UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Fernanda Gelsleichter

O papel da «x-arrestina Art7 na expressao de transportadores de acilicares na

levedura Saccharomyces cerevisiae

Florianépolis
2022






Fernanda Gelsleichter

O papel da «x-arrestina Art7 na expressao de transportadores de aciicares na

levedura Saccharomyces cerevisiae

Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) submetido ao Curso
de Graduacio em Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
de Santa Catarina como parte dos requisitos para a obten-
¢3o do grau de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Boris Juan Carlos Ugarte Stambuk, Dr.
Coorientador: Angela Alves dos Santos, Dra.

Florianépolis
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automética da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Cel sl ei chter, Fernanda

O papel da alfa-arrestina Art7 na expressado de
transportadores de aguUcares na | evedura Saccharonyces
cerevisiae /| Fernanda Cel sleichter ; orientador, Boris
Juan Carlos Ugarte Stanbuk, coorientadora, Angela Al ves
dos Santos, 2022.

60 p.

Trabal ho de Concl usdo de Curso (graduacdo) -
Uni ver si dade Federal de Santa Catarina, Centro de G éncias
Bi ol 6gi cas, Graduagdo em Ci énci as Bi ol 6gi cas, Florianopolis,
2022.

Inclui referéncias.

1. G éncias Bioldgicas. 2. Ubiquitinagdo. 3. dicose. 4.
Xilose. 5. Etanol. |. Stanmbuk, Boris Juan Carlos Ugarte.
Il. dos Santos, Angela Alves. IlIl. Universidade Federal de
Santa Catarina. Graduacdo em Ci éncias Biol 6gicas. |IV. Titulo.




Fernanda Gelsleichter

O PAPEL DA o-ARRESTINA Art7 NA EXPRESSAO DE TRANSPORTADORES
DE ACUCARES NA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

Este Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) foi julgado adequado para obten¢do do Titulo de
Bacharel em Ciéncias Biol6gicas e aprovado, em sua forma final, pela Banca Examinadora.

Florianépolis, 11 de marco de 2022

Documento assinado digitalmente

Daniela Cristina de Toni

Data: 14/03/2022 08:49:29-0300
CPF:774.080.129-15

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Daniela Cristina de Toni, Dra.
Coordenadora do Curso de Graduagdo em

Ciéncias Bioldgicas

Banca Examinadora:

Documento assinado digitalmente

Boris Juan Carlos Ugarte Stambuk

Data: 11/03/2022 18:22:33-0300

CPF: 057.643.048-06

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Boris Juan Carlos Ugarte Stambuk, Dr.
Orientador

Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

Carlos Peres Silva

Data: 12/03/2022 11:59:21-0300
CPF:232.039.193-20

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Carlos Peres Silva, Dr.
Avaliador

Universidade Federal de Santa Catarina

Sérgio Assinado de forma

/ digital por Sérgio

Lu|Z AIVeS Luiz Alves Junior

‘_/Z-. : Dados: 2022.03.14

Juanior 15:48:05 -03'00"
Prof Serg|o\/(.nz Alves Janior, Dr.

Avaliador

Universidade Federal da Fronteira Sul






A minha familia.






AGRADECIMENTOS

Ao professor Boris Stambuk, por aceitar me orientar e pela paciéncia durante esses
anos de Iniciacdo Cientifica.

A minha colega de laboratério e co-orientadora, Angela Alves dos Santos. Sei que n3o
foi facil me ajudar e me direcionar, sempre te pedindo conselhos e ficando perdida nas inameras
tarefas no laboratério. Tenho muito a te agradecer por todos os ensinamentos, paciéncia e
dedicacdo com que vocé lida com as demandas do laboratério. Desde a minha entrada no
laboratério, em todo meu percurso na Iniciacdo Cientifica e durante a escrita deste trabalho,
vocé me ajudou e continua me ajudando bastante. Muito obrigada. Agradeco também aos
demais colegas de laboratério, Eduardo, Leonardo e Cristina (ainda que de outro laboratério)
pelas risadas, pelo aprendizado e pela convivéncia.

A minha familia, Rosemere, José, Sara e principalmente Vitor, por sempre me apoiarem
e me ajudarem a correr atrds dos meus sonhos. Este trabalho ndo existiria sem o apoio de
vocés.

A todos os outros colegas, professores e amigos que, de alguma forma, tenham influen-
ciado na minha caminhada até aqui, muito obrigada.

Ao Programa PIBIC/CNPq/UFSC pela Bolsa de Iniciagdo Cientifica durante varios
anos, e ao CNPq e FINEP pelo apoio financeiro ao laboratério.






Your dream is over, or has it just begun?
(Silent Lucidity - Queensryche)






RESUMO

Quando se trata da producdo eficiente de etanol, e principalmente do Etanol de Segunda Gera-
¢do (etanol 2G), sabe-se que existem fatores que geram limitagdes significativas na produgdo
deste pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Por exemplo, a ineficiéncia deste microrganismo
na internalizacdo e fermentacdo da xilose, uma pentose de abundante presenca na biomassa da
cana-de-actcar, que é a matéria-prima utilizada na producdo do etanol 2G brasileiro. Sabendo-
se desta limitacdo, vé-se necessaria a construcdo de linhagens recombinantes de S. cerevisiae
(através do uso de ferramentas de Engenharia Gendmica, Biologia Molecular e demais areas
biotecnologicas relacionadas ao estudo de leveduras) que sejam, de fato, capazes de realizar a
internalizacdo e a fermentac3o eficiente desta pentose, com énfase no sucesso desta fermen-
tacdo em escala industrial. A captacdo da xilose pela levedura S. cerevisiae ocorre através da
atividade de transportadores de hexose (como a glicose) conhecidos como Hxt, cuja fung¢do
é realizar o transporte deste aciicar através da membrana celular, em direcdo ao interior da
célula. Porém, estes transportadores possuem uma afinidade maior pela glicose, dificultando
a internalizacdo de xilose por meio destes transportadores. Além disso, estudos recentes tem
demonstrado processos de internalizacdo e posterior degradacdo de transportadores de acicar,
cuja regulacdo ocorre em resposta a diferentes concentracdes de glicose, através da ubiquitina-
¢3o dos transportadores. Entretanto, pesquisadores vém demonstrado que a delecdo de alguns
genes especificos, como o RODI e ROG3 (genes que codificam a-arrestinas que participam
do processo de ubiquitinagdo destes transportadores de membrana) podem ser capazes de
evitar a endocitose dos transportadores de aciicar. Sabendo-se disso, neste trabalho, a linha-
gem hxt-null DLG-K1 (sem os principais transportadores Hxt1-Hxt7 e Gal2) foi modificada
com a delegdo dos genes RODI e/ou ROG3, e a sobre-expressdo do transportador Hxt7. A
seguir, foi realizada a avaliacdo das performances de fermentacdo desta linhagem recombinante
(DLGK1T7Arog3) transformada com um plasmideo multicépia contendo o transportador Hxt7.
Os resultados obtidos indicam que a delecdo das duas arrestinas prejudicou a performance
da levedura. Com a delecdo do gene ROG3, as leveduras DLGK1T7Arog3 demonstram uma
melhor fermentacdo das células em glicose, e também um melhor consumo desta fonte de
carbono pela levedura. O que sugere que o gene ROG3 (Art7) estaria envolvido na endocitose
e remocdo do transportador Hxt7 em altas concentracdes de glicose, e também durante a
cofermentacdo, porém nenhum efeito positivo pode ser observado no consumo de xilose (em
meios contendo somente xilose) e fermentagdo desta pela auséncia da arrestina Art7 nas cepas
com expressdo dos transportadores Hxt7.Este resultado sugere que as arrestinas envolvidas na
endocitose do transportador Hxt7 na presenca de altas concentracdes de glicose podem ser
diferentes quando a fonte de carbono é a xilose.

Palavras-chave: Ubiquitinac3o. Glicose. Etanol 2G. Xilose. Levedura.






ABSTRACT

When it comes to the efficient production of ethanol, and especially of Second Generation
Ethanol (2G ethanol), it is known that there are factors that generate significant limitations
in its production by the yeast Saccharomyces cerevisiae. For example, the inefficiency of this
microorganism in the internalization and fermentation of xylose, a pentose that is abundantly
present in sugarcane biomass, which is the raw material used in the production of Brazilian 2G
ethanol. Knowing this limitation, it is necessary to build recombinant strains of S. cerevisiae
(through the use of tools from Genomic Engineering, Molecular Biology and other biotech-
nological areas related to the study of yeasts) that are, in fact, capable of performing the
internalization and efficient fermentation of this pentose, with emphasis on the success of this
fermentation on an industrial scale. The uptake of xylose by the yeast S. cerevisiae occurs
through the activity of hexose transporters (such as glucose) known as Hxt, whose function is to
carry out the transport of this sugar through the cell membrane, towards the interior of the cell.
However, these transporters have a greater affinity for glucose, making it difficult to internalize
xylose through these transporters, in addition to recent studies have shown that processes
of internalization and subsequent degradation of sugar transporters occur, whose regulation
occurs in response to different concentrations of glucose. , occurring through the ubiquitination
of transporters. However, researchers have demonstrated that the deletion of some specific
genes, such as RODI and/or ROG3 (genes that encode a-arrestins that participate in the
ubiquitination process of these membrane transporters) may be able to prevent endocytosis of
sugar transporters. Knowing this, in the present work, the hxt-null DLG-K1 strain (without the
main transporters Hxt1-Hxt7 and Gal2) was modified with the deletion of the RODI and ROG3
genes, and the overexpression of the Hxt7 transporter. Then, the fermentation performances
of these recombinant strains (DLGK1Arog3) transformed with a multicopy plasmid containing
the Hxt7 transporter were evaluated. The results obtained indicate that the deletion of the
two arrestins impaired the performance of the yeast. With the deletion of the ROG3 gene,
DLGK1T7Arog3 yeasts demonstrate a better fermentation of the cells in glucose, and also a
better consumption of this source of carbon by the yeast. This suggests that the ROG3 gene
(Art7) would be involved in endocytosis, and removal of the Hxt7 transporter at high glucose
concentrations, and also during co-fermentation, but no positive effect could be observed on
xylose consumption (in media containing only xylose) and fermentation of this by the absence
of Art7 arrestin in the strains with expression of Hxt7 transporters. This result suggests that
the arrestins involved in endocytosis of the Hxt7 transporter in the presence of high glucose
concentrations can be different when the carbon source is xylose.

