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RESUMO

A crise energética mundial aliada aos problemas ambientais tem despertado
grande preocupagdo mundial, aumentando assim a busca por combustiveis mais
‘limpos” que possam substituir os ja existentes. Dentre estes substitutos podemos

destacar os chamados biocombustiveis, como o etanol e o biodiesel.

O uso de microrganismos oleaginosos foi apresentado como uma fonte
alternativa de 6leos e gorduras de baixo custo (Meng et al., 2009). O 6leo produzido por
microrganismos pode ter como substrato qualquer fonte de carbono, incluindo bagagos
e residuos agricolas em geral, evitando tanto a competicdo por areas de plantio como
agregando valor a dejetos de outros setores agricolas. A esta abordagem da-se o nome

de “biocombustiveis de segunda geracao”.

Neste contexto, as leveduras surgem como fortes candidatas a producao de
biodiesel, uma vez que diversas ferramentas de cultivo e manipulagdo ja foram
implantadas especialmente para o uso de leveduras em processos industriais e

biotecnoldgicos.

Entretanto, o emprego de microrganismos selvagens (i.e., ndo domesticados)
limita o controle dos parametros que afetam o processo produtivo, uma vez que as
bioconversdes de interesse dependem de ajustes metabdlicos desconhecidos, e a falta
de conhecimento genético destes microrganismos dificulta a aplicacao de técnicas de
manipulacdo genética. Assim, o presente estudo teve como objetivo “domesticar’ a
linhagem DSM70826 da levedura Lipomyces starkeyi tornando-a de facil manipulagao
genética e tornando-a uma plataforma para posterior introducdo de caracteristicas que
possam melhorar o seu desempenho quanto ao acumulo de lipideos para producao de
biodiesel. Uma vez que foi realizado o sequenciamento do genoma desta levedura
durante trabalho anterior conduzido em nosso laboratério, também objetivamos utilizar
este banco de dados para identificar e estudar alguns genes considerados relevantes
aos processos fermentativos de xilose e também ao acumulo de lipideos, auxiliando a

elucidar as principais rotas metabdlicas envolvidas nestes processos.

Palavras-chave: Levedura, Engenharia genética, Xilose, Lipideos, Transcriptoma
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ABSTRACT

The global energy crisis combined with environmental problems has aroused
great worldwide concern, increasing the search for "cleaner" fuels that can replace
existing ones. Among these substitutes the so-called biofuels, such as ethanol and
biodiesel can be highlighted. In the case of biodiesel, different fat sources are

considered, including vegetable oils, animal fats and recycled oils.

The use of oleaginous microorganisms was presented as an alternative
source of low cost oils and fat (Meng et al., 2009). The oil produced by microorganisms
can use any substrate as carbon source, including bagasse and agricultural waste in
general, avoiding the competition for growing areas and adding value to waste of other

agricultural sectors. This approach is called "second generation biofuels".

In this context, yeasts appear as strong candidates for biodiesel production,
since many manipulation and cultivation tools have been implemented especially for the

use of yeast in industrial and biotechnological processes.

However, the use of wild microorganisms (i.e., non-domesticated) limits the
control parameters that affect the production process, since bioconversions of interest
depend of unknown metabolic adjustments, and lack of genetic knowledge of these
microorganisms hinders the application of genetic manipulation techniques. Therefore,
the present study aimed to "domesticate" the yeast strain Lipomyces starkeyi
DSM70826 making it easy genetic manipulation and making it a platform for subsequent
introduction of features that can improve your performance on lipid accumulation for
production of biodiesel. Since the genome sequencing of this yeast was performed
during previous work conducted in our laboratory, we also aim to use this database to
identify and study some genes considered relevant to xylose fermentation processes
and also to lipid accumulation, helping to elucidate the main metabolic pathways
involved in these processes.

Keywords: Yeast, Genetic Engineering, Xilose, Lipids, Transcriptome.
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INTRODUCAO

As preocupacgdes com a sustentabilidade, escassez de combustiveis fésseis
e aquecimento global, tém proporcionado recentemente um forte incentivo para
pesquisa e desenvolvimento de alternativas mais limpas e renovaveis, incluindo os

biocombustiveis de proxima geragao (Dugar and Stephanopoulos 2011).

Uma das mais importantes fontes de energia renovavel é o biodiesel, sua
producédo tem recebido muita atencao devido as suas caracteristicas biodegradaveis e
baixos niveis de emissdes de produtos de combustdo (Chen et al., 2012). O Biodiesel é
produzido a partir de 6leos, gordura animal e biomassa vegetal, onde os triglicerideos
sao convertidos em ésteres monoalquilicos de acidos graxos de cadeia longa (Lang et
al., 2001, Vicente et al., 2004, Meng et al., 2009).

No entanto, todos estes recursos requerem energia e areas de cultivo para
sua produgcdo em larga escala, competindo diretamente por areas de plantio e por
recursos energeéticos com as culturas agropecuarias (Meng et al., 2009, Vicente et al.,
2009). Assim, apesar dos impactos favoraveis que sua comercializacao pode oferecer,
0s aspectos econémicos envolvidos na produc¢ado do biodiesel de primeira geragéo tém
sido um fator limitante a sua ampla utilizagdo. Sendo assim, tém-se buscado fontes
renovaveis que nao concorram por areas de plantio com outros setores: sdo estes os

chamados ‘biocombustiveis de segunda geracéao’.

Dentre o0s principais recursos disponiveis para a produgdo de
biocombustiveis da segunda geracao, destaca-se a biomassa lignocelulésica por ser
abundante e material de residuo presente em diversos setores da industria. No caso da
biomassa vegetal, apontam-se ainda vantagens ecoldgicas dado que seu uso contribui
com o balango de carbono: o CO2 emitido pela industria é recapturado via fotossintese
pelas plantas que Ihe servem de matéria-prima. O desafio atual é o desenvolvimento de
processos competitivos para a obtencado de biocombustiveis a partir desta biomassa,
viabilizando a producado em larga escala e a custos acessiveis de forma a permitir a

substituicdo dos combustiveis fésseis pelos biocombustiveis.
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Porém para a conversao dessa biomassa lignocelulésica em lipideos, faz-se
necessaria a utilizacdo de microrganismos capazes de fermentar os acucares
encontrados nestes residuos (celulose, hemicelulose) e transforma-los em lipideos.
Neste cenario surgem os chamados Single cell oils (SCO), microrganismos oleaginosos
capazes de acumular grandes quantidades de lipideos, sendo que algumas espécies de
bactérias, fungos, leveduras dentre outros, também se mostram capazes de fermentar
0s agucares mais complexos presentes nestes materiais lignoceluldésicos. Porem muitas
vezes a bioconversdo deste material pelos microrganismos citados nao alcanca a
produtividade desejada. Neste sentido, € fundamental o desenvolvimento de novas
estratégias que permitam aumentar a produtividade do processo de transformacao da
biomassa lignoceluldsica. Neste contexto ferramentas de Biologia molecular, além da
Engenharia genética e Metabdlica surgem como importantes ferramentas no
direcionamento do metabolismo destes microrganismos, visando melhorar suas
caracteristicas naturais e até mesmo introduzindo novas, que tornem viavel sua

utilizac&o industrial.

Sendo assim o presente trabalho, propbée a manipulagdo genética da
levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi, através de técnicas ja conhecidas de
transformacao genética, bem como um estudo transcriptomico de genes ligados a
sintese de lipideos e metabolismo de xilose, duas das principais caracteristicas

apresentadas pela levedura.
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OBJETIVO GERAL
Realizar a domesticagdo genética da levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi,
de forma a torna-la uma plataforma viavel para uso de ferramentas da engenharia
genética, e realizar um estudo da expressdo de genes relevantes aos processos
fermentativos e de producao de lipideos, identificando aqueles que possam servir como

alvos de futuras modificagdes genéticas e metabdlicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenho de primers para o isolamento e manipulacdo das
sequéncias de DNA dos genes-alvo para a domesticacao genética de L. starkeyi,
através da consulta a bancos de dados de seqUéncias nucleotidicas de seu
genoma;

2. A partir das seqglUéncias dos genes-alvo, e utilizando combinacgdes
com genes de resisténcia a antibidticos, construir cassetes integrativos de DNA
para nocautear os genes-alvo de L. starkeyi;

3. Emprego de protocolos para a transformagédo genética de L.
starkeyi;

4. Selecado de genes de L. starkeyi através da analise de sequéncias
nucleotidicas presentes em nosso banco de dados gendémicos, visando analisar
e quantificar a expressado de genes relacionados aos metabolismos de interesse
durante crescimento em xilose, glicose e em meio simulando o conteudo de
carboidratos do hidrolisado hemicelulésico na propor¢cao de 70% de xilose para

30% de glicose, através da técnica de RT-PCR.

X1X



XX



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.A CRISE ENERGETICA MUNDIAL

O consumo de energia tem aumentado exponencialmente nas ultimas
décadas, tendo em vista que as necessidades energéticas sdo cada vez maiores para a
producdo de alimentos, bens de consumo, bens de servico e de producdo, lazer e
transporte. Nos paises em franco desenvolvimento econémico o aumento do consumo
de energia é ainda mais acelerado, uma vez que estes paises necessitam de energia
para continuar desenvolvendo seus parques industriais, modernizando sua agricultura e

melhorando a qualidade de vida da populagédo (Murray and King 2012).

Atualmente o petrdleo e outros combustiveis fésseis ainda sdo a principal
matriz energética mundial, mas desde a década de 70 e 80, com a primeira crise
mundial do petréleo, o modelo energético mundial vem sofrendo duros golpes. A
eminente escassez destes combustiveis de origem nao renovavel e a adocédo de
medidas ambientais que possam diminuir a emissdo de gases poluentes na atmosfera
assinada e ratificada por diversos paises na assinatura do protocolo de Kyoto
acenderam a busca por novas fontes de energia que pudessem suprir a demanda
deixada pelos combustiveis fosseis de maneira sustentavel e “limpa”(O'Neill and
Oppenheimer 2002).

A mudanca na matriz energética mundial é indispensavel, principalmente,
para o setor automobilistico, consumidor potencial da energia proveniente dos recursos
fésseis e maior causador de danos ao meio ambiente. Por este fato, torna-se evidente
que o desenvolvimento de novas tecnologias limpas de combustiveis, como os
biocombustiveis, tem a capacidade de substituir, em partes, a demanda mundial de
combustiveis fésseis no atual mercado energético.
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1.2.COMBUSTIVEIS ALTERNATIVOS

Desde o ano de 2004 o preco do barril de petroleo deixou de ser flexivel e
hoje em dia sua oferta ndo atende a demanda mundial a precos em que a economia
global esteja acostumada (Murray and King 2012). Outras fontes renovaveis que podem
ser convertidas em combustiveis de transporte, tais como, 6leo de xisto, gas de xisto,
gas natural (gas-liquido) e carvao (carvao-liquido), ndao podem substituir o petréleo
convencional por causa de suas reservas limitadas (Murray and King 2012), e
problemas com grandes emissdes de gases causadores do efeito estufa produzidos
durante sua conversao (Caspeta and Nielsen 2013). Tecnologias alternativas como, por
exemplo, células de combustivel, hidrogénio e eletricidade provavelmente ndo terdo um
papel importante em viculos pesados de servico, transporte, aviagdo e por causa de
sua capacidade limitada ou densidade de energia inferior em relacdo aos derivados de
petréleo (IEA, 2010). Os biocombustiveis podem ser usados em motores de combustao
interna de corrente e, portanto, servir como drop-in dos atuais combustiveis fossies,
além da compatibilidade com a infraestrutura atual, o que os torna atraentes para
substituicdo dos combustiveis fésseis de transportes.

Boyle et al. (1998) afirmam que as energias renovaveis tém maior potencial
de utilizacao frente as formas convencionais de energia, como petréleo, carvao e gas
natural, tendo capacidade de substitui-las futuramente. Este fato justifica-se por tais
fontes serem seguras e inesgotaveis, fomentarem o desenvolvimento de pequenos
produtores e a competitividade entre as grandes concessionarias, além de reduzirem

impactos ambientais ocasionados pelos combustiveis fosseis.

De acordo com Grimoni et al. (2004), esta substituicdo também adiciona
diversidade ao fornecimento de energia, principalmente para o setor automobilistico,
que atualmente utiliza metade da producdo mundial dos derivados de petroleo. Os
autores projetam que, caso o aumento anual da frota de automoéveis, Onibus e
caminhdes continue, cerca de um bilhdo de veiculos estardo circulando pelas ruas e
estradas mundiais no ano de 2030. Albadé (2002) acrescenta que o uso das fontes de

energia renovaveis surgiu com a conscientizagdo da humanidade em preservar o
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ambiente e ao mesmo tempo gerar energias alternativas que supram a demanda global.
Dentre os principais combustiveis alternativos ao uso da gasolina estdo o alcool e o

biodiesel.

1.3.0 AVANGO DO BIODIESEL

O biodiesel tem um papel importante no equacionamento das crises
energéticas, uma vez que pode ser aproveitado em sua forma pura ou em mistura com
o diesel de petrbleo, para o transporte de carga ou de passageiros (Goldemberg and
Guardabassi 2009).

O biodiesel é um combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis,
que pode ser obtido por processos como o craqueamento, a esterificagdo ou pela
transesterificacdo. Produzido a partir de gorduras animais (sebo bovino, 6leos de
peixes, banha de porco e 6leo de mocotd), 6leos vegetais (algodao, amendoim, babacu,
canola, dendé, girassol, mamona e soja), 6leos e gorduras residuais (originarios do
processamento doméstico, comercial e industrial) ou de outras fontes oleaginosas
(microrganismos oleaginosos), substitui total ou parcialmente o 6leo diesel de petrdleo
em motores automotivos ou estacionarios. Além disso, pode ser utilizado puro ou
misturado ao diesel de petréleo, tendo denominacdes diferentes para cada proporcéao
de mistura: 2% de Biodiesel ao diesel de petréleo denomina-se B2 e assim
sucessivamente, até o Biodiesel puro, denominado B100 (www.biodiesel.gov.br). No

Brasil o percentual de biodiesel adicionado ao diesel de petréleo tem aumentado
consideravelmente ano apds ano. Inicialmente em 2008 a legislacao prévia a mistura de
2% de Biodiesel ao diesel de petroleo, passando para 5% em 2010, e atualmente,
segundo medida provisoria de maio de 2014, os valores chegaram a 6%, passando a

7% a partir de novembro do mesmo ano.

A viabilidade do uso do biodiesel depende, no entanto, da sua
competitividade econ6mica. Do ponto de vista do usuario, significa que o preco do
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biodiesel na bomba deve ser menor que o do diesel de petréleo. E, para isso, devem

ser utilizados processos e matérias-primas que barateiem os custos de producéo.

No entanto, o processo produtivo do biodiesel derivado de plantas
oleaginosas sustenta-se, atualmente, no processamento de partes nobres de vegetais,
tubérculos e raizes, requerendo grandes extensdes de terra aravel para sua producao
em larga escala. Da mesma forma, o biodiesel derivado de gordura animal requer
grandes investimentos para a alimentagdo, manejo e pastagens de animais. Assim, o
biodiesel produzido atualmente n&o pode atender a demanda real do mercado,
podendo ser utilizado para suprir apenas uma pequena fragao do setor de combustiveis
para transportes. A fim de atender a demanda crescente de produgdo de biodiesel,
outras fontes de producéo de 6leo foram exploradas. Recentemente, o desenvolvimento
de processos para a producédo de éleo em microrganismos oelaginosos heterotroficos,
denominado “single cel oil” (SCO), provocou uma atencao significativa (Azocar et al.,
2010). Assim, estes microrganismos surgem como uma importante alternativa para a
producdo de biodiesel, introduzindo novos substratos para a obtencdo do Oleo,

reduzindo a necessidade de areas cultivaveis e, assim, barateando o custo final.

1.4.UTILIZACAO DE MICRORGANISMOS NA PRODUGAO DE BIODIESEL

Microrganismos oleaginosos s&o definidos como aqueles capazes de
acumular mais de 20% de seu peso corporal seco na forma de lipideos (He et al.,
2010). Estes organismos tém sido freqiientemente estudados e caracterizados para a
producédo de 6leos e gorduras como uma alternativa a origem agricola e animal (Zhao
et al., 2008).

Estes microrganismos possuem principalmente a capacidade de acumular
lipideos na forma de triacilgliceréis (TAG). A ocorréncia de TAG é comum a todos os
organismos eucaribticos, tais como fungos, plantas e animais, considerando que foi
raramente descrito em bactérias (Meng et al., 2009).
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A Tabela 1 apresenta algumas das principais espécies oleaginosas e
respectivos conteudos de lipideo, conforme originalmente apresentado por Meng et al.
(2009).

Tabela 1: Conteudo lipidico das principais espécies oleaginosas com potencial na industria de

biocombustiveis.

Conteudo Conteudo
Espécies lipidico (% Espécies lipidico (%
peso seco) peso seco)
Microalgas Leveduras
Botryococcus braunii 25-75 Candida curvata 58
Cylindrotheca sp. 16-37 Cryptococcus albidus 65
Nitzschia sp. 45-47 Lipomyces starkeyi 64
Schizochytrium sp. 50-77 Rhodotorula glutinis 72
Bactérias Fungos
Arthrobacter sp. >40 Aspergillus oryzae 57
A netoba_cter 27-38 Mortierella isabellina 86
calcoaceticus
Rhodococcus opacus 24-35 Humicola lanuginosa 75
Bacillus alcalophilus 18-24 Mortierella vinacea 66

Fonte: Meng et al., 2009.

Apesar de existirem diversos tipos de microrganismos oleaginosos, nem
todos estdo disponiveis para producdo de biodiesel principalmente pela composicao
dos acidos graxos encontrados nestes organismos (Meng et al., 2009).

