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RESUMO

Os carotenoides sao pigmentos tetraterpenos sintetizados por organismos
fotossintéticos e por alguns fungos e bactérias heterotroficos. Nos seres humanos,
os carotenoides sao obtidos pela dieta e desempenham papéis importantes, como
os de antioxidantes, de precursores de provitamina A e de fotoprotetores. Os
carotenoides comercialmente relevantes incluem o [(-caroteno, o licopeno e a
zeaxantina, dentre outros. Por sua vez, o desenvolvimento de biologia sintética e
engenharia metabdlica possibilitou a sintese microbiana de carotenoides, por
exemplo, utilizando microrganismos para obter metabdlitos provenientes da
introdugdo de genes carotenogénicos heterélogos. Apesar de Saccharomyces
cerevisiae nao acumular naturalmente carotenoides, exemplos bem-sucedidos
descritos na literatura a definem como um modelo potencial para produgao de
carotenoides. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver linhagens de S.
cerevisiae com aparatos de expressdo de sequéncias codificadoras de enzimas da
via de sintese de carotenoides. Para isso, foram obtidas as sequéncias codificadoras
dos genes CriE, Crtl e CrtYB de Xanthophyllomyces dendrorhous e HMG1 de S.
cerevisiae, que codificam enzimas essenciais para a geragao de precursores para a
biossintese de carotenoides. Por fim, foi obtida a sequéncia curta intergénica IGG6
de Glarea lozoyensis, que possibilita o reinicio da tradugdo proteica em mRNA
derivado de genes policistronicos, favorecendo a formagao de multiplas proteinas de
forma similar aquela observada para operons procariotos. Uma vez obtidas as
sequéncias, procedeu-se com a construcdo do dispositivo de expressao
policistrénico denominado BetaCar_PC_yeast. Os resultados obtidos demonstram a
confirmacdo por eletroforese da amplificacdo da concatenagdao do construto
contendo os fragmentos CrtE-HMG1-CrtIA, bem como do construto contendo os
fragmentos CrtIB-CrtYB. Por conseguinte, as perspectivas futuras direcionam para a
concatenacdo de ambos os construtos gerados, para geragdo do construto final
CrtE-HMG1-CrtIA-CrtIB-CrtYB. Depois, pretende-se efetuar a clonagem em vetor de
expressao, gerando linhagens de S. cerevisiae com multiplas cépias dos aparatos

de expressao policistrénicos.

Palavras-chaves: Carotenoides; Dispositivo de expresséo policistronico; Leveduras

industriais.



ABSTRACT

Carotenoids are tetraterpene pigments synthesized by photosynthetic organisms,
heterotrophic fungi, and bacteria. In humans, carotenoids are obtained from the diet
and play important roles as antioxidants, pro-vitamin A, and photoprotectants.
Commercially relevant carotenoids include B-carotene, lycopene, and zeaxanthin. In
turn, the development of synthetic biology and metabolic engineering has enabled
the microbial synthesis of carotenoids, for example, by using microorganisms to
obtain secondary metabolites from the introduction of heterologous carotenogenic
genes. Although Saccharomyces cerevisiae does not naturally accumulate
carotenoids, it has been shown to be a potential microbial host based on successful
examples in the literature as a model for carotenoid production. The aim of this study
was to develop Saccharomyces cerevisiae strains using an expression apparatus for
coding sequences for enzymes in the carotenoid synthesis pathway. To do this, we
obtained the coding sequences of CrtE, Crtl, and CrtYB from Xanthophyllomyces
dendrorhous and HMG1 from S. cerevisiae, which encode enzymes essential for the
generation of precursors for carotenoid biosynthesis. Finally, we obtained the short
intergenic sequence IGG6 from Glarea lozoyensis, which enabled the restart of
protein translation in mMRNA derived from polycistronic genes, favoring the formation
of multiple proteins in a manner similar to that observed for prokaryotic operons.
Once the sequences of the DNA parts were obtained, a polycistronic expression
device called "BetaCar PC yeast' was constructed. The results obtained were
confirmed by electrophoresis of the amplified construct containing the
CrtE-HMG1-CrtlA fragments, and the construct containing the Crt/B-CrtYB
fragments. Future proposed works include the concatenation of both constructs
generated, resulting in the final CrtE-HMG 1-CrtIA-CrtIB-CrtYB construct.

Keywords: Carotenoids; Polycistronic expression device; Industrial yeasts.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacao da rota de biossintese de carotenoides em bactérias,

fungos, cianobactérias, algas e plantas............oooeeeeiiiiiiii 12

Figura 2. Representacao dos dois principais grupos de carotenoides: carotenos e
xantofilas. Exemplos das moléculas de carotenoides para ilustrar as estruturas

JESSES COMPOSIOS. .. euiuiiiiiiiiiiii ettt e et e e et e e e e et et e e e e e eatb e e e e e eeasnaeeeeeeennnnns 13
Figura 3. Representacdo da conversdo metabdlica de B-caroteno e retinoides....... 16

Figura 4. Ciclo visual, o qual ocorre em células de epitélio pigmentar da retina (EPR)

€ de fOtOrreCEPLOrES (F)....uu e 18
Figura 5. Representagdes do CONStrUtO........ccoooeiiiiiiiiiiiic e, 30

Figura 6. Eletroforese das reag¢des de amplificacao dos fragmentos de DNA usados

para a construgao do dispositivo poliCiStrONICO..........uvuuueeiiiiiei i 32
Figura 7. Eletroforese da amplificagdo da concatenagao de fragmentos.................. 34
Figura 8. Eletroforese das amplificagées de concatenagdes de fragmentos............ 36
Figura 9. Eletroforese das amplificagées de concatenagdes de fragmentos............ 38

Figura 10. Eletroforese das amplificagées de concatenagdes de fragmentos.......... 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Segmentos de DNA usados para a montagem in silico dos dispositivos de

expressao policistronicos da rota de biossintese de carotendides em leveduras......28

Tabela 2. Oligonucleotideos gerados a partir da concatenagao dos diferentes
segmentos de DNA referentes ao dispositivo de expresséao policistrénico da rota de

biOSSINtESE dE CArOtENOIACS. . ... e 28

Tabela 3. Segmentos de DNA amplificados por meio de PCR de alta fidelidade e
respectivos oligonucleotideos, bem como a canaleta de aplicacéo na eletroforese

(Figura 6) e respectivos tamanhos de banda esperados............cccccvvvvviiieeiiiieeeeeenn. 31

Tabela 4. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo volume
utilizado na reacao de concatenacao do construto CrtE-HMG1-CrtlA-CrtIB-CrtYB...33

Tabela 5. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo volume
utilizado nas reagdes de concatenacao dos construtos CrtE-HMG1-CrtlA e
CrEB-CITYB........oeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e eeaaeeeeeeeassans 35

Tabela 6. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo volume
utilizado nas reacgdes de concatenacao dos construtos CrtE-HMG1, HMG1-CrtlA,
CrtIA-CrtIB € CrtIB-CrtYBi........cco oottt a e e e e 37

Tabela 7. Construtos amplificados por meio de PCR de alta fidelidade e respectivos
oligonucleotideos, bem como canaleta de aplicagdo na eletroforese (Figura 9) e

respectivos tamanhos de banda esperados. ... 37

Tabela 8. Construtos amplificados por meio de PCR de alta fidelidade e respectivos
oligonucleotideos, bem como canaleta de aplicagéo na eletroforese (Figura 10) e

respectivos tamanhos de banda esperados...........ooouuiiiiiiiiiiiiiii e 39



LISTA DE ABREVIATURAS

ROS: Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)