Keywords: Ubiquitination. Glucose. Ethanol 2G. Xylose. Yeast.






LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 — Producdo de etanol a partir do uso de cana-de-agtcar. . . . . . . ... .. 24

Figura 2.2 — Estrutura da biomassa lignocelulésica. . . . . . . .. ... ... ... ... 24

Figura 2.3 — Esquematizac¢do da estrutura dos transportadores da familia MSF, com 12
segmentos transmembrana. . . . . ... .. 27

Figura 2.4 — Esquematizacdo do papel das arrestinas como reguladores endocitose de

transportadores. . . . . . . ... 31
Figura 3.1 — Construcio dos médulos de delecdo BleR e Kan®R. . . . . . . . . . ... .. 38
Figura 3.2 — Delecdo dos genes ROG3 e ROD1. . . . . . .. .. ... ... ...... 40
Figura 4.1 — Confirmacio da delecdo do gene ROG3 com BleR . . . . . . . ... ... 44
Figura 4.2 — Confirmacdo da delecdo do gene RODI com KanR. . . . . . . . . . .. 45
Figura 4.3 — Digestdo com enzimas de restrigdo, realizadas a partir do mini-prep, para

verificacdo e confirmacdo do plasmideo. . . . . . . . . .. ... ... ... 46
Figura 4.4 — Confirmac¢do da insercdo do plasmideo pGK na linhagem DLGK1T7. . . . . 47
Figura 4.5 — Fermentacdo aerébia em meios contendo 4% de glicose . . . . . . . .. .. 49
Figura 4.6 — Fermentac3o aerébia em meios contendo 4% de glicose e 4% xilose . . . . 49

Figura 4.7 — Fermentac3o aerébia em meios contendo 4% xilose . . . . . . . . ... .. 50






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Afinidade dos transportadores Hxt pela glicose . . . . .. ... ... ... 29
Tabela 2 — Linhagens de Leveduras utilizadas. . . . . . . .. ... ... ... .... 33
Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores e plasmideo utilizado. . . . . . . . . . .. .. 37
Tabela 4 — Parametros cinéticos da fermentagdo. . . . . . . . .. .. ... ... ... 50






1.1
1.11
1.1.2

2.1
2.2
2.3
2.4
25
2.6

3.1
3.2
3.3
331
3.3.2
3.33
3.34
3.35
3.3.6
3.3.7
3.3.8
3.3.9
3.3.10

SUMARIO

INTRODUCAO . .. . . . it e e e e e e
OBJETIVOS . . . . .
Objetivo geral . . . . . . . .
Objetivos especificos . . . . . . . . . ...
REVISAO BIBLIOGRAFICA . . . .. .. .. i iiinn..
ETANOL DE 12 E22 GERACAO . . . . . . . ... ... ... .....
SACCHAROMYCES CEREVISIAE . . . . . . . . . .. ... .......
TRANSPORTE DE ACUCAR EM S. CEREVISIAE . . . . . . . .. ...
METABOLIZACAO DA XILOSE . . . . . .. .. ... .. ... .....
TRANSPORTADORES HXT . . . . . . . . . . ... . ... ... ....
ENDOCITOSE DE TRANSPORTADORES . . . . ... ... ... ...
MATERIAIS EMETODOS . . . . . .. . ot i i e e e
LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS . . . . . . ... ... ...
MEIOS DE CULTURA . . . . . . .
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR . . . . . ... ... ... ...
Extracdo de DNA genémico . . . . . . . . . .. ... ... ... ...
Rea¢do em Cadeia de Polimerase (PCR) . . . . . .. ... ... ... ..
Eletroforese em Gel de Agarose . . . . . . . . . . . .. ... ... ...
Obtencdo do Médulo de Dele¢do . . . . . . . . ... ... ... ... ...
Concentracdo dos fragmentos de DNA amplificados . . . . . . . .. ...
Transformagdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae . . . . . . . ..
Delecdo dos genes ROD1 e ROG3 . . . . . . . . . . . ... ... ....
Extragdo de DNA plasmidial (Mini-Prep) . . . . . . ... ... ... ..
Ensaios fermentativos com as linhagens de levedura . . . . . . . . . . ..
Determinacdo dos substratos e produtos das fermentacdes . . . . . . . .
RESULTADOS E DISCUSSAO . . . . .. ... oiiinnn ..
CONCLUSOES . . . . . . . e e
REFERENCIAS . . . . . et e e e






21

1 INTRODUCAO

Quando se trata do uso de combustiveis fésseis para producdo de energia, como carvio
e petréleo, pode-se enumerar diversos problemas, como poluicdo, agravamento e aceleracio
do efeito estufa, esgotamento de fontes de energia (energia ndo-renovavel), entre outras.
Frente a isso, cada vez mais tem-se buscado fontes alternativas para producdo de combustiveis
renovaveis e ecolégicos, com isso, a producdo de etanol teve um grande destaque.

A partir do uso de matérias-primas renovaveis, a fabricacdo de biocombustiveis tem
atraido inimeros estudos nas mais diversas areas, uma vez que seu uso n3o gera grandes
impactos negativos ao meio ambiente. Dentre os combustiveis renovaveis, o etanol e o biodiesel
tém sido os que mais recebem destaque, sendo o etanol produzido principalmente a partir de
produtos vegetais ricos em acticares e amido (BUSIC et al., 2018).

No Brasil, a demanda por fontes alternativas de produgdo de combustiveis surgiu na
década de 1970, devido a crise mundial do petréleo. Em alternativa a crise, foi desenvolvido
no Brasil o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), que visava financiar a criagdo de usinas
de producdo de etanol, o aumento do plantio de cana-de-acicar, que é a matéria-prima
utilizada na producdo do etanol brasileiro, e estimular a utilizacdo do etanol como combustivel
veicular (AMORIM et al., 2011; LOPES et al., 2016). A partir destas politicas nacionais e do
desenvolvimento de tecnologias ligadas a esse setor, como o desenvolvimento da tecnologia
dos carros Flex em meados de 2003, o Brasil se tornou um dos maiores produtores de etanol
do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos (GOLDEMBERG, 2008).

O etanol brasileiro & produzido através da fermentac3o dos aciicares presentes no caldo
da cana-de-acicar, realizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae, um fungo unicelular e
robusto, que possui diversas qualidades que tornam-no um padrdo mundial para producio
de etanol em escala industrial (STAMBUK, 2019). Este processo fermentativo da origem ao
chamado etanol de primeira geragdo (Etanol 1G).

A cana-de-aciicar também é amplamente utilizada na producdo de alimentos, como
0 aclcar, e esses processos geram uma grande quantidade de residuos, como o bagaco e a
palha da cana-de-aciicar. Esses residuos sdo comumente utilizados para producdo de energia
na proépria indistria, como fonte de calor para queima em caldeiras de usina & combust3o
(MAGA et al, 2019). Entretanto, cada vez mais se tem pensado no uso desta biomassa
para incrementar a produc3o de etanol, visto que ela é rica em acucares fermentaveis. Neste
caso, o etanol produzido é chamado de etanol de segunda geracdo, ou Etanol 2G (ROBAK;
BALCEREK, 2018).

As vantagens do uso da biomassa vio além do aumento da producio final do etanol,
pois também englobam questdes ambientais como o uso de area agricola e diminuigdo dos
residuos n3o-aproveitados, visto que a reutilizacdo dessa biomassa ndo implica no uso de novas
areas de terra agricultaveis. Isso faz com que os impactos agricolas sejam minimos, favorecendo

econémica e ambientalmente essa utilizacdo (MAGA et al., 2019).
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Para a producdo do Etanol 2G, & necesséario realizar a fermentacdo dos aclicares presen-
tes na biomassa. Devido a sua origem, esse produto é composto majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo a hemicelulose rica em xilose, a pentose mais abundante desta
biomassa e o segundo aclicar mais abundante na natureza. Em funcdo disso, esses compostos
quimicos demandam processos de pré-tratamento, podendo ser usados agentes fisicos ou quimi-
cos, de forma a quebrar e liberar os aciicares para que possam ser posteriormente fermentados
e transformados em etanol pela levedura (ROBAK; BALCEREK, 2018).

Infelizmente, a S. cerevisiae é incapaz de fermentar naturalmente a xilose (PATINO
et al., 2019). Contudo, como ja dito, essa levedura possui diversas outras caracteristicas que a
tornam valiosa, como robustez e sequenciamento genémico conhecido, o que faz com que seja o
principal organismo utilizado em estudos de engenharia genética, a fim de realizar modificacdes
sobre ele e torna-lo capaz de metabolizar a xilose e, com isso, produzir Etanol 2G de forma

eficiente.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Utilizar a engenharia gendmica, através da delecdo do gene ROG3 e/ou RODI e sobre-
expressdo do transportador HXT7, para promover a melhor fermentacdo de aclcares por

linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae.

1.1.2  Objetivos especificos

- Deletar o gene ROG3 e/ou RODI da linhagem de S. cerevisiae recombinante DLG-K1
(linhagem hxt-null com os principais genes que codificam para os transportadores de
hexoses deletados, e com sobre-expressdo dos genes responsaveis pela metabolizacdo de

xilose).

- Transformar a linhagem recombinante contruida (Arog3 e/ou Arog3rodl) com plasmideo

multicopia contendo o gene HXT7.

- Analisar as performances fermentativas da linhagem recombinante e de sua parental em

meios contendo glicose e/ou xilose como fonte de carbono.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ETANOL DE 12 E 22 GERACAO

Apesar dos problemas apresentados pelo uso de energias ndo-renovaveis como petréleo e
carvio vegetal, estas ainda s3o responsaveis pela demanda energética mundial atual. Entretanto,
preocupacdes em relacdo as reais reservas mundiais, aliadas aos impactos ambientais gerados
pelo uso destas fontes de energia, tem feito com que se pense cada vez mais em fontes
alternativas de producio de combustiveis renovaveis e menos poluentes, além da diminuic3o
da dependéncia no petréleo. Dos biocombustiveis conhecidos, os mais utilizados s3o o etanol e
o biodiesel, com o etanol representando mais de 70% da producdo mundial de biocombustiveis
renovaveis, sendo os Estados Unidos e o Brasil os maiores produtores de etanol, responsaveis
por 80% da produgdo mundial (BENTIVOGLIO; FINCO; BACCHI, 2016; JACOBUS et al.,
2021).