Dentre os microrganismos oleaginosos, os que tém sido alvo constante de

estudos sdo as leveduras oleaginosas, devido a sua capacidade de acumular grandes
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quantidades de lipideos e suas elevadas taxas de crescimento (Hassam.,et al., 1996).
Alguns géneros como, Rhodosporidium, Rhodotorula e Lipomyces, podem acumular
lipidios intracelulares que atingem até 70% do peso de sua biomassa seca (Meng et al.,
2009). As leveduras oleaginosas conseguem acumular triacilglicerdis ricos em acidos
graxos poliinsaturados, como oléico (18:1) e linoléico (18:2), juntamente com acidos
palmitico (16:0) ou palmitoléico (C16: 1) sdo os acidos graxos mais freqientes (Meng et

al., 2009). A Tabela 2 apresenta o perfil lipidico de algumas leveduras oleaginosas.

Tabela 2: Composicdo lipidica das principais leveduras oleaginosas.

Percentagem relativa dos principais residuos de acidos graxos (%)

Acido acidos Acido . .. Acido
- . L. Acido oléico e
Levedura palmitico palmitoléico estearico (C18:1) linoléico
(C16:0) (C16:1) (C18:0) ' (18:2)
Lipomyces 33 4.8 4.7 55.1 1.6
starkeyi
Rhodoturula 18 1 6 60 12
glutinis
Rhodoturula 4 1.1 7.7 54.6 2.1
toruloides
Cryptococcus
aIbidus 16 1 3 56 nd
Yarrowia 11 6 1 28 51
lipolytica

Fonte: Li et al., (2008).

As leveduras oleaginosas mais profundamente investigadas pertencem aos
genéros Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporodium, Cryptococcus e Lypomyces
(Li et al., 2008, Rossi et al., 2009, Ageitos et al., 2011).

As diferentes espécies de Lipomyces apresentam uma grande propensao ao
acumulo de triacilgliceréis. Este género pertence a ordem e Saccharomycetales e
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representa um ramo Unico na evolucdo dos Ascomycotas (Vanderwalt 1992). Sao
habitantes exclusivos de solo e possuem uma distribuicdo mundial. Sua capacidade de
produzir lipideos utilizando diferentes fontes de carbono, tais como, xilose, etanol, e a L-
arabinose, ou usando uma mistura de glicose/xilose (Zhao et al., 2008, Tapia et al.,
2012, Anschau et al., 2014) e xilose/celobiose (Gong et al., 2012), bem como outros
residuos (Angerbauer et al., 2008) tornaram a levedura Lipomyces starkeyi um potencial

alvo para producgéo de 6éleos microbianos.

O recente desenvolvimento de potentes ferramentas biotecnoldgicas tais
como processos fermentativos em larga escala, engenharia genética e metabdlica
aplicados a microrganismos, acabou impulsionando ainda mais a utilizagdo dos

chamados 6leos microbianos.

A engenharia genética tornou-se uma importante ferramenta de auxilio na
producédo de 6leo a partir de microrganismos. De acordo com Meng et al., (2009), o
avanco da engenharia genética e suas técnicas (recombinacao de DNA, mutacéo sitio
dirigida, entre outras), abriram a possibilidade para que determinados componentes de
certos Oleos se tornassem commodites comercializaveis, sobretudo devido a
modificacdes no genoma destes microrganismos que permitem manipular a sintese ou

inibicdo das mais variadas moléculas.

Diversos estudos ja tém utilizado a engenharia genética e metabdlica a fim
de obter microrganismos oleaginosos com caracteristicas favoraveis, que possam servir
como verdadeiras “fabricas celulares”, produzindo e estocando composto de interesse
industrial. Dentre as leveduras, vale destacar os trabalhos conduzidos com Yarrowia
lypolitica (Groguenin et al., 2004, Beopoulos et al., 2008, Dulermo and Nicaud 2011,
Fan et al., 2013, Xue et al., 2013, Zhang et al., 2013, Blazeck et al., 2014), que possui
grande capacidade de acumular lipideo (>50%), e Saccharomyces cerevisae (Froissard
et al., 2009, Hong and Nielsen 2012, Tang et al., 2013, Runguphan and Keasling 2014)
uma espécie convencional de levedura amplamente caracterizada e utilizada em
processos fermentativos. Ambas as espécies citadas sao as principais fontes de estudo
bioquimico sobre o acumulo de lipideos em leveduras (Beopoulos et al., 2008, Kohlwein

2010).
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Demais organismos oleaginosos como os fungos do genéro Mortierella sp,
Aspergillus sp., as bactérias da espécie Escherichia coli, além das algas do genéro
Chlamydomonas sp. também sao alvos da engenharia genética e metabdlica (Liang
and Jiang 2013).

Porém para a utilizacdo de ferramentas de engenharia genética e
metabdlica, faz-se necessario um conhecimento prévio do genoma do organismo. Para
tanto diversos organismos oleaginosos tiveram seu genoma parcialmente ou

completamente sequenciados.

A seguir, a Tabela 3 mostra os principais microrganismos oleaginosos que
possuem seu genoma parcialmente ou totalmente sequenciado, conforme

disponibilizado no GenBank/ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/).

Tabela 3: Dados do genoma de microrganismos oleaginosos de interesse industrial.

Dados de publicacao do genoma

Microrganismo Status Data Consorcio/Centro de pesquisa
Levedura
Yarrowia lypolitica Completo 02/07/2004 Genolevures,Franga
Rhodoturula glutinis Completo 13/02/2014 Mississipi state university, USA
Rhodoturula graminis em progresso - DOE joint genome institute, USA
Microalgas
Botryococcus brauni em progresso - DOE joint genome institute,USA
Chlorella vulgaris Completo 16/09/2010 DOE joint genome institute, USA
Chlamydomonas reinhardtii Completo 06/02/2006 DOE joint genome institute,USA
Fungo
Aspergillus oryzae Completo 20/12/2005 NITE,Japao
Bactérias
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Arthrobacter sp Completo 13/08/2004 DOE joint genome institute, USA
Acinetobacter calcoaceticus Completo 05/08/2010 Biotechnology Research Institute, China

Rhodococcus opacus Completo 12/03/2009 NITE,Japéo

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/. Consulta feita em 17/03/2014.

1.5.METABOLISMO DE XILOSE POR LEVEDURAS

Materiais lignocelulésicos contendo celulose, hemicelulose e lignina séo
recursos organicos renovaveis abundantes, que podem ser utilizados para a producao
de energia e produtos bioquimicos (Weber et al., 2010). A conversdo de ambas as
fracbes de hemicelulose e celulose para producdo de compostos bioquimicos estao
sendo intensamente estudada nos ultimos anos. Entre 23% e 40% da biomassa
lignocelulésica é constituida de hemicelulose, sendo seu principal componente a xilose
(Jin et al., 2003). A xilose € o segundo carboidrato mais abundante na natureza, e sua
fermentacao visando a producao de biocombustiveis pode se tornar uma alternativa de

combustiveis futuros.

Os microrganismos, tais como leveduras e bactérias, sdo essenciais para
fermentacdo de xilose. Os tamanhos maiores das células, paredes mais espessas,
melhor crescimento em baixo pH, requisitos nutricionais menos rigorosos, € maior
resisténcia a contaminacao, dao vantagem as leveduras em relacao as bactérias em se
tratando de processos fermentativos comerciais (Jeffries and Jin 2004).

Entretanto, enquanto os processos fermentativos envolvendo glicose
ocorrem normalmente utilizando leveduras convencionais como Saccharomyces
cerevisae, a utilizacdo de xilose para este tipo de bioconversdo apresenta grandes
desafios, uma vez que nao pode ser metabolizada pela grande maioria destas
espécies, bem como pela maioria das leveduras de uso industrial. O mesmo ocorre
para as principais leveduras oleaginosas que em sua maioria ndo possuem a

capacidade de assimilar a Xilose como fonte de carbono, caracteristica esta relatada na
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literatura nos genéros Lipomyces sp., Candida sp., Rhodotorula sp. (Anschau et al.,
2014).

Varias abordagens de engenharia metabdlica tém sido utilizadas para a
construgdo de linhagens recombinantes capazes de fermentar xilose, como a
introducdo de genes heterdlogos capazes de assimilar prontamente a xilose, tais como
xilose redutase (XYL1) e xilitol desidrogenase (XYL2) provenientes da levedura Pichia
stipitis, na levedura fermentativa convencional Saccharomyces cerevisiae (Jeppsson et
al., 2006). No entanto, a eficiéncia da fermentacdo da xilose pelas linhagens
recombinantes de S. cerevisiae € relativamente baixo em comparagcdo com a de
glicose. Foi proposto que varios fatores (Salusjarvi et al., 2008), tais como o equilibrio
de co-factores redox , o nivel de absorcdo de xilose , a capacidade das vias
metabdlicas , e a regulagdo da expressao de determinados genes estdo envolvidos na
limitagdo do metabolismo de xilose das leveduras S. cerevisiae geneticamente
modificadas. Assim, estudos recentes tém-se centrado na analise genbmica e
funcionais de linhagens reconhecidamente fermentadoras de xilose em comparacéo
com as linhagens nédo fermentadoras para identificar e utilizar os genes envolvidos no
metabolismo de xilose (Jeffries et al., 2007, Agbogbo and Coward-Kelly 2008,
Wohlbach et al., 2011).

A via da pentose fosfato (PPP) é a rota bioquimica para o metabolismo de
xilose, sendo encontrada em virtualmente todos os organismos celulares. Sua principal
funcdo é fornecer D-ribose para a biossintese de acidos nucleicos, D-eritrose 4-fosfato
para a sintese de aminoacidos aromaticos e NADPH para reagdes anabdlicas. A via da
pentose fosfato é dividida em duas etapas. A primeira, conhecida como fase oxidativa,
consiste na conversao de glicose-6P em ribulose-5P. A segunda fase, conhecida como
fase nao-oxidativa, consiste na conversdo de ribulose 5P em ribose 5P, xilulose 5P,
sedoheptulose 7P, eritrose 4P, frutose 6P e gliceraldeido 3P (Kruger and von
Schaewen 2003, Jeffries and Jin 2004).

Em leveduras, fungos filamentosos e outros eucariotos, a conversdao de
xilose em xilose 5P acontece em dois passos, via uma reducao e posterior oxidagao,

que sdo mediadas pelas enzimas xilose redutase (XYL1, Xyl1p) e xilitol desidrogenase
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(XYL2, Xyl2p), respectivamente (Jeffries et al.,, 2007). A Figura 1 sintetiza o
metabolismo de xilose, glicose e a via da pentose-fosfato em leveduras.

D-Glicose

Glicose-6P Glicona-o-Lactona-6P % D- Xilose
% 6-Fosfogliconato NAD(P)H

e =%

NADP+
NADPH @ Xilitol

Frutose-6P % Ribose-5P 4—— Ribulose-5P NAD+

% D-Xilulose NADH
ﬁ ATP

Xylulose-5P

o . Eritrose 4P
Dihidroxicetona

Fosfato Sedoheptulose 7P
NADH'\ Gliceraldeido 3P
Glicerol Gliceraldeido 3P
IADH
2 ATP Frutose 6P

Piruvato

Figura 1: Rota do metabolismo de pentoses em leveduras. A via das pentoses fosfatos (PPP) possui 2
fases, sendo a oxidativa, representada pelas setas vermelhas, e constituida pelas enzimas Glicose-6-
fosfato desidrogenase (ZWF1), Gluconolactanase (PGl1), 6-fosfogliconato desidrogenase (GND1). A fase
nao oxidativa é representada pelas setas de cor azul, sendo constituida por D-ribulose-5-fosfato 3-
epimerase (RPE1), ribose-5-fosfato ketol-isomerase (RKI1), transketolase (TKL1) e transaldolase (TAL1).
Em leveduras que degradam D-Xilose, sua conversao em Xilulose 5P, se da através da rota representada
pelas enzimas D-xilose redutase (XYL1) e Xilitol desidrogenase (XYL2). Adaptado de Jeffries et al., (2007).

Porém essa via de metabolismo de xilose, por apresentar 2 reacdes
oxiredutases, apresenta um conhecido problema de desbalango energético quando em
anaerobiose, uma vez que nao ha possibilidades de regeneracao dos cofatores NAD+ e
NADPH, o que gera um acumulo de xilitol na célula e redugéo na assimilagéo de xilose.
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Enquanto a enzima Xyl1 aceita tanto NADH ou NADPH como cofator, a segunda
enzima desta via, xilitol desidrogenase ou Xyl2, aceita apenas NAD+. No entanto, Xyl1
possui uma maior afinidade ao NADPH em relacdo ao NADH, utilizando-o
preferencialmente. O acoplamento das atividades de Xyl1 e Xyl2, por conseguinte,
tende a provocar o consumo de NADPH e acumulo de NADH (Jeffries et al., 2007).

Existem pelo menos duas outras vias para o catabolismo de xilose que foram
descritas apenas em procariotos (Weimberg 1961, Dahms 1974, Stephens et al., 2007).
Comum nestas duas vias € o fato da xilose ser oxidada pela enzima xilose
desidrogenase (XyIB). A enzima XyIB oxida xilose a Xilonolactona (xilono-1,4-lactona) ()
utilizando NAD+ ou NADP+ como co-fator. A xilonolactona é entdo hidrolisada a acido
xilénico (xilonato) por uma xilonolactanase (XylC). Na préxima etapa, uma desidratase
(XyID) converte o acido xilébnico a 2-ceto-3-desoxi-Xilonato. Para a continuacdo da
conversdao de 2-ceto-3-desoxi—xilonato, dois caminhos diferentes sdo possiveis. No
primeiro caminho, uma aldolase (KDXA) divide o substrato em gliceraldeido e piruvato
(Dahms 1974). No segundo caminho, uma desidratase converte a molécula de 2-ceto-3-
desoxi-xilonato em uma molécula de a-cetoglutarato semialdeido, o qual é
subsequentemente oxidado por uma desidrogenase NAD* dependente, a uma molécula
de de a-cetoglutarato (Weimberg 1961).

Porém, esta rota que parece atipica de fungos e outros eucariotos, esta
presente em espécies de bacterias como Pseudomonas (Dagley and Trudgill 1965),
Gluconobacter ssp, Caulobacter crescentus e Haloarcula marismortui (Toivari et al.,
2010). Em bactérias, esta rota é estudada devido a sua utilizagado industrial visando a
producdo de D-xilonato, conhecido industrialmente como acido xilénico, que possui
potencial utilizacdo como agente quelante na dispersdo de concreto, precursor para
compostos tais como os co-poliamidas, poliésteres, hidrogéis, e 1,2,4-butanotriol, e
também uma alternativa barata ao acido glucénico, extensamente utilizado (80
kton/ano) em industrias farmacéuticas, alimenticias, adesivas, pinturas e corantes
(Toivari et al., 2012).

Esta rota alternativa para o metabolismo de xilose é apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Rota alternativa de metabolismo de xilose, mostrando seus subprodutos e destacando em
vermelho os genes que codificam as enzimas necessarias as reagdes da via. Na primeira etapa da via,
mediada pela enzima xilose desidrogenase (XyIB), ocorre a oxidacdo da molécula de D-Xilose convertida
em D-Xilonolactona, utilizando NADP+ como aceptor de elétrons. Posteriormente a molécula de D-
Xilonolactona é convertida em D-Xilonato pela enzima xilonolactanse (XyIC). Na terceira etapa D-Xilonato
é metabolizado, pela enzima xilose desidratase (XylD), em 2-Dehidro-3-Deoxi-Xilonato. Estd molécula
pode seguir duas vias distintas, na primeira conhecida como via de Dahm, a molécula é metabolizada em
Piruvato e Gliceraldeido pela enzima 2-Dehidro-3-Deoxi-Xilonato aldolase (KDXA), enquanto na outra via
a mesma molécula é convertida em 2-oxoglutarato e redirecionada para o Ciclo do Acido Citrico.

Adaptado de Stephens et al. (2006).

Recentemente, leveduras como Saccharomyces cerevisae e Kluyveromyces
lactis, foram geneticamente modificadas para a producao de Acido Xilonico, através da
insercao de genes que codificam a enzima XylB obtida do fungo Trichoderma reesei
(Toivari et al., 2012). Segundo o mesmo autor, a levedura Kluyveromyces lactis
apresentou vantagens em relacao a producao de acido xilébnico, quando comparado a
espécie Saccharomyces cerevisae. Porém, este estudo salienta que S. cereviseae néao
possui robustez para tolerar os hidrolisados hemiceluldsicos, o que abre espacgo para
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estudos de linhagens de leveduras que, além de naturalmente consumirem Xxilose,
também sdo capazes de tolerar os compostos provenientes de hidrolisado

hemicelulésico, visando a produgéo de acido xilbnico.

Sequéncias de genes de varias possiveis enzimas D-Xilonolactanases foram
identificadas recentemente (Johnsen and Schonheit 2004, Brouns et al., 2006,
Stephens et al., 2007), mas as enzimas ainda nao foram profundamente estudadas. O
mecanismo de transporte, bem como a forma linear ou lactona do &cido xilénico (D-
Xilonato) em linhagens de producao intracelular, ainda é desconhecida (Toivari et al.,
2012).

1.6.SIiNTESE DE LIPIDEOS EM LEVEDURAS

O acumulo de lipidios em microrganismos oleaginosos comega a partir da
exaustao de determinado nutriente no meio, geralmente nitrogénio, e um excesso de
carbono, que passa entdo a ser assimilado e convertido em triacilgliceréis (TAG) pelas

células.

Nas leveduras, o acumulo de lipideos € um processo conhecido como
sintese “de novo”, em que uma série de reagdes de [3-oxidacao “quase invertida” levam
a transformacéao de acetil-CoA, produzido por metabolismos intermediarios, em &cidos
graxos intracelulares, onde estes sédo esterificados com glicerol, produzindo lipideos
estruturais (fosfolipideos e esfingolipideos) ou de reserva (TAG) (Papanikolaou and
Aggelis 2011).

