proteína nativa mostrou baixa 
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atividade nos dois últimos. No presente trabalho, o gene AMY1 de C. flavus foi clonado nos 

vetores contendo as diferentes sequências repetidas, como modelo para estudar a produção de 

uma proteína secretada usando as estratégias aqui apresentadas. 

 

5.3.1 Construção dos vetores pBSChr2ld-AMY, pBSChr3ld-AMY, pBS5Sld-AMY 

e pPCVNTSld-AMY 

 

A estratégia usada para construir os vetores com sequências repetidas contendo o gene 

AMY1 de C. flavus está apresentada na figura 44. Os vetores pBSChr2ld-GFP, pBSChr3ld-

GFP, pBS5Sld-GFP e pPCVNTSld-GFP foram digeridos com BamHI e NotI para remover o 

gene EGFP e, no lugar, foi clonado o gene AMY1 fusionado ao peptídeo sinal do fator α de S. 

cerevisiae com códons otimizados para K. phaffii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Estratégia para a construção dos vetores pBSChr2ld-AMY, pBSChr3ld-AMY, 

pBS5Sld-AMY e pPCVNTSld-AMY. Os vetores finais contêm a marca leu2-d e o gene AMY1 sob 

controle do promotor PGK1. 
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O gene AMY1 fusionado ao fator α foi obtido por PCR a partir do vetor pNTSAMY-

GCW (previamente desenvolvido no nosso laboratório) usando os primers Falphaif-F e 

AMYif-R que possuem 15 pb de homologia com o vetor (tabela 2). O fragmento amplificado 

de ~2,2 kb (figura 45) foi clonado por recombinação homóloga nos vetores pBSChr2ld-GFP, 

pBSChr3ld-GFP, pBS5Sld-GFP e pPCVNTSld-GFP usando o kit In-fusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Amplificação do gene AMY1. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídeo apresentando o resultado da PCR. M: marcador 1 kb DNA ladder (New England Biolabs), C-: 

controle negativo (reação sem DNA molde), AMY: reação com o vetor pNTSAMY-GCW como 

template. 

 

 

O fragmento fator α + AMY1 também foi clonado por recombinação no vetor pKL2-

GFP (igual ao vetor pKld-GFP, mas contendo a marca LEU2 em lugar do alelo leu2-d) 

previamente digerido com BamHI e NotI. Este vetor foi construído com o fim de obter um 

clone com uma única cópia do cassete de expressão integrada.  

Células de E. coli XL10-gold foram transformadas com os cinco sistemas e a seleção 

se deu em meio LB contendo ampicilina no caso dos vetores contendo as sequências 

repetidas, e em kanamicina, no caso do vetor contendo a marca LEU2. A figura 46A apresenta 

o DNA plasmidial de cinco clones transformantes dos sistemas pBSChr2ld-AMY e 

pBSChr3ld-AMY além de quatro clones do sistema pPCVNTSld-AMY. Os clones 1, 2 e 3 do 
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sistema pBSChr2ld-AMY (poços 1, 2 e 3), os clones 1 e 2 do sistema pBSChr3ld-AMY 

(poços 6 e 7) e os clones 1 e 3 do sistema pPCVNTSld-AMY (poços 11 e 13) foram 

selecionados para análise por digestão com as enzimas BamHI e NotI já que seu DNA 

plasmidial apresentou perfis diferentes. O resultado da digestão está apresentado na figura 

46B. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Clonagem do gene AMY1 nos vetores com sequências repetidas. Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídeo apresentando A DNA plasmidial para clones 

transformantes selecionados de cada sistema, B digestões com BamHI e NotI. M: marcador 1 kb DNA 

ladder (New England Biolabs). I: plasmídeo intacto, D: plasmídeo digerido, Poços 1-5: células 

transformadas com o sistema pBSChr2ld-AMY, poços 6-10: células transformadas com o sistema 

pBSChr3ld-AMY, poços 11-14: células transformadas com o sistema pPCVNTSld-AMY.  
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O clone 1 do sistema pBSChr2ld-AMY (poço 1) e os clone 1 e 2 do sistema 

pBSChr3ld-AMY (poços 6 e 7) apresentaram os três fragmentos esperados de 

aproximadamente 550 pb, 1,6 kb e 5,6 kb. Os clones 1 e 3 do sistema pPCVNTSld-AMY 

(poços 11 e 13) apresentaram os três fragmentos esperados de aproximadamente 550 pb, 1,6 

kb e 8,6 kb. 

Dois clones transformados com o vetor pBS5Sld-AMY foram analisados por digestão 

com a enzima EcoRV ou com BamHI e NotI. Como observado na figura 47, o clone 1 

apresentou os fragmentos esperados de aproximadamente 1 kb e 6,7 kb após digestão com 

EcoRV. A digestão com as enzimas BamHI e NotI liberou os fragmentos esperados de 

aproximadamente 1,6 kb e 5,6 kb, porém, o fragmento de 550 pb não foi identificado, 

enquanto que um fragmento de aproximadamente 2,1 kb foi observado devido a digestão 

parcial do vetor. Estas digestões confirmaram a clonagem do gene AMY1 no vetor contendo a 

sequência 5S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Clonagem do gene AMY1 no vetor com sequências 5S. Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídeo apresentando o DNA plasmidial intacto (I), digerido com EcoRV 

(E) ou digerido com com BamHI e NotI (B/N) para dois clones transformantes. M: marcador 1 kb 

DNA ladder (New England Biolabs).  

 

 

A clonagem do gene AMY1 no vetor contendo a marca LEU2 foi confirmada por 

digestão com a enzima EcoRV. A figura 48A apresenta o DNA plasmidial de quatro clones 
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transformantes. Como observado na figura 48B, a digestão do DNA plasmidial do clone 1 

liberou os fragmentos esperados de aproximadamente 400 pb, 1,1 kb, 2 kb e 3,8 kb. O vetor 

obtido foi chamado de pKL2-AMY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Clonagem do gene AMY1 no vetor com marca LEU2. Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídeo apresentando A DNA plasmidial para quatro clones transformantes, 

B digestão com EcoRV do DNA plasmidial do clone 1. M: marcador 1 kb DNA ladder (New England 

Biolabs). I: plasmídeo intacto, D: plasmídeo digerido. 

 

 

5.3.2 Transformação de K. phaffii M12 

 

K. phaffii M12 foi transformada com os quatro cassetes contendo as sequências 

repetidas liberados após digestão dos respectivos vetores com PmeI e com o vetor pKL2-

AMY linearizado com SacI. A seleção de transformantes foi feita em meio MD e nas placas 

foram observadas colônias de diferentes tamanhos sendo que as primeiras colônias só 

começaram a aparecer após quatro dias de incubação. Porém, com os cassetes contendo o 

gene AMY1, a eficiência de transformação foi muito baixa, sendo que menos de 20 colônias 

foram obtidas nas placas com meio MD. No caso do cassete Chr2ld-AMY, apenas duas 

colônias cresceram na placa e houve a necessidade de se fazer uma segunda transformação 

para obter mais clones. No caso do cassete NTSld-AMY, só cresceram poucas colônias, muito 

pequenas, após 10 dias de incubação e, portanto, este sistema não pôde ser usado para a 
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produção de amilase. Com o vetor pKL2-AMY a eficiência de transformação foi maior e as 

colônias começaram a aparecer após 2-3 dias de incubação, como normalmente acontece com 

células de K. phaffii transformadas por eletroporação com vetores contendo marcas de seleção 

não defectivas (Higgins e Cregg 1998). 

Colônias isoladas de cada sistema foram selecionadas e semeadas em meio MD 

contendo amido. Como controle foi semeada a levedura selvagem X-33. Após 2 dias de 

incubação a placa foi corada com vapor de iodo para avaliar a produção de amilase. Como 

observado na figura 49, a formação de halos de hidrólise do amido presente no meio constata 

a atividade da enzima nos clones transformantes. Apesar de o tamanho das colônias ser 

diferente, a ração entre o diâmetro do halo e o diâmetro da colônia foi maior para os clones 

transformados com os cassetes contendo as sequências repetidas em comparação ao clone 

transformado com o vetor pKL2-AMY. Também foi observado que os clones com menor 

crescimento foram os que apresentaram os maiores halos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Formação de halos de hidrólise de amido em clones transformados com os cassetes 

contendo sequências repetidas e com o vetor pKL2-AMY. Placa com meio MD contendo amido 

1% incubada por 48 h a 30°C e corada com vapor de iodo.  

 

 

Quatro clones transformantes foram selecionados para os sistemas Chr2ld-AMY e 

Chr3ld-AMY e três clones para o sistema 5Sld-AMY para realizar cinética de crescimento em 

meio MD. O crescimento foi comparado com o da levedura selvagem X-33. As figuras 50, 51 
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e 52 apresentam as curvas de crescimento para os clones transformados com os cassetes 

Chr2ld-AMY, Chr3ld-AMY e 5Sld-AMY, respectivamente. A tabela 10 apresenta a 

velocidade específica máxima de crescimento (µmáx) para cada um dos clones avaliados dos 

quatro sistemas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete Chr2ld-AMY. 

Células crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 

0,15. X-33: linhagem selvagem de K. phaffii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete Chr3ld-AMY. 

Células crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 

0,15. X-33: linhagem selvagem de K. phaffii. 
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Figura 52. Cinética de crescimento dos clones transformados com o cassete 5Sld-AMY. Células 

crescidas em meio MD a 30°C durante 72 h. OD600 medida a cada 30 min. OD600 inicial = 0,15. X-33: 

linhagem selvagem de K. phaffii. 

 

 

Tabela 10. Velocidade específica máxima de crescimento dos clones transformados com os cassetes 

Chr2ld-AMY, Chr3ld-AMY e 5Sld-AMY  

 

Sistema Clone µmáx (h-1) 

Chr2ld-AMY 

1 0,1766 ± 0,0323 

2 0,0480 ± 0,0047* 

3 0,1520 ± 0,0096 

4 0,0766 ± 0,0087* 

Chr3ld-AMY 

1 0,2435 ± 0,0143 

2 0,2562 ± 0,0227 

3 0,2656 ± 0,0161 

4 0,1759 ± 0,0105 

5Sld-AMY 

1 0,0953 ± 0,0088* 

2 0,0701 ± 0,0020* 

3 0,0947 ± 0,0113* 

X-33 - 0,2164 ± 0,0324 

*Diferença significativa em comparação à linhagem selvagem X-33 (p < 0,05). 

Análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey. 
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Os quatro clones transformados com o cassete Chr3ld-GFP, assim como os clones 1 e 

3 transformados com o cassete Chr2ld-GFP, apresentaram um perfil de crescimento e uma 

velocidade específica máxima de crescimento semelhante ao da levedura selvagem. A 

velocidade específica máxima de crescimento foi menor para os outros dois clones do sistema 

Chr2ld-GFP e para os três clones do sistema 5Sld-GFP em comparação a X-33, sendo que 

entre eles não houve diferença significativa.  

 

 

5.3.3 Determinação do número de cópias 

 

O DNA dos quatro clones transformados com o vetor pKL2-AMY foi digerido com 

BglII e submetido a análise por Southern blot (figura 53).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o vetor pKL2-

AMY. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão com BglII, B Resultado do Southern blot. 