O etanol brasileiro é feito através da fermentacdo dos acgicares presentes no caldo
de cana-de-acicar, processo realizado pela levedura Saccharomyces cerevisiae, que utiliza
a sacarose presente no caldo da cana no processo fermentativo, produzindo o Etanol 1G. A
estrutura da sacarose permite o uso imediato como fonte de carbono pela levedura S. cerevisiae,
dispensando tratamentos prévios de quebra do material a ser utilizado pela levedura no processo
de produ¢do de etanol (MARQUES et al., 2015).

Além do plantio de cana-de-acicar para producio de biocombustiveis, o Brasil também
é um grande produtor mundial de aciicar como alimento e, aliando essas duas producdes em
larga escala, os residuos gerados durante o processo sido grandes, principalmente na forma de
palha e bagaco de cana-de-actcar. O bagaco gerado nessa producdo geralmente é usado como
fonte de energia na prépria usina, sendo queimado para geracdo de calor e eletricidade (MAGA
et al., 2019).

Entretanto, estudos tém demonstrado que esses residuos (biomassa lignocelulésica)
sdo ricos em acicares fermentaveis como glicose e xilose que podem, entdo, ser utilizados
como fonte de producdo de etanol, aproveitando n3o somente o caldo da cana-de-actcar, mas
sim a planta como um todo e, neste caso, o etanol produzido através do uso da biomassa
lignocelulésica passa a se chamar Etanol 2G, aumentando a producio final de etanol em cerca
de 50% sem comprometer o uso de areas agricolas para a plantagdo de cana-de-acicar, como
pode ser observado na Figura (2.1) (ROBAK; BALCEREK, 2018; STAMBUK et al., 2008).

Essa biomassa faz parte da parede celular da planta, e sua composicdo é feita de
polissacarideos de celulose (em torno de 40% a 60%) e de hemicelulose (entre 20% e 40%),

que se encontram cercados por um emaranhado de lignina, como mostrado na Figura (2.2)
(ZHANG; DONALDSON; MA, 2012).
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Figura 2.1 — Produc3o de etanol a partir do uso de cana-de-actcar. Em azul, do lado inferior
esquerdo, observa-se o processamento atual no uso de cana de acgtcar (Etanol
1G), e do lado inferior direito, temos uma visdo de como seria a producgdo de
etanol a partir de bagaco e palha de cana-de-agtcar (Etanol 2G).

1 tonelada de
no-de-agicar

& Melago

80 litros
de Etanol

-30 litras de Etanol

~&0kg de Glicose

Celulose ~3kg de Manose
e Galactose
~33kg de Xilose

~3kg de Arabinese

=17 litros de Etanol

Producdo de etanol a partir da cana-de-aglcar

Fonte: Adaptado de Stambuk et al. (2008).

Figura 2.2 — Estrutura da biomassa lignocelulésica.

Célula

Vegetal

Glicose

Hemicelulose Celulose

Componentes da biomassa lignoceluldsica
Fonte: Adaptado de Yarris (2010).

Porém, quando utilizada essa biomassa (bagaco e palha) na producdo de etanol 2G, vé-
se necessario um pré-tratamento e posterior hidrélise da estrutura lignocelulésica que compde
a parede celular das plantas, visto que estes compostos estdo fortemente estruturados nesta
estrutura vegetal, tratamento esse que pode depender de agentes quimicos e/ou fisicos que
visam a quebra e disponibilizacdo destes componentes que se encontram fortemente ligados,
sendo quebrados em moléculas menores que podem, portanto, facilitar a metabolizacdo dos
aclcares que serdo utilizados pela levedura na producéo de etanol 2G (SARITHA; ARORA,;

NAIN, 2012).
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Apesar dos beneficios gerados pelo uso da biomassa lignocelulésica na producio final
de etanol, fatores como custos com pré-tratamentos e condicdes de processamento acabam
dificultando a viabilidade da producdo de etanol 2G em larga escala industrial, além do fato de
ser necessario o uso de um microrganismo capaz de fermentar eficientemente tanto a glicose
quanto a xilose, visto que a levedura S. cerevisiae, usada na producdo de etanol 1G, ndo
é capaz de fermentar naturalmente a xilose, j& que esta levedura ndo expressa as enzimas
necessarias @ metabolizacio da xilose e de outras pentoses, dificultando o processo de producdo
de etanol 2G (PITKANEN et al., 2003; PATINO et al., 2019). Mesmo frente a essas limitacSes,
a S. cerevisiae continua sendo o organismo escolhido para a producdo de etanol 2G, devido
a inimeras qualidades que tornam esse microrganismo o principal a ser usado em processos
fermentativos (STAMBUK, 2019).

2.2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A levedura S. cerevisiae € um microrganismo unicelular conhecido ha milénios pela
humanidade, sendo utilizada ao longo da histéria, e até hoje, na producido de paes e bebidas
fermentadas, como a cerveja e o vinho. Atualmente, este organismo é utilizado também para
fins biotecnolégicos como a producdo industrial de etanol combustivel. Pelo fato de possuir
o seu genoma completamente sequenciado, este microrganismo continua sendo amplamente
estudado, a fim de entender o funcionamento e possiveis formas de modificar geneticamente
seu metabolismo e, por causa disso, € um dos principais organismos utilizados para estudos
envolvendo fermentacdo e producdo de etanol. Dentre as inimeras caracteristicas apresentadas

por esta levedura, est3o:

Sequenciamento gendémico completo;

Facil manuseio e cultivo em laboratério;

Robustez industrial;

Alta tolerancia a estresses de pH;

Alta tolerancia a variacbes de temperatura.

Essas vantagens sdo de grande importéncia, principalmente em se tratando da producio
de etanol em escala industrial, visto que a possibilidade de ocorrer estresses oxidativos como
tolerancia ao etanol, além de contaminacdo por outros microrganismos é alta, e é preferivel

que a levedura utilizada consiga suportar tais condi¢des adversas (MATSUSHIKA et al., 2009).

2.3 TRANSPORTE DE ACUCAR EM S. CEREVISIAE

Apesar de ser uma excelente fermentadora de glicose (uma hexose), essa levedura ndo
é capaz de metabolizar naturalmente a pentose xilose, o segundo carboidrato mais abundante-
mente encontrado na biomassa lignocelulésica utilizada para producio de etanol de segunda

geracdo, como sera discutido a seguir. Entretanto, a S. cerevisiae possui os genes que expressam
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as enzimas iniciais para metabolizacdo da xilose, como a xilose redutase, xilitol desidrogenase
e xilulose cinase, porém suas atividades sdo baixas, demandando o uso de ferramentas de
engenharia genética a fim de otimizar essa atividade metabdlica. Apesar dos incontaveis avan-
cos no desenvolvimento de linhagens recombinantes de S. cerevisiae capazes de fermentar de
maneira competente a xilose em escalas industriais, dificuldades como problemas na captacéo
desta pentose, além da constante busca por métodos que melhorem o desempenho nesta rota
metabdlica intracelular, estio em constante desenvolvimento.

A internalizacdo da xilose pela levedura é um passo limitante na metabolizacdo da
mesma. Aclcares como a glicose e a xilose precisam adentrar na célula da levedura para
poder, ent3o, seguir em direcdo a via metabdlica. A entrada destes aclcares ocorre através
da membrana plasmatica, por meio de proteinas transportadoras, podendo ocorrer por meio
de difusdo facilitada ou por transporte ativo (HORAK, 1997; STAMBUK et al., 2008). Ainda
que a S. cerevisiae n3o possua 0s genes que expressam transportadores xilose-especificos, a
assimilagdo da pentose xilose é feita através de transportadores de hexoses (como a glicose),
conhecidos como Hxt, porém essa assimilacdo de pentoses ocorre com uma menor eficiéncia
quando comparada as hexoses (MATSUSHIKA et al., 2009). Além disso, esses transportadores
de hexose s3o frequentemente alvos de endocitose, processo que depende de ubiquitinacdo de
residuos de lisina na porcdo citoplasmatica do transportador, e que serdo, entdo, degradados
no vacuolo celular (HICKE, 1997).

Os transportadores de aciicares encontrados na levedura S. cerevisiae fazem parte de
uma vasta familia de proteinas transmembrana, que se encontram ancoradas na membrana
da célula e sio chamadas de Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios (MFS)! (HENDER-
SON, 1993; SAIER, 2000). A estrutura desta familia de transportadores é caracterizada pela
presenca de 12 segmentos transmembranares (de TM1 a TM12), com presen¢a abundante
de aminoacidos com caracteristicas hidrofébicas, que formam estruturas em o-hélices, que
atravessam a membrana e se conectam entre si por por¢cdes hidrofilicas, em ziguezague, além
de possuirem sequéncias amino-terminais e carboxi-terminais que se encontram voltadas para
o citoplasma da célula (PAO; PAULSEN; JR, 1998). O transporte de acicar entre os diversos
membros desta familia se da de forma semelhante e, a partir da ligagdo com um substrato
adequado, esses transportadores de actcar sofrem mudancas de conformac3do em seus dominios
transmembranares, responsaveis pela mudanca na orientacdo do transportador, permitindo que
o substrato seja capaz de passar do meio exterior para o interior da célula (KABACK et al.,
2011).

1" Do inglés, Major Facilitator Superfamily
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Figura 2.3 — Esquematizacdo da estrutura dos transportadores da familia MSF, com 12 seg-
mentos transmembrana. Em A, temos o arranjo dos 12 segmentos transmembrana,
conectados por regides hidrofilicas. Em B, temos a posicdo dos segmentos no
plano da membrana (com representagdo do substrato pela esfera preta). Em C,
temos a esquematizacdo de transporte, evidenciando as mudancas conformacio-
nais que ocorrem durante o transporte do substrato em direcdo ao citoplasma.

A Periplasma

Membrana
plasmdatica

Citoplasma

C Citoplasma

Membrana
plasmatica

Periplasma

Estrutura dos transportadores - MSF
Fonte: Adaptado de ABRAMSON et al. (2003) e Sorgen et al. (2002).

Apesar destes transportadores pertencentes a familia MSF apresentarem mudancas nas
sequéncias de proteinas primarias, sabe-se que elas compartilham uma estrutura tridimensional
semelhante (LAW; MALONEY; WANG, 2009). Desta forma, considera-se que os membros da
MSF partilham estruturas conservadas, porém com sequéncias de aminoacidos diferentes e
possuindo, ainda, diferentes afinidades pelo substrato (MADEJ et al., 2013).