Diversos tipos de carboidratos, além da glicose, vém sendo utilizados como
substrato para a biossintese “de novo” de lipideos em microrganismos oleaginosos.
Dentre estes substratos vale destacar o crescente uso da xilose devido, principalmente,
a sua abundancia em materiais lignoceluldsicos, e também as perspectivas quanto a
utilizacdo deste substrato como base para geracao de biocombustiveis de 2° geracao
(Zhao et al., 2008, Fakas et al., 2009, Huang et al., 2009, Shuai and Pan 2010).
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Fazendo uma anadlise estequiométrica da producédo de acetil-CoA (unidade
basica para sintese de lipideos), verifica-se uma aproximacao entre a utilizacdo de
glicose e xilose, sendo que a utilizacao de 100g (0,56 mols) de glicose como substrato
gera aproximadamente 1,1 mols de acetil-CoA, enquanto a utilizagdo de 100g (0,66
mols) de xilose, pela via das pentoses fosfato, gera cerca de 1,0 mol de acetil-CoA
(Papanikolaou and Aggelis 2011).

A analise bioquimica da sintese “de novo” de lipideos deve ser realizada a
partir da investigacao de dois processos distintos dentro do microrganismo oleaginoso.
Primeiramente é necessario investigar o metabolismo intermediario capaz de produzir
acetil-CoA, uma vez que estudos demonstraram que a capacidade das leveduras
oleaginosas acumularem grandes reservas de lipideos reside na sua capacidade de
produzir grandes quantidades de acetil-CoA (Ratledge 2004). Assim, juntamente a
elucidacao destes metabolismos intermediarios, segue-se a investigacao da biossintese
de TAG.

A mudanca de concentracao intracelular de metabdlitos, como o nitrogénio,
aparece como o elemento chave do desencadeamento do processo de acumulo de
lipideos em leveduras oleaginosas. Na maioria dos estudos, a deplecao de nitrogénio
do meio de cultura tém demonstrado excelentes resultados em relacdo ao aumento da
quantidade de lipideos acumulados, sendo estas rotas de acumulo a partir da deplecéao

de nitrogénio ja completamente elucidadas (Papanikolaou and Aggelis 2011).

A exaustao de nitrogénio no meio de cultura e, consequentemente, dentro da
célula causa uma diminuigdo na concentragdo de AMP (adenosina monofosfato), uma
vez que esta molécula é clivada em IMP (inosina monofosfato), liberando um ion NH,*
que serd utilizado como fonte de nitrogénio para sintese de materiais indispensaveis a
célula. Segundo Papanikolaou and Aggelis (2011), a queda nas quantidades de AMP
intracelular tem como consequéncia uma alteragao funcional no ciclo de Krebs, uma vez
que a molécula de AMP funciona como ativador alostérico da enzima NAD(P)+
isocitrato desidrogenase (ICDH), responsavel pela conversdao de isocitrato em a-
cetoglutarato, um dos componentes do Ciclo de Krebs (Evans and Ratledge 1985,

Wynn et al., 2001, Papanikolaou et al., 2004).
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Sendo assim, o isocitrato se acumula nas mitocéndrias, sendo convertido em
citrato pela enzima aconitato citrase (ACO1). O citrato acumulado nas mitocéndrias
atinge um nivel critico, sendo entéo transportado para fora da mesma através de uma
troca que permite a entrada de malato nas mitocdndrias (Evans et al., 1983).
Finalmente, fora da mitocdndria, o citrato é clivado pela enzima ATP-citrato liase (ATP-
CL) em acetil-CoA e oxaloacetato.

Segundo Boulton and Ratledge (1981), a enzima ATP-citrato liase (ATP-CL)
€ a enzima-chave no acumulo de lipideos em leveduras oleaginosas, uma vez que é
responsavel pela conversdao do citrato presente no citoplasma em acetil-CoA. A
possibilidade da molécula de acetil-CoA ser sintetizada a partir do piruvato citosoélico
pela acao da enzima piruvato desidrogenase (PDH1) foi descartada pelos autores apos
verificarem que esta enzima é essencialmente mitocondrial. O esquema das vias

metabdlicas descritas acima pode ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo do metabolismo intermediario para producdo de Acetil-CoA , em meio pobre
em nitrogénio, a partir de metabolismo de xilose, passando pela via das pentoses fosfato (PPP).
Adaptado de (Papanikolaou and Aggelis (2011)).

Uma vez produzida, a molécula de acetil-CoA é utilizada para biossintese de
lipideos intracelulares. A primeira reagdo é a conversdo de acetil-CoA em malonil-CoA,
em uma reacao catalisada pela enzima acetil-CoA dependente de biotina (Ratledge and
Wynn 2002). Esta enzima mostrou-se ativada pelo acumulo de citrato em leveduras
oleaginosas da espécie Candida sp 107 (Gill et al., 1977).

A molécula de malonil-CoA sofre um ciclo de elongacédo, sendo convertida
em acil-CoA, que € utilizado na sintese de diacilglicerol (DAG) e posteriormente

triacilglicerol (TAG) pela via de a- acetilagdo do glicerol fosfato, como ilustrado abaixo
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(Beopoulos et al., 2008). As reacdes de sintese de lipideos podem ser visualizadas na

Figura 4.

Acetil-CoA

Malonil-CoA DHAP <«——— Glicolise

k] cza| e

G-3-P «<—— Glicerol

Acil-CoA
) LPA
Acil-CoA
on
PA
DAG
Acil-CoA
>
CoA
TAG

Figura 4: Sintese da molécula de TAG a partir da molécula de Acetil-CoA. A sintese de TAG necessita das moléculas
de Acil-CoA e G-3-P (Glicerol-3-Fosfato), sendo estd molécula oriunda de moléculas de glicerol, através da agdo de
uma enzima glicerol kinase (GUT1), ou sintetizado diretamente pela molécula de DHAP (dihidroxicetona fosfato)
através da enzima G3P dehidrogenase (GPD1), essa reacgdo é reversivel e comandada por outra G3P dehidrogenase
(GUT2). Trés moléculas de Acil sdo adicionadas a molécula de G-3-P até o processo final de sintese de TAG, através
de 4 passos enzimaticos. Primeiramente uma molécula de Acil é adicionada a posicdo snl da estrutura da G-3-P,
pela enzima G-3-P aciltransferase (SCT1), formando LPA (acido lipofosfatidico). No segundo passo outra molécula
de Acil é adicionada agora ao LPA, pela 1-Acil G3P Aciltransferase (SLC), gernado a moléculade acido fosfatidico
(PA), que é entdo fosforilado a molécula de diacilglicerol (DAG), pela PAP (PA fosfohidrolase). Finalmente na dltima
etapa mais uma molécula de Acil é adicionada na posi¢do sn3 da DAG, pela enzima DAG acil transferase (DGA2),
gerando a molécula de Triacilglicerol (TAG). Adaptado de Beopoulos et al., (2008).
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JUSTIFICATIVA

Diante da crescente busca por reduzir a dependéncia mundial dos
combustiveis fésseis e seus derivados, diversos estudos apontam para a utilizagao de
biocombustiveis renovaveis, uma vez que constituem alternativas limpas e
economicamente viaveis. Dentre estes biocombustiveis, podemos destacar a utilizagéo
de biomassa como substrato para a producdao dos chamados combustiveis de segunda

geragao.

Entre as fontes de biomassa para uso em substituicdo parcial das fontes
fésseis, as de origem vegetal sobressaem-se uma vez que sao abundantes e permitem
equilibrar o balanco da emissao de carbono. Porém, a utilizacdo de partes nobres da
biomassa vegetal para producdo de biocombustiveis concorre com sua utilizagcao por
outros setores industriais, como a industria alimenticia, causando problemas de ordem

econdmica e ética que inviabilizariam o processo.

Sendo assim, a utilizacdo de residuos vegetais, como bagacgo e palha, tem
se mostrado uma alternativa interessante ao uso de biomassa para producédo de
moléculas importantes para a industria energética. Para conversédo desta biomassa em
moléculas de interesse, a utilizacdo de microrganismos oleaginosos tem se mostrado
uma estratégia promissora, uma vez que constitui um processo limpo, renovavel e

amplamente utilizado industrialmente.

Neste contexto, a engenharia genética € uma importante ferramenta para
adequar estes microrganismos ao processo industrial e também aumentar sua
produtividade e rentabilidade, seja através da insercdo ou delegdo de genes, ou pela
elucidagéo de vias metabdlicas. Entretanto, o emprego de microrganismos selvagens
(i.e., ndo domesticados) limita o controle dos parametros que afetam o processo
produtivo, uma vez que as bioconversdes de interesse dependem de ajustes
metabdlicos desconhecidos, e a falta de conhecimento genético destes microrganismos
dificulta a aplicacdo de técnicas de manipulacdo genética. Assim, dado o potencial uso
da levedura Lipomyces starkeyi para uso na conversao de biomassa vegetal em
lipideos para a producdo de biodiesel, este trabalho tem como objetivo principal a
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utilizacdo de técnicas de engenharia genética para sua domesticacdo, buscando obter
uma levedura com uma marca seletiva auxotréfica capaz de facilitar sua manipulacao
laboratorial e, assim, melhorar o seu desempenho quanto ao acumulo de lipideos e
metabolismo de xilose, além de obter também um conhecimento do funcionamento das
vias de metabolismo de xilose e acumulo de lipideo através da anadlise transcriptémica

dos principais genes ligados a estes processos na levedura Lipomyces starkeyi.
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2. CAPITULO |: ENGENHARIA GENETICA E TRANSFORMAGCAO DA LEVEDURA LIPOMYCES
STARKEYI

2.1.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os esforcos para a engenharia genética da levedura de interesse ao
presente projeto foram conduzidos visando sua domesticacdo. Para isto, montamos
uma estratégia visando realizar a delecdao do gene URA3 (que codifica a enzima
orotidine 5-P descarboxilase) presente no genoma da levedura, de forma a obter um
mutante auxotréfico para a uracila. A auxotrofia neste caso pode ser definida como a
incapacidade da levedura em produzir um composto necessario a sua sobrevivéncia, no

caso o aminoacido uracila.

Para a delecédo deste gene foi montado um cassete integrativo, ou seja, um
DNA exdgeno que contém uma sequéncia de nucleotideos com similaridade ao gene
alvo que se deseja modificar no genoma da levedura selvagem. O cassete integrativo é
composto por 3 fragmentos: (1) a sequencia do gene KanR (que codifica a enzima
kanamicina nucleotidiltransferase) obtido a partir do plasmideo comercial
pFA6aKanMX4; (2) a regido upstream do gene ura3 e (3) a regidao downstream do gene

uras.

Estes ultimos fragmentos foram obtidos do genoma da levedura Lipomyces
starkeyi, pois sao eles que carregam a similaridade as regiées do gene a ser deletado.
Esta similaridade permite que o cassete seja integrado no local do gene-alvo,
deletando-o do genoma por recombinacdao homdloga. Os fragmentos obtidos possuem
uma longa regido de similaridade (1000pb), pois além de garantir a especificidade,
inclui regides importantes como promotores e reguladores de expressao do gene.

A Figura 5 apresenta um esquema da montagem do cassete e respectivos

primers utilizados.
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Figura 5: Esquema de amplificacdo dos fragmentos upURA (upstream) e dwURA (downstream), a partir
do genoma de L. starkeyi, e do gene KanR, a partir do plasmideo pFA6aKanMX4. E possivel visualizar
também a montagem do cassete integrativo (Aura3). Os primers 112 e 115 possuem uma regido mais
extensa que possui similaridade aos primers que amplificaram a Regido ORF do gene KanR, o que facilita
a posterior montagem do cassete.

Conforme ilustrado na Figura 5, os primers foram desenhados de maneira a
terem uma regido complementar entre eles, para permitir que os fragmentos upURA e
dwURA possam anelar as extremidades do fragmento KanR. A complementaridade
entre upURA e kanR é dada pelos primers 112 e 113, e entre dwURA e kanR pelos
primers 114 e 115. Essa complementaridade permite que os proprios fragmentos sirvam

como primers durante o inicio da reacdo de Assembly PCR.

A estratégia de substituicdo da regido codificante do gene ura3 pelo gene
kanR nos permite ter uma selecdo dupla dos possiveis transformantes: a primeira
selecao se da pela resisténcia dos mutantes Aura3 ao antibiético geneticina (G418), a
qual se deve a presenca do gene de resisténcia KanR no cassete. Assim, sua

integracao no genoma da levedura confere resisténcia a geneticina.
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A segunda selecdo acontece pela propria delecdo do gene URAS,
conferindo-lhes uma marca auxotréfica para uracila. Neste caso, é possivel selecionar
os mutantes Aura3 através de crescimento em meio 5-FOA (5-Fluorouracil-4-acido
carboxilico). Este meio € um agente seletivo no qual os microrganismos “ura+” (que
possuem o gene URAS3 intacto) ndo sao capazes de crescer, pois, a atividade da
enzima orotidina 5-fosfato descarboxilase converte o 5-FOA no composto tdéxico 5-
fluororacil, causando a morte das células. Assim, apenas os transformantes “ura-“ seréo

capazes de crescer neste meio de cultura.

Porém, esta segunda forma de selecdo contém um problema associado a
manifestacdo do fendtipo: em organismos dipléides a mutacdo deve ocorrer
simultaneamente em ambas as copias do gene alvo, caso contrario a transformacao
nao € detectada pelo fenétipo. Em certas leveduras, como S. cereviseae, é possivel
contornar este problema realizando a transformacao na fase haploide, uma vez que
essa fase é estavel em meio de cultura apropriado. Porém, muitas leveduras nao
possuem fase haploide estavel, ocorrendo rapida fusdo de esporos para formar o
dipléide. Neste caso, torna-se mais dificil realizar as transformacdes genéticas, sendo
normalmente necessaria a construcao de dois cassetes contendo marcas de selecao
distintas, de forma a acompanhar a integracdo nas duas copias do gene através da

resisténcia a dois antibiéticos, simultaneamente.

Outra estratégia de transformacgao a ser testada consistia na utilizagdo de um
plasmideo contendo uma origem de replicagdo (2 um) e a regidao codante de um gene
que confira uma marca de resisténcia a geneticina (KanR). Sendo assim a correta
transformacao da levedura com o plasmideo modificado, tornaria a mesma resistente

ao antibidtico geneticina, atuando assim como uma marca de selegéao.

A estratégia de insercao de um plasmideo contendo fragmento de origem de
replicacdo em leveduras (2 um) foi sugerida pelo Prof. Dr. Juan Lucas Argueso, Duke
University-EUA. Este fragmento confere uma capacidade replicativa ao plasmideo no
interior da levedura. Esta estratégia foi usada para testar alguns parametros, tais como
a captacdao de DNA pela célula, expressao fenotipica e recombinacao homologa, que

podem estar interferindo na transformacgao.
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A possivel transformacao da levedura com o plasmideo 2um indicaria que o

problema encontra-se na recombinacdo homologa entre o cassete e o gene alvo.

O experimento foi conduzido primeiramente visando a montagem do
plasmideo YEp352, através da utilizagdo de enzimas de restricdo e posterior ligacdo
dos fragmentos que constituirdo o plasmideo modificado. Em seguida esse plasmideo
foi utilizado para transformacao de bactérias da linhagem DH10B de E.coli, tanto para
confirmagdo da montagem como para facilitar os esforcos de preparagdo de grandes
quantidades de plasmideo antes dos procedimentos de transformacgédo. Obtida a
confirmacédo da correta montagem do plasmideo modificado YEp352, prosseguimos

com a transformagéo da levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi.

2.2.MATERIAL E METODOS:

2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Linhagem de levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi DSM70826 utilizada
para a producao de lipideos no projeto desenvolvido no convénio Shell-Unicamp. Foi
usada para a aplicacao das técnicas de domesticacao e fermentacgéao.

Linhagem Dh10b de bactéria Escherichia coli utilizada na clonagem e
multiplicacdo dos plasmideos. Genoétipo: F mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80d/acZAM15 AlacX74 endA1 recA1 deoR A(ara,leu)7697 araD139 gall gaK nupG
rpsL A

As cepas de leveduras encontravam-se preservadas em meio YPD sélido a
4°C. E as bactérias preservadas em glicerol 10% a -80°C.
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2.2.2. MElos DE CULTURA

- YPD: Meio completo composto por extrato de levedura (3g/L), peptona
(5,0g/L) e glicose (10g/L).Para a selecdo dos transformantes integrativos o meio foi
suplementado com antibioticos apropriados e geneticina (0,2mg/ml).

- YPD/Sorbitol: Meio YPD adicionado de sorbitol, utilizado como estabilizante
osmotico. Obtido através da adicdo de sorbitol em meio YPD sélido, para uma

concentracéao final de 1M.

- YPX: Meio completo composto por extrato de levedura (3g/L), peptona
(5,09g/L) e glicose (10g/L).

- LB: Meio completo para crescimento de bactérias, composto por Triptona
(10g/L), Extrato de levedura (5g/L), Cloreto de sdédio (5g/L). Para selecdo dos
transformantes o meio foi suplementado com ampicilina (50ug/ml). Todos os meios
foram colocados em frascos devidamente vedados e esterilizados em autoclave durante

20 minutos a pressao de 1 atm.

2.2.3. EXTRACAO DE DNA DA LEVEDURA OLEAGINOSA

O experimento teve inicio a partir da extracdo do DNA gendémico da cepa de
levedura selvagem. Antes da extracdo foi feito o inéculo da linhagem selvagem da
levedura a partir de matrizes preservadas em meio solido e armazenadas a 4°C. O
in6culo foi feito em 50 mL de meio YPD, em 2 frascos tipo erlenmeyer (volume de
trabalho 250ml). Os frascos foram incubados em shaker orbital (Shel Lab,USA) a
200rpm e temperatura constante de 28°C. Leituras espectrofotométricas foram
realizadas a fim de coletar as células na fase log de crescimento, apos
aproximadamente 48hr e uma ODgpo= 1,5.

