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INTRODUGAO:

Frente as consequéncias ambientais causadas pelo uso de combustiveis fésseis, o estudo e o
aprimoramento dos processos industriais para produgéo de biocombustiveis sdo de extrema importancia
para a sociedade contemporanea. Nesse contexto, 0 bioetanol apresenta-se como uma alternativa
bastante robusta de produg&o de bioenergia em escala industrial e mostra-se especialmente vantajoso
por dispor de um setor de producdo muito bem desenvolvido e consolidado no Brasil (BASSO et al.,
2008).

Na geracdo do bioetanol, o processo fermentativo destaca-se como processo chave para
obtencao do produto final. Em escala industrial, esse processo € realizado pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, cujo metabolismo converte os componentes da biomassa, como a glicose, em combustivel
disponivel ao uso humano. O amplo uso de S. cerevisiae em biorrefinarias, especificamente, se deve a
suas elevadas taxas de producéo e a alta resisténcia ao estresse osmético e ao proprio etanol produzido.
Tendo em mente a importancia desse organismo para a industria sucroalcooleira, uma das maneiras de
aprimorar a producédo do bioetanol € o melhoramento das suas vias metabélicas de fermentacdo (HONG
e NIELSEN, 2012).

No entanto, a fermentacdo ndo € a Unica rota possivel para as hexoses absorvidas pela levedura,
visto que o carbono é utilizado para sintetizar outros metabdlitos importantes para a célula. O glicerol,
por exemplo, é o terceiro subproduto mais sintetizado no processo de fermentagéo e sua via de producao
também consome acucar, como a via do etanol (GOMBERT e VAN MARIS, 2015). Portanto, ha uma
fuga de carbono disponivel para a producao de etanol em razéo da sintese de glicerol cujo efeito poderia
ser atenuado caso essa via metabdlica fosse manipulada. Com isso em mente, diversos estudos
realizaram silenciamento de genes ligados a biossintese de glicerol, em especial os genes GPD1 e
GPD2 que codificam duas isoformas da enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase, a fim de analisar o
impacto dessa modalidade de edicéo binaria sobre a produtividade de etanol (NAGHSHBANDI et al.,
2019).
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A enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase atua no inicio da via de biossintese de glicerol, na
conversao de dihidroxiacetona fosfato em glicerol 3-fosfato, e sua expressao € afetada por condi¢cdes
celulares internas e externas, como estresse osmético e desbalanco de cofatores. Mais especificamente,
0s genes GPD1 e GPD2 sao expressos em resposta a estresse osmatico e no equilibrio de cofatores
(NADH e NAD+), respectivamente (SCANES et al., 1998; ANSELL et al.,, 1997). Em razdo dessas
importantes funcdes fisiologicas da producdo de glicerol, o silenciamento de GPD1 e de GPD2
simultaneamente gerou mutantes incapazes de crescer em condicdes anaerdbicas (BJORKQVIST et al.,
1997). Por sua vez, o silenciamento apenas do gene GPDL1 levou a diferentes resultados de acordo com
0 meio de cultura: em meios com alta concentracdo de glicose, houve reducédo da sintese de glicerol em
50% e aumento da producao de etanol em 5,1% e, em meios com baixa concentracao, ndo foi observada
nenhuma diferenca estatisticamente relevante entre 0 mutante e o tipo selvagem (MICHNICK et al.,
1997; VALADI et al., 1998). Em relagao ao gene GPD2, seu silenciamento resultou em uma diminuicdo
de 40% na sintese de glicerol e aumento de 13% da producéo de etanol. No entanto, o0 mutante com
GPD2 silenciado apresentou declinio de 50% no crescimento (VALADI et al., 1998).