B: sítio de corte para a enzima BglII, NC: número de cópias. M: marcador 1kb DNA ladder (New 

England Biolabs). A linha vermelha indica o lugar onde hibridiza a sonda. 
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A sonda utilizada, que hibridiza no promotor PGK1, deveria permitir a identificação 

de dois fragmentos de ~13 kb e ~0,6 kb se apenas uma cópia do vetor tivesse sido integrada. 

A figura 53A apresenta um esquema dos tamanhos dos fragmentos esperados e a figura 53B 

mostra o resultado do Southern blot. Como pode ser observado, todos os clones apresentaram 

o fragmento de ~13 kb confirmando a integração de uma cópia do vetor no locus PGK1. O 

outro fragmento de ~0,6 kb não foi observado já que pelo seu menor tamanho o mesmo 

percorreu o gel e saiu durante a migração eletroforética. O fragmento de ~6,2 kb observado na 

linhagem M12 correspondente ao locus PGK1 intacto. 

O DNA dos quatro clones transformados com o cassete Chr2ld-AMY e dos quatro 

clones transformados com o cassete Chr3ld-AMY foi digerido com EcoRV e foi usada a 

sonda que hibridiza no promotor PGK1 para análise de Southern blot. No caso do cassete 

Chr2ld-AMY deveria ser identificado um fragmento de ~6,8 kb se apenas uma cópia tivesse 

sido integrada. Se tivessem sido integradas duas cópias do cassete, seria identificado um outro 

fragmento de ~3,6 kb cuja intensidade iria aumentando para cada cópia a mais integrada. No 

caso do cassete Chr3ld-AMY, deveria ser identificado um fragmento de ~3,1 kb se apenas 

uma cópia tivesse sido integrada. Se tivessem sido integradas duas cópias do cassete seria 

identificado um outro fragmento de ~3,7 kb cuja intensidade iria aumentando por cada cópia a 

mais integrada. Para ambos os casos seria observado um fragmento de ~10,3 kb 

correspondente ao locus do PGK1 se a integração ocorresse em outro locus diferente. Os 

painéis A e B da figura 54 apresentam um esquema dos tamanhos dos fragmentos esperados 

para os cassetes Chr2ld-AMY e Chr3ld-AMY, respectivamente. O painel C da figura 54 

mostra o resultado do Southern blot para os clones 1 e 2 transformados com o cassete Chr2ld-

AMY e para os quatro clones transformados com o cassete Chr3ld-AMY. O painel D da 

figura 54 mostra o resultado do Southern blot para os clones 3 e 4 transformados com o 

cassete Chr2ld-AMY. Todos os clones de ambos os sistemas apresentaram o fragmento de 

~10,3 kb indicando que a integração não ocorreu no locus PGK1, porém, esta pode ter 

ocorrido em outros loci diferentes aos cromossomos 2 e 3 já que foram observados outros 

fragmentos além dos esperados. A presença do fragmento de ~3,6 kb nos clones 1 e 4 do 

sistema Chr2ld-AMY e do fragmento de ~3,7 kb nos quatro clones do sistema Chr3ld-AMY 

confirmou a integração de múltiplas cópias in tandem.  
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Figura 54. Determinação do número de cópias dos clones transformados com os cassetes Chr2ld-

AMY e Chr3ld-AMY. A Esquema dos fragmentos esperados após digestão com EcoRV para os 

clones do sistema Chr2ld-AMY, B Esquema dos fragmentos esperados após digestão com EcoRV para 

os clones do sistema Chr3ld-AMY, C Resultado do Southern blot para os clones 1 e 2 do sistema 

Chr2ld-AMY e para os quatro clones do sistema Chr3ld-AMY, D Resultado do Southern blot para os 

clones 3 e 4 do sistema Chr2ld-AMY. E: sítio de corte para a enzima EcoRV. NC: número de cópias. 

M: marcador 1kb DNA ladder (New England Biolabs). A linha vermelha indica o lugar onde hibridiza 

a sonda. 
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Usando como referência o fragmento de ~10,3 kb foi determinado o número de cópias: 

2, 43, 2 e 23 cópias para os clones 1, 2, 3 e 4 do sistema Chr2ld-AMY, respectivamente e 4, 2, 

5 e 4 cópias para os clones 1, 2, 3 e 4 do sistema Chr3ld-AMY, respectivamente. É importante 

notar que os clones com maior número de cópias (43 e 23) foram os que apresentaram menor 

taxa de crescimento, como tinha sido observado com o cassete Chr2ld-GFP. 

O DNA dos três clones transformados com o cassete 5Sld-AMY foi digerido com 

EcoRV (figura 55). Com a sonda que hibridiza no promotor PGK1 foi identificado um 

fragmento de ~3,7 kb que confirmou a integração de múltiplas cópias in tandem em um único 

locus, como tinha sido observado com o cassete 5Sld-GFP. Todos os clones apresentaram o 

fragmento de ~10,3 kb indicando que a integração não ocorreu no locus PGK1 e este 

fragmento foi usado como referência para determinar o número de cópias: 16, 15 e 8 cópias 

para os clones 1, 2 e 3, respectivamente. Resultados similares tinham sido observados em S. 

cerevisiae quando foram usadas como alvo de integração as sequências δ que se encontram 

espalhadas no genoma da levedura (Wang et al., 1996). Apesar de existirem 

aproximadamente 100 cópias dessas sequências, as múltiplas cópias dos vetores de expressão 

foram integradas in tandem no máximo em três sítios diferentes.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Determinação do número de cópias dos clones transformados com o cassete 5Sld-

AMY. Resultado do Southern blot após digestão do gDNA com EcoRV. NC: número de cópias. M: 

marcador 1kb DNA ladder (New England Biolabs). 
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Devido ao fato de que a taxa de transcrição das marcas auxotróficas com promotores 

truncados ser baixa, era esperado que, para recuperar a prototrofia, várias cópias de vetor 

iriam ser integradas no genoma de levedura. Porém, os resultados deste trabalho mostraram 

que apenas duas cópias do vetor contendo a marca leu2-d foram necessárias para que K. 

phaffii M12 pudesse crescer em meio mínimo. Em S. cerevisiae havia sido observado que de 

duas a cinco cópias da marca leu2-d são necessárias para produzir suficiente leucina para a 

célula (Lopes et al., 1991). 

Ao relacionar o número de cópias com a velocidade específica máxima de 

crescimento, foi observada uma correlação negativa como mostrado na figura 56.  

 

 
 

Figura 56. Correlação entre a velocidade específica máxima de crescimento e o número de 

cópias dos clones transformados com os cassetes contendo sequências repetidas e o gene AMY1.  

 

 

 

5.3.4 Produção de amilase 

 

Existem vários métodos para determinar a atividade da α-amilase, baseados 

principalmente no aumento de açúcares redutores ou na diminuição na intensidade da cor 

formada pelo complexo iodo-amido. Quando uma solução de amido é misturada com 

iodo/iodeto forma-se o complexo iodo-amido que produz uma cor azul intensa. Esta cor é 

devida principalmente à interação de moléculas de iodo carregadas com a hélice formada pela 

amilose. Esta interação forma complexos poliiodetos que apresentam um pico máximo de 

absorbância a um comprimento de onda de aproximadamente 650 nm (Thoma e French 
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1960). Desta forma, métodos colorimétricos podem ser usados para determinar a atividade de 

amilases, baseados na mudança da intensidade da cor do complexo iodo-amido conforme o 

amido é hidrolisado. 

Três clones de cada sistema foram avaliados para a produção de amilase usando o 

método colorimétrico descrito por Fuwa (1954). Para o sistema Chr2ld-AMY, foram 

selecionados os clones 2, 3 e 4, para o sistema Chr3ld-AMY, os clones 1, 3 e 4. Durante o 

ensaio, foi acompanhado o crescimento celular com a determinação da OD600 e foram usadas 

as correlações apresentadas na figura 57 para determinar a biomassa (mg/mL). A correlação 

do painel A corresponde a valores de OD600 entre 0,15 e 3,7 e a correlação do painel B 

corresponde a valores de OD600 entre 4 e 21.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Correlação entre o peso seco e a OD600 da levedura K. phaffii M12. A Correlação para 

valores de OD600 entre 0,15 e 3,7. B Correlação para valores de OD600 entre 4 e 21. As barras de erro 

representam o erro padrão da média para n=3. 
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Inicialmente, o ensaio foi realizado em meio complexo e, para isso, os clones foram 

crescidos em meio YPD durante 68 h e a atividade amilásica no sobrenadante foi determinada 

nos tempos de 14 h, 22 h, 40 h e 68 h. A figura 58 apresenta o resultado do ensaio de 

atividade assim como a cinética de crescimento para a linhagem K. phaffii M12 e para o clone 

contendo uma cópia do gene AMY1. Pode ser observado que a levedura selvagem não 

apresentou atividade amilolítica durante todo o experimento enquanto que a atividade no 

clone com o vetor pKL2-AMY integrado no genoma aumentou com o crescimento da 

levedura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Cinética de produção de amilase em meio complexo na linhagem K. phaffii M12 e no 

clone contendo uma cópia do gene AMY1. Células crescidas em meio YPD a 28°C e 250 rpm 

durante 68 h. Atividade medida no sobrenadante. 

 

 

A figura 59 apresenta as cinéticas de crescimento e de produção de amilase em meio 

YPD para os clones transformados com os cassetes contendo as sequências repetidas. O 

painel A mostra os resultados dos clones do sistema Chr2ld-AMY, o painel B os resultados 

dos clones do sistema Chr3ld-AMY e o painel C, os resultados dos clones do sistema 5Sld-

AMY. Como observado nos gráficos só foi detectada atividade amilolítica no clone 3 do 

sistema Chr2ld-AMY e nos clones 1 e 3 do sistema Chr3ld-AMY. Essa atividade aumentou 

com o aumento da biomassa. 
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Figura 59. Cinética de produção de amilase em meio complexo nos clones transformados com os 

cassetes contendo sequências repetidas. Células crescidas em meio YPD a 28°C e 250 rpm durante 

68 h. A Sistema Chr2ld-AMY, B Sistema Chr3ld-AMY, C Sistema 5Sld-AMY. Atividade medida no 

sobrenadante. 
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A ausência de atividade nos demais clones transformados com os cassetes contendo as 

sequências repetidas pode ser devida à perda das cópias do cassete por falta de pressão 

seletiva no meio complexo e, portanto, foi feito o ensaio em meio mínimo. Os clones foram 

crescidos em meio MD durante 72 h e a atividade da amilase no sobrenadante foi determinada 

a cada 24 h. A figura 60 apresenta a cinética de crescimento e de produção de amilase para a 

linhagem K. phaffii X-33 e para o clone contendo uma cópia do gene AMY1. Como observado 

anteriormente no meio complexo, a levedura selvagem não apresentou atividade amilolítica 

durante todo o experimento em meio mínimo, enquanto que no clone com o vetor pKL2-

AMY integrado no genoma foi observada atividade com um pico máximo após 24 h de 

cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Cinética de produção de amilase em meio mínimo na linhagem K. phaffii X-33 e no 

clone contendo uma cópia do gene AMY1. Células crescidas em meio MD a 28°C e 250 rpm durante 

72 h. Atividade medida no sobrenadante. 