'0,: Oxigénio singlete

OH*: Radical hidroxila

O,*: Radicais superoxidos

BCO1: Enzima B-caroteno 15,15"-oxigenase

PBP4: Retinol binding protein 4 (Proteina-4 de ligagao ao retinol)

RA: Retinoic acid (Acido retinéico)

CRABRPII: Cellular retinoic acid binding protein 2 (Proteina de ligagdo ao acido
retindico celular)

RAR: Retinoic acid receptor (Receptores de acido retindico)

RXR: Retinoid X receptor (Receptores X retinoides)

RAREs: Retinoic acid response elements (Elementos de resposta ao acido retindico)
EPR: Epitélio pigmentar da retina

F: Fotorreceptores

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (Fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina)

CrtE: Sequéncia codificadora para geranilgeranil difosfato sintase

Crtl: Sequéncia codificadora para fitoeno dessaturase

CrtYB: Sequéncia codificadora para fitoeno sintase

HMG-CoA: Hidroximetilglutaril-CoA

HMG1: Sequéncia codificadora para hidroximetilglutaril-CoA redutase

IGG1: Short intergenic sequences (Sequéncias curtas intergénicas)

PCR: Polymerase chain reaction (Reagao em cadeia da polimerase)

YEPD: Yeast extract peptone dextrose (Extrato de levedura, peptona e dextrose)
NaCl: Cloreto de sodio

RPM: Rotagbes por minuto

LBA: Meio Luria-Bertani com ampicilina

HF: High fidelity (Alta fidelidade)

TAE: Tris-Acetato-EDTA



SUMARIO

O LV 200 01003 o 12
(I B 0= 1] (=T (oo [T J PP PP UUPUPPRPP 12
1.2 Atividade antioxidante dos carotenOides............coeeveieieeeiiiiiiiiiiiiceeeeee 14
1.3 Atividade provitamina A dos carotenoides.............ccceeeiiiiiiiiei e 15
1.4 CiClO VISUAL......co it e e e e 17
1.5 Producao de carotenOIdEs.........coouuuiiiiiiiiiic e e 19
2 OBUETIVOS...... .t s s s s s s s e e an e e nn e e 21
2.1 ODJEtiVO GEIaL. ... 21
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS. .....coiiiiiii e 21
3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTALIS........ccooiiire s 22

3.1 Geracgao de aparatos de expressao policistrénicos a partir de bioinformatica e

Diologia SINtELICA. .......uei e 22

3.2 Linhagens de microrganismos, condi¢gbes de cultivo, procedimentos de

transformacao plasmidial e geracao de leveduras poliploides............ccccceeeeeeeeeennan.n. 23
3.3 Transformacao e isolamento de vetores de Escherichia coli............................... 23

3.4 Clonagem por concatenagao de fragmentos de DNA para obtenc&o do construto
o = 1O T d O = ) SRR 25

4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.cceeerureirereeresssesesassesessssesesssssssssssssssssssasssssns 27

4.1 Projeto dos aparatos de expressao policistronicos para a rota de biossintese de

(071 (0] 1] (o] [0 (=1 TUTUR TR PO 27

4.2 Montagem in vitro dos aparatos de expressao policistronicos para a rota de

DIOSSINTESE A CaArOtENOIAES. ... e, 31
5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS. ..ottt eeeeteeeesaeesssssneesssssneesssssnsesssssnsessnn 41
REFERENCIAS. .....oo et eeeeteseeetesesesssssesssssessssesssneessssesssssesssnsesssnesssssesssnsesssnsesssnes 42



12
1 INTRODU(;AO
1.1 Carotenoides

Os carotenoides s&o um grupo de compostos tetraterpenos derivados da
ligacdo de duas unidades C,, de geranilgeranil-difosfato para gerar a cadeia C,, de
fitoeno, a partir da qual as diversas variagbes sao originadas (Figura 1) (Britton,
2022). Sendo assim, essa cadeia tetraterpena C,Hs; atua como um esqueleto
comum para esses compostos, de forma que modificagbes como hidrogenacgao,
ciclizacdo, oxidagdo e demais processos sdo responsaveis por gerar diferentes
moléculas. Bancos de dados categorizam mais de 1200 estruturas de carotenoides
descritos (Xie et al., 2024).
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Figura 1. Representagcdo da rota de biossintese de carotenoides em bactérias,
fungos, cianobactérias, algas e plantas. (adaptado de Liang; Zhu; Jiang, 2018).

Os carotenoides sao divididos em dois grupos principais: (i) os carotenos
que sao compostos por hidrogénio e carbono formando uma cadeia poli-insaturada

de hidrocarboneto, podendo-se destacar -caroteno, a-caroteno e licopeno e (ii) as


https://www.zotero.org/google-docs/?EG1qxi
https://www.zotero.org/google-docs/?EG1qxi
https://www.zotero.org/google-docs/?e5UpPN
https://www.zotero.org/google-docs/?h2xg5k
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xantofilas que s&o derivadas dos carotenos pela adigdo de grupos funcionais
contendo oxigénio, como hidroxilas, carbonilas e aldeidos, podendo-se destacar
zeaxantina, luteina e astaxantina (Figura 2) (Maoka, 2020). A composi¢cao desses
grupos se relaciona as propriedades de polaridade, de forma que os carotenos s&o
facilmente soluveis em solventes hidrofébicos, tal como hidrocarbonetos como
hexano e tolueno, enquanto as xantofilas desempenham melhor dissolucdo em

solventes mais hidrofilicos, assim como metanol e etanol.

Carotenos Xantofilas

OH
HO

Zeaxantina

OH
A I U Vel Nl V10 0
HO™

Luteina

OH

RN YT R YT Y

HO'
Licopeno o] Astaxantina

Figura 2. Representacdo dos dois principais grupos de carotenoides: carotenos e
xantofilas. Exemplos das moléculas de carotenoides para ilustrar as estruturas
desses compostos.

As atividades bioldgicas e as propriedades fisico-quimicas atribuidas aos
carotenoides estdo diretamente relacionadas a sua estrutura. A estrutura molecular
central € composta por unidades de isopreno com ligagdes duplas conjugadas que
tornam possivel a absor¢cao de luz no espectro visivel, caracteristica essencial para
desempenhar sua funcdo biolégica como pigmento (Macernis et al., 2022). A
absor¢cao de luz ocorre principalmente em comprimentos de onda da regido azul do
espectro, portanto as cores resultantes variam entre tonalidades de amarelo, laranja

e vermelho caracteristicas (Sandmann, 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?TBW5y5
https://www.zotero.org/google-docs/?GRfLal
https://www.zotero.org/google-docs/?m15w08
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Carotenoides sao sintetizados por todos os organismos fotossintéticos e por
alguns fungos e bactérias heterotroficos (Stra et al., 2023). Nas plantas, os
cloroplastos produzem e armazenam carotenoides, os quais estdo presentes em
membranas dos plastidios de uma célula vegetal. A localizagdo esta relacionada
com desempenhos de captagdao de luz durante a fotossintese, bem como de
fotoprotegao dissipando energia excessiva que pode causar danos. Nos animais, em
virtude de nao haver sintese, a obtengcao de carotenoides ocorre em decorréncia da
ingestdo de alimentos. Isso permite a biodisponibilidade desse composto, isto é, que
uma quantidade do nutriente ingerido proveniente da dieta esteja disponivel para

utilizagdo no metabolismo (Rocha et al., 2023).

1.2 Atividade antioxidante dos carotenoides

A dieta com carotenoides pode promover beneficios a saude. Dentre os
efeitos resultantes, pode-se destacar a atuagdao como antioxidantes biolégicos ao
regular o estresse oxidativo. No corpo humano, s&o produzidas uma série de
espécies reativas de oxigénio (ROS), como oxigénio singlete ('0,), radical hidroxila
(OH*) e radicais superoxidos (O,*). Os antioxidantes podem reagir com radicais
livres por trés mecanismos principais: (i) adicao radical, (ii) abstracdo de atomos de
hidrogénio e (iii) produgdo de cations radicais por transferéncia de elétrons
(Dewanjee et al., 2021).