A captacdo de aclcares pelos transportadores podem ocorrer de duas formas: através
de difusdo facilitada, ocorrendo a favor do gradiente de concentracdo, onde n3o ha gasto
de energia; ou através de transporte ativo, ocorrendo contra ou a favor do gradiente de
concentracdo, havendo gasto de energia. Neste transporte ativo, ha o co-transporte do acicar
com um ou mais prétons, que pode ocorrer na mesma direcdo do acicar, ou na direcio
contraria deste, sendo estes simporte e antiporte, respectivamente (LAGUNAS, 1993). Estes
transportadores também podem ser classificados de acordo com sua afinidade pelo substrato,
possuindo baixa, média ou alta afinidade pelo agicar (OZCAN; JOHNSTON, 1995).

2.4 METABOLIZACAO DA XILOSE

Diferentemente da S. cerevisiae, alguns microrganismos como leveduras e bactérias,
sdo naturalmente capazes de usar pentoses como a xilose como fonte de carbono. Porém,
apesar de serem consideradas excelentes fermentadoras de xilose, essas leveduras n3o possuem

as adaptacbes necessarias para resistir a processos fermentativos em larga escala industrial,
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e muitas delas requerem oxigenacdo controlada para resultarem numa eficiente fermentacdo
(KWAK; JIN, 2017). Em alternativa a isso, técnicas de engenharia metabélica tem sido estu-
dadas a fim de utilizar genes relacionados ao metabolismo de xilose que estdo presentes nessas
leveduras, a fim de expressa-los de forma heteréloga em cepas de S. cerevisiae, podendo ser
realizadas por meio de clonagem em plasmideos recombinantes ou através de recombinacdo
homéloga, acontecendo diretamente no genoma da levedura (MOURO, 2016).

Se tratando especificamente da levedura S. cerevisiae, que n3o possui em seu genoma
os genes que codificam transportadores xilose-especificos, esse transporte de xilose se da
através de transportadores de hexoses, como a glicose, uma familia de genes chamada familia
HXT (KRUCKEBERG et al., 1999). Porém, estudos demonstraram que estes transportadores
possuem maior afinidade pela glicose, e quando ha a presenca dos dois aclicares nos meios,
a competicdo pelos transportadores também favorece a glicose, dificultando ainda mais a
entrada de xilose na célula (RUNQUIST; HAHN-HAGERDAL; RADSTROM, 2010; PATINO
et al., 2019).

2.5 TRANSPORTADORES HXT

A internalizacdo dos aclcares em direcdo ao interior da célula € um passo de extrema
importancia para a metabolizac3do destes aclcares. Este transporte se da através de transpor-
tadores de aclcares, que sdo proteinas ancoradas na membrana da célula (LAGUNAS, 1993).
Sabe-se que a levedura S. cerevisiae possui uma familia composta por 18 genes, que vio do
HXTI até o HXT17, além do GAL2, que sio responsaveis pela codificacdo de transportadores
de hexoses, como a glicose e a galactose (ELBING et al., 2004), e em situagdes normais,
somente alguns destes transportadores realizam a captacdo de glicose, incluindo os transpor-
tadores Hxtl até o Hxt7, e o Gal2. Estes transportadores possuem diferentes afinidades pela
glicose, e realizam este transporte por difusdo facilitada, com a expressdo destes transportado-
res sendo modulada pela concentragdo de glicose no meio extracelular (OZCAN; JOHNSTON,
1995).

Dentre os transportadores Hxt1-Hxt7 e Gal2, podemos separa-los de acordo com a afini-
dade pela glicose, sendo os transportadores Hxtl e Hxt3 de baixa afinidade; os transportadores
Hxt2, Hxt4 e Hxt5 de média afinidade e os transportadores Hxt6 e Hxt7 de alta afinidade pela
glicose (OZCAN; JOHNSTON, 1995), conforme observamos na tabela abaixo:
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Tabela 1 — Afinidade dos transportadores Hxt pela glicose

Transportador Afinidade pela glicose Expressdo dos genes

Hxtl e Hxt3 baixa afinidade pela glicose | Express3o induzida por altas
concentragdes de glicose

Hxt2, Hxt4 e Hxt5 média afinidade pela glicose | Os transportadores Hxt2 e

Hxt4 sdo reprimidos em altas
concentracdes de glicose, en-
quanto que o Hxt5 é conhe-
cido pela sua expressdo ser
iniciada quando a glicose é
exaurida do meio

Hxt6 e Hxt7 alta afinidade pela glicose Expressos sob baixa concen-
tracdo do acicar e reprimidos
em alta concentracdo de gli-
cose

Fonte: Este trabalho, adaptado de Ozcan e Johnston (1995).

Apesar da possibilidade destes transportadores Hxt realizarem o transporte de xilose,
estudos mostram que esse transporte é realizado com uma afinidade muito menor, quando
comparada com a glicose (PATINO et al., 2019), além do fato de ocorrer a competicio
pelos transportadores, quando o meio possui uma mistura de glicose e xilose (RUNQUIST;
HAHN-HAGERDAL; RADSTROM, 2010), reduzindo ainda mais a internalizagio de xilose. Por
problemas como esses, estudos tém se dedicado em formas de contornar esse problema, como
a expressdo de transportadores heterélogos de leveduras capazes de fermentar naturalmente a
xilose, expressando-os em cepas de S. cerevisiae. Ou ainda realizando experimentos a fim de
analisar especificamente a capacidade de cada um destes transportadores Hxt de transportar a
xilose, por meio de técnicas de sobrexpressdo em linhagem hxt-null de S. cerevisiae (linhagem
esta que possui 0s genes necessarios a metabolizac3o intracelular de xilose, possuindo os genes
XYL1, XYL2 e XKS1 sobrexpressos e com a delecdo dos principais genes para o transporte de
glicose e/ou xilose [delegdo dos genes hxtl até hxt7, além do gal2 deletado]) (GONCALVES,
2014), sendo esta altima, a técnica abordada neste estudo.

Experimentos realizados por Gongalves (2014) demonstraram que a sobrexpressdo do
transportador Hxtl, de baixa afinidade pela glicose, permite o consumo de xilose quando esta
esta presente no meio juntamente com a glicose, o chamado co-consumo, porém esta atividade
n3o é observada quando ha somente a xilose como fonte de carbono no meio. Esta capacidade
de permitir este co-consumo de glicose e xilose, demonstrada por alguns transportadores Hxt, é
relacionada ao fato destes transportadores sofrerem regulacio glicose-dependente, onde estudos
demonstram que em baixas concentracdes de glicose ou até mesmo na auséncia desta hexose
no meio, alguns transportadores tém se mostrado suscetiveis a sofrer endocitose e serem
posteriormente degradados no vactolo celular. Da mesma maneira, alguns transportadores

também podem ser endocitados e degradados em resposta a altas concentracdes de glicose no
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meio, ou pela presenca de outras fontes de carbono (HOVSEPIAN et al., 2017; O'DONNELL
et al., 2015). Em 2015, O'Donnell et al. (2015) demonstraram também que genes como o
ROG3, que codifica a arrestina 7, e o RODI1, que codifica a arrestina 4, possuem envolvimento
no trafego de transportadores Hxt. Portanto, ainda que transportadores sejam expressos e/ou
sobrexpressos na levedura S. cerevisiae, a regulacdo sofrida pela presenca de glicose no meio
extracelular ainda é um passo limitante quando se deseja evitar a remo¢cdo da membrana e

posterior degradacdo destes transportadores de acucar.

2.6 ENDOCITOSE DE TRANSPORTADORES

A remocdo de proteinas transmembrana em leveduras, como os transportadores de
acucar, por exemplo, ocorre em resposta a concentracdo de nutrientes ou na exposicido a
situacBes de estresse celular. Isso s6 é possivel gracas a complexidade da membrana da célula
deste microrganismo, capaz de se reorganizar frente a diferentes situacdes, a fim de manter a
homeostase no interior da célula. Durante esse processo de reorganizacdo da membrana, pode
ocorrer a jun¢do de moléculas de ubiquitina em residuos de lisina nos dominios citoplasmaticos
das proteinas de membrana, servindo como mecanismo de marcagdo celular, sinalizando para
a ocorréncia de endocitose desta proteina e posterior degradacdo no vaciolo celular (FINLEY
et al., 2012). Esse processo de marcagdo que precede a internalizacdo da proteina, compreende
a transferéncia de uma ou mais moléculas de ubiquitina em residuos de lisina especificos
na proteina alvo, realizadas por um conjunto de enzimas (Enzima ativadora de ubiquitina -
E1l, Enzima conjugadora de ubiquitina - E2, e Ubiquitina ligase - E3), onde a enzima E3 é
responsavel por ubiquitinar especificamente a proteina alvo (HORAK, 2003).

O processo de ubiquitinacdo de proteinas transmembrana requer, na maior parte dos
casos, a atividade da proteina ubiquitina ligase Rsp5, proteina essa que se encontra presente
em processos de endocitose de transportadores de acicar (PAIVA et al., 2009; FINLEY et al,
2012). A Rsp5 contém os dominios WW (regido que possui dois residuos conservados de
triptofano), necessarios para o reconhecimento dos motivos PPxY (prolina-prolina-x-tirosina),
para que ocorra, entdo, a ligaco e a ubiquitinacdo destes substratos, vide Figura (2.4) (DUNN;
HICKE, 2001). Léon e colaboradores (2009) demonstraram que grande parte da proteinas
transmembrana n3o possuem o motivo PPxY e necessitam, entdo, de proteinas adaptadoras
(chamadas a-arrestinas) que possuem esse motivo reconhecido pela Rsp5, e sdo encarregadas
de recrutar a Rsp5 e reconhecer o transportador que sera degradado (LEON; HAGUENAUER-
TSAPIS, 2009).

Como dito anteriormente, a endocitose das proteinas transmembrana, como os transpor-
tadores de aclcar, ocorre através da mediacdo de proteinas adaptadoras endociticas, conhecidas
como ¢i-arrestinas ou Arts, que atuam no recrutamento da Rsp5 (NIKKO; SULLIVAN; PE-
LHAM, 2008). Em leveduras, as a-arrestinas totalizam 14 proteinas adaptadoras de Rsp5, e
cada uma delas responde a estimulos especificos. O'Donnell et al. (2015), demonstraram que
os genes RODI (que codifica a Art4) e ROG3 (que codifica a Art7), tém envolvimento da
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endocitose de alguns transportadores de aciicar. Sabendo-se disso, as arrestinas sdo potenciais
focos de estudos, cuja finalidade é o desenvolvimento de uma linhagem de S. cerevisiae que
seja capaz de manter os transportadores de aciicar na sua membrana de forma permanente,
a fim de inibir o processo de ubiquitinacdo, endocitose e a posterior degradacdo no vactolo

celular.