O protocolo de extragdo de DNA adotado baseou-se no protocolo descrito
por Ausubel, 1992.
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O DNA obtido foi quantificado em aparelho Nanodrop (Implen,Ger) e
posteriormente submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% para confirmacao da
integridade do DNA genbmico obtido, além de verificar a presenca de interferentes,
como RNA e proteinas.

2.2.4. CONSTRUCAO DO CASSETE INTEGRATIVO AURA3

Para a construgao do cassete integrativo Aura3, foi necessario anteriormente
amplificar as regides Upstream e downstream do gene URA3 presente no genoma da

levedura e também a ORF do gene KanR localizada no plasmideo pFa6a-KanMX4.

A técnica utilizada para juncdo dos 3 fragmentos que dardo origem ao
cassete é a “Assembly PCR’ (PCR de montagem), descrita por Stemmer et al. (1995),
qgue consiste na sobreposicao de fragmentos contendo extremidades complementares e
extensao da fita dupla através da atividade da DNA polimerase. Por isso os fragmentos
foram obtidos de maneira a haver pequenas regides de complementaridade entre eles.

Para isto, foram sintetizados pares de primers contendo “caudas”, de forma a
criar a regiao de complementariedade entre as sequencias. Abaixo estdo as sequéncias

(as regides coloridas indicam sequéncias complementares entre si):

111: Upstream sense: 5-CACGCTATGATGCAGCAACT-3

112: Upstream antisense: 5-CAAGAACTGAGGTCGAGTGATG-3

113: KanR sense: 5-CGTAACATCACTCGACCTCAGTTCTTGCGTTAGAACG

CGGCTACAAT-3’

114: KanR antisense: 5-ACTCACTATAGGGAGAC-3’

115: Downstream sense: 5 CGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTGGTAATTGATG

AGTGAAGGGCAG-3’
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116: Downstream antisense: 5’-GCAGAGGTCGTTGTTTCATC-3’

As amplificacbes das regides que compbem os fragmentos foram feitas
através da técnica de Touchdown PCR, descrita por Don et al. (1991). A técnica
consiste em uma redugéo da temperatura de anelamento (Tm) dos primers a cada ciclo
da PCR, ou seja, a Tm comeg¢a acima do indicado para os primers em questao e vai
sendo reduzida a cada ciclo, com um A fixo de variagdo, até atingir temperaturas abaixo

da Tm especifica do primer.

Partindo de temperaturas mais altas garantimos a amplificagdo das regides
de alta complementaridade, ou seja, aquelas de maior especificidade. Nos ciclos
posteriores, com temperatura mais baixa, a diferenca de representacdao dos moldes
especificos garante a maior amplificacao da regiao especifica.

ApGs o término das reagdes, foi realizada eletroforese em gel de agarose
1%, para verificar a correta amplificacdo dos fragmentos.

Na andlise eletroforética foi utilizado o marcador de peso molecular 1 Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen, USA) e o corante sem adicdo de Brometo de Etidio. A
purificacdo seguiu o protocolo indicado pelo fabricante do kit Pure link PCR reaction
clean-up/GFX PCR DNA gel band purification (Invitrogen, USA).

Ap6s confirmagdo da correta amplificagdo dos fragmentos, as bandas
especificas presentes no gel de agarose foram cortadas e purificadas utilizando o kit de
purificacao lllustra (GE Healthcare, USA). Prosseguimos para a montagem do cassete
integrativo, utilizando apenas o produto purificado das bandas de interesse.

2.2.5. PCR DE MONTAGEM DO CASSETE

A técnica utilizada para juncdo dos 3 fragmentos que dardo origem ao
cassete é a “Assembly PCR” (PCR de montagem), descrita por Stemmer et al. (1995),

que consiste na sobreposicao de fragmentos contendo extremidades complementares e
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extensao da fita dupla através da atividade da DNA polimerase. Por isso os fragmentos

foram obtidos de maneira a haver pequenas regides de complementaridade entre eles.

A reacao é conduzida em 2 etapas. Na primeira etapa, a reacao de PCR
procede sem primers, de forma que os trés fragmentos-molde (upURA/dwURA/KanR)
servem como primers entre si, gerando um fragmento continguo que servira como
molde na segunda etapa da reacao. Nesta segunda etapa, sdo adicionados os primers
das regibes mais externas ao cassete, gerando como produto diversas copias do
cassete ja montado.

ApGs o término da reacao, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%,
para verificar a correta montagem dos fragmentos. Novamente, foi aplicado todo o
volume da reacéo de forma a permitir que, uma vez confirmada sua correta montagem,
o fragmento presente na altura esperada (em Kb) fosse purificado através do kit de

purificagao.

2.2.6. CLONAGEM DO CASSETE AURA3 EM BACTERIAS E.coL/

Com o cassete ja montado, optamos por realizar a técnica de clonagem em
bactérias E.coli linhagem DH10b, cedidas pelo Laboratério de Genémica e Expressao
do Instituto de Biologia da Unicamp. A técnica de clonagem permite uma amplificacéo
dos cassetes através da geracdo de bactérias transformadas com o mesmo e a

possibilidade de se criar uma cultura permanente contendo o cassete alvo.

Para a transformacdo, foram utilizadas bactérias eletrocompetentes da
espécie Escherichia colilinhagem DH10b, cedidas pelo Prof. Dr. Gongalo A. G. Pereira,
do Laboratorio de Gendmica e Expressdo do Instituto de Biologia da Unicamp. As
bactérias eletrocompetentes estavam armazenadas em ultrafreezer (-80°C).

A transformacao de E. coli foi realizada através do método de eletroporacao,
seguindo o protocolo descrito abaixo (adaptado de Delorme, 1989).
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Ap6s a obtencdo dos plasmideos, estes foram submetidos a digestao
enzimatica a fim de confirmar sua correta extracdao. Foram realizadas 2 digestdes. A
primeira utilizou a enzima EcoRI (Invitrogen,USA), e sem a analise do sitio de corte das
enzimas. A segunda digestao foi feita com as enzimas Pstl (Fermentas FastDigest®) e
Ncol (Fermentas FastDigest®), apds analise do sitio de corte através do site NEBCutter
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) .

Todas as digestbes foram analisadas através de corrida em cuba de
eletroforese, em gel de agarose 1%.

2.2.7. TRANSFORMAGAO DA LEVEDURA

Para a transformacdo da levedura de interesse foram realizadas trés
diferentes técnicas de transformagéo: Eletroporacdo, Transformacdo por Acetato de
Litio/PEG e Transformacao de esferoplastos.

2.2.8. TRANSFORMAGAO POR ACETATO DE LiTIO (LIAC)

O protocolo seguido inicialmente foi aquele descrito por Ausubel (1992),
porém foram realizadas modificacées para adapta-lo a levedura de interesse, uma vez
que tal protocolo foi padronizado para leveduras da espécie Saccharomyces cerevisae.

O protocolo detalhado esta descrito no Anexo 1.

2.2.9. TRANSFORMAGAO POR ELETROPORAGCAO

Assim como na transformacdo por acetato de litio, a transformacgéo por
eletroporacao seguiu a metodologia descrita por Ausubel (1992), conforme descrito no
Anexo 2.
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2.2.10. TRANSFORMACAO DE ESFEROPLASTOS

O método de transformacdo de esferoplastos baseia-se na retirada da
parede celular da levedura, obtendo o que chamamos de esferoplasto (ou protoplasto),
ou seja, a célula desprovida de parede celular.

Estes esferoplastos foram obtidos tendo como base a metodologia descrita
por Browne et al (1987), seguida de algumas modificacbes, conforme pode ser

visualizado no Anexo 3.

Esta etapa foi realizada para verificarmos se era possivel recuperar 0s
protoplastos através de plaqueamento em placas YPD/Sorbitol, sem necessidade de
utilizacdo de meio apropriado (top agar), e também para verificar a possibilidade da

maioria dos protoplastos ficarem suspensos no sobrenadante e nao pelletarem.

Optamos por utilizar dois diferentes métodos para transformacao da
levedura. O primeiro consiste na propria transformacao por esferoplastos descrita por
Ausubel (1992), sendo o outro método a transformacéao por LiAc/PEG, porém desta vez
realizada em esferoplastos e ndo em células integras, como descrito anteriormente. O

protocolo utilizado esta descrito no Anexo 4.

2.2.11. TRANSFORMACAO DA LEVEDURA LIPOMYCES STARKEYl COM O
PLASMIDEO YEP352 CONTENDO O FRAGMENTO DE ORIGEM DE REPLICAGCAO DE
LEVEDURA (2 uMm)

2.2.12. CONSTRUGCAO DO PLASMIDEO YEP352 MODIFICADO

O plasmideo modificado foi construido usando o plasmideo YEp352,
contendo o fragmento de origem de replicacao 2um, fornecido pelo Dr. Osmar Carvalho
(LGE-IB/UNICAMP), e a sequencia do gene KanR (kanR ORF) foi obtida por meio do

plasmideo pFA6a-kanMX6. Foram usadas as mesmas enzimas de restricdo, EcoRV
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(Fermentas,USA) e BamHI (Fermentas,USA), para cortar ambos os plasmideos,
criando dois fragmentos alvos de tamanho 4239pb (fragmento do plasmideo YEp352
contendo o fragmento 2 pum) e 1450pb (fragmento do plasmideo pFa6a-KanMX6
contendo KanR ORF). O mapa genético dos plasmideos, bem como os sitios de

restricOes para as enzimas podem ser visualizados na Figura 6.

Para verificar a correta digestdo dos plasmideos, estes foram submetidos a
corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%. Sendo em seguida purificados os
fragmentos corretos através do kit de purificagdo Wizard® (Promega,USA). Os
fragmentos entdo foram ligados usando a enzima T4 DNA ligase (Promega,USA).

ApGs a correta ligacao dos fragmentos, dando origem ao plasmideo YEp352
modificado, agora contendo ndo apenas a regido de replicacdo 2um, mas também a
ORF do gene KanR, este foi utilizado na transformagé&o de linhagens de bactérias
DH10B E.coli.
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Figura 6: Mapa e sitos de restricdo dos plasmideos YeP352 e Pfaba-KanMX6 utilizados na montagem do
cassete modificado YEp352.
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2.2.13. TRANSFORMAGCAO DAS BACTERIAS COM O PLASMIDEO YEP352
MODIFICADO E EXTRAGAO PLASMIDIAL (MINIPREP)

Para a etapa de transformagéo das bactérias com o plasmideo modificado,
foi utilizada a mesma metodologia descrita no capitulo anterior para transformagdes em
bactérias (Ausubel,1992), sendo ao final os possiveis transformantes plaqueados em

meio sélido LB/Ampicilina.

As colbnias brancas que supostamente contém a montagem correta do
plasmideo foram selecionadas e cultivadas em meio liquido LB/Ampicilina a 37°C e 200
rom por um periodo de 16h, para que posteriormente fosse realizado a extracao
plasmidial. A metodologia de extracao plasmidial realizada foi a mesma descrita no

capitulo anterior (secao 1.2.6).

Estas extracbes plasmidiais foram submetidas a reacdo de PCR e posterior
corrida em gel de agarose, para confirmar a construcao correta do plasmideo YEp352
modificado. Na reacdo de PCR usamos os primers 113 e 114 utilizados anteriormente

para se obter o fragmento KanR ORF na construgdo do cassete Aura3.

2.2.14. TRANSFORMACAO DA LEVEDURA GENETICAMENTE MODIFICADA CEPA
FGY DA ESPECIE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A transformacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae cepa FGY, foi
necessario para confirmar a correta montagem do plasmideo, uma vez que esta nao foi

confirmada pela transformagcéo em Bactérias DH10B E.coli.

Portanto para confirmar a montagem correta do plasmideo modificado
YEp352, decidimos transformar a cepa FGY da espécie Saccharomyces cerevisiae,
cortesia dos pesquisadores Osmar V.C Netto e Felipe Galzerani do laboratério LGE /
UNICAMP. Esta estratégia serve a confirmacao porque a transformacao da cepa com o
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plasmideo YEp352 modificado confere a levedura a resisténcia ao antibiético geneticina
(G418), propiciado pela presenca da ORF do gene KanR inserido no plasmideo.

Para a transformacao da cepa FGY foi utilizado o protocolo de transformacao
por Acetato de Litio descrito por Ausubel 1992 e ja descrito no capitulo anterior (se¢éao
1.2.8). Ao final da transformacéao as leveduras foram plaqueadas em meio sélido YPD +
geneticina para selecao dos transformantes.

2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO:

2.3.1. EXTRACAO DE DNA DA LEVEDURA OLEAGINOSA

Ao final da extracdo foi realizada a quantificacdo de &cidos nucléicos na
amostra perfazendo o total de 4,9 ug/ul. Além da quantificacao, foi realizada também
uma corrida em gel de agarose 0,8%, que confirmou a presenga do DNA genémico
através do aparecimento de uma banda acima da banda superior do marcador de peso
molecular (12kb).

2.3.2. OBTENGAO DOS FRAGMENTOS DA REGIAO UPSTREAM E DOWNSTREAM DO
GENE URA3 E O GENE KANR DE RESISTENCIA A GENETICINA (G418)

Os resultados da PCR foram observados através de corrida em gel de
agarose 1,0%, conforme apresentado pela Figura 6 (proxima secdo). As amplificacoes
ficaram dentro do resultado esperado, pois obtivemos as bandas especificas para cada
um dos fragmentos upURA = 1009bp (poco 1); dwURA = 967bp (poco 2); KanR =
1689bp (poco 3).
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2.3.3. PCR DE MONTAGEM DO CASSETE

Ap6s confirmagdo da correta amplificacdo dos fragmentos, as bandas
especificas presentes no gel de agarose foram cortadas e purificadas utilizando o kit de
purificacao lllustra (GE Healthcare, USA). Prosseguimos para a montagem do cassete
integrativo, utilizando apenas o produto purificado das bandas de interesse.

A Figura 7 apresenta o resultado das amplificacbes dos fragmentos e
também da montagem do cassete integrativo Aura3.
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0.7 pg/lane
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Figura 7: Eletroforese dos fragmentos (upURA, dwURA e KanR) e do cassete integrativo. MW: Marcador 1Kb plus
DNA Ladder; Poco 1: Amplificacdo regido downstream (1009bp); Poco 2: Amplificacdo da regido upstream (967bp);
Poco 3: Amplificagdo da ORF KanR (1689bp); Poco 4: Montagem do cassete integrativo (3599bp).

Conforme apresentado na Figura 2, obtivemos a correta montagem do
cassete (tamanho esperado 3599bp). A figura mostra além da banda correspondente
ao cassete (poco 4), as bandas correspondentes as amplificagdes da regido upstream
(poco 1), regidao downstream (pogo 2) e KanR (pogo 3).

2.3.4. CLONAGEM DO CASSETE AURA3 EM BACTERIAS E.coL/
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O cassete integrativo foi ligado ao plasmideo comercial linearizado pGEM®-
T, conforme descrito na secdo materiais e métodos.

As bactérias foram transformadas por eletroporagéo e plaqueadas em meio
seletivo. Apos a selegao das coldnias brancas, obtivemos 6 transformantes carregando
o plasmideo ligado ao cassete. Estas 6 col6nias foram utilizadas para a recuperacao
dos plasmideos através de minipreparacao de DNA plasmidial.

Para esta digestdo foram usadas as amostras 1 e 6 das minipreps e as
enzimas Ncol e Pstl, como ja descrito anteriormente. A andlise dos sitios de corte no
site NEBCutter, gerou 5 possiveis padroes de banda.

Os produtos da digestao foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1%, como descrito na Figura 8, que também contém os padrdes de banda
gerados pelo site NEBCutter.

Através da comparagdo do padrdo obtido a partir da eletroforese das
amostras, com o padrdo obtido através da analise no site, podemos inferir que houve a
correta integracdo do cassete Aura3 ao plasmideo utilizado na transformacdo das
bactérias identificadas como coldnias 1 e 6.
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Figura 8: Analise do produto da digestdo através de corrida em gel de agarose 1%. MW: Marcador molecular 1Kb
Ladder plus; Pogo 1:Digestdo da amostra 1; Poco 2: Digest3o da amostra 2. A direita é possivel visualizar o padrio
de bandas fornecidos pela andlise dos sitios de restricdo através de ferramentas do site NEBCutter

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/).

2.3.5. TRANSFORMAGCAO DA LEVEDURA

Nenhuma das técnicas de transformacao produziu transformantes ura3™ de

Lipomyces starkeyi.

Diversos parametros podem estar associados ao insucesso da
transformacao, principalmente mecanismos proprios da levedura que diminuem o
processo de recombinacao homaologa e inibem a entrada de DNA exdgeno na célula de
L. starkeyi, sendo necessario elucidar os mecanismos e genes que possam estar
envolvidos em ambos os eventos. Além disso, a préopria diversidade de espécies de
leveduras faz com que este grupo apresente espécies muito distintas entre si,
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morfologicamente, estruturalmente e metabolicamente, o que influencia diretamente em
parametros-chave da metodologia de transformacao.

A tabela 4 traz uma compilagéo das técnicas usadas e os resultados obtidos.

Tabela 4: Resultados das técnicas de transformacgao por Acetato de litio (LiAc), Eletroporagao e
esferoplastos.

Quantidade de DNA

Técnica de transformacao utilizado Resultado Dificuldades
Tempo de fase log;
- . . . Nao houve Quantidade de DNA;
Acetato de litio (LiAc) Sug; 10ug; 20ug transformantes Temperatura do choque
térmico.
Eletroporacio 0,1ug; 0,5ug; 1,0ug; Nao houve Quantidade de DNA; Pulso
porag 1,5ug transformantes elétrico.
Esferoplasto + LiAc 10 ug traﬁz?orr]rz:ﬁes
Nao houve Sensibilidade a
Esferoplastos 10ug transformantes enzima/método utilizado.