 

A figura 61 apresenta as cinéticas de crescimento e de produção de amilase em meio 

MD para os clones transformados com os cassetes contendo as sequências repetidas. O painel 

A mostra os resultados dos clones do sistema Chr2ld-AMY, o painel B, os resultados dos 

clones do sistema Chr3ld-AMY e, o painel C, os resultados dos clones do sistema 5Sld-AMY. 

Usando meio mínimo para promover o crescimento da levedura foi possível detectar atividade 

amilolítica em todos os clones. Essa atividade aumentou com o aumento da biomassa, sendo 

que o valor máximo foi detectado após 48 h de cultivo. 
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Figura 61. Cinética de produção de amilase em meio mínimo nos clones transformados com os 

cassetes contendo sequências repetidas. Células crescidas em meio MD a 28°C e 250 rpm durante 

72 h. A Sistema Chr2ld-AMY, B Sistema Chr3ld-AMY, C Sistema 5Sld-AMY. Atividade medida no 

sobrenadante. 
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Quando crescida em meio mínimo, K. phaffii atingiu valores de biomassa e de 

atividade muito menores aos obtidos no meio complexo, devido provavelmente a que parte da 

fonte de carbono no meio mínimo (neste caso glicose) é utilizada para sintetizar os 

aminoácidos que não estão presentes no meio de cultura. Desta forma, após 48 h de cultivo, a 

pouca glicose presente no meio deve ser usada pela levedura para a manutenção celular e não 

para a produção da proteína heteróloga, o que explicaria a diminuição da atividade enzimática 

nesse ponto da curva de produção. 

A tabela 11 apresenta os valores de atividade (U/mL) e de atividade relacionada com a 

concentração celular (U/mg) para os clones analisados em meio mínimo. Todos os clones 

contendo múltiplas cópias do gene AMY1 apresentaram valores de atividade maiores aos 

apresentados pelo clone contendo uma única cópia do gene, confirmando que a integração 

múltipla aumenta a produção da proteína heteróloga.  

 

 

Tabela 11. Atividade amilolítica no sobrenadante dos clones transformados com os cassetes contendo 

sequências repetidas crescidos em meio mínimo 

 

 
Atividade (U/mL) Atividade (U/mg) 

Clone 0 h 24 h 48 h 72 h 0 h 24 h 48 h 72 h 

X-33 0,000 0,032 0,070 0,193 0,000 0,027 0,034 0,111 

pKL2 0,000 0,589 0,464 0,308 0,000 0,546 0,227 0,173 

Chr2 2 0,000 0,218 1,204 1,100 0,000 0,258 1,035 0,714 

Chr2 3 0,000 0,168 1,004 0,648 0,000 0,191 0,751 0,389 

Chr2 4 0,000 0,120 0,832 0,767 0,000 0,137 0,768 0,498 

Chr3 1 0,000 0,508 0,736 0,447 0,000 0,532 0,397 0,210 

Chr3 3 0,000 0,024 0,928 0,546 0,000 0,027 0,591 0,338 

Chr3 4 0,000 0,000 1,308 0,902 0,000 0,000 0,984 0,492 

5S 1 0,000 0,000 0,706 0,764 0,000 0,000 0,667 0,596 

5S 2 0,000 0,000 0,579 0,831 0,000 0,000 0,587 0,710 

5S 3 0,000 0,000 0,610 0,843 0,000 0,000 0,615 0,633 

 

 

A tabela 12 resume os valores de produção relativa de amilase assim como o número 

de cópias integradas do cassete e a velocidade específica máxima de crescimento para cada 

clone analisado. 
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Tabela 12. Relação de número de cópias, producao relativa de amilase e velocidade de crescimento 

Sistema Clone Número de cópias 
Produção relativa de 

amilase* 
µmáx 

 controle 1 1  

Chr2ld-AMY 

2 43 2,6 0,0480 

3 2 3,3 0,1520 

4 23 3,4 0,0766 

Chr3ld-AMY 

1 4 1,7 0,2435 

3 5 2,6 0,2656 

4 4 4,3 0,1759 

5Sld-AMY 

1 16 2,9 0,0953 

2 15 2,6 0,0701 

3 8 2,7 0,0947 

* Produção em relação ao clone com uma cópia do gene. 

 

É importante notar que clones contendo o mesmo número de cópias, como os clones 1 

e 4 do sistema Chr3ld-AMY (4 cópias), não apresentaram a mesma atividade da amilase. A 

atividade por mg de célula foi muito maior no clone 4 em comparação ao clone 1. Isto pode 

ser devido à integração dos cassetes de expressão em locais diferentes e, no caso do clone 1, 

esta pode ter ocorrido em um local de baixa expressão gênica. Além disso, o clone 1 

apresentou uma taxa de crescimento maior em comparação ao clone 4 o que poderia sugerir 

que a maior produção de amilase no clone 4 tem um efeito negativo no crescimento da célula. 

O clone 2 do sistema Chr2ld-AMY e os clones 1 e 4 do sistema Chr3ld-AMY foram 

selecionados e crescidos em meio mínimo com glicerol como fonte de carbono já que 

consideramos que a glicose poderia estar inibindo a atividade enzimática (inibição por 

substrato). Como controle, foram crescidas células de K. phaffii X-33 e o clone com uma 

cópia do gene AMY1. Após 48 h de incubação, foi coletado o sobrenadante e as células foram 

rompidas para obter o extrato proteico intracelular. Ambas as amostras foram aplicadas em 

gel não-desnaturante e foi feito um zimograma. Como era esperado, X-33 não apresentou 

atividade, nem no sobrenadante nem dentro da célula (figura 62). Como pode ser observado 

no painel A da figura 62, para os três clones avaliados, parte da amilase ficou retida dentro da 

célula, o que explicaria os baixos níveis de atividade amilolítica e a baixa concentração da 
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proteína no sobrenadante (figura 62B). Contudo, este resultado mostra que o gene AMY1 está 

sendo expresso em maior quantidade nos clones com múltiplas cópias e a produção da 

proteína poderia ser otimizada melhorando o sistema de secreção da célula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 62. Zimograma de clones selecionados produzindo amilase. Gel SDS-PAGE 10%. Clones 

crescidos em meio MD com glicerol durante 48 h a 28°C e 250 rpm. A extrato proteico intracelular, B 

sobrenadante. X-33: linhagem selvagem de K. phaffii. pKL2: clone contendo 1 cópia do gene AMY1. 
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5.3.5 Estabilidade genética 

 

 Os clones 2 e 3 do sistema Chr2ld-AMY, o clone 1 do sistema Chr3ld-AMY e os 

clones 1 e 3 do sistema 5Sld-AMY foram selecionados e crescidos em meio não-seletivo 

(YPD) durante 72 gerações para avaliar a estabilidade genética. A seleção desses clones foi 

feita de modo a ter um clone com alto número de cópias e outro com baixo número de cópias 

para cada sistema. Como todos os clones de sistema Chr3ld-AMY tinham número similar de 

cópias, foi analisado um único clone. A cultura foi transferida para meio fresco a cada 24 h 

para garantir que as células estivessem na fase exponencial durante todo o experimento. Após 

144 h de crescimento, o número de cópias foi analisado por Southern blot após digestão do 

DNA genômico com a enzima EcoRV. Como observado na figura 63, todos os clones 

avaliados apresentaram baixa estabilidade genética.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Estabilidade genética dos clones transformados com os cassetes Chr2ld-AMY, 

Chr3ld-AMY e 5Sld-AMY. Resultado do Southern blot antes (0 h) e após 144 h de crescimento em 

meio não seletivo (YPD). NC: número de cópias. M: marcador 1kb DNA ladder (New England 

Biolabs) nos géis de 0 h ou 2-log DNA ladder (New England Biolabs) no gel de 144 h.  
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O clone 3 do sistema Chr2ld-AMY e o clone 1 do sistema Chr3ld-AMY que 

inicialmente tinham baixo número de cópias perderam 50% das cópias integradas ficando 

com 1 e 2 cópias, respectivamente. O clone 2 do sistema Chr2ld-AMY, que tinha inicialmente 

43 cópias, perdeu 77% das cópias integradas ficando com apenas 10 cópias do cassete. Os 

dois clones do sistema 5Sld-AMY perderam 100% das cópias do cassete. A diminuição do 

número de cópias ou a perda total do cassete está em concordância com a falta de atividade 

amilolítica nesses clones quando crescidos em meio YPD. Estes resultados confirmam que 

alto números de cópias integradas in tandem no locus do cromossomo 2 são mais propensos a 

sofrer recombinação homóloga intramolecular o que leva a perder uma alta porcentagem do 

número de cópias inicial como foi observado também com o cassete Chr2ld-GFP. Igualmente, 

este teste de estabilidade confirmou que o locus 5S é uma região altamente instável quando 

não é mantida a pressão seletiva. 

 

5.4 Correlação entre o número de cópias e a produção de proteínas  

 

Depois de ter confirmado que os diversos sistemas testados neste trabalho permitem 

obter clones multicópia, foi avaliado o efeito do número de cópias na produção de ambas as 

proteínas (GFP e amilase). Como mostrado na figura 64, existe uma correlação linear entre a 

produção de GFP (fluorescência medida por citometria de fluxo) e o número de cópias do 

vetor para os clones transformados com o vetor pKld-GFP (R2 = 0.8757). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 64. Correlação entre a fluorescência e o número de cópias para os clones transformados 

com o vetor pKld-GFP. As barras de erro representam o erro padrão da média para n=3. 
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É esperado que a partir de um determinado número de cópias a produção da proteína 

heteróloga seja prejudicial para a célula devido à limitação de outros processos celulares pela 

competição de substratos ou precursores. Todavia, no caso dos clones analisados 

transformados com o vetor pKld-GFP, o crescimento celular não foi afetado e, inclusive, foi 

observada uma correlação linear entre a velocidade específica máxima de crescimento e a 

fluorescência (R2 = 0,9463) como observado na figura 65.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 65. Correlação entre a velocidade específica máxima de crescimento e a fluorescência 

para os clones transformados com o vetor pKld-GFP.  

 

Quando foram usados os cassetes de expressão contendo as sequências repetidas, não 

foi observada correlação entre a produção de GFP e o número de cópias do cassete (figura 

66). Porém, comparando os clones transformados com o mesmo cassete não foi observado um 

efeito negativo na produção com o aumento no número de cópias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Correlação entre a fluorescência e o número de cópias para os clones transformados 

com os cassetes contendo as sequências repetidas e o gene EGFP.  
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O aumento na produção de GFP com os clones transformados com as sequências 

repetidas teve um efeito negativo no crescimento da levedura. Os clones com maiores valores 

de produção tiveram uma redução na velocidade de crescimento (figura 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67. Correlação entre a velocidade específica máxima de crescimento e a produção de 

GFP para os clones transformados com os cassetes com sequências repetidas.  

 

Os clones transformados com os cassetes contendo as sequências repetidas e o gene 

AMY1 não apresentaram correlação linear entre a produção de amilase e o número de cópias 

(figura 68). Contudo, o aumento do número de cópias também não levou a uma diminuição da 

produção da proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Correlação entre a atividade amilolítica e o número de cópias para os clones 

transformados com os cassetes contendo as sequências repetidas e o gene AMY1.  
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O aumento na produção de amilase teve um efeito negativo no crescimento dos clones 

transformados com os cassetes Chr2ld-AMY e 5Sld-AMY. Esse efeito não foi observado nos 

clones transformados com o cassete Chr3ld-AMY (figura 69). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 69. Correlação entre a velocidade específica máxima de crescimento e a produção de 

amilase para os clones transformados com os cassetes com sequências repetidas.  