Figura 2.4 — Esquematizacdo do papel das arrestinas como mediadores da endocitose de trans-
portadores. Os circulos verdes representam os motivos (PPxY) especificos das
o-arrestinas que se conectam aos dominios WW (representado na cor ocre), que
se encontram na proteina Rsp5, permitindo, entdo, a ubiquitina¢do da a-arrestina
pela proteina Rsp5 e recrutando-a em direcdo ao transportador que sera ubiquiti-
nado em lisinas citoplasmaticas e posteriormente degradado.
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Fonte: Adaptado de Polo (2012) e Prosser et al. (2015).

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi realizar a delecdo dos genes RODI e/ou
ROG3 em linhagens recombinantes de S. cerevisiae, sobre-expressando o transportador de
acucar Hxt7, cujo objetivo foi analisar o envolvimento destas arrestinas no processo de ubiqui-

tinacdo do transportador em questdo, o Hxt7.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS

As linhagens de levedura utilizadas encontram-se na Tabela (2).

Tabela 2 — Linhagens de Leveduras utilizadas.

Linhagens Genétipo ou descricdo Fonte

ASY-3 Isogénica a DLG-K1, mas | DOS SANTOS (2017)
phol3A::LoxPBle-LoxP

ASY-1 Isogénica a CEN.PK2.1C, | DOS SANTOS (2017)
mas loxP- KanMX-loxP-
PADH1::XKS1

DLG-K1 MATa  hxt1A::HIS3::Ahxt4 | GONCALVES et al. (2014)
hxt2A::HIS3

hxt3A::LEU2::hxt6
hxt5::LEU2 hxt7::HIS3
gal2A  ura3-52 his3-11,15
leu2-3,112 MAL2 SUC2
AUR1::pAUR-XKXDHXR

DLG-K1T7 Isogénica a DLG-K1 4| GONCALVES et al. (2014)
pPGK-HXT7

DLG-K1T7Arog3 Isogénica a DLG-K1 mas | Este trabalho
rog3A::LoxPBle-LoxP +
pPGK-HXT7

DLG-K1Arog3rod1 Isogénica a DLG-K1, mas | Este trabalho

rog3A::LoxP-BleR-LoxP e
rod1A::LoxP-KanR-LoxP

3.2 MEIOS DE CULTURA

Para o cultivo das células de leveduras, foram utilizados meios ricos YP (10 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de peptona), meios sintéticos YNB (6,7 g/L de base nitrogenada),
meios sintéticos sem uracila (6,7 g/L de base nitrogenada sem aminoacidos, suplementado
com 2 g/L de meio Drop Out sem a base nitrogenada uracila — Sigma Aldrich), ou meios
YNB sem uracila otimizado YNB-O-ura™ (13,4 g/L de base nitrogenada sem aminoacidos,
suplementado com 15 g/L de casaminoacidos, Sigma Aldrich). Para o preparo de meios sélidos,
foi adicionado 20 g/L de agar. Todos os meios utilizados foram suplementados com as fonte de
carbono de interesse (maltose, glicose e/ou xilose) e tiveram o seu pH ajustado para 5,0 com
HCI. Quando necessario, os meios foram suplementados com 500 mg/L de Zeocina (Invivogen)
ou 200 mg/L de Geneticina (Sigma Aldrich). A esterilizagdo de todos os meios de cultura
foi feita através de calor amido (usando a autoclave a 120 ©C durante 15 a 20 min). Para a

propagacdo de plasmideos, a linhagem da bactéria Escherichia coli DH5a foi utilizada, sendo
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crescida em meio Laria Bertani (10 g/L triptona, 5 g/L, extrato de levedura, 5 g/L cloreto de

sédio) suplementado com 100 mg/L de Ampicilina.

3.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.3.1 Extracdo de DNA genémico

Para a realizagdo da extracdo do DNA das leveduras, foi realizado o pré-crescimento das
células em 3 mL de meio liquido YP contendo 20 g/L de maltose como fonte de carbono, por
24 horas a 28 2C, sendo agitados em 160 rpm. Posteriormente, a cultura foi centrifugada (3,000
RPM, 5 min), com descarte do sobrenadante e utilizagdo das células em um kit comercial de
extragdo de DNA de leveduras (YeatStar Genomic DNA Kit™, Zymo Research) seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. Ap6s isso, o DNA gendémico foi ressuspenso em 60 ulL
de agua deionizada (MilliQ) autoclavada, e a amostra foi armazenada em Freezer para ser

utilizada posteriormente.

3.3.2 Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para se obter o médulo de delecdo, foram aplicadas reacées de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR)l. Fez-se, entdo, o uso da enzima de alta afinidade Phusion(®) High Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific) e o termociclador Mastercycler Gradient(®) (Eppendorf),
cujas especificacdes foram: 50ng de DNA, Tampio Phusion HF(®R) 5x, dNTPs 10nM, 5uM
de cada iniciador, 1 U da enzima Phusion e adgua deionizada para completar o volume para
600 uL. A solugdo total foi dividida entre 24 tubos Eppendorfs 200 ulL (tubos Eppendorf
para PCR) contendo 25 ul da mistura em cada tubo. As reagdes de amplificagdo do médulo
de delecdo foram realizadas no termociclador, através das seguintes etapas em sequéncia:
desnaturacdo inicial de 98 2C durante 20 segundos; 30 ciclos de desnaturacdo de 98 2C durante
10 segundos; anelamento dos iniciadores com temperatura de 59 2C durante 20 segundos; e
etapa de extens3o de fitas de 72 2C por 15-30 segundos/Kb; finalizando com um passo final
de extens3o de 72 2C por 7 min.

Além disso, foram realizadas também reacdes de PCR para verificar as construcdes
gendmicas. Foi utilizada a enzima GoTaq(®R) DNA Polimerase (Promega), com as seguintes
condi¢des: 50 ng de DNA, Tamp3o Green(R) 5x, dNTPs 200 uM, 5 uM de cada iniciador,
0,75 U da enzima GoTaq(R) e agua deionizada para completar o volume total de 50 uL. Apds
esse procedimento, foram realizadas reagdes de verificacdo no termociclador, seguindo esses
passos: desnaturac3o inicial de 95 2C por 2 min; em seguida, 30 ciclos de desnaturacdo de 95
9C por 1 min, anelamento dos iniciadores com temperatura de 50 2C por 1 min e etapa de
extens3do de fitas 72 2C por 30-60 segundos/Kb, finalizando com um passo final de extensdo
de 72 °C por 2 min.

1 Do inglés, Polymerase Chain Reaction
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3.3.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Apés a obtencdo dos fragmentos de DNA através da técnica de PCR, a técnica de
eletroforese em gel de agarose foi aplicada. Para isto, o gel foi feito através de uma mistura de
1% de agarose em tamp3o TBE (45 mM Trisborato, ImM EDTA em pH 8,0) contendo 2,5
ug/L de brometo de etidio (intercalante de DNA) — sendo o brometo utilizado para analise das
bandas de DNA em luz ultravioleta. Depois da obtencdo dos fragmentos desejados, aplicou-se
10 ulL (diluidos em tamp3do de corrida, 6x concentrado) da amostra em pocos do gel de
agarose e 6 UL do marcador de peso molecular de 1 kb ladder (BioLabs(R)), sendo corridos
em conjunto em pocos paralelos. Apés, o gel foi submetido a eletroforese no mesmo tampao
TBE, em condi¢des de 100 V por 60 90 min. Ao final do tempo da técnica, o gel foi analisado
e fotodocumentado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Molecular Imager(R) Gel Doc™
XR+ System (BioRad).

3.3.4 Obten¢do do Médulo de Delegao

Para construir o médulo de delecdo, primeiramente foram desenhados oligonucleoti-
deos iniciadores Tabela (3), com o auxilio da ferramenta disponibilizada online pela empresa
Integrated DNA Technologies (IDT) (www.idtdna.com) e o banco de dados Saccharomyces
Genome Database (SGD) (www.yeastgenome.org) - este Gltimo sendo empregado para ob-
tencdo das sequéncias de nucleotideos das regides de interesse no genoma das leveduras. Os
iniciadores para recombinacdo homéloga foram desenhados para possuirem regides homélogas
a uma regido do DNA alvo no genoma da levedura (aproximadamente 40 nucleotideos), se-
guidos de uma sequéncia de aproximadamente 20 nucleotideos, que permitiu a amplificacio
do médulo de dele¢do a partir do DNA da linhagem ASY-1 ou ASY-3. Outros iniciadores
foram também desenhados para verificacdo das recombinacées realizadas com o médulo de
delecio conforme mostrado na Figura (3.1). Na obtencio do médulo de delecio KanR, foi
utilizado o DNA extraido da linhagem recombinante (DOS SANTOS, 2017) — linhagem essa
que possui o0 gene KanR em seu genoma, conferindo, em leveduras, resisténcia a Geneticina.
No processo de amplificacdo do gene KanR, foram realizadas reacées de PCR usando os inicia-
dores Rec-ROD1-F e Rec-ROD1-R Tabela (3). Foram obtidos fragmentos de DNA linearizados,
com aproximadamente 1615pb e contendo o gene KanR, tais procedimentos deram origem
aos denominados "Médulos de Delecio KanR" Figura (3.1), possuindo em suas extremidades
regides de homologia (40 pb) ao comego e ao fim do gene RODI.