Com esses estudos, é possivel entender o conflito entre 0 aumento da producéo de etanol por
meio da delecéo dos genes GPD1 e GPD2 e o crescimento anaerobico da levedura. Portanto, como
forma de evitar os efeitos negativos do silenciamento, as abordagens de regulacdo moderada aparecem
como boas alternativas. Uma das ferramentas utilizadas para atingir niveis de regulacdo mais ajustaveis
€ o sistema CRISPR-dCas9 (BOWMAN et al., 2020). Trata-se de um sistema idéntico ao CRISPR-Cas9,
mas que utiliza a endonuclease dCas9 com o sitio de clivagem de DNA mutado e inativo (dCas9). Nesse
caso, a enzima continua a ser guiada pelo sgRNA e consegue reconhecer e se ligar a regido de interesse
do DNA, mas néo realiza a quebra da dupla fita (QI et al., 2013).

Com esse mecanismo em maos, é possivel utilizar a dCas9 fusionada a proteinas de repressao
da transcricdo e posiciona-las no promotor de genes de interesse, como os genes GPD1 e GPD2, que
participam na producéo de glicerol, cuja expressdo pode ser reduzida com o objetivo de aprimorar a
producao de etanol.

METODOLOGIA:

A linhagem de S. cerevisiae laboratorial BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0)
(BRACHMANN et al., 1998) foi utilizada nos experimentos de modulagcédo da expressédo de genes alvos
da via de biossintese de glicerol para otimizac&do da producao de etanol. As cepas foram cultivadas em
YPD (10 g.L! extrato de levedura, 20 g.L* peptona e 20 g.L* glicose) para fins de in6culo e propagacéo.
YPD suplementado com 200 ug.mL™ de geneticina (G418) ou 300 ug.mL™* de higromicina foram usados
para selecdo de células transformadas com marcador KanMX e hphMX6, respectivamente. Todos 0s
cultivos foram realizados a 30 °C e 250 rpm, quando necessario agitacao.

Escherichia coli DH5a foram utilizadas para propagacao e manutencgao de vetores de expressao
de levedura. Células DH5a foram cultivadas em meio Luria Bertani (10 g.L* triptona, 5 g.L* extrato de
levedura e 5 g.L* cloreto de sédio) adicionadas de 100 mg.mL™* de ampicilina para amplificagdo de
plasmideos. O cultivo foi feito a 37 °C e 250 rpm, quando necessario agitacao.

Em todos os casos, 15 g.L* de 4gar foi adicionado ao meio para cultivo em meio sélido e glicerol
50% foi adicionado 1:1 para armazenamento estoque a -80 °C.

A transformacgéo de levedura foi realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e
Schietls (2007). Transformacé&o de células de E. Coli DH5a foi realizada pelo protocolo padrao de choque
elétrico. Purificacdo de plasmideos de bactéria foi feito com um protocolo caseiro de miniprep. DNA
gendmico foi extraido usando um protocolo rapido (LIOAc)-SDS/EtOH (LOOKE et al., 2017) para uso
em reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou pelo método Fenol/Cloroférmio para ensaios de
sequenciamento. Todas as reacdes de PCR foram realizadas usando a polimerase de alta fidelidade
Phusion® de acordo com as instru¢des do fabricante (NEB).

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 2



O plasmideo usado neste estudo foi desenvolvido por (CAMARA et al., 2020) e contém o cassete
de expressédo da proteina dCas9 fusionada ao efetor Mxil e marcador de selecdo em geneticina. Para
clonagem de sgRNAs especificos nos plasmideos dCas9, sequéncias alvo 6timas para cada gene foram
obtidas pelas ferramentas Yeast CRISPRi e CRISPR-ERA (SMITH et al., 2016). Os vetores com 0s
sgRNAs especificos foram construidos a partir da linearizacdo dos plasmideos dCas9-Mxil com a
enzima de restricao Bpil e, posteriormente, clonados a insertos de 100 bp contendo o sgRNA em questao
e sequéncias de 40 bp de homologia as extremidades do plasmideo linearizado. Os insertos de 100 bp
foram construidos por hibridizacdo (aquecimento e resfriamento) usando dois oligos complementares.

A confirmacdo das clonagens foi realizada por eletroforese em gel de agarose (1,5%) apos
amplificacdo por PCR utilizando um par de primers interno a sequéncia de sgRNA inserida e externo a
sequéncia para cada um dos sgRNAs.