CAR + ROO* — (ROO - CAR)* (i)
CAR + ROO*— CAR* + ROOH (ii)
CAR + ROO*— CAR* + ROO" (iii)

A estrutura molecular dos carotenoides é composta por uma série de
ligacbes duplas conjugadas ao longo das cadeias de polieno. Essa conformagéao
torna a molécula altamente reativa e enriquecida com elétrons, permitindo que
carotenoides sejam muito eficazes na absor¢do de energia de radicais livres
tornando-os estabilizados (Black et al., 2020). Portanto, os diferentes mecanismos

de atividade antioxidante podem ocorrer simultaneamente com base nos atributos


https://www.zotero.org/google-docs/?gzLZ8k
https://www.zotero.org/google-docs/?2C3MBL
https://www.zotero.org/google-docs/?9nDopA
https://www.zotero.org/google-docs/?86AxlU
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estruturais dos carotenoides, como terminais ciclicos ou aciclicos, presenca de
grupos polares ou apolares, bem como fatores do ambiente da reag¢ao e a natureza

das espécies radicais (Young; Lowe, 2018).

Um exemplo da atividade antioxidante de carotenoides € observado nos

mecanismos de agao contra 'O,, a partir da desativagao fisica e da reagdo quimica:
Reacao fisica (i) Reacao quimica (ii)
'0, + '"CAR — %0, + 3CAR* '0, + '"CAR — produtos
*CAR* — "CAR + calor

Na reacgao fisica (i), 'O, € convertido ao estado fundamental (*0,) pela
transferéncia de energia para a molécula carotenoide ('CAR). Entdo, a molécula
resultante em estado tripleto ((CAR*) retorna ao 'CAR original apds liberar sua
energia excitada para o ambiente exdégeno como energia térmica. Desse modo,
carotenoides podem converter o excesso de energia do oxigénio singlete em calor,
levando a desativacdo do '0,. Na reagao quimica (ii), o 'O, reage com carotenoides
gerando produtos oxigenados. Por exemplo, a adi¢do de 'O, as posigoes 5 e 8 do
B-caroteno gera o 5,8-endoperoxido de B-caroteno. A constante da extingao fisica é
cerca de 1.000 vezes maior em relagao a da reagao quimica, isto €, uma molécula
carotenoide pode extinguir fisicamente cerca de 1.000 moléculas de 'O, com

eficiéncia antes de ser consumida pela reagdo quimica com 'O, (Terao, 2023).

1.3 Atividade provitamina A dos carotenoides

Nos seres humanos, uma das principais fungdes bioldgicas dos
carotenoides dietéticos € a atividade provitamina A. A vitamina A é um
micronutriente lipossoluvel que desempenha papéis funcionais no organismo
humano. Estruturalmente é caracterizada como molécula de all-trans-retinol, apesar
de a vitamina A também ser um termo empregado para definir moléculas derivadas
de all-trans-retinol, incluindo ésteres retinilicos, retinaldeido e acido retindico
(Blaner, 2020). A vitamina A é essencial para a sobrevivéncia humana em todas as

fases da vida, em decorréncia de apresentar funcdes essenciais para o endosso do


https://www.zotero.org/google-docs/?Y406ib
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16

amplo desenvolvimento embrionario, a divisdo e a diferenciagdo celular, a
manutengdo da funcdo visual, o sistema de defesa dos linfocitos, dentre outras

atuagdes (de Souza Mesquita et al., 2021).

Os carotenoides que contém um anel de ionona na extremidade terminal
podem desempenhar atividade provitamina A. Por exemplo, dentre os precursores
da vitamina A pode-se destacar a-caroteno, B-caroteno e [-criptoxantina. Os
carotenoides sao parcialmente convertidos em vitamina A durante a absorgéo no
intestino delgado. A reagdo de converséo tem inicio quando a enzima [3-caroteno
15,15"-oxigenase (BCO1) catalisa a clivagem central dos carotenoides para produzir
duas moléculas de retinaldeido (Figura 3) (Kim; Jang; Lee, 2021). As moléculas de

retinaldeido geradas podem ser reduzidas a retinol ou oxidadas a acido retindico.
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Figura 3. Representagdo da conversdao metabdlica de [(-caroteno e retinoides.
(adaptado de Kim; Jang; Lee, 2021).
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A reacao de reducgao ocorre quando o retinaldeido € submetido a acao de
redutases de retinaldeido resultando na conversao a retinol. Dessa forma, o retinol
pode entrar em contato com a circulagdo na corrente sanguinea apods ser integrado

com a proteina-4 de ligacao ao retinol (PBP4) no figado (Harrison, 2019).

A reacgao oxidativa realizada por desidrogenases de retinaldeido converte o
retinaldeido em acido retindico (RA) (Belyaeva et al., 2019). Apds entrar em contato
com células de resposta, o RA é transportado do citosol pela proteina de ligagdo ao
RA celular (CRABPII) para o nucleo. No nucleo, se liga aos receptores de RA (RAR)
e receptores X retinoides (RXR), formando heterodimeros. Na auséncia de RA, os
RAR-RXRs associam-se aos elementos de resposta RA (RAREs) dos genes-alvos e
reprimem a expressao génica por meio do recrutamento de co-repressores. Na
presenca de RA, ele se liga ao RAR-RXR e, por meio da associagéo direta com os
RAREs, inicia a transcricdo dos genes-alvo, desassociando 0s co-repressores e

recrutando coativadores como receptores de esteroides (Shannon et al., 2020).

1.4 Ciclo visual

A vitamina A tem participacao importante na manutencao da funcéao visual a
partir de sua forma derivada como cromoéforo 11-cis-retinal. O ciclo visual € um
processo muito eficiente, cuja ativagao seguida pela restauracédo do pigmento visual
ao estado inicial ocorre muito rapidamente. A percepg¢ao visual em humanos é
iniciada nos segmentos externos dos fotorreceptores da retina, quando a luz entra
no olho e ativa os pigmentos visuais. O que induz uma mudanga conformacional na
proteina opsina e aciona a cascata de fototransdugao que, por fim, leva a sensacgao
visual (Choi et al., 2021).

A primeira etapa da visdo ocorre quando o 11-cis-retinal ligado a rodopsina
é fotoisomerado ao absorver um féton. A fotoisomerizagao altera a conformacgao da
estrutura terciaria na proteina da membrana da opsina, gerando um impulso
nervoso. Apos a geragao do impulso nervoso, o pigmento rodopsina foto excitado é
hidrolisado em all-trans-retinal e opsina (Das et al, 2024). Para manter a
sensibilidade visual normal, o all-trans-retinal deve ser convertido novamente em

11-cis-retinal por meio de uma série de reagbes enzimaticas que compreendem o


https://www.zotero.org/google-docs/?W8WbS4
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ciclo retinoide (Figura 4), que ocorre em um sistema de duas células composto por

fotorreceptores e o epitélio pigmentar da retina (EPR) (Palczewski; Kiser, 2020).

all-trans-éster retinilico
1-Lyso-PC

Oopsina H,O

all-trans-retinal

11-cis-retinilideno

H

\NH/opsina
®

Figura 4. Ciclo visual, o qual ocorre em células de epitélio pigmentar da retina
(EPR) e de fotorreceptores (F). (adaptado de Palczewski; Kiser, 2020).