Da mesma forma, foi utilizada a linhagem ASY-3 (DOS SANTOS, 2017) para obter-se
o médulo de delecio BleR que confere, em leveduras, resisténcia a Zeocina, foram utilizando
os iniciadores Rec-ROG3-F e Rec-ROG3-R Tabela (3). Foram obtidos fragmentos de DNA
com aproximadamente 1265 pb contendo o gene Bler, chamados entdo de "Mdédulo de Delegao
BleR". Neste caso, os iniciadores utilizados para a amplificacio possuem regido de homologia

ao inicio e ao final do gene ROG3.
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3.3.5 Concentracdo dos fragmentos de DNA amplificados

Posteriormente a confirmacdo da obtencio dos médulos de delecdo génica, com o
tamanho esperado (através da técnica de eletroforese em gel de agarose), os produtos oriundos
da amplificagdo por PCR em 24 tubos (25 pL cada) foram concentrados num tnico Eppendorf,
por precipitagdo do DNA, conforme descrito por (AGNOLO, 2014). No tubo contendo os
médulos de delegdo, foram adicionados 30 pL de solugdo 3 M de cloreto de sédio e 750 uL de
etanol absoluto gelado (etanol 100% a -20 2C), sendo, logo em seguida estocado em freezer a
-20 °C por cerca de 16 horas. A seguir, o tubo foi centrifugado (10.000 RPM, 15 min, 4 ¢C),
o sobrenadante foi descartado, e o DNA lavado com 1 mL de etanol 70% gelado (a -20 °C).
Em seguida, uma nova centrifugacio foi realizada (10.000 RPM, 7 min, 4 2C), o sobrenadante
foi descartado e o tubo foi mantido em capela de fluxo laminar por 30 min, para a completa
secagem do etanol remanescente no tubo. Por fim, foi feita a ressuspensdo do DNA precipitado
dos 24 tubos de PCR em 50 ulL de agua deionizada estéril, e a solugdo contendo o médulo de

delecdo foi mantida a -20 2C até sua utilizacdo para transformacdo das linhagens.
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Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores e plasmideo utilizado.

| Iniciador | Sequéncia | Referéncia |
Recombinacdo

GGCGTTGATAAAGAGCCAAT

Rec-ROG3-F ATCTATTGTTGCTACATAGA | Este trabalho
CCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CGACTATCGTTTGTTACCCT

Rec-ROG3-R TTGATAGAAAACCTCCCATA | Este trabalho
GCATAGGCCACTAGTGGATC
ATGTTTTCATCATCATCTCG

Rec-ROD1-F ACCTTCAAAAGAGCCATTAC | LBMBL
CCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CTATGAGCGATCCCGTTTTG

Rec-ROD1-R TGAACATCTCCATTAAATTA | LBMBL
GCATAGGCCACTAGTGGATC

Verificacdo

V-ROG3-F GCAAGTACAGAGTCCTACCA | Este trabalho

V-ROG3-INT-F | CTGTGTGCAAGATTGTGATG | Este trabalho

V-ROG3-R GCCAGTTAGAGTGCGTAAAT | Este trabalho

V-BleR-F CCTTCTATGAAAGGTTGGGC | Dall Agnolo (2014)

V-ROD1-F AGTCGAGTCCCTTGGTACAT | LBMBL

V-ROD1-INT-F | CTGCCGTCACTTATGCTCTG | LBMBL

V-ROD1-R CGAATGATGTCTGTGGGATC | LBMBL
CAGATCATCAAGGAAGTAAT

pPGK-seq-F TATCT Sales (2015)
TCTATCGATTTCAATTCAAT

tPGK-seq-R TCAAT Sales (2015)

Plasmideo Gendtipo Fonte

pPGK-HXT7 URA3 PGK1p-HXT7-PGK1lt | Gongalves (2014)

Fonte: LBMBL - Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras.

3.3.6 Transformacdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae

A transformagdo da levedura foi realizada seguindo a metodologia descrita por (GIETZ;
WOODS, 2006). Inicialmente, as linhagens de interesse foram pré-crescidas em meios YP
contendo 20 g/L de maltose como fontes de carbono em um volume de 3 mL. Logo apés

isso, 1,5 mL do pré-cultivo foi transferido para um frasco YP com 20 g/L de maltose. O
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meio de cultura foi incubado a 28 2C e 160 rpm, até atingir a absorbancia (ABS600nm) de
aproximadamente 1. Logo apds, 9 mL da cultura foram centrifugados (3000 RPM, 5 min),
lavados com &gua destilada estéril, tendo seu sobrenadante descartado, e com suas células
sendo delicadamente ressuspensas em 300 ulL de solugdo TE/AcLi (110 ulL de solugdo de 1
mM de EDTA e tampdo 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 110 ulL acetato de litio 1 M e 780 uL H20

miliQ estéril).

Figura 3.1 — Construcdo dos médulos de delecdo BleR e KanR. Iniciadores contendo regides
de homologia a regido no inicio (em azul) e no fim (em vermelho) do gene ROG3
(na primeira imagem) ou do gene ROD1 (na segunda imagem) e que possuem,
também, regiGes complementares ao inicio e ao fim do gene KanR (em salmio)
ou ao inicio e ao fim do gene BleR (em verde) produziram, por reacio de PCR
com o DNA extraido das leveduras ASY-3 ou ASY-1, fragmentos lineares de DNA
linearizados utilizados como mdédulos de delecdo.

Médulo de Dele¢ao BLEr

Rec-Rog3-F
ASY-3
- BLEr ]
J
Rec-Rog3-R
PCR
Méd. de delegdo
BLEr
o, O

aprox. 1265 pb

(a) Médulo de delecio BleR.

Médulo de Dele¢cao KANr

Rec-Rod1-F
ASY-1
[ | KANr ]
Rec-Rod1-R
PCR
Méd. de delegdo
KANr
(o] O
aprox. 1615 pb

(b) Médulo de delecio KanR.
Fonte: Este trabalho.
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Posteriormente, cerca de 50 uL dessa suspenséo celular com TE/AcLi foram adicionadas
a um novo tubo Eppendorf e foram adicionados 5 L de DNA de fita simples (10 g/L - 1 de
DNA de esperma de salmio, previamente incubado em banho-maria a 100 2C por 5 min e
resfriado imediatamente em banho de gelo), 50 ulL de solugdo contendo o médulo de delegdo
concentrado ou o plasmideo, além de 340 ulL de solugdo PEG/AcLi (125 uL de solugdo de
1 mM de EDTA e tampio 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 125 uL acetato de litio 1 M e 1 mL
de polietileno glicol a 50%). Logo apéds, os tubos foram incubados a 30 °C por 30 min com
agitacdo de 160 rpm. As suspensdes celulares foram entdo agitadas levemente e, logo apos,
foram incubadas em banho-maria a 42° por 30 min, agitando gentilmente a cada 5 minutos.

A seguir, os tubos foram centrifugados (3000 RPM, 2 min) e o sobrenadante foi
descartado. Logo apés, um volume de 1 mL de meio YP contendo 20 g/L de maltose foi
adicionado aos tubos para ressuspender gentilmente as células. Os tubos foram incubados a
28 2C por 90 min, sob agitacdo de 160 rpm, e depois foram centrifugados (3000 RPM, 2
min), sendo o sobrenadante descartado. Houve a ressuspensdo das células em 200 uL de agua
destilada estéril, e foram inoculadas na superficie de placas de Petri com meios minimos YNB
contendo 20 g/L de maltose (no caso dos plasmideos), ou meio YP contendo 20 g/L maltose
junto com 500 mg/L de zeocina ou 200 mg/L de Geneticina (no caso dos Modulos de dele¢&o).
As placas foram entdo incubadas em estufa bacteriolégica a 28 °C de 3 a 5 dias, até surgirem
colénias de células na superficie do meio. As coldnias que tiveram sucesso no crescimento foram
replicadas para novas placas, contendo o mesmo tipo de meio e condicdes de cultivo utilizados
anteriormente. Sendo assim, apés o crescimento, as células foram utilizadas para confirmar
as modificagdes no genoma dessas linhagens através de técnicas de PCR com iniciadores de

verificacdo e eletroforese.

3.3.7 Delecio dos genes ROD1 e ROG3

Como apresentado anteriormente, as modificacdes nas linhagens foram realizadas atra-
vés do procedimento de recombinacdo homéloga. Seguindo essa metodologia, primeiramente
o gene ROG3 foi deletado da linhagem DLG-K1. Para tal, os fragmentos linearizados de DNA
denominados “Médulos de delecio BleR” foram inseridos, por meio de técnica de recombinacio
homéloga, no local do gene ROG3 na linhagem DLG-K1. As linhagens recombinantes foram
selecionadas em placas de Petri com meio de cultivo contendo Zeocina. A confirmac3o da trans-
formacdo se deu através de reacées de PCR com os iniciadores V-ROG3-F, V-ROG3-INT-F,
V-ROG3-R e V-BleR-F (Tabela (3)).

Um procedimento similar foi utilizado para a delecdo do gene RODI na cepa ja anterior-
mente deletada no gene ROG3, porém utilizando um médulo diferente, o “Médulo de Delecdo
KanR", que sera inserido no local do gene RODI, por recombinacio homéloga, na linhagem
DLG-K1Arog3, originando a linhagem duplo-deletada DLG-K1Arog3Arodl. As linhagens re-
combinantes foram selecionadas em meio de cultivo contendo Geneticina, e a confirmacio da
transformacio se deu através de reacdes de PCR com os iniciadores V-ROD1-F, V-ROD1-INT-F,
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V-ROD1-R e V-KanR-F Tabela (3).

Figura 3.2 — Delecdo dos genes ROG3 e ROD1. Os fragmentos de DNA linearizados “Médulo de
Delecdo BleR" (primeira imagem) e “Médulo de Delecio KanR" (segunda imagem)
contendo regides de homologia a regido no inicio (azul) e no fim (vermelho) dos
gene ROG3 efou RODI, que por recombina¢do homdloga, substituiram esses
genes pelos genes BleR ou KanR.

Delecado do gene ROG3

Mod. de delecdo
BLEr

VER-Rog3-INT-F ’

D.3 Recombinagdo homéloga

BLEr

VER-Rog3-F f V-BLEr-F ’ Q VER-Rog3-R

(a) Delegdo do gene ROG3.