2.3.6. TRANSFORMACAO DA LEVEDURA LIPOMYCES STARKEYI COM O PLASMIDEO
YEP352 CONTENDO O FRAGMENTO DE ORIGEM DE REPLICACAO DE LEVEDURA

(2 pm)

O objetivo desta nova estratégia foi a transformacao de L. starkeyi utilizando
o plasmideo YEp352, que contém um fragmento correpondente a origem de replicacao
de levedura (2 um). Este plasmideo foi modificado com o gene KanR que confere
resisténcia ao antibidtico geneticina, criando uma marca seletiva para identificar o

transformante correto.

58



O resultado da digestdo, com destaque para os fragmentos que foram
utilizados para criagdo do plasmideo recombinante, podem ser visualizados na Figura
9.

ApoGs a digestdo, os dois fragmentos foram purificados utilizando o kit de
purificacao em gel Wizard ® (Promega, EUA) e, subsequentemente, ligados, usando a
enzima T4 DNA ligase (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, para
se obter o plasmideo YEp352 modificado por insercdo do gene KanR (comprimento
esperado: 5689bp).

1 Kb DNA Ladder

bp
-11,198
-9.162
-7.126

- 5,09

———d
—_—
[—
——
———
[
—_—

——

2,036 -
1,636 -

0.9 pg/lane

Figura 9: Resultado da digestdo dos plasmideos pFa6a-KanMX6 e Yep352. MW = Marcador molecular
1Kb DNA ladder; Pogo 1 = Digestao do plasmideo pFa6a-KanMX6 destacando o fragmento correto de
1450pb; Poco 2 = Digestao do plasmideo Yep352 destacando o fragmento correto de 4239pb.

Apos a ligacao o plasmideo modificado passou a conter 0s genes que
proporcionaram resisténcia a ampicilina (presente no proprio plasmideo YEp352) e
geneticina (dada pelo fragmento do plasmideo pFa6a-MX6), além do fragmento de
origem de replicacdo em leveduras 2 pm .
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O plasmideo foi usado para transformar a linhagem DH10B de E. coli, a fim
de facilitar os esforcos de preparacao de grandes quantidades de plasmideo antes dos
procedimentos de transformacao. Os transformantes bacterianos foram selecionados
por resisténcia a ampicilina (dado pelo plasmideo), e a insergéo correta do plasmideo
foi verificada por selecdo de colénias brancas/azuis.

Foram selecionados 12 transformantes brancos, posteriormente inoculados
em meio liquido LB/ampicilina e cultivados durante a noite (37 ° C, 200 rpm) para os

procedimentos de recuperagéo de plasmideo (miniprep).

Os resultados da extragao plasmidial sdo mostrados na figura 10 a seguir.

S—

= et T = = 1 Kb DNA Ladder
bp
8 9 10 11 12

-5,090

L

0.9 pg/lane

Figura 10: Resultado da extracdo plasmidial das bactérias contendo o plasmideo modificado Yep352.
MW = Marcador molecular (1kb DNA ladder); 1°-12°Poco = Extra¢do plasmidial (miniprep).

Estas extragbes plasmidiais foram submetidas a reagdo de PCR para
confirmar a presenca do gene kanR, utilizando o par de primers 113/114, os mesmos
utilizados anteriormente para se obter o fragmento KanR ORF na constru¢cdo do

cassete Aura3.
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No entanto, ndo foi possivel confirmar a presenca da correta montagem do
plasmideo YEp352 modificado por PCR. Este resultado negativo pode ter ocorrido pela
perda do sitio de amplificagdo deste par de primers durante a digestdo do cassete

utilizando as enzimas de restricao.

Paralelamente, a andlise do genoma de L. starkeyi realizado pelo Dr.
Marcelo Carazzolle da Bioinformética (LGE-IB/UNICAMP) nos revelou a falta de
plasmideos naturais presentes na levedura Lipomyces starkeyi. Este resultado nos
indicou que, ainda que conseguissemos um plasmideo modificado contendo os genes
de selecéao, seria bastante provavel a baixa eficiéncia na transformacao, uma vez que a
levedura parece nao possuir 0s mecanismos responsaveis pela replicacao e expressao
do DNA plasmidial.

Assim, dadas as dificuldades enfrentadas em sua transformacéo,
interrompemos os esforcos para construcao do plasmideo modificado YEp352.

Decorrido todo o periodo de mestrado, nao houve mencgdes na literatura de
possiveis transformantes de L. starkeyi, cabe ressaltar que a Unica evidencia de tal fato
remete a um trabalho publicado no “33™ Simposium on Biotechnology for fuels and
chemicals”, realizado em maio de 2011, que apresentou dados da obtencdo de uma
levedura ura” por selecao em meio 5-FOA e posterior restauracao do fenétipo utilizando
as técnicas de acetato de litio e eletroporacdo (Calvey and Jeffries, 2011). Porém
passados 3 anos estes dados mostrados no congresso nao foram publicados e nenhum
outro trabalho de engenharia genética de L. starkeyi foi apresentado. Estes fatos,
somados as dificuldades encontradas por nosso grupo no processo de transformacgao
genética da levedura, nos levam a crer que sua transformacao é de fato um processo

laborioso e que pode ser invidvel ou apresentar baixissima reprodutividade.

Tendo em vista estes fatos, partiu-se para uma abordagem a cerca do perfil
transcriptébmico da levedura, embasado em observagdes do genoma da levedura L.
starkeyi, previamente sequenciado pela Dr. Ana Carolina Deckmann.
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3. CAPiTULO lI: UTILIZACAO DA TECNICA DE RT-PCR (REAL TIME-PCR) PARA ANALISE
DA EXPRESSAO DE GENES DE INTERESSE, VISANDO COMPLEMENTAR AS INFORMAGCOES
OBTIDAS PELA ANALISE DO GENOMA DA LEVEDURA LIPOMYCES STARKEYI

3.1.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Essa parte do trabalho foi conduzida de forma a analisar genes de interesse
e sua respectiva taxa de expressao génica através da técnica de RT-PCR (Real Time-
PCR). A técnica de PCR em tempo real permite a detecgédo, ciclo a ciclo, da
fluorescéncia emitida pelo produto de amplificacdo da sequéncia de DNA-alvo, com
elevada sensibilidade e especificidade, possibilitando a analise comparativa da
expressao de genes de interesse nas amostras de estudo (Teste et al., 2009).

Foram realizados trés cultivos em frascos agitados, um utilizando xilose
como fonte de carbono, o segundo utilizando glicose e um terceiro simulando a
concentragdo de carboidratos do hidrolisado hemicelulésico, com xilose e glicose
(Xil:Gli) na proporgao 70/30% respectivamente (Anschau et al., 2014), Em todos os
casos, a fermentacdo teve uma duracdo total de 96 horas, sendo as amostras
recolhidas a cada 24 horas, em ftriplicata, para analise de crescimento celular (OD600),
acumulo de lipideos (Bligh-Dyer), consumo de nitrogénio amoniacal e agucares (HPLC),
bem como para obter amostras para extracao de RNA. Desta forma esperou-se obter
um perfil de expressao génica ao longo das principais fases de crescimento e acumulo
de lipideo pela L. starkeyi utilizando diferentes fontes de carbono e, assim, auxiliar na

compreensao das vias metabdlicas envolvidas na fermentagéo.

A figura 11 demonstra o esquema de fermentacao proposto.

62



oh 24h 48h 72h 96h

1 — Ty s ) PR—— d— PAEN GSM

Pré-inoculo oh 2ah ash ,
YPXou YPD{(250ml) I i 1\ L i

oh 24h 48h 72h 96h

pr—y PN pRs=—— — a— XIL:GLI
| Il I I Il
I I [ | I

Oh 24h 48h 72h 96h

Figura 11: Esquema representativo do cultivo em frascos agitados durante 96 horas, tendo como fonte de carbono
os aglcares xilose (XSM), glicose (GSM) e uma mistura de ambos (Xil:Gli).

Os genes escolhidos para andlise foram selecionados com base nos estudos
ja detalhados na revisao bibliografica deste trabalho, e também mediante andlise do
genoma de L. starkeyi realizados pela Dr. Ana Carolina Deckmann e a equipe de
Bioinformatica do Laboratério de Genémica e Protebmica (IB-Unicamp) liderado pelo

Prof.Dr.Gongalo Amarante Guimaraes Pereira.

3.2.MATERIAIS E METODOS

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

A linhagem de levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi DSM70826 foi
utilizada para a producédo de lipideos no projeto desenvolvido no convénio Shell-

Unicamp.

3.2.2. MEIO DE CULTIVO E PREPARO DO INOCULO
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Para o pré-indculo foram utilizados o meio YPD (extrato de levedura 3g/L,
peptona 5¢g/L, glicose 10g/L), para posterior fermentacdo em Glicose, e o0 meio YPX
(extrato de levedura 3g/L, peptona 5¢g/L, xilose 10g/L) para posterior fermentacdo em
Xilose e na fermentacdo onde foi utilizada a mistura Xilose/Glicose (70/30%). Duas
alcadas foram transferidas assepticamente aos meios contendo pré-indculo e
incubadas em shaker orbital (Shell Lab, USA) a 28°C e 250rpm até atingirem a OD =
0,4 numa diluicao de 50x. A leitura Optica foi realizada em aparelho Multilabel plate
Reader X4.

O meio de inéculo foi preparado contendo 30g/L de carboidrato, sendo
Glicose para o meio GSM e Xilose para o0 meio XSM, e uma mistura de ambos numa
proporcdo de 70% de Xilose para 30% de Glicose na fermentagdo que simulava a
concentragdo de agucares em hidrolisado hemicelulésico, além de 0,4 g/L de MgSOQO.,
0,7g/L de NH4SO,, 3,5g/L de KH2PO4, 1,0g/L de NapHPQOy4, 0.04g/L de CaCly, 0,08g/L
de ZnSQOy4, 0,001g/L de CuSQy4, 0,001g/L de CoCl,, 0,001g/L de molibdato de ambnio e
0,005 g/L de MnSO4.

O cultivo foi feito com relacao de C/N=50 e as solucdes de agucares foram
esterilizadas separadamente dos demais reagentes para evitar reacdées de
caramelizacédo e Maillard dos carboidratos. Todos os reagentes utilizados foram de grau
P.A, sendo o meio esterelizado em autoclave a 121°C durante 20 min.

3.2.3. CONDIGCOES PARA FERMENTACAO EM FRASCOS AGITADOS

Os cultivos de pré-inéculo foram realizados em frascos erlenmeyer de 500m|
utilizando metade de sua capacidade total (250ml), e as cepas foram cultivadas durante
aproximadamente 48h a 28°C e 200rpm de agitacao até atingirem a OD desejada (0,4).

Em todos os ensaios foram utilizados frascos erlenmeyer de 250ml, os quais
foram preenchidos com 100ml de liquido, contendo 90ml de meio de cultivo e 10 ml do
pré-inéculo, sendo posteriormente colocados em agitador orbital a 28°C e 200rpm de
agitacdo. Cabe salientar que os ensaios foram realizados em duplicata, ou seja, para
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cada tempo de coleta (Oh-96h) foram feitas duas amostras de 100ml cada. Isto foi
necessario devido ao requerimento de grandes quantidades de amostra para a extracao

de RNA e para a determinagéo de lipideos.

As amostras foram coletadas periodicamente, em intervalos de 24h, iniciando
no tempo Oh até o tempo 96h. Para cada ponto, foi retirado de um dos erlenmeyers
contendo 100ml de amostra: 70ml de amostra foram utilizados para posterior extragéo
de RNA e 30ml para determinacdo da concentracdo de agucares e nitrogénio; o
segundo erlenmeyer referente a este ponto, que corresponde a duplicata, teve os 100ml

utilizados em sua totalidade para a analise de acumulo de lipideos totais.

3.2.4. METODOLOGIA ANALITICA

3.2.4.1. BIOMASSA

Uma curva de crescimento de microrganismo foi construida relacionando
leituras de diluicdo de biomassa e concentracao por absorbancia a 600nm numa faixa
de 0.1 a 0.6 utilizando leitora de placas (Multilabel Plate Reader VICTOR X4). Uma
curva padrdo foi construida utilizando concentragées conhecidas de biomassa. Todas

as leituras de absorbancia foram realizadas em triplicata.

3.2.4.2. CARBOIDRATOS

O consumo de agucar no meio de cultura foi analisado por cromatografia de
ions em um sistema Metrohm (coluna: poliestireno/divinilbenzeno; eluente: NaOH
0,1mM/L; vazao: 1mL/min; temperatura do detector: 30°C). Durante a fermentacao, a
concentracao de agucar foi acompanhada pelo método colorimétrico de Somogy-Nelson
(Nelson 1944, Somogyi 1945).
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3.2.4.3. LIPIiDEOS

A extracao de lipideos foi baseada no método gravimétrico de Bligh & Dyer,
(1959) modificado por Manirakiza e colaboradores (Manirakiza et al., 2001), que extrai
os lipidios polares e ndo-polares da biomassa liofilizada utilizando a mistura de metanol

e cloroférmio.

A extracao foi realizada a partir de aproximadamente 300 mg de biomassa
liofilizada, adicionada de 6 mL de uma solucdo metanol:cloroférmio (2:1 v/v). A
suspensao foi homogeneizada em agitador vértex por 2 minutos. A seguir, foram
adicionados 2 mL de cloroférmio e agitado por 2 min. Para gerar um sistema de duas
fases liquidas, 3,6 mL de agua foram adicionados e o sistema foi agitado novamente
por 2 min. As fases foram separadas por centrifugacao por 10 min a 2000 rpm. A fase
inferior foi transferida a um baldo de 25 mL usando seringa ou pipeta Pasteur. Uma
segunda extracao foi realizada utilizando 4 mL de uma solugcdo 10% (v/v) de metanol
em cloroférmio em agitador vértex por 2 min. Apds centrifugacao, a fase de cloroférmio
foi adicionada ao primeiro extrato. O cloroférmio foi evaporado em rota-evaporador e a
amostra entdo foi mantida em estufa a 60°C por 24h. O lipideo obtido foi estimado

gravimetricamente.

3.2.4.4. NITROGENIO

O consumo de nitrogénio durante a fermentacdo foi determinado pela reagéo
de Berthelot, de acordo com o descrito por Srienc e colaboradores (Srienc et al., 1984).
Neste método, 50ul de amostra previamente diluida em agua deionizada foi misturada
com 1 mL de solucdo A (10 g/L fenol, 10 mg/L nitroprussiato de sédio) e 1 mL de
solucdo B (35.7 g/L NaHPO4, 6 g/L NaOH e 10 mg/L NaOCI). Esta solugédo foi
incubada por 30 min a 37°C, e a absorbancia lida a 630nm lida na leitora de placas
(Multilabel Plate Reader VICTOR X4). A curva padrao foi preparada utilizando solucoes
com diferentes concentragdes de sulfato de aménio (0-20 mg/L).
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3.2.5. BIOMASSA PARA EXTRAGAO DE RNA

Para extracdo de RNA, a biomassa foi coletada mediante centrifugagao a
4000rpm e 25°C por 5 min. Em seguida o sobrenadante foi retirado e a biomassa
congelada imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente acondicionada em

biofreezer a -80°C até o momento da extracao.

3.2.6. ExTRACAO DE RNA com FENoL Acipo E REACAO DE CDNA

A separacao de acidos nucleicos por fendis é pH dependente, ou seja em pH
> 7,0, a fase aquosa possui DNA em solugdo, enquanto em pH < 7,0 o RNA fica
preferencialmente na fase aquosa. Por isso a utilizagdo de fenol &cido para extracao de
RNA.

Para tanto o fenol é tratado com Acetato de sédio até pH = 4,5, na proporcao

de 65 pl de acetato de sédio para cada 1ml de fenol saturado com agua

O protocolo de extragdo de RNA utilizado esta descrito no Anexo 5,

detalhadamente.

Para elucidacdo da correta extracdo das amostras de RNA, as mesmas
foram submetidas a quantificacdo em aparelho Nanodrop (Thermo scientific, USA) e

corrida eletroforética em gel de agarose.

Para a eletroforese, foi necessaria a preparacdo de gel, mix de reagédo e
tampé&o de corrida especificos para eletroforese de RNA. Estas solu¢des, bem como a
solucdo de TES utilizada na extracao sao descritas a seguir.
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Solugdo TES (25ml) MOPS (10x)

LG (] V[ — 250ul MOPS  ---omomomoemoes 41,868
TN T Y R— 500 Acetato de s6dio --------- 638
0,1 M EDTA, pH 8,0 ------100 mL
SDS 10% -------===---===- 1,25ml
6 m ddH,0 1L
H,0 23ml DEPC 1mL

Gel para RNA (50ml) Tampdo para Reagdo (1 reagao)
Agarose ultrapura ------------ 0,6g
10X estoque de MOPS -------- 3,0ul
H20 DEPC 41,5ml Formaldeido -------------------- 5,0ul
MOPS 10X --------=--=nmmmmmmm- 5 ml RNA 2,5ul
Formaldeido --------------——- 3,5ml Formamida 12,5pl
Brometo + LB -------------------- 2,5ul

Ap6s a extragcdo do RNA, as amostras passaram por um tratamento com
enzima DNAse afim de eliminar as moléculas de RNA que invariavelmente podem ter
sido extraidas junto ao RNA, e que devem ser eliminadas para que nao prejudiquem a
reacdo de PCR. Para tal, foi utilizado o kit RQ1 RNAse- Free DNAse (Promega, USA)
assim como o protocolo fornecido pelo fabricante.

Em seguida, procedeu-se a sintese do cDNA. Para tanto, o RNA foi
quantificado e diluido até que todas as amostras atingissem a concentragédo de 1,0

Hg/pl.