No ciclo retinoide, o produto hidrolisado all-trans-retinal é primeiro reduzido
a all-trans-retinol pelas enzimas retinol desidrogenases dependentes de NADPH.
Em seguida, o trans-retinol é transportado para o EPR, onde é esterificado em
trans-éster-retinilico pela lecitina-retinol aciltransferase. O trans-éster-retinilico é
isomerizado e hidrolisado em 11-cis-retinol pela retinoide isomerohidrolase EPR65,
uma proteina de 65 kDa especifica do epitélio pigmentar da retina (Tworak et al.,
2023). O produto isomerizado 11-cis-retinol € finalmente oxidado a 11-cis-retinal pela
retinol-desidrogenase no EPR e, em seguida, sofre condensagdo com a proteina

opsina para regenerar 0s pigmentos visuais sensiveis a luz, como a rodopsina.


https://www.zotero.org/google-docs/?yzUjpw
https://www.zotero.org/google-docs/?x7ynlw
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1.5 Producao de carotenoides

A obtencado de [B-caroteno por extracdo de matéria vegetal € baseada em
processos fisico-quimicos. Esse procedimento utiliza como matéria-prima plantas ou
algas, as quais sintetizam e acumulam [(-caroteno nos cloroplastos das células
vegetais. Ha diversas metodologias aplicadas para a extragao da estrutura celular,
como transesterificacado, tratamento térmico, choque osmadtico, homogeneizacao e
uso de solventes fortes. Entretanto, do total de B-caroteno produzido entre os
diferentes métodos, somente 2 % provém de recursos biologicos naturais (Singh;
Sambyal, 2022). As limitagbes desse método sdo: alto custo, determinantes
geograficos, variabilidade climatica, sazonalidade da matéria-prima e baixo
rendimento. Por exemplo, € necessario processar varios quilos de material vegetal
para obter somente gramas de [(-caroteno, levando ao desperdicio de biomassa e a

um alto custo de processamento (Bogacz-Radomska; Harasym, 2018).

Os carotenoides comerciais geralmente sdo produzidos por meio de sintese
quimica. Em decorréncia do p-caroteno ser um composto de cadeia C,,, € possivel
empregar varios métodos baseados na ligagdo de moléculas pequenas com
finalidade de gerar a cadeia C,, resultante (Pourkarimi et al., 2020). Dentre os
processos de sintese quimica de [(-caroteno podem ser utilizados reacdes de
desidratacdo e eliminagdo, reacdo de condensacédo seletiva de compostos de
carbonila, reagdo de homodimerizagdo e reagao de acoplamento seletivo de
Csp?-Csp?. Mais de 90 % da produgdo de B-caroteno é realizada por sintese
quimica, no entanto, a fabricagdo utiliza recursos nao renovaveis e pode gerar
residuos de substancias toxicas, resultando em impactos nocivos ao meio ambiente
(Fan et al., [s. d.]).

Sendo assim, a produgao de carotenoides por meio de microrganismos €&
uma estratégia promissora para superar as limitagdes decorrentes de métodos
tradicionais de extragdo vegetal e sintese quimica. Os microrganismos, como as
leveduras, dispdem de um processo de fermentagcao controlado, podendo minimizar
o tempo de processamento. Além disso, a capacidade do microrganismo de digerir
residuos agroindustriais reduz o custo total de produgédo (Foong et al., 2021). O

desenvolvimento de condi¢cbes personalizadas para fermentacédo e a aplicagao de


https://www.zotero.org/google-docs/?i9n3SR
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substratos de baixo custo representam qualidades chamativas para utilizacdo de

modelos biotecnoldgicos.

A S. cerevisiae € uma levedura empregada industrialmente para produgéo
de biocombustiveis, proteinas recombinantes, acidos organicos e produtos
quimicos. Sendo assim, utilizar S. cerevisiae como um hospedeiro microbiano pode
ser uma alternativa viavel para aplicagao na sintese B-caroteno, tanto que varias
estratégias de engenharia metabolica foram testadas nesse modelo para aprimorar
a producédo de carotenoides (Zhao et al., 2021). Apesar de a S. cerevisiae nao
acumular naturalmente carotenoides, seu uso para a produgcdo de [B-caroteno
apresenta vantagens: (i) tem excelentes ferramentas de edicao de genoma; (ii) é
adequada para cultivos em larga escala; (iii) ja foi projetada para produgao de alto
nivel de compostos isoprenoides; (iv) tem estabelecido um processo comercial para
a producao de licopeno e (v) trabalhos descritos na literatura de produgdo de
B-caroteno a partir de S. cerevisiae em que, por exemplo, linhagens expressando
enzimas da via de biossintese acumularam 46,5 mg de -caroteno/g de célula seca

em meio a base de nitrogénio com 1% de azeite de oliva (Fathi et al., 2021).

O desenvolvimento continuo da biologia sintética e da engenharia
metabdlica tornou possivel um cenario de expansao de ferramentas para sintese
microbiana de carotenoides. Dentre as diferentes abordagens estabelecidas,
destaca-se o0 emprego de microrganismos para obtencdo de quantidades
significativas de metabdlitos secundarios provenientes da introducdo de genes
carotenogénicos heterdlogos (Lépez et al., 2020). Dessa forma, a integragao
gendmica de aparatos de expressao sugere uma estratégia conveniente para gerar
linhagens recombinantes com estabilidade razoavel e com expressdo génica

resultando em produtos de interesse.

Portanto, o projeto tem como finalidade o desenvolvimento, utilizando o
microrganismo modelo S. cerevisiae, de estratégias para promover a produgao de
carotenoides. Para tal, planeja-se elaborar aparatos para a expressao in tandem de
sequéncias codificadoras para enzimas da via de sintese de carotenoides. Sendo
assim, sera realizada a insercdo desses aparatos em leveduras modelos, de forma
a possibilitar a avaliagado do impacto fisiologico desempenhado pela presenca dessa

construcgao.


https://www.zotero.org/google-docs/?FlgoiS
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver linhagens de Saccharomyces cerevisiae com aparatos de
expressao de sequéncias codificadoras para enzimas da via de sintese de

carotenoides.

2.1.1 Objetivos especificos

2.1.1.1 Desenhar e gerar in vitro aparatos de expresséao policistrénicos para
a expressao in tandem de sequéncias codificadoras para enzimas da via de
sintese de carotenoides, como [(B-caroteno, licopeno e astaxantina (mas néo

restrito apenas a esses).

2.1.1.2 Gerar linhagens de leveduras polipléides industriais (por exemplo,
leveduras de panificagdo) contendo multiplas cépias dos aparatos de

expressao policistrénico introduzidos por técnicas de edigdo génica.

2.1.1.3 Analisar o impacto fisiologico da presenga de multiplas copias dos
aparatos de expressao policistrénico para enzimas da via de formacao de

carotenoides em leveduras polipldides industriais.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Geragao de aparatos de expressao policistrénicos a partir de bioinformatica e

biologia sintética.

As sequéncias de DNA correspondentes as diferentes partes dos aparatos
de expressao policistrbnicos como promotores, terminadores, origens de replicagao,
marcas de selecdo, sequéncias codificadoras para enzimas da via de biossintese de
carotenoides (entre outras), assim como vetores para integragdo em multiplas
copias para as linhagens de leveduras deste projeto foram obtidas do banco de
dados Saccharomyces Genome Database (https://www.yeastgenome.org/), iGEM
Parts-Yeast (https://parts.igem.org/Yeast) e addgene (https://www.addgene.org/),
mas nao limitados somente a esses. Essas sequéncias foram usadas in silico para a
geragcao de oligonucleotideos contendo extremidades complementares para
posterior amplificacdo por PCR de alta fidelidade e concatenacao in vitro e in vivo
por diferentes técnicas, como a técnica de Gibson (Gibson et al., 2009) ou IVA
(Garcia-Nafria; Watson; Greger, 2016). Da mesma forma, as sequéncias
codificadoras para a biossintese de carotenoides oriundas de leveduras vermelhas
foram obtidas e otimizadas para expressédo em Saccharomyces cerevisiae por meio

de empresas que realizam sintese de genes e diferentes segmentos de DNA.