 

 

A relação positiva entre a produção de GFP e o número de cópias está em 

concordância com um estudo anterior onde ao aumentar até oito o número de cópias do 

antígeno de superfície da hepatite B (HBsAg) em K. phaffii, foi observada uma correlação 

linear com a concentração de mRNA e da proteína traduzida (Vassileva et al., 2001). 

Igualmente, uma correlação direta foi observada entre o número de cópias do gene e a 

secreção de miniproinsulina (MPI) em K. phaffii (Mansur et al., 2005). 

Contudo, a relação entre o número de cópias do gene e a produção da proteína não é 

sempre linear e, em alguns casos, pode ser até prejudicial, especialmente quando se trata de 

proteínas secretadas devido a um estresse adicional na via de secreção (Aw e Polizzi, 2013). 

Em outro estudo com EGFP, foi observado aumento da proteína secretada ao aumentar o 

número de cópias do gene sequencialmente até três cópias, mas a produção foi diminuída com 

seis cópias do gene (Liu et al., 2014).  

Embora o aumento do número de cópias de ambos os genes utilizados neste trabalho 

não tenha mostrado um efeito negativo na produção da proteína, o aumento da produção foi 

muito mais notável para GFP do que para a amilase. Setenta e oito cópias do cassete Chr2ld-

GFP aumentaram a produção de GFP em até 197 vezes, enquanto que 43 cópias do cassete 
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Chr2ld-AMY resultaram em um aumento da produção de amilase em apenas 4,6 vezes. Além 

disso, o aumento na produção do clone com 23 cópias do cassete Chr2ld-AMY não foi muito 

maior do que o observado com o clone com duas cópias integradas do mesmo cassete. É 

importante notar que o tamanho da amilase é quase o dobro do tamanho da GFP, o que 

significa uma maior necessidade de aminoácidos e precursores para sintetizar a amilase.  

O fato de ter identificado atividade amilolítica no extrato proteico intracelular 

confirmou que parte da proteína está ficando retida dentro da célula, o que também poderia 

explicar o aumento mais sutil na produção de amilase em comparação a GFP. Este resultado 

está em concordância com o observado em trabalhos anteriores onde o uso de clones 

multicópia para produzir uma proteína secretada apresentou baixa produtividade ou até 

mesmo a diminuição da produção. Quando clones multicópia foram usados para produzir 

superóxido dismutase humana (hSOD) intracelularmente em K. phaffii e albumina do soro 

humano (HSA) secretada em K. pastoris, foi observada uma diferença na correlação entre 

número de cópias e produção para as proteína não-secretada e secretada (Marx et al., 2009). A 

produção de hSOD mostrou correlação linear com o número de cópias do gene, enquanto que 

a produção de HSA aumentou até aproximadamente sete cópias e diminuiu com números de 

cópias maiores. 

Linhagens de K. phaffii secretando tripsinogênio humano sob controle do promotor 

AOX1, apresentaram uma diminuição da produção da proteína quando três cópias do cassete 

de expressão foram integradas, sendo que uma grande parte da proteína foi retida na fração 

insolúvel do reticulo endoplasmático (Hohenblum et al., 2004). Estes estudos mostraram que 

gargalos na via de secreção são, em grande parte, responsáveis pela baixa produtividade de 

alguns clones multicópia havendo, no entanto, uma variação no número de cópias integradas 

necessária para atingir a saturação de produção que varia para cada proteína (Aw e Polizzi, 

2013). Fica evidente, pois, que a otimização da via de secreção de K. phaffii é uma abordagem 

necessária para melhorar a produção de proteínas secretadas.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

• É possível usar o alelo defectivo leu2-d de S. cerevisiae como marca de seleção em 

vetores de expressão para K. phaffii e a presença dessa marca favorece a integração de 

múltiplas copias do vetor, ou cassete de expressão, no genoma da levedura. 

 

• O tamanho das sequências repetidas avaliadas neste trabalho não é suficientemente 

grande para promover uma integração específica no locus desejado, porém, a presença 

dessas sequências no vetor de expressão leva a um aumento no número de cópias 

integradas, devido, provavelmente, a uma maior quantidade de loci disponíveis para 

recombinação não homóloga.  

 

• O locus 5S mostrou ser uma região não-estável e, apesar de estar em 21 cópias no 

genoma, apenas uma locus foi alvo de integração. 

 

• O uso da marca leu2-d junto com sequências repetidas como alvo de integração pode 

ser considerado como uma primeira etapa na construção de linhagens com maiores 

produtividades. Com esta abordagem é possível obter um painel de clones com 

diferentes números de cópias que podem ser avaliados para a aplicação desejada. 

 

• O aumento da produção da proteína heteróloga nos clones multicópia foi mais 

acentuado no caso da proteína intracelular (GFP) do que no caso da proteína secretada 

(amilase).  

 

• Não é possível definir qual dos sistemas aqui testados é o melhor para a expressão 

heteróloga. Para cada proteína existe um sistema que proporciona a melhor relação 

entre número de cópias e produção. Além disso, é mais importante procurar pelo 

número de cópias ótimo do que o máximo número de cópias. 

 

• É necessário melhorar a via de secreção de K. phaffii para aumentar a produção de 

proteínas secretadas. 

 

• Uma vez tendo o clone com o número de cópias que otimiza a produção da proteína de 

interesse, a seguinte etapa é otimizar o processo de produção em larga escala com 

condições de crescimento controladas. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1: Sequência sonda PGK1 

 

gatctgcgag gcaagcatct actaatgttt atttttcgtc caacctaatt gtggtttcaa 60 

agcgctatca ggtggggggt aagaggaatg tgagtggaaa gcgaaaataa ctggcagctg 120 

gggtcagatc ccgtgatgcc acctcttgtg gtattttgaa acgcgtgttg cgattggccg 180 

cgagaacgga aaggaatata tttactgccg atcgcatttt ggcctcaaat aaatcttgag 240 

cttttggaca tagattatat gttctttctt ggaagctctt tcagctaata gtgaagtgtt 300 

tcctactaag gatcgcctcc aaacgttcca actacgggcg gaggttgcaa agaaaacggg 360 

tctctcagcg aattgttctc atccatgagt gagtcctctc cgtcctttcc tcgcgcctgg 420 

caataaagcc tccttcggag gagctccgtc tagagaataa ttgctgcctt tctgactttc 480 

ggactagcgc caaccgcgaa ccacaccacc acaccatcac tgtcacccgt catagttcat 540 

ccctctctcc ttataaagca tctaataggt tccacaattg tttgccacaa aaatctctta 600 

gcatagccca attgattacg aaag                                        624 

 

Anexo 2: Sequência sonda EGFP 

 

ggaattcatg gtgagcaagg gcgaggagct gttcaccggg gtggtgccca tcctggtcga 60 

gctggacggc gacgtaaacg gccacaagtt cagcgtgtcc ggcgagggcg agggcgatgc 120 

cacctacggc aagctgaccc tgaagttcat ctgcaccacc ggcaagctgc ccgtgccctg 180 

gcccaccctc gtgaccaccc tgacctacgg cgtgcagtgc ttcagccgct accccgacca 240 

catgaagcag cacgacttct tcaagtccgc catgcccgaa ggctacgtcc aggagcgcac 300 

catcttcttc aaggacgacg gcaactacaa gacccgcgcc gaggtgaagt tcgagggcga 360 

caccctggtg aaccgcatcg agctgaaggg catcgacttc aaggaggacg gcaacatcct 420 

ggggcacaag ctggagtaca actacaacag ccacaacgtc tatatcatgg ccgacaagca 480 

gaagaacggc atcaaggtga acttcaagat ccgccacaac atcgaggacg gcagcgtgca 540 

gctcgccgac cactaccagc agaacacccc catcggcgac ggccccgtgc tgctgcccga 600 

caaccactac ctgagcaccc agtccgccct gagcaaagac cccaacgaga agcgcgatca 660 

catggtcctg ctggagttcg tgaccgccgc cgggatcact ctcggcatgg acgagctgta 720 

caagtaagcg gccgcc                                                 736 
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Anexo 3: Padrão dos marcadores de massa molecular usados  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-log DNA ladder (New England Biolabs) 1 kb DNA ladder (New England Biolabs) 

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder 

(Thermo Scientific) 
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Anexo 4: Mapa físico do vetor pKld-GFP 
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Anexo 5: Mapa físico do vetor pBSChr2ld-GFP 
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Anexo 6: Mapa físico do vetor pBSChr3ld-GFP 
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Anexo 7: Mapa físico do vetor pBS5Sld-GFP 
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Anexo 8: Mapa físico do vetor pPCVNTSld-GFP 
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Anexo 9: Mapa físico do vetor pBSChr2ld-AMY  
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Anexo 10: Mapa físico do vetor pBSChr3ld-AMY  
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Anexo 11: Mapa físico do vetor pBS5Sld-AMY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

137 
 

Anexo 12: Mapa físico do vetor pPCVNTSld-AMY  
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Anexo 13: Mapa físico do vetor pkL2-AMY 
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9. PATENTE E ARTIGOS PUBLICADOS 
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ABSTRACT
Komagataella phaffii (formerly Pichia pastoris) is a well-known fungal system for heterologous
protein production in the context of modern biotechnology. To obtain higher protein titers in this
system many researchers have sought to optimize gene expression by increasing the levels of
transcription of the heterologous gene. This has been typically achieved by manipulating promoter
sequences or by generating clones bearing multiple copies of the desired gene. The aim of this
work is to describe how these different molecular strategies have been applied in K. phaffii
presenting their advantages and drawbacks.

KEYWORDS
gene transcription;
heterologous expression;
Komagataella phaffii; multi-
copy integration; promoter
engineering

Introduction

The methylotrophic yeast Komagataella phaffii, still
mostly known by its old name, Pichia pastoris, is con-
sidered one of the most important platforms in mod-
ern biotechnology for the production of heterologous
proteins. This is due to several features including its
high volumetric productivity and ability to perform
some posttranslational modifications in a manner
similar to mammalians cells (for review see 1,2). How-
ever, a clear limitation of this system is its low specific
productivity which has prompted many researchers to
pursue molecular strategies to improve protein pro-
duction. The most popular approach to reach this goal
is to offer to the translational machinery of the cell
higher titers of a particular transcript. This is usually
accomplished by driving the expression of the heterol-
ogous gene with a suitable promoter or by simply
increasing the copy number of the target gene.3 One
should consider that gene overexpression may pose a
metabolic burden to the physiology of the cell thus
resulting in disappointing outputs. Nonetheless, most
researchers still consider these approaches (summa-
rized in Fig. 1) as a starting point in the endeavor of
obtaining higher protein titers in K. phaffii.