Dele¢do do gene ROD1

Méd. de delecdo
KANr

——

VER-Rod1-INT-F ’

DLG‘DT Recombinagdo homoéloga

‘

KANr

VER-Rod1-F f V-KANr-F f VER-Rod1-R

(b) Dele¢do do gene ROD1.
Fonte: Este trabalho.
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3.3.8 Extragdo de DNA plasmidial (Mini-Prep)

O protocolo de lise alcalina foi utilizado para realizar a extragdo dos plasmideos das
bactérias (AUSUBEL et al., 1989). Primeiramente, as bactérias foram inoculadas em 3 ml de
meio LB com ampicilina, e incubadas por 16 h. Transfere-se, entdo, 1,5 ml da cultura para
um microtubo, centrifugando a 5000 RPM durante 4 min. A seguir, o pellet é ressuspenso
em 100 puL de Solugdo | (0,9 g de glicose, 2,5 mL de Tris-Hel 1 M pH 8, 2 mL de EDTA
0,5 M, em 100 mL de agua bi-destilada, sendo a seguir autoclavado). A seguir, adiciona-se 1
mL de RNAse 1 mg/mL, homogeneizando suavemente e deixando descansar em temperatura
ambiente. Posteriormente, adiciona-se 200 uL de Solugdo Il (200 mL de NaOH 1M, 2 mL de
SDS 20%, 775 mL de dH20), agitando gentilmente, deixando por 5 min no gelo. Adiciona-se
entdo 150 puL da Solugdo Il (0,49 g de acetato de potasio, 10 mL de agua bi-destilada, com
o pH ajustado para 4,8), deixando 5 min no gelo. A seguir, centrifuga-se a 13000 RPM, a 4
°C por 10 min. Transfere-se o sobrenadante para um novo microttbulo. Adiciona-se 20 uL de
NaCl 3M e 800 uL de etanol 100% gelado, deixando-se por 3 h no freezer. Centrifuga-se, entdo,
por 20 min a 13000 RPM a 4 °C e descarta-se o sobrenadante. Seca-se o DNA plasmidial na
camara de fluxo por aproximadamente 30 min e por fim, ressuspende-se em 50 uL de agua

bi-destilada estéril.

3.3.9 Ensaios fermentativos com as linhagens de levedura

Para os ensaios fermentativos das leveduras, as cepas foram pré-crescidas em meios
minimos YNB-Oura- com 20 g/L de maltose, até a fase exponencial. Em seguida, as células
foram centrifugadas (3500 rpm durante 3 min) e lavadas duas vezes com agua fria, sendo
inoculadas em meio minimo YNB-Oura™ com glicose ou xilose, com uma absorvancia inicial a
600 nm de 1,5. As fermentacdes foram realizadas a temperatura de 28°C em frascos fechados
de 50 mL, preenchidos com 20 mL de meio de cultura, e mantidos com agitagdo por barra
magnética, permitindo uma suave agitacdo. Amostras foram coletadas em tempos previamente
determinados, para medida da absorbancia a 600 nm da cultura, bem como os sobrenadantes

foram recolhidos para posterior analise de consumo de aciicares e producdo de metabdlitos.

3.3.10 Determinacdo dos substratos e produtos das fermentacées

A partir das amostras retiradas durante os ensaios fermentativos, foram determinadas
as concentracdes de glicose, xilose, etanol e glicerol, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), no equipamento LC-20A Shimadzu, usando as seguintes condi¢Bes: coluna
Aminex HPX-87H (Bio-rad), fase mével com acido sulfarico 5 mM, fluxo de 0,6 mL/min
durante 30 min, temperatura da coluna de 50°C e deteccdo dos compostos por indice de
refragdo (IR). As curvas de calibragdo foram estabelecidas a partir do uso de seis concentragdes

diferentes de glicose, xilose, etanol e glicerol.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi realizar a delecdo do gene ROG3 e a dupla-delecdo dos
genes ROD1 e ROG3, que codificam as arrestinas Art4 e Art7, respectivamente, e analisar
os efeitos dessa delecdo em cepas de S. cerevisiae hxt-null linhagem com sobreexpressdo dos
genes responsaveis para a metabolizagdo de xilose (genes XYLI, XYL2 e XKS1), e com os
principais genes que codificam para os transportadores de hexoses deletados (genes HXT1-
HXT2 e GAL2), sobre-expressando o transportador Hxt7 (transportador de alta afinidade pela
glicose), com o objetivo de entender como estas duas ¢t-arrestinas atuam na endocitose dos
transportadores de aciicares da levedura.

Em relac3o aos transportadores Hxts, um estudo demonstrou que a a-arrestina Rog3
(Art7) aparenta ser uma das arrestinas necessarias para o recrutamento do complexo proteico
RSP5, que é responsavel pela ubiquitinagdo desses transportadores. (O'DONNELL et al.,
2015) verificaram que os genes ROD1 e ROG3, que respectivamente codificam as arrestinas
Art4 e Art7, se encontram envolvidos no trafego dos transportadores como o Hxtl e o Hxt3.
Ademais, tém-se observado que transportadores que possuem alta afinidade pela glicose, como
os transportadores Hxt6 e Hxt7, sdo removidos da membrana e endocitados na presenca de
altas concentragdes de glicose, ou quando ha auséncia de glicose (HOVSEPIAN et al., 2017).

A partir do enfoque em somente uma das arrestinas, a Art7 (gene ROG3), foi desenvol-
vida uma linhagem recombinante de S. cerevisiae, a partir da delecdo o gene ROG3 na linhagem
de hxt-null DLG-K1. Para isso, foram construidos médulos de dele¢do (fragmentos de DNA
lineares), que foram amplificados através de PCR, a partir da linhagem de laboratério de S.
cerevisiae ASY-3 (DOS SANTOS, 2017). Apés a recombinagdo homéloga, usando a linhagem
DLG-K1 e o Médulo de Delecio BleR, deu-se origem a linhagem recombinante DLG-K1Arog3
(Figura (3.2)).

A confirmac3o desta delecdo pode ser verificada pela analise de gel de agarose das
reacdes de PCR, fazendo uso do DNA extraido da linhagem recombinante DLG-K1Arog3 e inici-
adores construidos especialmente para a sua verificagdo Tabela (3). Observando a Figura (4.1),
é possivel verificar que utilizando os iniciadores V-ROG3-F e V-ROG3-R (que hibridizam o
montante e a jusante do gene ROG3, respectivamente), em reacdes de PCR utilizando o
DNA da levedura parental (DLG-K1), foi possivel a amplificagdo de um fragmento linear de
aproximadamente 2957pb (linha 1), compativel com a presenca do gene ROG3 no genoma
dessa linhagem de levedura. Quando foram utilizados os mesmos iniciadores e o DNA da
linhagem DLG-K1Arog3, foi verificada a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente
1757pb (linha 4), indicando a integragdo correta do médulo de delecdo no genoma da levedura
recombinante, ja que o gene BleR & menor que o gene ROG3.

Utilizando os iniciadores V-ROG3-INT-F e V-ROG3-R (que se ligam no interior do gene
e a jusante ao gene ROG3, respectivamente) em rea¢des de PCR, usando o DNA da levedura

parental DLGK1, foi possivel obter um fragmento de 1249 pb (linha 2), compativel com a
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presenca do gene ROG3 no genoma dessa linhagem de levedura. Quando foram utilizados
os mesmos iniciadores com o DNA da linhagem DLG-K1Arog3, observa-se a auséncia de
amplificacdo (linha 5), comprovando, novamente, a dele¢cdo do gene ROG3 na linhagem

recombinante.

Figura 4.1 — Confirmacao da delecdo do gene ROG3 com BleR através de fragmentos de DNA
obtidos por PCR com iniciadores especificos. Gel de agarose mostrando: marcador
molecular 1 kb Fermentas; linhas 1 e 4 (utilizando os iniciadores V-ROG3-F e
V-ROG3-R); linhas 2 e 5 (iniciadores V-ROG3-INT-F e V-ROG3-R); linhas 3 e 6
(iniciadores V-BLE-F e V-ROG3-R).

1 L 3 4 5 o
DLG-K1 DLG-K1 DLG-k1 DLG-K1 DLG-K1 DLG-K1
AROG3 AROG3 AROGH

Marcador
Molecular

3000pb 2957pb

2500p bl

2000p bl *1757pb

Fonte: Este trabalho.

Foi utilizado, também, o par de iniciadores V-BLE-F e V-ROG3-R (que hibridizam
dentro do gene de resisténcia BleR e a jusante do gene ROG3, respectivamente), sendo que
quando foi utilizado o DNA da levedura parental DLG-K1, como esperado ndo houve nenhuma
amplificagdo Figura (4.1). Por outro lado, os mesmos iniciadores amplificaram um fragmento de
aproximadamente 750 pb a partir do DNA da linhagem DLG-K1Arog3 (linha 6), confirmando
novamente a presen¢a do médulo no genoma dessa linhagem substituindo o gene ROG3.

Este trabalho também se propds a realizar a dupla delecdo dos genes ROD1 e ROG3
na levedura hxt-null DLG-K1, a fim de verificar se a delecdo dos dois genes influenciariam na
estabilidade do transportador HXT7 na levedura. Para isto, a cepa previamente contruida e
deletada no gene ROG3 (linhagem DLG-K1Arog3) foi utilizada para deletar o gene RODI com
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o Modulo de delecgo KanR, como descrito no Capitulo 3. A confirmacio dessa dupla delecio

pode ser observada na Figura (4.2), que segue o mesmo raciocinio mostrado na Figura (4.1).

Figura 4.2 — Confirmacdo da delecdo do gene RODI na linhagem DLG-K1Arog3 com KanR,
através de fragmentos de DNA obtidos por PCR com iniciadores especificos,
produzindo a linhagem DLG-K1Arog3Arodl. Gel de agarose mostrando: marcador
molecular 1 kb Fermentas (linha 1); linhas 2 e 5 fragmentos obtidos com os
iniciadores V-ROD1-F e V-ROD1-R; linhas 3 e 6 com os iniciadores V-ROD1-
INT-F e V-ROD1-R; e linhas 4 e 7 com os iniciadores V-KAN-F e V-ROD1-R.

Marcador
Molecular

DLG-K1AROG3
DLG-K1AROG3
DLG-K1AROG3
DLG-K1AROG3ROD1
DLG-K1AROG3ROD1
DLG-K1AROG3ROD1

3000pb §

2500pb

2000pb

1500pb

Fonte: Este trabalho.

No entanto, e apesar de termos tido sucesso na delecdo dos dois genes RODI e ROG3,
foi verificado que a linhagem DLG-K1Arog3Arodl tinha seu crescimento significativamente
afetado (reduzido), inclusive quando uma fonte de carbono considerada “controle” (maltose)
foi utilizada. Neste caso a levedura foi transformada com transportadores heterélogos XUT1 de

Spathaspora passalidarum ou Sp. arborariae (KNYCHALA, 2017). Nesse trabalho foi verificado
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que as melhores estratégias para expressar transportadores heterélogos de xilose era a remocao
das lisinas ubiquitinaveis nos dominios C- ou N-terminal dos transportadores, enquanto que a
linhagem DLG-K1Arog3 permitiu uma melhora no crescimento apenas em glicose nas células
expressando o transportador XUTI de Sp. passalidarum (mas ndo com o transportador XUT]1
de Sp. arborariae). Como a linhagem duplo-deletada ja se mostrou ineficiente em uma fonte
de carbono controle, optou-se por n3o realizar a fermentacio desta linhagem neste presente
trabalho.