O projeto dos vetores contendo os aparatos de expressao policistrénico
para enzimas da via de biossintese de carotenoides sera feito in silico usando o
software SnapGene (https://www.snapgene.com/). Para todos os vetores obtidos in
silico pelo método de Gibson e/ou IVA foram gerados oligonucleotideos com
sobreposicao de extremidades que foram sintetizados por diferentes empresas na
concentracdo de 100 uM e purificagdo padrdo. Os procedimentos basicos para a
manipulacdo de acidos nucléicos (digestdo com enzimas de restricdo, analise e
isolamento de fragmentos de DNA em géis de agarose, formulagdo de tampdes,
entre outros foram realizados de acordo com os protocolos descritos no Current

Protocols in Molecular Biology (https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/).


https://www.zotero.org/google-docs/?7P7HL6
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3.2 Linhagens de microrganismos, condi¢des de cultivo, procedimentos de

transformacgao plasmidial e geragao de leveduras poliploides

Neste trabalho foram usadas linhagens de leveduras de uso laboratorial,
como BY4741 (MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0), BY4742 (MATa, his3A1,
leu2A0, lys20A0, ura3A0) e BY4743 (MATa/a, his3A1/his3A1, leu2A0/leu2A0,
LYS2/lys2A0, met15A0/MET15, ura3A0/ura3A0). Para a manutengao das diferentes
linhagens de leveduras foi utilizado o meio completo YEPD (10 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de bacto-peptona e 20 g/L de glicose. Para o meio sdlido foi
adicionado 20 g/L de bacto-agar). Os meios YEPD liquido e sélido foram acrescidos
de diferentes antibidticos para a selegdao e crescimento de células de leveduras
transformadas com plasmideos, conforme os protocolos descritos no Current

Protocols in Molecular Biology (https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/)

A linhagem de Escherichia coli utilizada foi a Stable Competent (New
England Biolabs, catalogo numero C3040H), cujo gendtipo é: F' proA+B+ laclq
A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (TetR)/A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74 galK16 galE15
el4- ®80dlacZAM15 recA1 relA1 endA1 nupG rpsL (StrR) rph spoT1
A(mrr-hsdRMS-mcrBC). Para o cultivo, foi utilizado meio liquido LB (10 g/L de
triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl), adicionados com 15 g/L de
bacto-agar para a formulagdo de LB sdlido. Os meios LB liquido e soélido foram
acrescidos de ampicilina e outros antibi6ticos para sele¢ao e crescimento de células
transformadas com as construgdes moleculares, conforme descrito no Current
Protocols in Molecular Biology (https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/). O
método de choque térmico foi wusado para transformar E. coli
(https://www.addgene.org/protocols/bacterial-transformation/). Por sua vez, o
meétodo de eletroporagédo rapida foi empregado para as diferentes linhagens de

leveduras (Kumar, [s. d.])

3.3 Transformacéo e isolamento de vetores de Escherichia coli

A linhagem E. coli Stable Competent foi utilizada para transformagdes com
cada vetor dos diferentes fragmentos de betacar. Primeiramente, foi aplicado 1 pL

de vetor nas células competentes, as quais foram mantidas em gelo durante 30 min.


https://www.zotero.org/google-docs/?WFUpkn
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Apébs o tempo, as células foram submetidas ao choque térmico, expondo-as a 42 °C
por 30 s e, imediatamente, acondicionadas em gelo por 5 min. Entdo, foram
adicionados 950 uyL do meio de recuperacao NEB 10-beta/Stable Outgrowth
Medium, e as células foram incubadas a 30 °C por 1 h, com leve agitagao
esporadica. As células foram semeadas em meio LB com ampicilina 1x para
selecionar as transformantes. As placas foram incubadas por cerca de 16 h em
estufa a 37 °C.

Apos a incubacao, preparou-se o indculo, no qual as coldnias transformadas
com crescimento foram inoculadas em tubos de ensaio com meio LBA 1x liquido, e
incubados por cerca de 16 h a 37 °C, a 180 RPM em shaker. Entao, o isolamento do
vetor foi efetuado por extragdo a partir dos inéculos cultivados, utilizando o kit Zyppy
Plasmid Miniprep (Zymo Research, catalogo numero D4020). As centrifugagdes
foram feitas a 16.000 x g. Inicialmente, em 600 ul de cultura bacteriana, foi
adicionado 100 ul de 7X Lysis Buffer para lisar as células. Em seguida, foi
adicionado 350 pl de Neutralization Buffer para neutralizagdo, e a centrifugacgéo foi
feita por 4 min. O sobrenadante foi transferido para a coluna Zymo-Spin™ [IN
posicionada em um tubo de coleta, seguido de centrifugagdo por 15 s. Apds o
descarte do fluxo, foi adicionado 200 ul de Endo-Wash Buffer a coluna, seguido de
centrifugacado por 30 s. Foi adicionado 400 pl de Zyppy™ Wash Buffer a coluna,
seguido de centrifugagdo por 1 min. A coluna foi transferida para um tubo de
microcentrifuga e, em seguida, foi adicionado 30 ul de Zyppy™ Elution Buffer
diretamente a matriz da coluna, seguido de centrifugacéao por 30 s para eluir o DNA
do plasmideo. As extragdes foram aplicadas em equipamento de espectrofotometria
a partir de absorbancias de 230, 260 e 280 nm, a fim de realizar medi¢gdes

referentes as suas qualidades biofisicas.

Por sua vez, o vetor isolado também foi analisado por métodos de biologia
molecular. As reagcdes de PCR foram realizadas utilizando o kit Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, catalogo numero M0530). As
quantidades dos componentes da reagdo foram indicadas pelo protocolo: 5 yL de
5X Phusion HF; 0,5 pyL de dNTPs na concentragdo de 10 uM; 1,25 uL de cada
oligonucleotideo na concentragéo de 10 uM; 1 yL de amostra de DNA e 0,25 uL de
Phusion DNA Polymerase. Vale ressaltar que as amostras foram diluidas para

ajustar a concentragdo ao valor recomendado de 10 ng/uL a fim de reduzir a
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ocorréncia de amplificacdes inespecificas, visto que a leitura da espectrofotometria
indicava valores de cerca de 100 ng/pL. Entdo, o volume final das reagdes foi de 25
ML completado com agua livre de nuclease. As condi¢des de PCR incluiram um
passo inicial de desnaturacdo do DNA a 98°C por 30 s, seguido de 35 ciclos com
um passo de desnaturagao a 98°C por 10 s, um passo de anelamento a 60°C por 30
s, um passo de extensao a 72°C por 2 min, seguido por um passo de extensao final
a 72°C por 5 min. As reagdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
1 % em tampéao TAE 1% por 60 min a 60 V.