Inducible and constitutive promoters

K. phaffii vectors are derived from a few integrative
plasmids which can carry expression cassettes under
the control of inducible or constitutive promoters. A
detailed review on the promoters available for protein
production in K. phaffii is provided elsewhere.4 The
first expression system for K. phaffii was based on the
promoter of the alcohol oxidase gene (PAOX1) involved
in the first step of methanol metabolism. This strong
and methanol-induced promoter was partly responsi-
ble for the popularity of this yeast as a heterologous
protein production platform since the 1980s.5,6 PAOX1
is repressed by glucose, glycerol and ethanol, therefore
it represents a reliable tool when expressing toxic or
growth-impairing proteins due to its tight regulation.7

Several other promoters involved in the methanol uti-
lization pathway have been isolated and classified as
strong, intermediate or weak according to its expres-
sion levels in comparison to PAOX1.

8 Because induction
by methanol represents a hazardous disadvantage for
large-scale processes alternative inducible promoters
have been considered. A novel regulated promoter has
recently been identified from a high-affinity glucose
transporter gene (GTH1) which is repressed by
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glycerol.9 Since PGTH1 is responsive to carbon source
depletion it should represent an attractive and cheap
alternative to other regulated systems that rely on the
addition of an external source of the inducing agent.
Recently, 2 inducible promoters from the K. phaffii
rhamnose utilization pathway were proposed for the
production of food-grade and therapeutically impor-
tant recombinant proteins.10 Also, extensive transcrip-
tome analysis has led to the identification of new
promoters regulated by the carbon source which
should represent a fine addition to the K. phaffii
promoter toolbox.11

Another alternative to methanol-induction is the
use of constitutive expression systems which may
be more advantageous when considering the fer-
mentation strategy used. Whereas inducible expres-
sion requires a growth phase before the addition of
methanol (production phase) in a constitutive sys-
tem protein production is concomitant to cell
growth, thus favoring continuous fermentation pro-
cesses.12 The promoter derived from the glycolytic
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene
(PGAP) is one of the most popular constitutive sys-
tems. Full transcription from PGAP is achieved
when grown in glucose as a carbon source.13,14 In
addition to PGAP other moderately strong constitu-
tive systems may be used such as PTEF1

15 and
PPGK1.

16,17

Promoter engineering

A wide range of available promoters is an advantage
for K. phaffii as a heterologous protein production
platform since it allows the construction of fine-tuned
systems and strains while also meeting requirements
set by specific proteins.4 For protein production pur-
poses, intermediate or weak promoters may be more
advantageous when protein folding becomes an issue
as a result of gene overexpression. Likewise, in meta-
bolic engineering applications a diverse set of pro-
moters with different strengths allows a more accurate
tuning of the expression levels and metabolic flux.3

Transcription-factor binding sites (TFBS), upstream
repression sites (URS) and upstream activation
sequences (UAS) from different K. phaffii promoters
may direct the design of new synthetic promoter
sequences in the future.18 Promoter libraries have
already been constructed using not only random
mutagenesis methods but also with specific synthetic
core promoter sequences derived from wild-type pro-
moter alignments.9,19 The PGAP sequence has also
been manipulated through error-prone PCR for the
construction of a GAP-promoter library with
strengths varying from »0,6% to 19,6-fold of that of
the wild-type PGAP.

20

Multi-copy number clones

One of the most common strategies to increase the
levels of mRNA is by introducing several copies of the
heterologous gene.3,21 In several cases this has led to a
significant improvement in heterologous protein pro-
duction, most notably when considering intracellular
expression.22 However, in some cases involving
secreted proteins, a higher gene copy number resulted
in reduced heterologous protein production. For
example, production of porcine insulin precursor
(PIP) under inductive conditions was significantly
affected in clones bearing >12 copies of the heterolo-
gous gene.23 This has been attributed to bottlenecks in
the secretory pathway which may become over-
whelmed by the effects of high titers of a particular
heterologous protein.24 Strategies to overcome these
barriers may include the use of new signal peptides
based on the K. phaffii secretome25 and combinatorial
engineering of secretion helper factors involved in
protein folding and vesicle trafficking.26

In K. phaffii, expression vectors are typically inte-
grated into the host chromosome by homologous

Figure 1. Molecular strategies used in K. phaffii to improve gene
transcription. The titer of heterologous transcripts can be
improved by using strong promoters (engineered or not) or by
generating clones with extra doses of the desired gene inte-
grated in the genome or present in episomal plasmids. The
extra-copies may be introduced by different approaches: sequen-
tial transformation with vectors bearing different markers, in vitro
multimerization, colony screening under drug selective pressure,
gene amplification by PTVA (or liquid PTVA), use of defective
auxotrophic markers in minimal medium and diploidization of
selected clones. Abbreviations: zeo/G418 D dominant markers
which confer resistance to zeocin or G418, respectively.

2 L. C. PIVA ET AL.



recombination and non-homologous end joining
events.27 Multiple integration events may occur at low
frequency (5–6%) by the integration of expression cas-
settes in tandem in a head-to-tail configuration.28

These rare integration events can be favored by using
vectors with dominant markers based on antibiotic
resistance genes which allow the screening of desired
clones under drug selective pressure. The use of domi-
nant markers is the basis of the “posttransformational
vector amplification” method (PTVA)29 or its recently
described variant “liquid PTVA”.30 In PTVA, cells
transformed with one or few copies of a vector carry-
ing the marker that confers resistance to zeocin or
G418 can be selected in higher concentrations of the
antibiotic in a stepwise manner resulting in isolation
of multi-copy clones several days after the initial
transformation.

Multi-copy integration events can be enhanced by
targeting vector insertion to repetitive sequences in
the genome such as the rDNA cluster (rDNA) which
comprises a 7450-bp repeated sequence organized in
tandem. When a specific sequence is targeted to this
cluster, a low copy number of integrated vectors is ini-
tially obtained, then, a strong selective pressure is
applied for vector amplification.28 The use of the non-
transcribed spacer region (NTS) of the rDNA as an
integration target in combination with the PTVA
method has led to the successful isolation of multi-
copy clones in K. phaffii.22

In addition to the high costs of eukaryotic antibiot-
ics, an important drawback in the use of dominant
markers is that in several clones an increase in drug
resistance does not necessarily reflect multi-copy inte-
gration or an improvement in protein production.3,22

Moreover, there are concerns that the accidental
released of genetically modified organisms bearing
drug-resistance markers may be horizontally trans-
ferred to environmental organisms.31 Marker-removal
has been successfully accomplished in K. phaffii with
the use of the Cre/loxP32 and Flp/FRT27 site-specific
recombination systems. The use of the Escherichia coli
counter-selectable toxin gene mazF may further
improve the screening of marker-free clones.33 How-
ever, one should be aware that undesirable chromo-
somal rearrangement events may occur when using
recombinase-based technology, especially when con-
sidering the simultaneous removal of multi-copy drug
markers spread in the genome. The CRISPR-Cas9 sys-
tem has recently been established in K. phaffii34 and

may represent a powerful tool for marker-removal
and generation of auxotrophic strains in this yeast.

The use of defective auxotrophic markers is an
alternative to select multiple integration events. These
markers generally represent biosynthetic pathway
genes with a truncated promoter and, therefore, are
transcribed at low levels. To compensate its low
expression levels, transformed clones are selected to
carry a high copy number of the defective marker to
restore prototrophy. Defective markers have been
extensively used in S. cerevisiae as a strategy to amplify
expression plasmids.35,36 In K. phaffii, the use of defec-
tive ADE1 and ADE2 alleles as selection markers has
favored multiple integration with the concomitant
increase in heterologous protein production.37

Although the use of defective markers for multi-
copy integration in K. phaffii requires the develop-
ment of new auxotrophic mutant strains and the use
of specific media it presents some clear advantages.
Most importantly, clones with different copies of the
desired gene are easily obtained on a single transfor-
mation event without the need of laborious replica
plating steps as required in PTVA. Also, it is a cheap
alternative to drug selection and recombinant clones
that carry auxotrophic marker do not pose any signifi-
cant threat to the environment.

Other less frequently used methods to obtain
multi-copy clones have been described. One
involves the in vitro construction of multimers of
the expression cassette.38 In this case the size of
the expression cassette may hamper DNA manipu-
lation. Another method involves the sequential
transformation of the host strain with different vec-
tors bearing the expression cassettes, a laborious
procedure which also requires the availability of
strains with several genetic markers. However, the
resulting strains may be further crossed to generate
diploid cells thus increasing overall copy number
of the desired sequence.39

Recently, an episomal plasmid carrying the panARS
sequence was tested for recombinant protein produc-
tion in K. phaffii.40 This autonomously replicating
sequence derived from Kluyveromyces lactis conferred
stable replicative maintenance to plasmids and
allowed the selection of clones with 6 to 19 copies of
the plasmid. Since the use of episomal vectors repre-
sent an approach that leads to increased gene copy
number with a higher efficiency of transformation and
clonal homogeneity it should draw more interest in

BIOENGINEERED 3



the near future as a platform for heterologous protein
production in K. phaffii.

Conclusion

It is clear that the improvement on protein production
as a result of the use of any of the molecular strategies
described in this work should be assessed on a case-
by-case basis. In our experience, the use of a vector
bearing a repetitive target sequence combined with an
auxotrophic defective marker represents an interesting
start point for the development of an expression plat-
form in K. phaffii.

Disclosure of potential conflicts of interest

No potential conflicts of interest were disclosed.

Funding

This work was supported by grants from Fundaç~ao de Amparo
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Multicopy plasmid integration 
in Komagataella phaffii mediated by a defective 
auxotrophic marker
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Abstract 

Background: A commonly used approach to improve recombinant protein production is to increase the levels of 
expression by providing extra-copies of a heterologous gene. In Komagataella phaffii (Pichia pastoris) this is usually 
accomplished by transforming cells with an expression vector carrying a drug-resistance marker following a screening 
for multicopy clones on plates with increasingly higher concentrations of an antibiotic. Alternatively, defective auxo-
trophic markers can be used for the same purpose. These markers are generally transcriptionally impaired genes lack-
ing most of the promoter region. Among the defective markers commonly used in Saccharomyces cerevisiae is leu2-d, 
an allele of LEU2 which is involved in leucine metabolism. Cells transformed with this marker can recover prototrophy 
when they carry multiple copies of leu2-d in order to compensate the poor transcription from this defective allele.

Results: A K. phaffii strain auxotrophic for leucine (M12) was constructed by disrupting endogenous LEU2. The 
resulting strain was successfully transformed with a vector carrying leu2-d and an EGFP (enhanced green fluorescent 
protein) reporter gene. Vector copy numbers were determined from selected clones which grew to different colony 
sizes on transformation plates. A direct correlation was observed between colony size, number of integrated vectors 
and EGFP production. By using this approach we were able to isolate genetically stable clones bearing as many as 20 
integrated copies of the vector and with no significant effects on cell growth.

Conclusions: In this work we have successfully developed a genetic system based on a defective auxotrophic which 
can be applied to improve heterologous protein production in K. phaffii. The system comprises a K. phaffii leu2 strain 
and an expression vector carrying the defective leu2-d marker which allowed the isolation of multicopy clones after a 
single transformation step. Because a linear correlation was observed between copy number and heterologous pro-
tein production, this system may provide a simple approach to improve recombinant protein productivity in K. phaffii.