Figura 4.3 — Digestdo com enzimas de restricdo, realizadas a partir do mini-prep, para verifi-
cacdo e confirmacio do plasmideo.

Marcador -!

Molecular

Digestoes

Fonte: Este trabalho.

Na Figura (4.3) é mostrada uma eletroforese do plasmideo pPGK-HXT7 (que contém o
gene HXT7), antes e ap6s a hidrélise com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI (utilizadas
para inserir o gene HXT7 no plasmideo pPGK, vide Gongalves (2014)). Nesta figura é possivel
observar uma banda de cerca de 1,700 pb (correspondente ao gene HXT7), e um fragmento
de aproximadamente 6,089 pb (correspondendo ao plasmideo linearizado) apés a digestdo com
as enzimas de restricdo EcoR| e BamHI, confirmando a estrutura esperada para este plasmideo.
A seguir, o mesmo foi inserido na nova levedura construida DLG-K1Arog3, e a Figura (4.4)
mostra a confirmac3o da presenca do plasmideo pPGK-HXT7 na linhagem DLG-K1T7Arog3.

Neste caso foram usadas reacdes de PCR para confirmar a presenca do plasmideo na levedura,
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utilizando os iniciadores pPGK-seq-F e tPGK-seq-R Tabela (3) que anelam na regido promotora
e terminadora do gene PGK1, responsaveis pela sobre-expressdo do gene HXT7 no plasmideo
pPGK-HXT7. E importante salientar que no caso da linhagem contendo o plasmideo pPGK-
HXT7, além de obtermos o fragmento esperado de 1,700 pb (gene HXT7 do plasmideo), foi
obtida uma banda inespecifica, possuindo entre 1,000 e 1,300 pb.

Figura 4.4 — Confirmacdo da construgcdo gendmica em gel de agarose: Confirmag¢&o da insercdo
do plasmideo pGK na linhagem DLGK1T7. No gel de agarose: coluna 1 (marcador
molecular 1kb Fermentas); coluna 2 (plasmideo pGK de 1700pb); coluna 3 (
levedura parental - controle negativo, que n3o apresenta o plasmideo), coluna 4
(levedura com plasmideo inserido, com fragmento de 1700pb).
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molecular nizK

=2000 pb
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Fonte: Este trabalho.

A fim de verificar as mudangas nas performances fermentativas com glicose e/ou
xilose provocadas pela transformacdo desta levedura, foram realizadas fermentacées de glicose
e/ou xilose e analisado o consumo dos agicares e a producdo de metabdlitos das linhagens
de leveduras tanto parental (DLG-K1T7) como da linhagem recombinante DLG-K1T7Arog3.
Como podemos observar na Figura (4.5), a cepa deletada no gene ROG3 e com o transportador
Hxt7 sobre-expresso apresentou uma melhora no consumo de glicose, quando comparada a sua
linhagem parental ndo-deletada no gene ROG3. Ademais, é possivel notar que a produgdo de
etanol e glicerol foi mais rapida, principalmente nas 24-30 h iniciais do ensaio. Esse resultado

sugere, entdo, que a auséncia dessa arrestina pode ter sido responsavel pela maior permanéncia
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do transportador HXT7 na membrana celular no meio contendo 40 g/L glicose, uma condi¢do
que sabidamente promove a ubiquitinacdo e endocitose deste transportador (KRAMPE et
al., 1998; LLOPIS-TORREGROSA et al., 2016). Na analise da co-fermentacdo de ambos os
aclcares (glicose e xilose), é perceptivel, novamente, uma melhora no consumo de glicose pela
linhagem recombinante DLG-K1T7Arog3 em relagdo a sua parental Figura (4.6). Neste caso,
nota-se também uma leve melhora no consumo de xilose (ainda que toda a xilose n&o tenha
sido totalmente consumida por nenhuma das cepas) e também uma melhora na produgdo de
etanol.

Considerando que o transportador Hxt7 é endocitado também na auséncia de glicose (e
presenca de outra fonte de carbono) (HOVSEPIAN et al., 2017), foi analisada a performance
fermentativa das linhagens na presenca de xilose. Porém, quando observamos os dados obtidos
na fermentacdo de somente xilose como fonte de carbono, percebe-se um desempenho seme-
lhante entre as linhagem parental e deletada no ROG3 Figura (4.7), sendo que nesta altima
ainda sobrou xilose ao fim da fermentacdo, contrariando uma das hipéteses levantadas neste
trabalho.

Os resultados positivos observados na cepa recombinante DLG-K1T7Arog3 em relacdo
ao consumo de glicose sdo interessantes, visto que os transportadores de alta afinidade por
glicose, como o Hxt7, sdo conhecidos por serem endocitados e degradados em meios com alta
concentracdo de glicose (LLOPIS-TORREGROSA et al., 2016). Além disso, a delegdo da o-
arrestina Art7 (gene ROG3) ja foi relacionada, em outros estudos, como sendo capaz de manter
o transportador Hxt6 (de alta afinidade por glicose e muito semelhante ao Hxt7) em membranas
de células de S. cerevisiae quando em alta concentracdo de glicose (NIKKO; SULLIVAN;
PELHAM, 2008). Os resultados também vdo ao encontro ao observado quando o transportador
Xutl de Sp. passalidarum é expresso em S. cerevisiae: o consumo e fermentacdo da glicose é
incrementada na linhagem deletada na a—arrestina ROG3, mas n3o foi observado uma melhora
no consumo de xilose pela linhagem DLG-K1Arog3 expresando este transportador (KNYCHALA
et al., 2021), indicando que as a-arrestinas envolvidas na endocitose do transportador Hxt7
na presenca de altas concentracdes de glicose, sdo provavelmente diferentes quando a fonte

de carbono é a xilose.
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Figura 4.5 — Fermentagcdo aerébia das linhagens DLG-K1T7 (simbolos pretos) e DLG-
K1T7Arog3 (simbolos cinza) em meios sintéticos sem uracila contendo 4% de
glicose como fonte de carbono. Nas figuras estdo apresentados o consumo de
glicose, e a producdo de etanol e glicerol.
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Fonte: Este trabalho.

Figura 4.6 — Co-fermentac3o de 4% glicose e 4% xilose pelas linhagens DLG-K1T7 (simbolos
pretos) e DLG-K1T7Arog3 (simbolos cinza). Nas figuras estdo apresentados o
consumo dos acucares, e a producdo de etanol e glicerol.
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Figura 4.7 — Fermenta¢do aerébia das linhagens DLG-K1T7 (simbolos pretos) e DLG-
K1T7Arog3 (simbolos cinza) em meios sintéticos sem uracila contendo 4% de
xilose como fonte de carbono. Nas figuras est3o apresentados o consumo de xilose,

e a producdo de etanol e glicerol.
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Fonte: Este trabalho.
Tabela 4 — Parametros cinéticos da fermentacio.

Linhagem Condicao Xilose Con-| Glicose Etanol pro- | Glicerol pro-

Fermenta- | sumida Consumida | duzido (g/L | duzido (g/L

tiva (/L /h) | (g/L/h) |/h) /h)
DLG-K1 Glicose - 0,88 0,44 0,02
DLG- Glicose - 1,51 0,66 0,04
K1Arog3
DLG-K1 Xilose 0,87 - 0,14 0,04
DLG- Xilose 0,82 - 0,09 0,02
K1Arog3
DLG-K1 Glicose + Xi-| 0,08 0,67 0,37 0,03

lose
DLG- Glicose + Xi-| 0,12 1,22 0,57 0,06
K1Arog3 lose

Fonte: Este trabalho.

Na Tabela (4) sdo apresentados os dados referentes a velocidade de consumo dos

acucares e de producdo de metabdlitos tanto pela linhagem parental DLG-K1T7 como pela

linhagem deletada DLG-K1T7Arog3 nas 24 h iniciais das fermentacgdes. Os resultados obtidos

confirmam que em fermentacdes com glicose e na co-fermentacdo de glicose e xilose, a cepa
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deletada no ROG3 se mostra mais eficiente; porém, quando em meio contendo somente a
pentose xilose como fonte de carbono, a cepa deletada no ROG3 se mostra menos eficiente

em relac3o a sua parental.
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5 CONCLUSOES

Como ja mencionado, apesar das grandes expectativas em relacdo ao futuro promissor
no uso da biomassa lignocelulésica para producio eficiente de etanol 2G, sabe-se que o
processo de desenvolvimento de uma linhagem de S. cerevisiae capaz de metabolizar a xilose,
principalmente de modo viavel econdmica e industrialmente, ainda possui varios problemas
a serem solucionados. Dentre esses problemas, se encontra principalmente a necessidade
de aperfeicoamento na captacdo da pentose xilose, como também o aumento da eficiéncia
intracelular da sua rota metabdlica.

Além disso, ha também limitacdes em relacdo a prevencdo da degradacdo do(s) trans-
portador(es) responsavel(eis) pela captagdo deste agiicar. Essa degradacio se da através de um
processo envolvendo ubiquitinacdo, com posterior endocitose do transportador e degradacdo
no vactiolo (HORAK, 1997).

Neste trabalho, usando técnicas de engenharia gendmica e transformacdo de leveduras
com plasmideos, analisamos a influéncia da a—arrestina Art7 (gene ROG3) na fermentacdo de
glicose e/ou xilose por uma levedura contendo apenas o transportador de alta afinidade Hxt7.

Os resultados permitem concluir que:

- A delegdo do gene ROG3 (arrestina Art7) permitiu um melhor consumo da glicose durante
a fermentagdo desta fonte de carbono, ou durante co-fermenta¢des glicose/xilose, pela
levedura expressando apenas o transportador Hxt7, sugerindo que o gene ROG3 estaria
envolvido na endocitose e remoc3o do transportador Hxt7 em altas concentracdes de

glicose, também durante a cofermentaco.

- Nenhum efeito positivo pode ser observado na fermentagao de xilose (em meios contendo
somente xilose como fonte de carbono) pela auséncia da arrestina Art7 na linhagen com

expressdo do transportador Hxt7.

- A dupla-dele¢io dos genes ROG3 e ROD1 n3o trouxe efeitos positivos no crescimento
celular em diferentes fontes de carbono, o que limitou o uso desta linhagem duplo

deletada nos ensaios de fermentacio.
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