Apoés a reagao com a enzima DNAse, sdo adicionados a amostra 0,5 ul de
Random primer hexamer (Invitrogen, USA) e 0,5 ul de agua RNAse free (Invitrogen,
USA), sendo a amostra colocada a 70°C durante 10 minutos e em seguida resfriada em
gelo durante mais 10 minutos, para que entdo se proceda a reacao de obtencao do
cDNA.
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Para cada amostra de RNA, partindo de 1ug/ul, sdo utilizados os seguintes
reagentes para a reacao de cDNA:

Reacdo de cDNA

5x First strand buffer ---------------- 5ul
H,O DEPC 1,55 ul
RNAse OUT 0,5 ul
DTT 2,5 ul
Transcriptase reversa SSI| --------- 0,2ul
DNTP 1,25ul

A reacao é conduzida em termociclador, onde as amostras sao submetidas a
3 diferentes temperaturas, iniciando com 25°C durante 10’, depois 50’ a 42°C e por fim
70°C durante 15’. Ao final da reacao as amostras foram acondicionadas em biofreezer

(-80°C) para posterior utilizacao na reacao de Real-Time PCR.

3.2.7. REACAO DE REAL-TIME PCR

Visando minimizar os erros causados durante o manuseio e pipetagem das
amostras e reagentes, a correta montagem das reacbes foi realizada de forma
automatizada pelo equipamento MICROLAB® STAR Liquid Handling Workstations
(Hamilton, USA). Para tanto, foram utilizados 2 tubos plastico de 1,5 ml, um deles
contendo 4gua DEPC e outro contendo a mistura de SYBR green e os primers
referentes ao gene que seria analisado, na proporcdo de 6 ul de SYBR e 2 ul de

primers para cada reagao a ser analisada. O rob6é automaticamente retira 8ul da
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solucado SYBR + primers do tubo e transfere para um dos 96 pocos presentes na placa,
o0 qual ja possuia 4 ul de cDNA pipetado manualmente. O equipamento também foi
responsavel por fazer automaticamente as diluicées da curva de eficiéncia dos primers,
utilizando para tal volumes seriados de agua DEPC adicionada aos pog¢os da placa que
ja continham o cDNA, perfazendo inicialmente uma diluicdo de 2x.

Para cada gene analisado foram geradas duas placas de 96 pocos para
andlise. A primeira placa continha as amostras necessarias para a analise do gene nas
condi¢cbes de fermentacdo em Xilose e na mistura Xilose/Glicose, todas em triplicata,
enquanto a segunda placa continha a condi¢cao de fermentacdo em glicose, juntamente
com a curva de eficiéncia do primer a ser testado para o gene proposto. A reagao
procedeu-se em termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystem®,
USA).

A analise dos dados obtidos, bem como as analises estatisticas, foram feitas
utilizando o software REST ®: Relative Expression Software Tool (Pfaffl et al., 2001),
sendo que as andlises estatisticas foram realizadas com um intervalo de confianga p <
0,1 ao invés de p < 0,05, uma vez que o pequeno numero de amostras (n=3) poderia
induzir um erro maior, levando a excluir dados que poderiam ser significativamente
estatisticos. A analise estatistica foi conduzida para demonstrar se a expressao
diferencial dos genes em relagdo ao controle observado é estatisticamente significativa

e poderia ser utilizada para fins de comparacao.

3.2.8. ESCOLHA DOS GENES CANDIDATOS E DESENHO DOS PRIMERS PARA RT-PCR

Os genes candidatos foram selecionados de acordo com sua fungdo em
rotas metabdlicas consideradas essencias tanto para o acumulo de lipideos quanto
para o metabolismo de xilose em leveduras, segundo estudos presentes na literatura
(Boulton and Ratledge 1981, Ratledge 1988, Kruger and von Schaewen 2003, Jeffries
et al., 2007, Stephens et al., 2007, Beopoulos et al., 2008, Liu et al., 2011, Morin et al.,
2011, Papanikolaou and Aggelis 2011, Toivari et al., 2012).

70



Uma vez selecionado os genes, o préximo passo foi pesquisar a sequéncia
de nucleotideos destes genes em banco de dados de leveduras. Para isto foram
utilizados os bancos de dados  Saccharomyces  Database  Genome
(http://www.yeastgenome.org) e National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Em posse das sequéncias, estas foram utilizadas para

busca de sequéncias similares no genoma de L. starkeyi, presente no endereco

eletronico (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/microbianocil/), através da ferramenta de

bioinformatica BLAST® (Basic Local Alignment Tool). Com o auxilio desta ferramenta
foram identificados os genes candidatos no genoma de L. starkeyi. Para o desenho dos
primers foi utilizada a ferramenta especifica Primer3® presente no site

http://primer3.wi.mit.edu/.

As Tabelas 5 e 6 apresentam os genes, suas funcdes e o0s primers
desenhados para utilizacdo na técnica de RT-PCR. A Tabela 5 exibe os genes que
possuem importante funcdo no metabolismo intermediario da sintese de lipideos, ou
seja, aqueles genes ligados a producgéo de acetil-CoA, molécula primordial na geracao
de lipideos, além de genes que participam de metabolismos intermediarios, como a
glicélise, gliconeogénese e metabolismo de aminoacidos. A Tabela 6 exibe genes
envolvidos na via comum de metabolismo de xilose em leveduras, 0 que inclui a via das

pentoses fosfato e genes da via alternativa de metabolismo de xilose.

Tabela 5: Desenho dos primers de genes ligados a sintese de lipideos em leveduras.

Gene Primers Funcao

Metabolismo intermediario
para sintese de lipideos
(Sintese de citrato)

5' TTGAGAAAGGCTAAGGGTTC 3/

CIT1(citrato sintase) 5' CCAGACAAGGCCCTTAATAC 3'

Metabolismo intermediario
para sintese de lipideos
(iso-citrato - citrato)

5' TACTTCGGTGAGGGTGTAGA 3°

ACOT1 (aconitase) 5' AGGGAAGGTAGAGGTAGTGG 3'

Metabolismo intermediario

. . 5' GTGGATGGAGAGCAAGTATC 3" para sintese de lipideos
ICL (isocitrate liase) 5' AAGTTATACGCAAGCCATTG 3' (iso-citrato > glioxalato +
succinato)

71


http://www.yeastgenome.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/microbianoil/
http://primer3.wi.mit.edu/

ATP-CL (ATP-citrato liase)

MDH1(mitocondrial malato
desidrogenase)

PGK1(Fosfoglicerato quinase)

DGA2 (DAG aciltransferase)

5' CTACCGAGACGCAAACTTAC 3/
5' AATGAACAGGACCTTACCAC 3'

5' GAGTTCTTCTCATCGCAGG 3*
5' GATGAGCTTCTCCTCGTACTC 3'

5' CACTTTCAAAAAGACCTTGG 3°
5' TGGCCTTTTCTATGACCTC 3'

5' CCCACTCATACAAGTAACCG 3°
5' ACCGATGAAGAAGCTAAACC 3'

Metabolismo intermediario
para sintese de lipideos
(citrato>Acetil-CoA)

Metabolismo intermediario
para sintese de lipideos
(oxaloacetato »> malato)

Participa da glicolise e
gliconeogénese

Formacao do TAG
(DAG > TAG)

Tabela 6: Desenho dos primers de genes ligados ao metabolismo de xilose em leveduras.

Gene

Primers

Funcao

XYL2(Xilitol desidrogenase)

XYL1(Xilose redutase)

NADP:D-xilose desidrogenase

NADP:D-xilose desidrogenase

NADP:D-xilose desidrogenase

NADP:D-xilose desidrogenase

D-Xilonolactanase

5' GTGCTCCTCAAGCAGTTTAG 3'
5' GCTGGAAACCAATTCGAC 3'

5' GGATCTCTTCATCACGTCC 3*
5' AAGTAGTCGAGACCCCAGTC 3'

5' TAATGCCTACGGTTCCTATG 3°
5' ATTCTGGTAGTGGTGCGAG 3'

5' ACCGGACAATTATGGTGAC 3*
5' AATAGCTAAACGGACATTGC 3'

5' CAGTTATCACAATGGTGTGG 3'
5' TCACCTTGTACTCTTATCGC 3'

5' TGGTGCATTGTTAGATGTTG 3*
5' AATTGATAACAGATGGACGG 3'

5' GTGTGAAGACGGTTTACGAC 3'
5' GACTGTCTTTGTTGGCGAG 3'
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Metabolismo de Xilose em
leveduras(Xilitol > D-Xilulose)

Metabolismo de Xilose em
leveduras(D-Xilose > Xilitol)

Rota alternativa de metabolismo

de Xilose. Catalisa a reacéo: D-

xilose + NADP(+) = D-xilono-1,5-
lactona + H(+) + NADPH.

Metabolismo de Xilose em
leveduras

Metabolismo de Xilose em
leveduras.

Metabolismo de Xilose em
leveduras

Rota alternativa de metabolismo
de Xilose ( D-Xilonolactona - D-
Xilonate)



D-xilonato desidratase

ZWF1 (Glicose-6-fosfato
desidrogenase)

GND1 (6-fosfogliconato
desidrogenase)

PGl1(Gliconolactanase)

HXK1 (Hexoquinase)

5' AAATCTCTCGGTATGGACG 3¢
5' GTGCTCCTCAAGCAGTTTAG 3'

5' CACTCCATTTCTGCACTACC 3°
5' GAAAGTCATCAAGGAAAGCC 3'

5' AAGGGTGACAAGAAGGAAC 3°
5' CTCTGATCAACATGAAACCC 3'

5' TAGTGATGGCATCTTGATTG 3°
5' CATTGAGCAGCAAAAGTACAC 3!

5' ATTACAGTTACCGCCCTAATC 3°
5' GAAGATGACACCCATCTGAG 3'

Rota alternativa de metabolismo
de Xilose (D-Xilonate - 2-
Desidro-3-Desoxi-D-Xilonato)

Via da pentose fosfato (Glicose-6P +
NADP*-> Glicona-o-Lactona-6P +
NADPH )

Via da pentose fosfato (6-
Fosfogliconato + NADP*-> Ribulose-5P
+ NADPH )

Via da pentose fosfato (Glicona-o-
Lactona-6P->6-Fosfogliconato)

Primeiro passo da glicélise, catalizando
a fosforilacéo da glicose.

Foram testados 3 genes para a condicdo de genes de referéncia ou

housekeeping, que sdo considerados genes normalizadores de expressdo, ou seja,

genes que nas condigdes propostas nao possuem variagao no nivel de expressao. Para

tanto foram escolhidos os genes ACT1 (gene ligado aproducdo de actina na célula),

UBCS6 (gene ligado & producao da proteina ubiquitina ligase) e RPS26A (gene ligado a

formacao de proteina ribossomal).

Estes 3 genes foram escolhidos devido a sua ampla utilizacdo como genes

normalizadores em experimentos envolvendo a técnica de Real-time PCR (Tang et al.,

2009, Teste et al., 2009). A tabela 7 representaos genes normalizadores, sua funcéao e

0s primers desenhados.
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Tabela 7: Genes escolhidos para teste de normalizagdo.

Gene Primers

Funcao

RPS26A - Ribosomal Protein 5' ACAAGAGCATAAAGCGATTC 3'

of the Small subunit 5' TTAGGAAGAGCGTACTCAGAG 3'
UBC6 - UBiquitin- 5' ACTCGACTGTGTCTTTCAATC 3'
Conjugating 5' GACGTCATGAAACTTAACAGG 3'
ACT1 5' TGAGAAGATGACCCAGATTG 3'

5' CGACCAGAGGCATAGAGAG 3'

Proteina componente da por¢do menor da
subunidade ribossomal (40S)

Enzima utilizada na ancoragem da ubiquitina a
outras proteinas (degradacao).

Gene responsavel pela produgao de actina que
€ um elemento critico do citoesqueleto celular.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1. CuLTIVO EM GLICOSE

O ensaio de fermentagdo em glicose foi realizado segundo o esquema

demonstrado anteriormente, assim como as analises de quantificacdo de biomassa,

lipideos e concentracao de agucares e nitrogénio. O acumulo de lipideos foi mensurado
a partir das 48h, pois utilizando a metodologia Bligh-Dyer para quantificacdo de
lipideos, é necessaria uma quantidade minima de 200mg de biomassa, ndo atingida

nos tempos anteriores.

A Figura 12 apresenta os resultados das analises.
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Figura 12: Parametros de concentra¢do de biomassa e lipideos, além de consumo de nutrientes (glicose

e nitrogénio) para fermentacdo em glicose.

Com relacao a concentracao final de biomassa e lipideos, observaram-se os
valores de 10,860 g/L e 3,88 ¢g/L, respectivamente, sendo que a concentragdo de
lipideos corresponde a um percentual em massa de 35,69% em relacdo ao peso seco
de biomassa. Os rendimentos Yys (calculado a partir da biomassa residual, com
desconto dos lipideos produzidos) e Ys calculados foram de 0,2255 e 0,1250
respectivamente. Também é possivel observar uma ligeira inflexdo na curva de
producdo de biomassa apds as 48h, provavelmente devido a falta de nitrogénio,
nutriente essencial a proliferagéo celular. Os dados podem ser observados na tabela 8

a sequir.
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Tabela 8: Resultados do cultivo em meio contendo glicose como fonte de carbono.

Biomassa final Lipideo final Produtividade

Y (x/s Y (I/s Lipideos(%
(g/L) s} Ws) gy Lipideos(%)
10,860 0,2255 3,88 0,1250 0,040 35,69
x = biomassa(g); s = substrato(g); | = lipideo (g)

Com relagao a extragdo de RNA, esta foi realizada de acordo com a técnica
de extracdo Fenol-Acido e submetida & corrida eletroforética em gel de agarose. A
Figura 13 apresenta este resultado.

Figura 13: Poco 1 - 5 = Extracdo de RNA 0, 24, 48, 72 e 96 horas respectivamente.

As duas bandas observadas sao tipicas do padrdo de corrida de RNAs, e
correspondem aos RNAs ribossomais 28S e 18S, o que confirma a correta extracdo do
RNA. As bandas correspondentes ao ponto Oh aparecem fracas, pois, como a
fermentacao estava em fase inicial, havia muito pouca biomassa para a extragao.

Vale destacar que o programa utilizado para coletar a imagem também faz
uma autocorrecdo de luz, saturando as bandas mais fortes e isto normalmente

prejudica a visualizacdo de bandas mais fracas.
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As amostras de RNA foram quantificadas em aparelho Nanodrop, obtendo-se
as concentracées de 291 ng/ul, 3,4 upg/ul, 6,6 pg/ul, 4,2 g/ul e 3,9 pg/ul, que
correspondem aos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente.

3.3.2. CuLTIVO EM XILOSE

O ensaio fermentativo em xilose foi realizado e os resultados das analises de
quantificacdo de lipideos, biomassa, consumo de nitrogénio amoniacal e agucares
podem ser visualizados na Figura 14.
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Figura 14: Parametros de concentracdo de biomassa e lipideos, além de consumo de nutrientes (Xilose e
nitrogénio) para fermentacédo em Xilose .

Assim como na fermentagdo em glicose, o acumulo de lipideo sé péde ser
mensurado a partir das 48h, pelos mesmos motivos expostos anteriormente. Observou-
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se uma concentracado final de biomassa de 10,590 g/L o que correspondeu a um
rendimento de Y,s=0,2757, que comparados aos valores da fermentagcdo em glicose

mostram um aumento da concentracédo de biomassa.

Com relacdo ao acumulo final de lipideos observou-se uma concentragao
final de 3,253 g/L, que corresponde a um percentual de 30,72% do peso total da
biomassa seca, e um rendimento de Ys=0,1222, resultados estes que demonstram
uma ligeira redugdo na concentracdo de lipideos, o que pode ser explicado pela
lentiddo no consumo do carboidrato (xilose), que diferentemente da fermentagdo em
glicose nao se esgotou ao longo das 96h, restando xilose em uma concentracdo de
aproximadamente 2,40 g¢g/L. O consumo de nitrogénio também foi mais lento,

esgotando-se pouco apés as 48h de fermentacdo. Dados apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Resultados do cultivo em meio contendo xilose como fonte de carbono.

Biomassa final Lipideo final Produtividade . .
Y (x/s Y (I/'s Lipideos(%
(g/L) ST Vo)~ gy Lipideos(%)
10,590 0,2757 3,253 0,1222 0,034 30,72
x = biomassa(g); s = substrato(g); | = lipideo (g)

Procedeu-se a extracdo de RNA e as amostras foram submetidas a analise
por corrida eletroforética em gel de agarose, como podemos observar na Figura 15.
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Figura 15: Extra¢do de RNA do cultivo realizado em xilose Pogo 1 -5= 0, 24, 48,72, e 96 horas,
respectivamente.
As amostras de RNA foram quantificadas em aparelho Nanodrop, obtendo-se
as concentragées de 273,2 ng/ul, 8,6 ug/ul, 3,0 pg/ul, 3,4 pg/ul e 2,04 pg/ul, que
correspondem aos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente.

3.3.3. CULTIVO SIMULTANEO EM MEIO CONTENDO MISTURA DE XILOSE/GLICOSE NA
PROPORCAO 70/30 (XIL:GLI)

O ensaio de co-fermentacdo em meio contendo xilose e glicose, foi realizado
visando simular o conteudo de acgucares de um meio contendo hidrolisado
hemicelulésico (na proporcao 70% de xilose e 30% de glicose). A fermentacao seguiu o
mesmo esquema demonstrado anteriormente nos demais ensaios para as analises de
quantificagdo de biomassa, lipideos e concentracao de agucares e nitrogénio. A Figura
16 apresenta os resultados.
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Figura 16: Parametros de concentragdo de biomassa e lipideos, além de consumo de nutrientes (Xilose,
glicose e nitrogénio) para fermentacdo em meio simulando o conteudo de carboidratos do hidrolisado
hemiceluldsico na proporgao 70% de xilose e 30% de glicose.

Como esperado o acumulo de lipideo s6 pode ser mensurado a partir das
48h, pelos mesmos motivos expostos anteriormente. Em relagcdo a concentracdo de
biomassa, observou-se ao passar das 96h um total de 10,701 g/L de biomassa, o que
correspondeu a um rendimento de Yys= 0,2576.

Com relacdo ao acumulo final de lipideos observou-se uma concentracao
final de 3,31 g/L,0 que representa um ligeiro aumento em relagdo ao cultivo em Xilose e
uma queda em relacdo ao cultivo em glicose, sendo o percentual de lipideos em
relacdo a biomassa seca correspondente & 30,92%, e um rendimento de Ys=0,1155.