Keywords: Komagataella phaffii, Leucine biosynthesis, Auxotrophic marker, Multicopy integration, Expression system
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Background
The methylotrophic yeast Komagataella phaffii (formerly 
Pichia pastoris) is one of the most important expression 
platforms for the production of recombinant proteins [1, 
2]. It offers many advantages such as: easy genetic manip-
ulation; growth at high cell densities, e.g. 200 g  L−1 dry 

weight during a glucose-limited fed-batch cultivation 
[3]; ability to produce heterologous proteins at high lev-
els, e.g. more than 18  g  L−1 of lignocellulolytic enzyme 
TrCBH2 [4]; and post-translational modifications similar 
to higher eukaryotes [5].

Due to its biotechnological interest, many studies 
have focused on the genetic improvement of K. phaffii 
in order to optimize protein production. A well-estab-
lished approach to accomplish this is to assure high tran-
scription levels of a heterologous gene thus favoring the 
translation of the desired mRNA. Typically, this can be 
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achieved by constructing expression cassettes under the 
control of strong promoters or/and by screening clones 
bearing multiple copies of the desired gene (for a review 
see [6, 7]). Genetic strategies are available for the isola-
tion of multicopy clones. Yeast cells can be transformed 
with vectors carrying extra copies of the expression cas-
sette cloned in tandem (multimeric construction) [8] or 
successive rounds of transformation can be performed 
using different selection markers [9]. In both cases clon-
ing is labor-intensive and the extent of copy number 
increase is limited [10].

Another option consists in the use of antibiotic-resist-
ance markers, in which case one looks for transformants 
growing in higher concentrations of the antibiotic (direct 
selection method) [11]. A previous study showed that 
this type of selection resulted in the isolation of spo-
radic multicopy integrants with increased productivity 
of the desired protein [12]. Dominant markers can also 
give rise to multicopy clones by posttransformational 
vector amplification (PTVA) [13] or liquid PTVA [14]. It 
has been demonstrated that after transformation with a 
few copies of a vector carrying a drug-resistance marker, 
such as zeocin or G418, cells can be selected in stepwise 
higher concentrations of the drug resulting in the selec-
tion of multicopy clones. The use of PTVA in combina-
tion with the use of rDNA non-transcribed sequence 
(NTS) as an integration target sequence resulted in mul-
ticopy clones in K. phaffii [15]. Besides being a laborious 
and expensive method due to the high costs of eukary-
otic antibiotics, one disadvantage of the use of domi-
nant markers is that a significant number of clones show 
increased natural drug-resistance for other reasons than 
vector copy number.

An alternative strategy is based in the use of defec-
tive auxotrophic markers, i.e. genes that are poorly 
transcribed typically due to extensive deletions of their 
promoters. To compensate the low transcription levels, 
cells need to amplify the copy number of the defective 
marker in order to recover prototrophy. Consequently, 
copy number of the neighboring heterologous gene is 
also amplified [16]. An example of such defective marker 
is the leu2-d allele which contains only 29 base pairs of 
the original promoter and is commonly used in S. cer-
evisiae for plasmid maintenance at high copy number 
under selective pressure [17]. Due to this feature, this sys-
tem has also been used to increase recombinant protein 
production in this yeast [18–20]. This prompted us to 
develop an analogous system to be employed in K. phaf-
fii. To accomplish this, we sought the construction of a 
K. phaffii strain auxotrophic for leucine and the develop-
ment of an integrative expression vector based on leu2-d 
as a tool to increase recombinant protein production in 
this yeast.

Results and discussion
Construction of a leu2 auxotrophic strain
Genetic manipulation of K. phaffii is possible due to its 
widely used transformation system which enables inte-
gration of foreign DNA into the genome via homologous 
recombination [21]. This approach has been successfully 
used to disrupt several genes in order to create auxo-
trophic mutants, e.g. URA5 [22], ARG1, ARG2, ARG3, 
HIS1, HIS2, HIS5 and HIS6 [23]. Recently, a CRISPR-
Cas9 system was developed for K. phaffii which has 
greatly facilitated gene knock out in this yeast [24].

We sought the development of a leucine auxotrophic 
strain by gene knock out of the endogenous K. phaf-
fii LEU2 gene with a leu2::kan disruption cassette. The 
resulting strain (LK) was then transformed with a plas-
mid expressing CreA recombinase for marker removal 
thus generating strain M12 (see Additional file  1 for 
details). Growth analysis on plates containing G418 or 
hygromycin B confirmed the loss of all dominant markers 
(Fig. 1a). The phenotypic behavior of the strains obtained 
with respect to leucine assimilation was then analyzed. 
As expected, LK and M12 strains were not able to grow 
on MD lacking leucine (Fig. 1b). We expected that sup-
plementation of MD medium with leucine would allow 
both leu2 strains to recover prototrophy, however, even 
with an oversuplemmentation (0.08%) of leucine cells 
were unable to grow (Fig. 1b). We reasoned that ammo-
nium sulphate present in MD medium could be affecting 
leucine uptake because when this salt was replaced by 
0.04% leucine as sole nitrogen source both leu2 strains 
grew as well as wild-type X-33 (Fig. 1c). This result is in 
accordance with a previous work [25] which showed that 
cells grown in minimal medium exhibited an increase 
in the rate of leucine uptake when this amino acid was 
the sole nitrogen source. It is known that the addition of 
 NH4

+ to yeast cells causes nitrogen catabolite inactiva-
tion and repression of several enzymes and permeases 
involved in the utilization of secondary nitrogen sources 
[26]. Leucine has been shown to be transported by at 
least three systems in S. cerevisiae: GAP (general amino 
acid permease), S1 (high-affinity permease) and S2 (low-
affinity permease) [27]. In  NH4

+-containing media the 
activity of GAP is inhibited [28, 29] and the activity of 
S1 and S2 proteins is strongly reduced [30]. In addition, 
two redundant low affinity leucine permeases coded by 
the AGP2 and AGP3 genes are overexpressed when other 
permeases are inhibited [31]. The observation that proto-
trophy could only be achieved in high leucine concentra-
tions can be explained by the fact that, in the presence of 
 NH4

+, leucine uptake is mainly due to low-affinity per-
meases. The effects of  NH4

+ on leucine permeases could 
be related to intracellular pH as it has been shown that 
a S. cerevisiae leu2 strain was more sensitive to internal 



Page 3 of 11Betancur et al. Microb Cell Fact  (2017) 16:99 

acidic conditions [32]. In yeast, amino acids and other 
nutrients are taken up by a proton symport mechanism 
[33]. When  NH4

+ (a conjugated weak acid) is internal-
ized by specific transporters it undergoes deprotonation 
and as a result the proton gradient is dissipated leading to 
acidification of the cytosol [34]. To test this, MD medium 
was buffered to pH 6.0 and as a result prototrophy was 
readily recovered as shown in Fig. 1d.

Heterologous expression in K. phaffii M12
In order to test K. phaffii M12 for heterologous expres-
sion we constructed an integrative vector, pGFP-L2, 
containing LEU2 as selectable marker and the enhanced 
GFP (EGFP) reporter gene under the control of the 
methanol-inducible  PAOX1 promoter. After electropo-
ration of K. phaffii M12 with linearized pGFP-L2, one 
colony was randomly chosen and grown under non-
inducible (glycerol) and inducible (methanol) conditions 

to test for intracellular production of the EGFP. Figure 2 
shows the result of fluorescence microscopy analysis 
for the presence of EGFP. As expected, no fluorescence 
was detected under non-inducible conditions and EGFP 
could only be detected when methanol was added. This 
result shows that K. phaffii M12 can recover prototrophy 
upon transformation with a vector carrying a wild-type 
LEU2 marker. However, since the strategy used for LEU2 
disruption in M12 left the promoter region intact, a sin-
gle copy of a defective version of this gene could potently 
integrate at this locus by homologous recombination and 
reestablish prototrophy without the need of other cop-
ies of the marker. In order to develop a system based on 
defective LEU2 for multicopy integration, we decided to 
use the S. cerevisiae leu2-d allele which has 68% identity 
with the K. phaffii LEU2 homologue and should reduce 
the chances of homologous recombination at the dis-
rupted leu2 locus in M12.

Fig. 1 Strain phenotypic analysis. Strains LK and M12 were grown in different media to confirm drug resistance and leucine assimilation. X-33 
was used as a control. a YPD containing G418 or hygromycin B (Hyg B). b MD lacking or not leucine in different concentrations. c MD with leucine 
replacing ammonium sulfate. d Buffered MD (pH 6.0) containing leucine. X-33 wild-type strain with intact LEU2 gene, LK leu2 strain disrupted with 
kan cassette, M12 strain obtained after marker removal with CreA recombinase
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Multiple copy integration
Although the defective leu2-d allele has been successfully 
used to increase plasmid copy number and protein pro-
duction in S. cerevisiae it has not yet been tested for the 
same purpose in K. phaffii. In a previous work, attenu-
ated ADE1 and ADE2 genes involved in adenine biosyn-
thesis were used to develop a color-based system for the 
screening of multicopy integrants in K. phaffii [35]. How-
ever, this system is based on large plasmids and, in some 
cases, the effects of background transcription from vec-
tor sequences were responsible for the recovery of ade-
nine prototrophy.

We constructed an expression vector, pKGFP-ld 
(Fig.  3), carrying the leu2-d defective marker and an 
EGFP reporter construct under the control of the phos-
phoglycerate kinase 1 promoter  (PPGK1). In order to cir-
cumvent the possibility of spurious marker expression, 
leu2-d was cloned in the opposite orientation of the other 
yeast promoters present on the vector  (PPGK1 and  PTEF1). 
Furthermore, the presence of the kan marker under the 
control of dual-promoters allows plasmid selection in 
Escherichia coli and may be used to confirm multicopy 
integration by plating transformed cells on media con-
taining increasing concentrations of the antibiotic G418.

Seven days after transformation of K. phaffii M12 cells 
with pKGFP-ld, colonies of diverse sizes were observed 
on MD plates. Ten transformants representing colo-
nies with different sizes were selected for further analy-
sis. After a few passages on fresh MD plates four clones 
derived from the smallest colonies present on the original 

transformation did not grown upon replica plating and 
were removed from this study. We speculate that these 
abortive clones were transformed with a limited number 
of copies of the defective marker, thus they were unable 
to sustain growth under selective conditions.

A growth kinetic analysis of the six remaining clones 
was performed on MD medium (Fig.  4). The calculated 
maximum growth rates (Table  1) showed that larger 

Fig. 2 Heterologous expression in K. phaffii M12. Intracellular expression of enhanced green fluorescent protein (EGFP) was visualized by epif-
luorescence microscopy. Untransformed (M12) and transformed (M12 + GFP) cells were viewed under differential interference contrast (DIC) or 
fluorescence (FM) microscopy after growth in glycerol or methanol containing media. All images were collected with the same exposure time

Fig. 3 Physical map of pKGFP-ld expression vector for multiple copy 
integration in K. phaffii. leu2-d defective LEU2 allele from S. cerevisiae. 
PPGK1 and PTEF1 promoters from the K. phaffii PGK1 and TEF1 genes, 
respectively, PEM7 synthetic E. coli promoter, kan G418/kanamycin 
resistance gene, EGFP enhanced green fluorescence gene, CYCtt and 
AOX1tt transcription termination sequences from CYC1 and AOX1 
genes, respectively, ori E. coli origin of replication
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clones present on the original transformation plate 
(clones 1, 4, 5 and 6) exhibited a growth profile similar 
to that of K. phaffii X-33 whereas small sized colonies 

(clones 2 and 7), as expected, exhibited smaller growth 
rates. Analysis of variance followed by Tukey’s post-test 
showed significant difference in maximum growth rates 
presented in Table 1 for clones 2 and 7 when compared to 
X-33 (p < 0.05). Similar results were obtained when trun-
cated ADE1 and ADE2 were used as selectable defective 
markers to transform K. phaffii [35]. In this case, multi-
copy clones were also identified as colonies with larger 
sizes. We hypothesized that, in order to compensate the 
poor transcription from leu2-d, cells would require addi-
tional integrated copies of defective marker to recover 
full prototrophy. This prompted us to determine the copy 
number of vectors integrated into the K. phaffii genome 
by Southern blot.