A linhagem BY4742 transformada com os plasmideos dCas9-Mxil clonado com as sequéncias
especificas de sgRNA foram cultivadas em YPD (10 g.L* extrato de levedura, 20 g.L* peptona e 50 g.L
! glicose) suplementado com geneticina (G418). O cultivo ocorreu em triplicata a uma densidade 6ptica
celular inicial igual a 1, 30 °C e 200 rpm em 10 mL de meio condicionado em tubos de 50 mL. A amostra
final foi coletada apos 12 horas de fermentag&o para analise de composi¢éo e biomassa. A concentracao
dos analitos foi quantificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em relacdo a escolha das sequéncias de sgRNAs especificas para cada um dos sitios dos genes
GPD, foram escolhidas quatro sequéncias entre -500 e -100 pares de base em relagdo ao TSS em
intervalos de 100pb (Figura 1), de forma a aprofundar o entendimento dos diferentes efeitos do uso de
diferentes sitios para a regulacdo. A escolha das novas sequéncias seguiu os indices de ocupacao de
nucleossomo e acessibilidade da cromatina disponiveis na plataforma CRISPRi desenvolvidos por
(SMITH et al., 2016) e os indices de off-target disponibilizados pela plataforma CRISPR-ERA, os quais
provaram-se bons indices para medir a eficiéncia de repressao pelo sistema CRISPR-dCas9 em
leveduras (CAMARA et al., 2020).
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Figura 1. Esquema da localizacéo das novas sequéncias escolhidas como alvo para o SgRNA na regido promotora
dos genes GPD1 e GPD2.

A clonagem dos vetores dCas9-Mxil foi realizada a partir da transformacdo de S. cerevisiae
(BY4742) utilizando o plasmideo digerido e os dsOligos. Os transformantes foram cultivados em placa
YPD com geneticina (G418, 200 ng/mL) e foram escolhidas colénias para a confirmacdo por PCR. Os
produtos das reacfes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) e o tamanho
das bandas correspondeu ao esperado para o par de primers utilizados em cada um dos plasmideos
(Figura 2).
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Figura 2A. Gel de eletroforese com o produto das reacdes de amplificacdo por PCR utilizando um par de primers
interno e externo a sequéncia de sgRNA clonada ao plasmideo de expressdo da dCas9-Mxil para cada um dos
sitios escolhidos pro gene GPDL1. B. Gel de eletroforese com o produto de PCR utilizando um par de primers interno

e externo a sequéncia de sgRNA clonada para cada um dos sitios escolhidos pro gene GPD?2.

Ap6s a confirmacdo da clonagem dos sgRNAs escolhidos, as cepas construidas foram
submetidas a fermentagdo. Com esse objetivo, foram cultivados pré-indculos de cada uma das cepas
em Erlenmeyers de 125 mL por 48 horas a 250 rpm e 30 °C em 25 mL de YPD (10 g.L*! extrato de
levedura, 20 g.L* peptona e 20 g.L*! glicose) suplementado com geneticina (G418). A partir dos pré-
in6culos, as cepas foram cultivadas com uma densidade 6tica celular inicial igual a 1 por 12 horas em
tubos de 50 mL a 200 rpm e 30 °C em 10 mL de YPD (10 g.L* extrato de levedura, 20 g.L™ peptona e
50 g.L? glicose) com geneticina (G418). Foram coletadas uma amostra apés 12 horas para cada uma
das linhagens (com excec¢ao das cepas controle e com plasmideo dCas9-Mxil-sgl.2 em razao da baixa
densidade Gtica) e a concentracao de glicerol foi submetido a analise em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (Figura 3). Como resultado, pode-se observar que as concentragdes de glicerol
sdo diferentes para cada uma das linhagens, no entanto sdo necessdarias analises estatisticas e
metodoldgicas posteriores como confirmacao.

Concentragéo de glicerol apos fermentagéo
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Figura 3. Gréfico boxplot da concentracdo de glicerol produzido pelas cepas construidas (com os plasmideos
dCas9-Mxil com os sgRNASs para cada sitio escolhido) apds 12 horas de fermentacéo.
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