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Project abstract:

O estabelecimento bem-sucedido de uma industria de etanol de segunda geracao (2G) requer
inovacoes tecnolégicas importantes que ainda aguardam implementacao efetiva. Uma delas é o
desenvolvimento de cepas de leveduras capazes de resistir a compostos t6xicos (ou seja, inibidores)
durante a fermentagdo de hidrolisados-lignocelulésicos (LCHs) derivados da biomassa da cana-de-
acucar. Este projeto levanta a questdo de como a tolerancia aos inibidores de LCH pode ser
melhorada na levedura Saccharomyces cerevisiae pelo uso de ferramentas modernas de genética
molecular e biologia sintética. Para tratar dessa importante questdo, foi estabelecido um eixo
colaborativo entre grupos pertencentes ao Instituto de Pesquisa em Bioenergia (IPBEN, UNESP), o
Laboratério Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) e parceiros-chave da
Universidade de Sao Paulo (USP) e a University of Queensland (UQ), Austrélia. A rede colaborativa
aproveitara as vantagens de abordagens experimentais inovadoras, incluindo protocolos de evolugao
laboratorial adaptativos alternativos, sequenciamento de nova geracao e testes de competicao e
fenotipagem assistidos por citometria de fluxo, para descobrir a base genética da tolerancia de
levedura a LCHs de bagaco da cana-de-agticar ricos em inibidores. O conhecimento produzido sera
til para projetar racionalmente uma cepa de levedura hiper-tolerante a LCHs, que sera construida
aplicando ferramentas modernas de genética molecular e a tecnologia de edicdo de genoma CRISPR
/ Cas9.
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Protocolos de Evolucao Experimental para o desenvolvimento de linhagens de S.
cerevisiae Pe-2 tolerantes a hidrolisados lignocelulosicos

Data Collection

What data will you collect or create?

Durante a evolucao experimental laboratorial de Saccharomyces cerevisiae Pe-2 e Saccharomyces
cerevisiae CEN.PK113-7D, as geracoes serao periodicamente armazenadas em glicerol para poderemos
ter os dados de diferentes etapas da evolugao.

Nos ensaios de competicdo assistida por citdmetro de fluxo serdo coletados dados de fitness associado
com as populagdes evoluidas.

Nos ensaios de fenotipagem assistida por citometro de fluxo serdo coletados dados de fenétipo das
populagoes evoluidas, com énfase na fisiologia intracelular.

How will the data be collected or created?

Os 9 progenitores do experimento estdo armazenados em placas de YPD e em glicerol no ultra-freezer
a-80°C.

Os dados do WGS das 15 populagdes serdo armazenados em nuvem, na worstation do laboratério e
apos analise depositadas no genebank.

Os progenitores que foram transformados por engenharia reversa com os alelos alvos serdo
armazenados em glicerol e mantidos no ultra-freezer a - 80 ° C.

As cepas transformadas com os alelos validados serdo armazenadas em glicerol e mantidos no ultra-
freezer a - 80 ° C.

As variaveis obtidas em equipamentos especificos serdo plotadas em softwares como Excel (Microsoft)
e GraphPad Prism (versdao 8.0).

Documentation and Metadata
What documentation and metadata will accompany the data?
Todas as etapas de avaliagdo, aplicabilidade metodologica e andlise de dados serdo detalhadas em

relatérios textuais, identificando possiveis incoeréncias identificadas na andlise estatistica e/ou desafios
da aplicabilidade metodolégica da pesquisa.

Ethics and Legal Compliance

How will you manage any ethical issues?



As metodologias aplicadas neste trabalho serdo desenvolvidas com base em protocolos padrao.

How will you manage copyright and Intellectual Property Rights (IP/IPR) issues?

Direitos autorais e propriedade intelectual serdo discutidas com os individuos envolvidos na pesquisa e
com oS supervisores.

Storage and Backup

How will the data be stored and backed up during the research?

As datas das Transferéncias Seriadas e Choques serdo registradas em caderno exclusivo para esses
dados além de ser realizado o upload periodicamente em nuvem.

As datas dos armazenamentos em glicerol também serdo organizadas no caderno exclusivo e realizado
o upload na nuvem.

Os dados e relatérios serdo armazenados em nuvem do Google Drive.

Os backups serdo configurados para ocorrerem mensalmente.

How will you manage access and security?

Os membros do grupo de pesquisa interessados neste projeto terdo acesso aos arquivos como leitores,
mas apenas a aluna e a orientadora poderdo edita-los.

Selection and Preservation

Which data are of long-term value and should be retained, shared, and/or preserved?

Os dados de pesquisas que possam contribuir para futuros projetos e / ou publicagoes cientificas serdo
considerados como dados de longo prazo e serdao preservados.

What is the long-term preservation plan for the dataset?

Os dados de longo prazo serdo mantidos armazenados nas plataformas Google Drive.

Data Sharing

How will you share the data?

Os dados possiveis serdo apresentados em eventos cientificos nacionais e internacionais e, na medida
em que avancarem as analises dos dados, serdo elaborados na forma de artigo cientifico para submissao
de publicacdao em periddicos da area.



Are any restrictions on data sharing required?

A principio ndo hé restri¢des

Responsibilities and Resources

Who will be responsible for data management?

Os colaboradores integrantes terdo funcGes especificas e serdo responsaveis por gerar determinados
dados. Porém a pesquisadora, orientadora e o co-orientador serdo responsaveis pela organizagao e
direcionamento final dos dados obtidos.

What resources will you require to deliver your plan?

Sera necessario 0 acesso a estrutura fisica do laboratério. Demais recursos sao providos pela FAPESP
(Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S. Paulo)