Because pKGFP-ld was linearized with SacI, a restric-
tion site within  PPGK1 (Fig. 3), most events of integration 
would be primarily targeted to this locus. According to 
the schematic representation shown in Fig. 5a, if a single 
copy of the vector had integrated into the PGK1 locus, 
two fragments of 3.4 and 4.8 kb would be expected. Two 
or more integrated copies would yield an additional 
5.5  kb fragment which would increase in intensity for 
each additional copy added. The results from the South-
ern blot analysis are shown in Fig.  5b. As expected, the 
M12 untransformed strain showed the 2.8 kb fragment, 
which corresponds to the intact PGK1 locus. All trans-
formed clones showed the 5.5 kb fragment thus confirm-
ing the in tandem integration of at least two copies of the 
vector. The observation that clone 5 showed other bands 
(including the 2.8 kb fragment) which were not present in 
the other clones suggests that, in this particular clone, the 
vector had integrated in a different manner. This is not 
entirely unexpected since it has recently been shown that 
a transforming cassette can integrate into the K. phaffii 

Fig. 4 Growth kinetic of selected clones transformed with pKGFP-ld. 
Cells were grown on MD medium at 30 °C during 72 h. Growth was 
expressed as the natural logarithm of  OD600 which was measured 
every 30 min. Initial  OD600 = 0.08. X-33 K. phaffii wild-type strain

Table 1 Main features of  the selected clones studied 
in this work

µmax maximum growth rate, ND not determined

Clone µmax  (h−1) Vector copy 
number

EGFP production 
(fluorescence units)

1 0.1596 ± 0.0062 17 19215 ± 2388

2 0.0708 ± 0.0022 7 7705 ± 550

4 0.1614 ± 0.0027 20 23,688 ± 2152

5 0.1408 ± 0.0075 14 18,387 ± 1045

6 0.1650 ± 0.0078 17 20,074 ± 1738

7 0.0502 ± 0.0064 5 6711 ± 206

X-33 0.1707 ± 0.0069 0 ND

Fig. 5 Vector copy number determination. a Schematic representation of genomic contexts and expected sizes of bands obtained after hybridiza-
tion with a PGK probe (annealing positions are represented by a red line). Dark grey areas correspond to integrated  PPGK1 sequences derived from 
vector. b Result of Southern blot analysis. c Correlation between copy number and maximum growth rates of selected clones. Error bars represent 
standard error of the mean. M O’GeneRuler 1 kb DNA ladder, M12 K. phaffii leu2 strain, E EcoRI restriction site
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genome in different cassette-to-cassette orientations 
and secondary recombination events may also occur 
[36]. Also, we cannot exclude the possibility of off-target 
integration events mediated by non-homologous end 
joining (NHEJ) which is the main repair system in fila-
mentous fungi and higher eukaryotes [37]. Table 1 shows 
that that faster growing clones 1, 4, 5 and 6 showed the 
highest vector copy number (≥14 copies) as compared 
to slower growing clones 2 and 7 which had no more 
than 7 copies. Growth rate and copy number showed a 
linear correlation  (R2 =  0.8748) (Fig.  5c). These results 
are in agreement with the prediction that faster growing 
clones would have more integrated copies of the defec-
tive marker.

Genetic stability
Previous works have shown that single or low copy inte-
grated messages are genetically stable in K. phaffii under 
different conditions [38, 39], however, few studies have 
focused on the integrity of multicopy clones. Since mul-
ticopy K. phaffii strains generally arise from multiple 
events of homologous recombination at the same locus, 
the integrated messages are typically repeated in tandem. 
The stability of such array may be compromised by exci-
sional recombination which can “loop out” the genetic 
message under non-selective conditions [14], [40]. In 
order to test the stability of integrated pKGFP-ld, trans-
formed cells were grown in non-selective medium (YPD) 
for 36 and 72 generations. The culture was transferred 
to fresh medium every 24 h to ensure that cells were in 
exponential phase throughout the experiment. After 
growth for 96 h or 144 h (36 and 72 generations, respec-
tively), copy number of the selected clones was assessed 
by Southern blot analysis which showed that all clones 
maintained the original vector copy number (data not 
shown).

In a recent work, S. cerevisiae strains with multiple 
integrated cassettes bearing different defective auxo-
trophic markers also showed mitotic stability under pro-
longed nonselective conditions [41]. S. cerevisiae cells 
transformed with five or more copies of an integration 
vector conferring resistance to G418 and expressing 
SUC2 (invertase) were very unstable during long-term 
culture in non-selective medium [42]. Likewise, when K. 
phaffii was transformed with a set of vectors containing 
sequentially increasing copies of porcine insulin precur-
sor gene (PIP), both low and high copy strains were stable 
in serial culture in non-selective YPD medium. However, 
in high copy strains, loss of PIP cassettes was observed 
after 96 h of methanol induction [43].

Based on these previous results, it has been proposed 
that multicopy strains should be carefully evaluated 

for genetic stability especially under conditions of high 
expression or secretion [43]. In our work, since EGFP 
was produced intracellularly from a moderately strong K. 
phaffii promoter  (PPGK1) [44], it is possible that the titers 
of this particular protein were not high enough to com-
promised cell growth as shown on Fig. 4, hence, genetic 
stability was observed.

Correlation between copy number and protein production
In order to determine the correlation between plas-
mid copy number and increased heterologous protein 
production, intracellular fluorescence emission of each 
selected clone was determined by flow cytometry. As 
shown in Fig.  6a, all selected clones exhibited fluores-
cence emission higher than the untransformed M12 
strain. EGFP production was the highest in clones 1, 4, 
5 and 6 which exhibited higher plasmid copy number, 
whereas moderate production was observed in clones 2 
and 7 (Table 1). Analysis of variance followed by Tukey´s 
post-test showed significant difference in EGFP produc-
tion in clones 1, 4, 5 and 6 when compared to M12 con-
trol strain (p < 0.05). The EGFP fluorescence from clones 
2 and 7 was not high enough to result in statistically sig-
nificant differences in EGFP production in comparison to 
M12 (p  >  0.05). However, it is important to notice that 
the percentage of M12 cells producing EGFP (cells posi-
tive for EGFP) was less than 1%. As shown in Fig. 6b, we 
observed a linear correlation between vector copy num-
ber and EGFP production as measured by flow cytometry 
 (R2 = 0.8757). It is expected that at a certain copy num-
ber the production of the heterologous protein might 
become detrimental to the cell; however, for the exam-
ined clones, we did not observe a decrease in cell viability 
nor in EGFP production which augmented linearly with 
up to 20 integrated copies. Similarly, an increase of up to 
eight copies of the hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
gene showed a linear correlation with the concentration 
of mRNA and translated protein in K. phaffii [45].

However, the relationship between gene copy num-
ber and protein production is not always linear and in 
some cases it proved to be detrimental, especially for 
secreted proteins [6]. In another study involving EGFP, 
an increase of the secreted protein was observed with 
up to three copies but a decrease occurred with six cop-
ies [46]. When multicopy clones were used to produce 
intracellular human superoxide dismutase (hSOD) and 
secreted human serum albumin (HSA) a difference was 
observed in the correlation of gene copy number and 
productivity between non-secreted and secreted proteins 
[15]. The productivity of hSOD correlated linearly with 
gene copy number, while HSA productivity increased up 
to approximately 5–7 gene copies, and then decreased 
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with higher copy numbers. K. phaffii strains secreting 
human trypsinogen under the control of the AOX1 pro-
moter presented a positive correlation between copy 
number and product yield from 1 to 2 copies per cell, 
and a negative correlation at 3 or more copies [47]. Upon 
overexpression, great part of the heterologous protein 
was retained in the insoluble fraction of the endoplasmic 
reticulum. From this studies it is clear that bottlenecks in 
the secretory pathway are to some extent responsible for 
the low productivity of some multicopy clones [6].

Since the effect of gene dosage may vary from one pro-
tein to another, it is not possible to define the optimal 
copy number for any specific heterologous gene which 
should be assessed on a case-by-case basis. However, by 
using the approach presented in this work one can easily 
obtain a panel of clones with different copy numbers to 
be screened for the desired application. Furthermore, we 
envision that this approach might be also applied in syn-
thetic biology studies in which different doses of specific 
genes may be required. This could be rapidly achieved by 
transforming M12 with different plasmids bearing the 
leu2-d marker following a screening for the desired phe-
notype. Work is underway in our laboratory to test this 
new application.

Conclusions
In this work, we proposed a simple approach to obtain 
K. phaffii clones containing multiple copies of a desired 
expression vector. Our genetic system is based on a K. 
phaffii strain auxotrophic for leucine which is trans-
formed with an expression vector bearing a defective 
leu2-d marker. The main advantage of the approach pro-
posed here is the ease in selecting multicopy clones, in 
our case this was based on colony size. This approach 
might serve as a first step in the construction of strains 

with higher productivity thus lowering the costs of indus-
trial recombinant protein production.

Methods
Strains and growth conditions
Komagataella phaffii GS115 (his4) and X-33 (Invitrogen) 
were used as a source of template DNA to amplify LEU2 
and cell host to perform transformation with the disrup-
tion cassette, respectively. K. phaffii was routinely grown 
on YPD (1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose) 
at 28  °C. Solid medium was prepared by the addition of 
2% agar. After transformation yeast cells were plated on 
YPD containing 300–500 µg mL−1 G418 or 150 µg mL−1 
hygromycin B. Transformants were tested on MD [0.34% 
Yeast Nitrogen Base (YNB), 1% ammonium sulphate, 
2% glucose, 0.4  µg  mL−1 biotin and 2% agar] and buff-
ered MD [MD with 100  mM potassium phosphate (pH 
6.0)] supplemented or not with 0.04 or 0.08% leucine. 
For induction of heterologous gene expression from the 
 PAOX1 promoter cells were grown in a medium contain-
ing 1% yeast extract, 2% peptone, 100  mM potassium 
phosphate (pH 6.0), 0.34% YNB, 1% ammonium sulphate, 
0.4  µg  mL−1 biotin supplied with 1% glycerol (BMGY 
medium) or 0.5% methanol (BMMY medium). When liq-
uid medium was used, growth was carried out under agi-
tation (200 rpm) in shake flasks with a volume at least 10 
times greater than the volume of the medium.

Cloning procedures were carried out in E. coli XL10-
gold (Stratagene, USA) which was cultivated in modi-
fied LB medium (0.5% yeast extract, 1% peptone and 1% 
NaCl) containing the appropriate antibiotic for selection 
of transformants (100 µg mL−1 ampicillin or 50 µg mL−1 
kanamycin). Bacterial cells were grown at 37 °C with con-
stant shaking (250 rpm). For solid medium, 1.5% agar was 
added.