3.4 Clonagem por concatenagao de fragmentos de DNA para obtencéo do construto

BetaCar_PC_yeast

Os fragmentos amplificados foram concatenados pela técnica de Gibson
(Gibson et al., 2009), utilizando NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New
England BiolLabs, catalogo numero E2621L), para geracdo do construto
policistrdnico “BetaCar_PC_yeast" (Figura 5B). Primeiramente, foi utilizado o
programa  GelAnalyzer (http://www.gelanalyzer.com/?i=1) para estimar a
concentracao dos fragmentos amplificados a partir dos resultados da eletroforese.
Com os valores de concentragao estimados, foi calculado os volumes de cada
fragmento em relagdo a propor¢do molar sugerida pelo protocolo. Entédo, para a
reacao, foram adicionados 10 uL de NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix, os
volumes previamente calculados de cada fragmento a serem concatenados, e
completado o volume com agua livre de nuclease. Por fim, a reagao foi incubada a
50°C por 1 h. Apds a reacao de concatenacgao, a amostra foi submetida a uma etapa
de purificagdo com Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 pg) (New England

BioLabs, catalogo numero T1030).

As reacgdes de PCR para a amplificacdo da concatenacgao foram realizadas
utilizando o kit Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs,
catdlogo numero MO0530). As quantidades dos componentes da reacdo foram
indicadas pelo protocolo: 5 pL de 5X Phusion HF; 0,5 uL de dNTPs na concentragao
de 10 uM; 1,25 pyL de cada oligonucleotideo na concentragdo de 10 uM; 1 yL de
amostra de DNA e 0,25 uL de Phusion DNA Polymerase. Entao, o volume final das

reacoes foi de 25 yL completado com agua livre de nuclease. As condi¢gdes de PCR
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incluiram um passo inicial de desnaturacdo do DNA a 98°C por 30 s, seguido de 35
ciclos com um passo de desnaturacado a 98°C por 10 s, um passo de anelamento a
60°C por 30 s, um passo de extensédo a 72°C por 2 min, seguido por um passo de
extensao final a 72°C por 5 min. As reag¢des foram analisadas por eletroforese em

gel de agarose 1 % em tampao TAE 1x por 60 min a 60 V.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Projeto dos aparatos de expresséao policistronicos para a rota de biossintese de

carotenoides.

Para o delineamento in silico do aparato de expressao policistrénica para a
rota de biossintese de carotendides em S. cerevisiae foram obtidas, inicialmente, as
sequéncias codificadoras/estruturais dos genes CrtE, Crtl e CrtYB da levedura
produtora de carotendides Xanthophyllomyces dendrorhous (Tabela 1). Estas
sequéncias codificam para as enzimas geranilgeranil-difosfato-sintase,
fitoeno-dessaturase e fitoeno-sintase, respectivamente (Chen et al., 2016),
essenciais para a geracgao dos diferentes precursores moleculares de carotenoides
(Figura 1). Uma vez obtidas as sequéncias, os codons foram otimizados utilizando o
programa ExpOptimizer (https://www.novoprolabs.com/tools/codon-optimization)

selecionando-se o chassi celular S. cerevisiae.

Uma outro segmento de DNA essencial para a producéo de carotendides
em leveduras é a sequéncia codificadora para a enzima hidroximetilglutaril-CoA
(HMG-CoA) redutase de S. cerevisiae (HMG1, Tabela 1). Esta enzima realiza a
conversao do HMG-CoA para mevalonato, metabdlito essencial para a formacéao de
ergosterol em leveduras e um dos precursores para a biossintese de carotenoides
nestes organismos (Jorda; Puig, 2020). Conforme descrito por Verwall et al. (2007),
apenas a por¢ao codificadora para o dominio catalitico da HMG1 (denominado de
tHMG1, correspondendo a porgdo C-terminal da enzima) € necessaria para
promover um aumento na sintese de mevalonato e favorecer a geragdo de

carotendides em leveduras.

Por fim, a geragdo de sequéncias policistrOnicas para a expressdo de
diferentes rotas metabdlicas em leveduras € possivel devido a caracterizagao prévia
das chamadas sequéncias curtas intergénicas (IGG1) presentes no fungo
filamentoso Glarea lozoyensis e que conecta genes em sistemas policistrOnicos de
expressado nesse organismo (Yue et al., 2015). Posteriormente mostrou-se que a
sequéncia original IGG1 é passivel de otimizagdo, gerando-se uma biblioteca de
sequéncias IGGs de onde se obteve a sequéncia IGG6 usada neste trabalho (Yue et
al., 2023). A sequéncia IGG6 possibilita o reinicio da tradugdo protéica em uma

sequéncia de mRNA derivada de genes bi- ou policistronicos, favorecendo a


https://www.zotero.org/google-docs/?1Rpbmi
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formagao de multiplas proteinas de forma similar aquela observada para operons

procariotos.

Tabela 1. Segmentos de DNA usados para a montagem in silico dos
dispositivos de expressao policistronicos da rota de biossintese de carotendides em
leveduras.

Segmento Organismo de Cédigo de Referéncia
de DNA origem acesso GenBank

CrE Xanthophyliomyces MZ748349.1 | (Verwaal et al., 2007)
dendrorhous

Crtl Xanthophyllomyces | - \17748351 1 | (Verwaal et al., 2007)
dendrorhous

CrtYB Xanthophyllomyces | \17748350 1 | (Verwaal et al., 2007)
dendrorhous

HMG1 Saccharomyces M22002.1 (Verwaal et al., 2007)

cerevisiae

Uma vez obtidas as sequéncias, procedeu-se com a construgdo do
dispositivo de expressao policistrénico denominado "BetaCar_PC_yeast" in silico
(Figura 5). Para tanto, as sequéncias de cada segmento de DNA (Tabela 1) foram
adicionadas ao programa SnapGene e, entdo, concatenadas utilizando a ferramenta
"Gibson Assembly" implementada neste programa. Os oligonucleotideos gerados,
contendo sobreposicdo de bases entre os diferentes segmentos de DNA, e
otimizados para uma temperatura de desnaturacdo de 60°C (Tabela 2), foram
enviados para a sintese por empresas prestadoras deste tipo de servico. Da mesma
forma, as sequéncias correspondentes aos diferentes segmentos de DNA contendo
os codons otimizados para S. cerevisiae foram encaminhadas para a sintese génica

pela empresa GenOne: Solugdes em Biotecnologia (Sao Paulo, SP).

Tabela 2. Oligonucleotideos gerados a partir da concatenagdao dos
diferentes segmentos de DNA referentes ao dispositivo de expressao policistrénico
da rota de biossintese de carotendides.

Nome Sequéncia Tamanho (Da) | Tm (°C)

acatccgaacataaacaaccATGGATTA

BETACAR.FOR CGCCAACATTTTGACCG

13735,0 61
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tgacataactaattacatgaTTATTGACC

BETACAR.REV e g e 12776 4 60
PLEVBETA FOR | CAGGCTGGGAGGGTCAATAAIGE | 4onc o
tgtaattagttatgtcacgcttacattcac
PLEVBETA.REV | AMAAATGTTGGCGTAATCCATggttg 14953 8 60
tttatgttcggatgtgatgtgag
CRTEWOIGG.F | CAATCAAACATGGATTACGCCAA 01581 50
OR CATTTTG :