Pode-se observar também o consumo simultdneo de glicose e xilose pela
levedura, caracteristica essa ja descrita em outros trabalhos (Anschau et al., 2014;

Tapia et al., 2012). Seguindo as mesmas caracteristicasda fermentacdo em xilose, este
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acucar também nao se esgotou, restando 1,041g/L ao final das 96h, o que demonstra
que apesar de consumir simultaneamente as duas fontes de carbono, o consumo em

xilose é mais lento do que o em glicose. Os dados podem ser observados na tabela 10.

Tabela 10: Resultados do cultivo em meio contendo xilose e glicose como fonte de carbono.

Biomassa final Lipideo final Produtividade . .
Y (x/s Y (I/'s Lipideos(%
(g/L) ) gy o)~ gy Hipideos(®)
10,701 0,3737 3,312 0,1147 0,034 30,92

Procedeu-se a extracdo de RNA e posterior analise por corrida eletroforética

em gel de agarose, como podemos observar na Figura 17.
As amostras de RNA foram quantificadas, e as concentra¢des obtidas foram

de 254 ng/ul, 2,6 pg/ul, 4,4 pg/ul, 6,5 pug/ul e 3,3 pg/ul, que correspondem aos tempos
de 0, 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente.

Figura 17: Extracdo de RNA do cultivo realizado em mistura de xilose/glicose. Poco 1 -5 =24, 48,72,96 e
0 horas, respectivamente.

3.3.4. ANALISE DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES LIGADOS AO METABOLISMO
DE XILOSE
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Dos 3 possiveis genes normalizadores testados, aquele que se mostrou mais
eficiente e com menor oscilacdo quanto aos valores de Ct ao longo da fermentagéao,
bem como nas 3 diferentes condigdes foi o gene ACT1(18,256 * 0,59). Portanto este

gene foi 0 escolhido como gene de referéncia para anélise dos demais.

Os dados gerados pela técnica de Real-Time PCR, foram utilizadas de
maneira a se obter uma quantificacdo relativa da expressdo dos genes durante as
fermentacdes em Xilose e na mistura Xilose/Glicose, tendo como referéncia os valores
gerados durante a fermentacdo em glicose. Logo os dados apresentados a seguir
representam o quanto os genes em questao estao induzidos ou reprimidos em relacao

ao cultivo feito em glicose.

A tabela 11 mostra os valores relativos de expressdo dos genes ligados ao
metabolismo de xilose para a fermentagdo em xilose. Os valores com sinal de negativo
demonstram que 0s genes estdo reprimidos enquanto os valores positivos significam
que o0 gene se encontra induzido, além disso, os valores destacados com asterisco séo
aqueles cujo teste estatistico indicou como diferencialmente expresso em relagao ao
controle (fermentacédo em glicose).

Tabela 11: Resultados da expressao relativa dos genes durante a fermentagdo em xilose.

Expressao relativa (log)

24H 48H 72H 96H
XyIC 1,62+0,4 1,13 £0,26* 1,89 £0,42* 3,29 +1,02*
XyID -0,12 £ 0,03 0,26 + 0,06 1,07 +0,43 1,85 £0,65*
XYL1 5,18 £1,45* 4,70 £1,08* 3,81+1,15* 3,92 +1,10*
XylIB(1) 5,78 +1,53* 4,65 +1,43* 4,51+1,18* 4,37 £1,21*
XylIB(2) 6,17 £1,44* 4,53 +1,37* 2,93+0,78* 4,90 £ 1,45*
PGK1 1,10 £ 0,52 -1,17 £ 0,02* 0,50+ 0,06 -0,95 £ 0,02*
GND1 1,64 £ 0,02* 1,96 £ 0,38* -0,04 + 0,01 -0,20+ 0,03
PGI1 0,59+0,20 1,30 £0,35* -0,35+0,16 -0,80+0,18
HXK1 -0,60 + 0,07 0,11+0,04 0,80+0,34 -0,06 + 0,03

*Dados estatisticamente significativos P< 0,1

82



Observando apenas os valores estatisticamente significativos, € possivel
observar que os genes Xilose redutase (XYL1) e as duas cépias do gene Xylose
desidrogenase (XyIB) estao induzidos em relacdo a fermentagcdo em glicose, durante
todo o processo fermentativo. Além destes os genes Xilonolactanse (XyIC) e Xilonato
desidratase (XylD) também aparecem como induzido, sendo o primeiro nos tempo 48h,
72h e 96h e 0 segundo nos tempos 72h e 96h.

Estes dados corroboram com os dados preditos durante a analise genémica
de L. starkeyi, demonstrando que os genes preditos como sendo XylB, XylC e XylD
estdo presentes no genoma da levedura e como proposto participam ativamente do
metabolismo de xilose. E interessante observar que os valores de expressdo sdo
proximos durante toda a fermentagdo para os genes XYL1 e XyIB, o que indica que eles
podem estar sendo co-expressos. As copias dos genes xilose desidrogenase (XyIB) por
usarem preferencialmente o co-fator NADP+ seriam responsaveis por regenerar 0 co-
fator NADPH utilizado pela enzima xilose redutase (Xyl1p), (Suzuki and Onishi 1973,

Berghall et al., 2007, Toivari et al., 2012) conforme demonstrado na figura 18.

NADP* -

Xilose —_ /[ —  Xilose
XylB | I Xyl
Xilulokinase <~ /s xilitol

> NADPH

Figura 18: Esquema representado a oxida¢do/reducdo durante a assimilacdo de xilose.

Poucos estudos reportam a presencga deste gene em eucariotos (Suzuki and
Onishi 1973, Kanauchi and Bamforth 2003). Estudos realizados sobre a espécie de
fungo Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei) e o gene Xilose desidrogenase (XyIB)

presente na espécie, indicaram que este gene nao é fundamental para o metabolismo

83



de xilose e nem representa uma rota alternativa de degradagcdo da mesma,
permanecendo como desconhecida sua real funcao (Berghall et al., 2007). Assim, a
presenca deste gene expresso na levedura Lipomyces starkeyi representa uma
importante fonte de estudos futuros, uma vez que sdo rarissimos os relatos da
presenca de enzimas capazes de desidrogenar acucares (Twerdochlib et al., 1994, Tsai
et al.,, 1995, Kim et al., 1998, Elshafei and Abdel-Fatah 2001). Uma vez que essa
levedura apresenta comportamentos fermentativos peculiares, como o consumo
simultdneo de glicose e xilose e consumo de inibidores tradicionais gerados durante a
hidrélise acida do bagaco (trabalho em andamento em nosso laboratério), é possivel
que a presenca de vias alternativas incomuns como esta estejam por tras destas

particularidades da espécie.

Anadlises mais profundas sobre 0 mecanismo de acao dos genes XylB, XylC
e XylD devem ser feitos, na medida em que se torna importante descobrir se estes
genes realmente constituem uma via alternativa de assimilacdo em xilose para a

levedura Lipomyces starkeyi.

No caso dos genes ligados a via das pentoses fosfato (PPP), que é
conhecidamente mais ativa durante o metabolismo de xilose (Jeffries et al., 2007) foi
possivel observar que os genes GND1 e PGI1 (Gluconolactanase) também estao
induzidos, nos tempos em que a xilose esta sendo consumida (24h e 48h). O gene
GND1 faz parte da fase oxidativa da via PPP e responsavel por um dos principais
pontos de regeneracdo do cofator NADPH, o qual é utilizado pela enzima xilose
redutase no 1° passo do metabolismo de xilose. Ja a maior expressao relativa do gene
PGDL1 possivelmente esta ligada a sua fungcao na producao de Frutose-6-Fosfato, que
participa no desvio do fluxo da glicélise para via PPP. Em contraste, nos genes HXK1 e
ZWF1 nao foi possivel observar diferencas nos niveis de expressdo em relacao a
fermentacdo em glicose. O Unico gene reprimido foi o gene PGK1 (fosfoglicerato
kinase), o qual pertende a via da glicélise, o que pode explicar o fato deste gene estar

reprimido durante fermentacdo em xilose.

Em relacdo a fermentagcdo em meio simulando a composi¢do de acucares do

hidrolisado hemicelulésico (proporcao de 70% de xilose para 30% de glicose), a
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expressdao génica observada foi bastante semelhante aos resultados obtidos na
fermentacdo em Xilose. Ou seja, também nesse caso os genes XYL1, XyIB, XylC e
XyID foram todos induzidos durante a fermentagdo, conforme podemos observar na
Tabela 12.

Tabela 12: Resultados da expressdo relativa dos genes durante a fermentacdo em

meio contendo Xilose/Glicose (Xil:Gli).

Expresséo relativa (log)

Genes 24H 48H 72H 96H
XylC 1,44 £ 0,38 1,58 £0,37* 1,96 + 0,48" 1,86 + 0,43*
XylD 0,20 + 0,08 0,80 + 0,02* 1,85 + 0,22 2,13 + 0,44*
XYLA 2,59 + 0,63* 5,94 + 1,18 4,44 +0,85* 2,84 + 0,59*

XylB(1)  4,42+12* 5,62 +0,84* 4,0 £ 0,54* 3,59 + 0,74*

XylB(2)  533+1,17* 6,03+ 1,51* 3,87 + 0,60 3,85 + 0,90*
ZWF1  -0,22+0,04 1,57 £0,40*  -1,076+0,06  -1,56 +0,04*
PGK1  -1,22+0,02 -0,84 + 0,07 1,13+0,04  -2,42+0,01*
GND1  -1,40 0,02 0,93+0,19*  -1,89+0,04*  -2,84+0,01*
PGH  -0,20+0,038  -0,08 0,02 -0,53 + 0,04 -1,64 £0,03
HXK1  -1,83 +0,01 1,13£0,09  -1,61£0,04*  -2,25+0,02*

*Dados estatisticamente significativos P< 0,1

Com relacéo aos genes ligados a via das pentoses fosfato, os genes GND1,
ZWF1 aparecem induzidos 48h apds o inicio da fermentagédo, enquanto o gene PGI1
nao apresentou diferencas na expressao que fossem significativamente estatisticas. A
expressao elevada dos genes ligados a via PPP nas duas fermentacbes, xilose e
Xil:Gli, em relacao a fermentagdo em glicose, confirma que, assim como em outras
leveduras, como Pichia stipitis (Jeffries et al., 2007) e Saccharomyces cerevisae
(Jeppsson et al., 2002), esta via tem papel importante durante o0 metabolismo de xilose

de L. starkeyi.

A figura 19 a seguir mostra as expressoes relativas dos genes XYL1, as duas
cépias de XyIB, XyIB(1) e XylB(2), além de XylC e XyID durante as fermentacées em
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xilose e Xil:Gli, destacando também as possiveis vias de metabolismo de xilose
presentes de L. starkeyi.
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Figura 19: Expressao relativa dos genes ligados a via principal (XYL1) e alternativa (XyIB, XyIC e XyID) do
metabolismo de xilose. Nos graficos foram omitidos os tempo em que n3ao houve diferengas
estatisticamente significativas.

3.3.5. ANALISE DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES LIGADOS AO ACUMULO DE
LIPIDEOS

O acumulo de lipideos em leveduras oleaginosas tem sido extensamente
estudado e parece bem definido quanto aos principais eventos que o desencadeiam.
Como ja dito na seg¢édo 1.7, o acumulo tem inicio mediante a limitagdo de nitrogénio no
meio de cultura. Tendo isso em mente, e analisando os graficos das 3 fermentacdes
(figuras 12, 13 e 14), chega-se a conclusdo que o tempo de 48h para as 3
fermentacdes representa o tempo onde ocorre a limitacao de nitrogénio, sendo portanto
o tempo onde devem ser focados as analises a fim de descobrir quais o genes estao

diferencialemnte expressos durante o acumulo de lipideos.
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As andlises foram feitas através da expressao relativa dos genes no tempo
48h, tomando como tempo controle o tempo de 24h, gerando assim um resultado que
mostra quais genes sofreram mudanga na taxa de expressao (induzidos ou reprimidos)
durante o tempo de 48h onde se entende haver limitagdo de nitrogénio e consequente
inicio do acumulo de lipideos. Desta forma, a presenca de genes diferencialemnte
expresos durante esa transicao, indicaria a participacdo destes genes no inicio da fase
de acumulo de biomassa.

Os dados gerados podem ser visto na tabela 13.

Tabela 13: Resultados da expressao relativa dos genes durante a transicao para fase do acimulo
de lipideos (48h).

Expressao relativa (log)

Genes GLICOSE XILOSE XIL:GLI
ACO1 -1,47 £ 0,07 0,40 + 0,06 -1,27 £ 0,05
ATP-CL 0,53 +0,17 0,16 + 0,03 0,22 + 0,05
ZWF1 1,38 £ 0,38 1,35 +0,34* 3,29 +0,81*
DGA2 454 +1,21* 1,95 + 0,58* 2,59 + 0,62*
CITH 1,54 £+ 0,36* 0,55+ 0,10* 0,80 +0,17*
PGK1 -0,03 £ 0,008 -2,31 +£0,01* 0,34 + 0,06
GND1 0,03 + 0,006 -0,15+0,03 1,30 £ 0,37*
PGIH 0,47 £0,10 1,18 £ 0,28* 0,59 +0,17
MDH1 -9,63 £ 0,00* -1,23 +0,06* 0,17 £ 0,02
ICL 2,54 +0,80* 2,41 +0,66* 2,29 + 0,50*
HXK1 -1,57 £ 0,04 -0,86 £ 0,10 -0,84 + 0,06

*Dados estatisticamente significativos P< 0,1

E possivel identificar na tabela pelo menos 4 genes que parecem estar
diferencialmente expressos na condi¢cdo de limitacdo de nitrogénio (48h). Sdo eles
CIT1, DGA2, ICL1 e MDH1, sendo os 3 primeiros induzido nas 3 fermentagcdes e o
ultimo reprimido nas fermentacées em glicose (GSM) e xilose (XSM). Apesar de ser
tratado como gene chave do acumulo de lipideos nas leveduras oleaginosas, nao foi
possivel observar uma mudanga nos niveis de expressao do gene ATP-CL, o que pode

indicar que a regulacao deste gene seja pds-transcricional.
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O comportamento destes genes pode nos dar uma idéia de como funciona o
fluxo metabdlico de L. starkeyi durante a fase inicial do acumulo de lipideos, conforme

podemos visualizar na figura 20.
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Figura 20: Esquema representativo do fluxo metabdlico ligado ao acumulo de lipideos na levedura
Lipomyces starkeyi. Os genes marcados em verde encontram-se induzidos, enquanto o gene em
vermelho esta reprimido . Adaptado de Papanikolaou and Aggelis (2011).

A escassez de nitrogénio no meio de cultura acarreta uma queda nos niveis
de AMP intracelular, principal ativador alostérico da enzima lIsocitrato desidrogenase
(ICDH). Sendo assim ocorre uma diminuicdo da atividade da enzima isocitrato
desidrogenase e consequente acumulo de isocitrato na mitocondria (Boulton and
Ratledge 1981, Evans and Ratledge 1985, Ratledge 2004). Os dados obtidos
demonstram que a molécula de isocitrato é entdo convertida a oxaloacetato pela

enzima isocitratoliase (ICL1p), uma das principais enzimas da via do glioxalato. Embora
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nao usual o aumento da expressao do gene ICL1 durante a limitagcdo de nitrogénio ja foi
descrito em outras leveduras e se mostrou essencial para o acumulo de lipideos em
fungos da espécie Mortierella alpina and Mucorsp. (Wynn and Ratledge 2000,
Mysiakina and Funtikova 2008, Zhu et al.,, 2012). A repressdo do gene MDH1 e
aumento da expressao do gene CIT1, indicam que a molécula de oxaloacetato é
combinada a molécula de Acetil-CoA formando a molécula de citrato através da acgao
da enzima citrato sintase (CIT1).O citrato se acumula na mitocondria e é entao
transportado para fora dela através de uma troca com o malato. Uma vez fora da
mitocbndria o citrato é convertido em Acetil-CoA e oxaloacetato pela enzima ATP citrato
liase. Por fim o aumento na expressao do gene DGA2 demonstra que a sintese de TAG
esta ativa durante o inicio da fase de acumulo de lipideos.

Os demais genes que se mostraram expressos durante o inicio do acumulo
de lipideos foram os genes ligados a via das pentoses fosfato, GND1, PGI1 e ZWF1. A
expressao destes genes se mostrou induzidos nas fermentacdes de xilose e Xil:Gli, e
esse fendmeno pode estar ligado apenas a presenga de xilose no meio, como ja dito
anteriormente, e nado ligado a limitagcao de nitrogénio e consequente acumulo de lipideo.
Porém, estudos anteriores realizados com a Lipomyces starkeyi (Naganuma et al.,
1985) indicaram que a enzima GND1p mostra-se mais ativa durante a fase de acumulo
de lipideo do que na fase de proliferacdo celular, durante cultivo em meio contendo
glicose como fonte de carbono. Um estudo protedbmico de L. starkeyi também
demonstrou que as enzimas ligadas aos genes PGI1 e GND1 estavam induzidas
durante o acumulo de lipideos (Liu et al., 2011). Segundo os autores, tal fato se deve a
necessidade da presenca do cofator NADPH para o funcionamento do complexo FAS
durante a biossintese de lipideos, o qual é regenerado pela via das pentoses fosfato
(ver figura 1).

Assim, a via das pentoses fosfato pode assumir um papel importante durante
0 acumulo de lipideos na levedura Lipomyces starkeyi através da regeneracdo do
cofator NADPH diferentemente da maioria das leveduras oleaginosas, para as quais
esse cofator é regenerado através da enzima malica (ME) citosélica na reacao de
conversdo de malato em piruvato (Wynn et al., 2001; Papanikolau, 2004; Boulton e

Ratledge, 1981; Evans and Ratledge, 1985; Papanikolaou and Aggelis, 2011) . Porém,
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estudos realizados com a levedura Lipomyces starkeyi indicam que a enzima malica
presente na levedura pode ser NAD+ dependente, regenerando assim o cofator NADH

ao invés de NADPH, como esperado (Tang et al., 2010).