Fig. 6 Intracellular EGFP production. a Flow cytometry analysis of the cells positive for EGFP production. b Correlation between copy number and 
EGFP production. M12 leu2 strain. Error bars represent standard error of the mean. Asterisks indicate significant difference between the evaluated 
clone and the M12 control strain according to ANOVA followed by Tukey’s post-test (p < 0.05)
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PCR
Phusion high-fidelity DNA polymerase (Finnzymes) was 
routinely used for PCR according to the instructions of 
the manufacturer. To amplify LEU2, Easy Taq DNA poly-
merase (LGC Bio, Brazil) was used in a final volume of 
50 μL consisting of 0.2 mM dNTP, 0.2 μM each primer, 
2  mM  MgCl2, Easy Taq buffer 1X, 2 U polymerase and 
1–5  ng template DNA. PCR involved an initial dena-
turation step at 96 °C for 3 min followed by 30 cycles of 
60 s/94 °C, 1 min/60 °C, 2 min/72 °C and a final elonga-
tion step at 72 °C for 5 min.

DNA manipulations
Plasmid extraction, electrophoretic analysis and other 
basic DNA manipulations were performed as described 
previously [48]. For DNA elution from agarose gels and 
for amplicon purification Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, USA) were used according to the 
manufacturer’s instructions, respectively. Genomic DNA 
was purified by using Wizard Genomic DNA Purification 
Kit (Promega, USA) using the manufacturer’s protocol.

Construction of disruption cassette
First, LEU2 was amplified by PCR from K. phaffii GS115 
genome with primers PpLEU2-F1 and PpLEU2-R2 
(Table 2) which introduce PvuII restriction sites at their 
5´-ends. Primers were designed based on the published 
sequence of the K. phaffii chromosome 3 (accession # 
FR839630.1). The amplified 1.7 kb fragment included the 
LEU2 coding region and ~300 bp of both upstream and 
downstream sequences. LEU2 was cloned into pGEM-
T easy (Promega) resulting in pGEM-LEU. This vector 
was digested with EcoRV to remove 375  bp of the cod-
ing region of LEU2 (positions 405–750). To disrupt 
LEU2, first, a 1.7  kb fragment containing a kan expres-
sion cassette flanked by loxP sites was amplified from 
pPICKα [49] with primers ZeoBlas-F3 and ZeoBlas-R3 

(Table 2). This amplicon was cloned into EcoRV-digested 
pGEM-LEU generating plasmid pLEUΔkan. Finally, the 
leu2::kan disruption cassette was released after digestion 
of pLEUΔkan with PvuII prior to yeast transformation.

Marker excision
A vector based on pYRCre was constructed in order to 
promote marker excision in K. phaffii. Plasmid pYRCre 
was originally used to express the CreA recombinase in S. 
cerevisiae [49]. The  PGAL1 promoter present in this vector 
was removed after XbaI digestion and replaced by a 441-
bp fragment corresponding to the S. cerevisiae  PTEF1 pro-
moter which was obtained by PCR using primers TEF-1F 
and TEF-1R (Table  2). The amplicon was digested with 
AvrII and cloned into XbaI-digested pYRCre. The result-
ing vector, pYRCre2, was used to transform K. phaffii and 
selection was made on YPD plates containing hygromy-
cin B. Transformants were incubated at 28 °C for 3 days 
to allow expression of CreA recombinase and then 
selected clones were transferred to an YPD plate for plas-
mid curing. Isolated colonies were replica plated on YPD 
plates containing G418 or hygromycin B to confirm the 
removal of kan marker and cure of pYRCre2, respectively.

Construction of expression plasmid pGFP‑L2
First, a vector constructed in our lab derived from pPIC9 
(Invitrogen, USA) with the EGFP reporter gene under 
the control of the  PAOX1 promoter was digested with 
EcoRV. This digestion removed the entire HIS4 sequence, 
which was replaced by the LEU2 gene obtained from 
pGEM-LEU after digestion with PvuII. The resulting vec-
tor, pPIC-LEU, was digested with BamHI and NotI to 
remove the EGFP gene which was fused in-frame to the 
α-factor secretion signal. This secretable version of EGFP 
was replaced by a 741 bp EGFP fragment from pEGFP-
N3 (Clontech, USA) after digestion of this plasmid with 
the same enzymes. The resulting plasmid, which allows 

Table 2 Primers used in this work

* Restriction sites are underlined

Primer Sequence (5′→3′)* Restriction site

PpLEU2-F1 CAGCTGAAGAGTCCAAGTCCAAG PvuII

PpLEU2-R2 CAGCTGGTGCCATTGGTGGTACTGT PvuII

TEF-2F ATACCTAGGCCCCACACACCATAGCTTCAA AvrII

TEF-2R ATACCTAGGTTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTG AvrII

ZeoBlas-F3 CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTCCCACACACCATAGCTTCAAAATG BamHI and BglII

ZeoBlas-R3 CGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGATCTAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAG BamHI and BglII

PpLEU2-EXT1 GAGGATAAGCTGGGAGACTATG –

PpLEU2-EXT2 TCTGTTGCCTAAGACTGAGAGC –

5-leud GAGATCTATATATATTTCAAGGATATACCATTCTAATG BglII

3-leud GAGATCTGTTTCATGATTTTCTGTTACACC BglII
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intracellular expression of EGFP, was named pGFP-L2. 
Before K. phaffii transformation pGFP-L2 was linearized 
with SacI to promote targeted integration to the  PAOX1 
locus.

Construction of expression vector pKGFP‑ld
The leu2-d allele was amplified by PCR from S. cerevisiae 
genome with primers 5- and 3-leud (Table 2). The ampli-
fied 1.4  kb fragment included the LEU2 coding region 
with its transcription termination region and only 29 bp 
of its promoter [17]. The leu2-d amplicon was cloned 
into pBlueScript SK II (Agilent Technologies) and then 
liberated after BglII digestion for subcloning into BamHI-
linearized pPICK2 [50] resulting in pK-ld vector. This 
vector was digested with SacI and NotI to remove the 
α-factor secretory sequence. This digestion also removed 
a 179 bp fragment from  PPGK1 which was restored when 
the EGFP gene was cloned. The 916 bp fragment includ-
ing the EGFP gene fused to the 179 bp fragment from the 
 PPGK1 was obtained by digestion of pPICK-GFP [a vector 
derived from pPIC9 (Invitrogen) for intracellular expres-
sion of EGFP under the control of  PPGK1] with SacI and 
NotI. Cloning of this 916 bp fragment into pK-ld resulted 
in pKGFP-ld vector. This vector was linearized with SacI 
to target integration to the PGK1 locus.

Yeast transformation
Komagataella phaffii X-33 was transformed by elec-
troporation following the protocol described in the 
Pichia Expression Kit (Invitrogen). Transformation with 
pYRCre2 was carried out as previously described for the 
auto-replicative pPICHOLI vector [51].

Fluorescence microscopy
Komagataella phaffii cells expressing EGFP were grown 
in 5 mL BMGY for 16 h at 28 °C. After cell count, pelleted 
cells were re-suspended in 20 mL BMMY to a final  OD600 
of 0.3. The culture was incubated at 28 °C and methanol 
was added to a final concentration of 0.5%. After 24  h 
of induction cells were imaged in a Zeiss Axio Observer 
Z1 Inverted Fluorescence Microscope equipped with 
63× NA 1.4 oil immersion objective and a cooled CCD 
camera to analyze EGFP fluorescence. The images were 
acquired with Zen2011 software (Zeiss) and manipu-
lated with Microsoft Office Picture Manager or Adobe 
Photoshop.

Growth kinetics
A fresh colony was inoculated in 500 µL of MD medium 
in a deep-well plate and incubated for 24 h at 30 °C and 
200  rpm. The appropriate volume of this culture was 
inoculated in 100 µL of MD to an  OD600  =  0.08 in a 

96-well plate. Cell growth was performed on the Epoch 
Microplate Spectrophotometer (Biotek) by incubating at 
30 °C under agitation of 300 rpm for 72 h.  OD600 data was 
collected every 30  min. Three biological replicates were 
tested for each analyzed clone and the mean of the three 
values was presented. Natural logarithm of  OD600 values 
was used to construct growth curves. Maximal growth 
rate was calculated from the slope of the linear section of 
these curves (up to eight hours growth).

Southern blot analysis
Yeast cells were grown in 40 mL of MD medium at 30 °C 
under agitation during 24 h and the DNA was extracted 
using phenol–chloroform as previously described [48]. 
Aproximately 10 µg of genomic DNA were digested with 
EcoRI at 37  °C overnight. Digested DNA was applied in 
0.8% agarose gel and then transferred to nitrocellulose 
membrane as described [48]. Probe labeling, hybridiza-
tion and detection were made using the AlkPhos Direct 
Labeling and CDP-Star Detection System (GE Life Sci-
ences) following especifications of the manufacturer. The 
probe used was a fragment of ~600 bp corresponding to 
the PGK1 promoter obtained by digestion of pKGFP-ld 
with BglII and BamHI. The temperature for hybridiza-
tion was 55  °C. Chemiluminescence was detected using 
the Amersham Imager 600 system (GE Life Sciences) and 
band intensity was measured with the use of the Image-
Quant TL 8.1 software.

Genetic stability testing
The stability of the heterologous DNA integrated into 
the yeast genome was tested in shake flasks after 36 and 
72 generations. A fresh colony was grown in 10 mL YPD 
medium for 24 h at 30 °C and 200 rpm. Then, 400 µL of 
this pre-inoculum were inoculated in 40  mL YPD and 
incubated under the same conditions for 24 h. A 400 µL 
sample of the culture was transferred to a new flask with 
40 mL YPD and incubated under the same conditions for 
24 h. This procedure was repeated four more times for a 
total growth time of 144  h. After 96  h (36 generations) 
and 144 h (72 generations) genomic DNA was extracted 
and submitted to Southern blot analysis as described 
above.

Flow cytometry
Yeast cells were grown in 5 mL of MD medium for 24 h at 
30 °C and agitation. The required volume of each pre-inoc-
ulum was inoculated in 5 mL of MD to start the culture 
with an OD of 0.5. After 24 h of incubation at 30 °C under 
agitation cells were washed twice with PBS (137 mM NaCl, 
2.7  mM KCl, 10  mM  Na2HPO4 and 2  mM  KH2PO4, pH 
7.4) containing 0.5% Tween by centrifugation at 3000×g 
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for 5 min at 4 °C. Cells were suspended in the required vol-
ume of PBS to obtain approximately  106 cells  mL−1. Cells 
were maintained at 4  °C until analysis with FACSVerse 
flow cytometer. All samples were collected with identical 
voltage parameters. Acquired data were analyzed using 
the FlowJo software. The gating strategy included: (a) gat-
ing on yeast cells on forward versus side scatter plots; (b) 
gating on single cells using forward scatter width versus 
forward scatter height plots and (c) selecting positive cells 
based on histograms from wild-type cells. Three biologi-
cal replicates were tested for each analyzed clone and the 
mean of the three values is presented.

Data analysis
Statistical analyses and figures were made on GraphPad 
Prims 5 software. ANOVA followed by Tukey’s post-test 
was applied. Error bars on graphics represent standard 
error of the mean.
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