TGTTTGATTGTTACAGTGGGATA

CrtE.REV TCTGCCAATTTCTTCAAAATTG 13861.1 60
CCCACTGTAACAATCAAACATGG

THMG.FOR AN O AR 119459 48
CCATGTTTGATTGTTAGGATTTA

THMG.REV ATGCAGGTGACGGACCC 12357.1 60
ATTAAATCCTAACAATCAAACATG

CRTIA.FOR A G 123071 53
ATGTTTGATTGTTAAAATGCCAG

CRTIAREV | A ATACCAACAGATCTTGCAATG 13866,1 60
TGGCATTTTAACAATCAAACATG

CRTIB.FOR o AN AN CAG ARG 12040,9 53
ATGTTTGATTGTTAAAATGCCAG

CRTIBREV | A ATACCAACAGATCTTGCAATG 13866.1 60
TGGCATTTTAACAATCAAACATG

CRTYBFOR | 1GTCCTTATCTTTTCTTCGTAT 13676,0 54

CRTYB.REV | TTATTGACCCTCCCAGCCTGAC 6606,3 60

E importante ressaltar que a sequéncia da fitoeno-dessaturase (Crtl)

apresenta-se em duas copias no dispositivo BetaCar_PC_yeast (Figura 5) pois,

conforme demonstrado por Verwall el al. (2007), a presenca de duas copias de Crtl

aumenta a quantidade estequiométrica da fitoeno dessaturase, direcionado o

metabdlito fitoeno de forma efetiva para a geragao de beta-caroteno e ndo de outros

carotendides, como o licopeno.
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Figura 5. Representagdes do construto. Em (A) diagrama esquematico contendo as
segmentos CrtE, HMG1, Crtl e CrtYB, a partir das quais o construto final foi gerado,
bem como os respectivos oligonucleotideos utilizados para amplificacédo por PCR,
fundamental para a posterior concatenagcéo por Gibson Assembly. Em (B) o mapa
do construto de expresséao policistrénico denominado "BetaCar_PC_yeast".
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4.2 Montagem in vitro dos aparatos de expressao policistronicos para a rota de

biossintese de carotenoides

Os segmentos de DNA (Tabela 1) foram sintetizadas pela empresa GenOne:
Solugbes em Biotecnologia (Sado Paulo, SP). Como solugdo tampéo foi utilizado
Monarch® DNA Elution Buffer (New England Biolabs, catalogo numero T1016L).
Dessa forma, as amostras foram utilizadas para preparar solugbes de estoque (100
ng/uL) e solugdes de trabalho (10 ng/pL). Entéo, os vetores foram transformados em
Escherichia coli, assim como descrito no item 3.3. As colbnias com crescimento e,
consequentemente, possiveis transformantes foram inoculadas em meio liquido
seletivo. Os potenciais vetores presentes nos inéculos foram extraidos das células
bacterianas, também descrito no item 3.3. Entdo, os potenciais vetores foram
amplificados por meio de PCR de alta fidelidade utilizando os oligonucleotideos

descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Segmentos de DNA amplificados por meio de PCR de alta
fidelidade e respectivos oligonucleotideos, bem como a canaleta de aplicagdo na
eletroforese (Figura 6) e respectivos tamanhos de banda esperados.

Tamanho de
Fragmento Oligonucleotideos Canaleta | banda esperado
(em quilobase)
CRTEWOIG CRTE.REV

CrtE G.FOR : 1 1,150
HMG1_yeast 1 THMG.FOR THMG.REV 2 1,610
HMG1_yeast 2 THMG.FOR THMG.REV 3 1,610
CrtlA CRTIA.FOR CRTIA.REV 4 1,781
CrtIB CRTIB.FOR CRTIB.REV 5 1,780
CrtYB CRTYB.FOR | CRTYB.REV 6 1,958

A analise de eletroforese foi realizada para verificar o resultado das reagdes
de PCR (Figura 6). A Tabela 3 também cita a canaleta de aplicacdo de cada

fragmento e o tamanho de banda esperado. O resultado evidencia que as bandas
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apresentam tamanho semelhante aos valores esperados, indicando sucesso na
amplificacdo dos segmentos de DNA para montagem do dispositivo de expressao
“‘BetaCar_PC_yeast’.

A

Mass (ng) Kilobases

122 1.0 -

124 0.5

Figura 6. Eletroforese das reagdes de amplificacéo dos fragmentos de DNA usados
para a construgédo do dispositivo policistrénico. Em (A) escala do marcador de DNA
Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder indicando o tamanho em quilobase de cada
fragmento para referéncia. Em (B), analise da eletroforese em gel de agarose 1 %
(p/v) confirmando os fragmentos (canaletas 1-6). O fragmento referente a cada
canaleta, bem como o tamanho de banda esperado para cada amplificacdo estao
indicados na Tabela 3. Legenda: marcador de peso molecular (MW).

Uma vez obtidos os segmentos de DNA para a montagem in vitro do
dispositivo de expressao, procedeu-se com as reagdes de concatenacao de Gibson
Assembly. Entdo, foi planejada uma concatenacao diretamente a partir de todos os
cinco fragmentos, resultando no construto CrtE-HMG1-CrtIA-CrtIB-CrtYB.
Inicialmente, foi realizada a quantificagdo dos amplicons pelo programa
GelAnalyzer, assim como descrito no item 3.4. Os valores de pmol quantificados
para cada fragmento estdo identificados na Tabela 4. A faixa recomendada para
reacoes de 4-6 fragmentos é de 0,2-1,0 pmol em relagao ao construto final. Dessa
forma, a Tabela 4 informa o volume adicionado de cada fragmento para resultar em

um valor dentro da faixa de concentragao recomendada.
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Tabela 4. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo
volume utilizado na reacao de concatenacao do construto
CrtE-HMG1-CrtIA-CrtIB-CrtYB.

Construto Fragmento ng/uL pmol/uL Volume (pL)
CrtE 18,0 0,02476 3,23
HMG1_yeast 1 66,2 0,06675 1,20
CrtE-HMG1-CrtlA-
CrtlB-CrtYB CrtlA 25,0 0,02257 3,54
CrtIB 29,6 0,02673 2,99
CrtYB 30,4 0,02509 3,19

Apo6s a reagao, a concatenagao foi amplificada por meio de PCR de alta
fidelidade utilizando os oligonucleotideos BETACAR.FOR e BETACAR.REV. A
Figura 7 apresenta a eletroforese realizada para verificar a reacdo de PCR. O
tamanho de banda para a amplificacdo € de 8,181 quilobases, porém nao se
observa banda com tamanho semelhante ao valor esperado, € notavel somente a
presenca de amplificagdes inespecificas. Portanto, o resultado indica que ndo houve

sucesso na concatenagao.
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61 0.1~

Figura 7. Eletroforese da amplificagdo da concatenacédo de fragmentos. Em (A)
escala do marcador de DNA Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder indicando o
tamanho em quilobase de cada fragmento para referéncia. Em (B), analise da
eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) para verificar a amplificagdo da
concatenagao de CrtE-HMG1-CrtlA-CrtIB-CrtYB (canaleta 1). A amplificagdo tem
tamanho de banda esperado de 8,181 quilobases. Legenda: marcador de peso
molecular (MW).

Em decorréncia de né&o ter sido possivel prosseguir a concatenagao direta
dos cinco fragmentos, a estratégia de montagem do construto foi reavaliada. Sendo
assim, planejou-se realizar sucessivas reagdes de Gibson, concatenando
segmentos menores gradualmente até resultar no construto final. Dessa forma,
esperou-se obter maiores chances de sucesso devido a menor quantidade de

fragmentos de DNA por construto e menor tamanho do segmento resultante.

Para tal, foram planejadas duas concatenagdes: (i) a partir dos 3 primeiros
fragmentos, gerando o construto CrtE-HMG1-CrtlA; e (ii) a partir dos 2 ultimos
fragmentos, gerando o construto Crt/B-CrtYB. Inicialmente, os amplicons foram
quantificados pelo programa GelAnalyzer, assim como descrito no item 3.4 do topico
“Procedimento Experimental”’. A quantificagdo em pmol de cada fragmento esta
identificada na Tabela 5. A faixa recomendada para reagdes de 2-3 fragmentos é de

0,02-0,5 pmol em relacdo ao construto final. Dessa forma, a Tabela 5 informa o
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volume adicionado de cada fragmento para resultar em um valor dentro da faixa de
concentracdo recomendada.
Tabela 5. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo

volume utilizado nas reagdes de concatenagao dos construtos CrtE-HMG1-CrtlA e
CrtIB-CrtYB.