4. CONCLUSAO

Apesar dos esforcos na tentativa de transformacéao genética de L. starkeyi,
nenhuma das técnicas utilizadas no presente trabalho se mostrou eficaz no ambito de
atingir os resultados desejados. Uma andlise genbmica da levedura também
demonstrou que a falta de plasmideos naturais na mesma, pode ser um grande entrave
a técnicas de transformacao que se utilizam de plasmideos modificados. Aliados ao fato
da falta de literatura disponivel, que retrate com sucesso casos de engenharia genética
de L. starkeyi, entende-se que sua transformacao € de fato muito laboriosa e necessita
de estudos mais completos, a fim de que se obtenha éxito e que acima de tudo essa
técnica se torne aplicavel seja para fins de pesquisa ou na utilizagdo em processos
industriais. As analises transcriptébmicas mostraram que os genes XYL1, XylIB, XyIC e
XylD participam do processo de metabolismo de xilose, uma vez que todos se
apresentaram induzidos quando comparados a fermentagédo onde a fonte de carbono
era a glicose. Enquanto o gene XYL1 & conhecido por fazer parte da via principal de
metabolismo de xilose em fungos e leveduras, os demais (XyIB, XylC e XyID) fazem
parte de uma via ndo usual de metabolismo de xilose em leveduras, que necessita de
estudos adicionais a fim de entender qual seu verdadeiro papel no consumo de xilose.
Além destes a anadlise também mostrou o papel importante que os genes da via das
pentoses fosfato (ZWF1, GND1 e PGI1) desempenham durante o consumo de xilose.
Em relacdo a sintese de lipideos foi possivel observar uma regulacdo positiva da
expressao dos genes ICL1, CIT1 e DAG2, logo no inicio da limitacdo de nitrogénio, o
que indica que estes genes possam estar intimamente ligados ao inicio do processo de
acumulo de lipideos de Lipomyces starkeyi, se tornando possiveis alvos de
manipulagdes genéticas visando um aumento na concentracdo de lipideos

intracelulares.
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5. TRABALHOS FUTUROS

A presenca e, principalmente, a expressao diferenciada durante o cultivo em
xilose, dos genes XylB, XylC e XylD, abre interessantes perspectivas quanto a
participagao desta via ndo usual no metabolismo de xilose. A inser¢cao dos genes XylB,
XylC e XylD em microrganismos que nao consomem naturalmente xilose, como
Saccharomyces cerevisae e Escherichia coli, poderia ajudar a elucidar o papel dos
mesmo no consumo de xilose na levedura L. starkeyi. Além disso, esta é uma via que
possui como produto intermediario o acido xilénico ou xilonato. Sendo um composto de
interesse industrial, € importante observar se este é produzido ao longo do processo
fermentativo utilizando a levedura L. starkeyi ou, até mesmo, se estes genes, quando
expressos em outro microrganismo, s&o capazes de torna-los potenciais produtores de

xilonato.

Paralelamente, esforcos precisam ser desenvolvidos na busca por métodos
eficazes de transformacéo genética da levedura em questao, visto que tais ferramentas
contribuem de maneira significativa para a manipulagdo de microrganismos visando a
producdo de compostos de interesse industrial. Novas metodologias vém surgindo nos
ultimos tempos, principalmente advindas dos avangos da biologia sintética, e podem ser
testadas na levedura Lipomyces starkeyi.

Uma vez determinada a metodologia de transformacdo genética de L.
starkeyi, os genes relatados neste trabalho, sejam aqueles ligados ao metabolismo de
xilose ou ao acumulo de lipideos, surgem como potenciais alvos para sua manipulagao
genética visando melhorar as caracteristicas naturais que tornam esta espécie

diferenciada.

Realizar uma analise transcriptdbmica completa de L. starkeyi a fim de
elucidar o perfil de expressao de todos os genes ligados a via usual de metabolismo de
xilose, bem como os genes da via alternativa proposta pelo presente trabalho. A mesma
estratégia pode ser também utilizada como ferramenta para investigar quais genes
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estdo sendo regulados durante o processo fermentativo e, em especial, na fase de
transicdo entre o crescimento celular e o acumulo de lipideos determinado pela
limitagdo de nitrogénio, gerando assim um perfil da mudanga de expressdo dos

principais genes ligados a este fenémeno.

O entendimento do metabolismo de L. starkeyi, aliado ao conhecimento
genético advindo da analise gendmica ja realizada por nosso grupo de pesquisa, deve
nos fornecer arcabougo para identificar as caracteristicas peculiares desta levedura,
como sua especializagao no consumo de xilose e de inibidores presentes no hidrolisado
hemiceluldsico, como furfural, HMF e acido acético.
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Anexo 1: TRANSFORMACAO POR ACETATO DE LiTIo (LIAC)

- As cepas de leveduras foram inoculadas em meio YPD até que a ODgqp tivesse
atingido 0.6 (aproximadamente 48h).

- As culturas foram transferidas para tubos Falcon 50 ml e centrifugadas a 1000 g,

durante 5’ e temperatura ambiente.

- O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em agua estéril, juntando

tudo em um Unico tubo falcon de 50 ml.
- Centrifugou-se a 1000 g, durante 5’ e temperatura ambiente.
- Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1,5ml de Te/LiAc(1x)

- O DNA carreador ssDNA (DNA de esperma de salmao) foi preparado através de
desnaturacao por incubacao a 100°C.

- Colocou-se em 1 eppendorf 100ul das células ressuspendidas, juntamente com o
plasmideo linearizado que contém o cassete integrativo e 0 DNA carreador(ssDNA).

- Vortexou-se e adicionou-se a mistura 600ul de PEG/LIAc.

- Incubou-se no shaker por 1h a 30°C e 200rpm.

- Foram adicionados 70ul de DMSO e misturou-se por inverséo.

- Choque térmico em banho a seco 42°C durante 15’ e depois banho de gelo por 2'.
- Centrifugou-se a 14.000 rpm durante 5’ e temperatura ambiente.

- O pellet foi ressuspendido em 1,0ml de meio YPD e incubado ON a 30°C

- Centrifugou-se a 7000 g por 5’.

- O pellet foi ressuspendido em 0,5ml de agua estéril e plaqueado em placas com

meio solido YPD e geneticina. Para o controle negativo foi realizada a
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transformacao,porém sem a adi¢ao do plasmideo linearizado que contém o cassete

integrativo.

-As placas foram ser incubadas a 28°C até o aparecimento de colbnias.

Anexo 2: TRANSFORMAGAO POR ELETROPORACAO

- Dois dias antes do experimento, inoculou-se em 50 ml de meio YPD, uma Unica
coldnia isolada de cepa a ser transformada, até uma ODggo = 0,6 (aproximadamente
48hr).

- Transferiu-se o indculo para tubos falcon de 50 ml e centrifugou-se a 4000 g e
4°C durante 5'.

- O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20 ml de H»O estéril.
- Adicionou-se 10 ml de 10x TE buffer, pH = 7,5.
- Adicionou-se 10 ml de 10x LiAc(1M) . Colocou-se no shaker durante 45’ e 30°C.

- Adicionou-se 2,5 ml de 1M DTT (Dithiothreitol) enquanto agitava-se levemente.

Colocou-se no shaker a baixa rotagédo durante 15’ a 30°C.
- Adicionou-se 25 ml de H,O gelada e centrifugou-se a 6000 g e 5.

- O sobrenadante foi descartado e os pellets ressuspendidos em 3 ml de
sorbitol(1M) gelado.Centrifugou-se a 6000 g durante 5'.

- O sobrenadante foi descartado novamente e os pellets ressuspendidos em 0,2 ml

de sorbitol.

- Separou-se os 0,2 ml em quatro eppendorfs de 1,5 ml, cada um contendo 50ul das

células ressuspendidas em sorbitol.

- Adicionou-se diferentes concentracoes de DNA(plasmideo linearizado contendo o
cassete integrativo), aos tubos contendo as células.O DNA foi adicionado segundo
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as seguintes concentracgodes: 0,8ul; 4,6ul; 8,3ul; 9,0ul.

- Transferiu-se a mistura do DNA com as células para uma cubeta de eletroporacéo

gelada.
- Eletroporou-se em eletroporador a 1,5 kV, 25 uF e 200Q.

- Logo ap6s a eletroporacao, foram adicionadas as cubetas 1 ml de sorbitol para
recuperacao das células.

- As células foram deixadas ON incubadas a 30°C

- Foram feitas 5 placas seletivas YPD/Sorbitol, as quais foram adicionadas antes do
plagueamento 100ul de geneticina(G418).

- O conteudo dos eppendorfs deixados na estufa ON foi centrifugado a 10000 g

durante 5’ .

- Os pellets foram totalmente ressuspendidos em 200ul de sorbitol e plagueados
nas placas seletivas com geneticina. O controle negativo foi feito com as células
eletroporadas sem a presenca do DNA e plagueado nas placas seletivas com

geneticina.

Anexo 3: OBTENGCAO DE ESFEROPLASTOS

Preparacao de esferoplastos:

- Inoculou-se duas colbnias da levedura a ser transformada em 50 ml de meio YPD,
contidos em dois erlenmeyers de 250 ml, durante cerca de 40h a 200rpm.

- Colocou-se o in6culo em tubo falcon de 50 ml que foi levado a centrifuga 4000rpm
durante 5 minutos para formagé&o de pellet.

- As amostras forma lavadas 2x com H>O estéril, centrifugando a 4500 rpm durante

5 minutos.
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- O sobrenadante foi descartado e adicionou-se em cada falcon contendo a
amostra, 5 ml de solucdo de digestdo enzimatica da parede celular , devidamente

filtrado em filtro Millex 0,22 um.

- As células juntamente com a solugéo de digestdo permaneceram incubadas ON
na estufa a 28°C.

- Apéds a incubacao, as amostras foram observadas em microscépio para verificagao
da formacgéo dos esferoplastos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a
4000rpm durante 5 minutos para formacéao de pellets.

- Observou-se que parte das células nao pelletou, ficando na porcao mais externa
do sobrenadante.

- A porgcao mais externa do sobrenadante foi retirada e transferida para outro falcon.

- Ao pellet e ao sobrenadante foram adicionados 2 ml de sorbitol(1M) e

centrifugados a 4000rpm durante 5 minutos.

- Do tubo com pellet foi realizada mais uma lavagem com sorbitol (1M),enquanto
que no tubo que continha o sobrenadante foi retirada a parte do sobrenadante com
aspecto mais denso, onde parecia haver células em suspenséo. Este sobrenadante
de aspecto mais denso foi transferido para outro tubo, ao qual adicionamos 2 ml de
sorbitol(1M) e centrifugamos a 4000rpm durante 5 minutos. No tubo em que se
encontravam anteriormente as células em suspensdo houve uma pequena
formagéo de pellet, ao qual foram adicionados 2 ml de sorbitol(1M) e centrifugados
junto aos demais tubos a 4000rpm durante 5 minutos.

- Ao final da lavagem obtivemos 3 amostras que foram plaqueadas em placas com
meio YPD/Sorbitol para analise da recuperacao dos esferoplastos.

Anexo 4: TRANSFORMACAO POR ESFEROPLASTOS
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- Inocularam-se 2 col6nias da levedura de interesse, uma em cada erlenmeyer de

250 ml contendo 50 ml de meio YPD, durante 40 h, sob agitagdo de 200rpm.

- Apoés a incubagéo as amostras foram transferidas para 2 tubos falcon de 50 ml e
centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos.

- O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em H>O estéril, sendo
novamente centrifugado a 4000rpm durante 5 minutos. Repetiu-se este processo

mais uma vez.

- Descartou-se o sobrenadante e foram adicionados a cada tubo 5 ml de solucéo de

lise enzimatica da parede celular.

- As células juntamente com a solucao de lise enzimatica foram deixadas no shaker
ON a 28°C.

- Apéds a incubacgao as células forma inspecionadas no microscopio para confirmar a

formacgao de protoplastos.

- As amostras forma centrifugadas a 400rpm durante 5 minutos para formacao de
pellet.

- Como ja visualizado anteriormente além do pellet foi formado uma suspenséo de
células, portanto utilizamos uma seringa descartavel para retirar a porcao do

sobrenadante entre o pellet e a suspensao de células.

- O restante da amostra presente nos tubos foi lavado com 2 ml de sorbitol(1M), e
centrifugado a 4000rpm durante 5 minutos.

- Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 0,5 ml de
sorbitol/CaCl,.

- As amostras foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos para formagéao de
pellet. O sobrenadante foi descartado.

- O pellet foi ressuspendido novamente em 5 ml de Sorbitol/CaCls, totalizando 2

amostras, uma proveniente do in6culo 1 e outra proveniente do inéculo 2.
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- A partir deste passo as amostras serdo submetidas aos 2 diferentes protocolos de

transformacéao.

- A amostra 01, proveniente do inoculo 01, foi dividida em 2 eppendorfs(200 ul cada)
contendo 10ug do DNA (cassete Aura3) e 5 ul de ssDNA. Onde um dos eppendorfs
foi submetido a transformacao por LiAc e o outro a transformacéao por esferoplastos.
No 3° eppendorf foram colocados 100 ul da amostra para realizar o controle.

- O mesmo passo acima foi feito para a amostra 02 ,proveniente do inoculo 02.

- A molécula de ssDNA foi pré aquecida a 100°C e depois resfriado rapidamente em
gelo para desnaturacéo.

Para as amostras que posteriormente serdo transformadas por esferoplastos

seguiu-se o0 seguinte protocolo:

- Adicionou-se 10 volumes de solucdo PEG/CaCl, agitando-se levemente. A
amostra foi deixada a temperatura ambiente por 30 minutos.

- Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 min.

- O sobrenadante foi parcialmente descartado, sendo deixado apenas 150 ul nas
amostras transformadas com o DNA e 300 pl na amostra separada para controle
negativo e positivo.

Para as amostras de esferoplastos transformadas pela metodologia de
Acetato de Litio seguiu-se o seguinte protocolo:

- Adicionou-se a cada amostra 0,6 ml de PEG/LiAc e vortexou-se brevemente.
- As amostras foram incubadas a 28°C durante 1h e 200rpm.

- Foi realizado o choque térmico em banho-maria a 42°C durante 35 minutos,e
posterior banho em gelo por 2 minutos.

- As amostras foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos.
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- O sobrenadante foi parcialmente descartado, sendo deixado apenas 150 ul nas
amostras transformadas com o DNA e 300 ul na amostra separada para controle

negativo e positivo.
Ao final das transformacgdes obtivemos:

- 1 eppendorf contendo as células do inoculo 01 transformadas pelo método de

esferoplasto(150 ul)

- 1 eppendor contendo as células do inoculo 01 transformadas pelo método de LiAc
(150 ul).

- 1 eppendorf contendo as células provenientes do inoculo 01 que serao utilizadas
no controle positivo e negativo (300 ul).

- 1 eppendorf contendo as células do inoculo 02 transformadas pelo método de

esferoplasto(150 ul)

- 1 eppendorf contendo as células do inoculo 02 transformadas pelo método de LiAc
(150 ul).

- 1 eppendorf contendo as células provenientes do inoculo 02 que serdo utilizadas
no controle positivo e negativo (300 ul).

Todas as amostras foram plagueadas em meio YPD/Sorbitol.

- Para o controle foram utilizados 150 ul das células em placa contendo geneticina

(controle negativo), e 150 ul em placas sem geneticina (controle positivo).

- Todas as placas foram incubadas a 28°C.

Anexo 5: EXTRAGAO DE RNA com FENOL Acipo

- Primeiramente, a biomassa foi lavada com 5ml de H20 mili-q autoclavada gelada,
e em seguida peletada novamente por centrifugacao a 4000rpm durante 5 minutos.
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- Em seguida o sobrenadante foi descartado e a biomassa foi ressuspendida por
pipetagem apds adi¢do de 500ul de TES. Posteriormente foram adicionados 500ul
de fenol acido e vortexou-se durante 10 segundos. Em relacdo a quantidade de
TES e fenol acido utilizado, estas foram variaveis, dependendo da quantidade de
biomassa utilizada na extragdo. Para otimizar a extragcdo, a cada 25mg de
biomassa, eram utilizados 500ul de TES e 500ul de fenol acido-quente. Como
exemplo, em caso de termos 50mg de biomassa usaremos 1ml de TES e 1ml de

fenol acido.

- Apé6s vortexada, a amostra foi incubada em banho-maria a 65°C durante 50
minutos, vortexando a cada 10 minutos. Apds os 50 minutos a amostra foi colocado
no gelo por 5 minutos e em seguida peletada por centrifugacao a 4000rpm durante

5 minutos e 4°C.

- Desta vez a fase aquosa é transferido para tubos de plastico de 1,5 ml e
adicionados 500ul de fenol acido-quente. A solucao foi vortexada e colocada no
gelo por 5 minutos, sendo em seguida centrifugada a 12.000rpm, durante 5 minutos
e 4°C.

- Novamente a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de plastico sendo
adicionados 500ul de cloroférmio, vortexando em seguida. A solugdo foi

centrifugada a 12.000rpm, durante 5 minutos e 4°C.

- A fase aquosa foi retirada e transferida para novo tubo de plastico, onde foram
adicionados 40ul de Acetato de Sodio 3M e 1ml de Etanol 100%. A solucao foi
vortexada e armazenada a -80°c durante 2hr. Em seguida a solugdo foi

centrifugada a 12.000rpm, durante 30 minutos e 4°C.

- O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com Etanol 70% gelado
preparado com H,O DEPC. Em seguida a solugao foi centrifugada a 12.000rpm,
durante 5 minutos e 4°C.

- Ao final o pellet de RNA é ressuspendido em 50ul de HoO DEPC e armazenado a
-80°C.
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