Construto Fragmento ng/uL pmol/uL Volume (pL)
CrtE 18,0 0,02476 4,04
CrtE-HMG1-CrtlA | HMG1 yeast 1 66,2 0,06675 1,50
CrtIA 25,0 0,02257 4,43
CrtIB 29,6 0,02673 3,74
CrtIB-CrtYB
CrtYB 30,4 0,02509 3,98

As reagdes foram amplificadas por PCR utilizando os oligonucleotideos
BETACAR.FOR e CRTIA.REV para a primeira concatenagcdo, e CRTIB.FOR e
BETACAR.REV para a segunda concatenagao. A Figura 8 apresenta a eletroforese
realizada para verificar as reacbes de PCR. O tamanho de banda para a primeira
amplificacdo é de 4,470 quilobases, porém, além da presenca de banda com
tamanho esperado, também ha amplificagdes inespecificas. No entanto, o tamanho
de banda para a segunda amplificacdo é de 3,696 quilobases, e o resultado
evidencia uma banda com tamanho semelhante ao valor esperado, indicando

sucesso na amplificagao do construto Crt/IB-CrtYB.
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Figura 8. Eletroforese das amplificacbes de concatenagdes de fragmentos. Em (A)
escala do marcador de DNA Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder indicando o
tamanho em quilobase de cada fragmento para referéncia. Em (B), analise da
eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) para verificar a amplificacdo dos
construtos CrtE-HMG1-CrtlIA (canaleta 1) e CrtIB-CrtYB (canaleta 2). Os tamanhos
de banda esperados sdo de 4,470 quilobases e 3,696 quilobases para
CrtE-HMG1-CrtlIA e CrtIB-CrtYB, respectivamente. Legenda: marcador de peso
molecular (MW).

Uma vez que ndo se obteve a concatenagdo bem-sucedida dos fragmentos
CrtE-HMG1-CrtlA, a estratégia de montagem do construto foi novamente reavaliada.
Dessa vez, planejou-se otimizar ao maximo as concatenagdes, preparando reagdes
para todas as possibilidades de duplas de fragmentos. Entédo, os construtos gerados
foram: CrtE-HMG1, HMG1-CrtlA, CrtlA-CrtiIB e CrtIB-CrtYB. Inicialmente, foi
realizada a quantificagdo dos amplicons pelo programa GelAnalyzer, assim como
descrito no item 3.4 do tépico “Procedimento Experimental’. Os valores de pmol
quantificados para cada fragmento estdo identificados na Tabela 6. A faixa
recomendada para reagdes de 2-3 fragmentos € de 0,02-0,5 pmol em relagdo ao
construto final. Dessa forma, a Tabela 6 informa o volume adicionado de cada

fragmento para resultar em um valor dentro da faixa de concentragao recomendada.
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Tabela 6. Valores quantificados dos amplicons, bem como respectivo
volume utilizado nas reacbes de concatenacdo dos construtos CrtE-HMGT,
HMG1-CrtlA, CrtlIA-CrtiB e CrtIB-CrtYB.

Construto Fragmento ng/uL pmol/uL Volume (pL)

CrtE 26,6 0,0365 2,19

CrtE-HMG1
HMG1_yeast 2 25,8 0,0260 3,08
HMG1_yeast 2 25,8 0,0260 3,08

HMG1-CrtlA
CrtIA 10,6 0,0096 8,36
CrtlA 10,6 0,0096 8,36

CrtIA-CrtIB
CrtiB 12,2 0,0110 7,26
CrtIB 12,2 0,0110 7,26

CrtIB-CrtYB
CrtYB 19,4 0,0160 5,00

As reagdes foram amplificadas por PCR utilizando os oligonucleotideos

descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Construtos amplificados por meio de PCR de alta fidelidade e
respectivos oligonucleotideos, bem como canaleta de aplicagdo na eletroforese
(Figura 9) e respectivos tamanhos de banda esperados.

Tamanho de
Construto Oligonucleotideos Canaleta | banda esperado
(em quilobase)
crte-HMG1 | BETACAR.FOR | THMG.REV 1 2740
HMG1-CrtlA THMG.FOR CRTIA.REV 2 3,366
CrtlA-CrtIB CRTIA.FOR CRTIB.REV 3 3,504
CrtIB-CrtYB CRTIB.FOR BETACAR.REV 4 3,716

A anadlise de eletroforese foi realizada para verificar o resultado das reagdes

de PCR (Figura 9). A Tabela 6 também cita a canaleta de aplicacdo de cada

construto e o tamanho de banda esperado. As reagcbes de PCR dos construtos
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CrtE-HMG1, HMG1-CrtlA e CrtlA-CrtIB apresentaram amplificagcdes inespecificas.
Entretanto, o resultado da quarta amplificacdo evidencia uma banda com tamanho

semelhante ao valor esperado, indicando sucesso na amplificacdo do construto
CrtIB-CrtYB.

A

Mass (ng)

122

124

Figura 9. Eletroforese das amplificacbes de concatenagdes de fragmentos. Em (A)
escala do marcador de DNA Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder indicando o
tamanho em quilobase de cada fragmento para referéncia. Em (B), analise da
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) para verificar as amplificacbes das
concatenagdes de fragmentos (canaletas 1-4). O construto referente a cada
canaleta, bem como o tamanho de banda esperado para cada amplificagdo estao
indicados na Tabela 7. Legenda: marcador de peso molecular (MW).

Conforme discussbes prévias, os resultados das amplificacbes de
concatenagdes demonstram que houve a geragdo bem-sucedida do construto
CrtIB-CrtYB. No entanto, a porgado inicial composta por CrtE-HMG1-CrtlA,
apresentou amplificacoes inespecificas além da banda de interesse. A fim de reduzir
as amplificagdées inespecificas, planejou-se empregar o método “Band-stab PCR”
como alternativa para isolar o amplicon de interesse (Kemgang Sonfack et al.,
2015). Construtos de CrtE-HMG1-CrtIA e CrtIB-CrtYB previamente amplificados
foram utilizados como amostra. Dessa forma, o gel de agarose contendo produto

das amplificacdes foi exposto a transiluminacédo, de forma a permitir visualizar as
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bandas de amplicon de interesse. Entdo, utilizou-se uma ponteira de micropipeta
para coletar uma amostra da banda de tamanho esperado referente a cada um dos
construtos. Apds a coleta, as amostras foram reamplificadas por PCR utilizando os

oligonucleotideos descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Construtos amplificados por meio de PCR de alta fidelidade e
respectivos oligonucleotideos, bem como canaleta de aplicagdo na eletroforese
(Figura 10) e respectivos tamanhos de banda esperados.

Tamanho de
Construto Oligonucleotideos Canaleta | banda esperado
(em quilobase)

1
CrtE-HMG1 | BETACAR.FOR | CRTIA.REV 4.470
-CrtlA ) ’
3
criB-CrtyB | CRTIB.FOR | BETACAR.REV 3,696
4

A analise de eletroforese foi realizada para verificar o resultado das reagdes
de PCR (Figura 10). A Tabela 8 também cita a canaleta de aplicacdo de cada
construto e o tamanho de banda esperado. E possivel observar que as reacdes de
PCR do construto CrtE-HMG1-CrtlA apresentaram uma reducédo nas amplificacdes
inespecificas, além de ser notavel uma banda de intensidade forte na regidao de
tamanho esperado. A analise também indica um efeito semelhante referente ao
resultado das amplificagcdes do construto Crt/IB-CrtYB, havendo uma reducido de

amplificacdes inespecificas e a presenga do amplicon com tamanho esperado.
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Figura 10. Eletroforese das amplificagdes de concatenagdes de fragmentos. Em (A)
escala do marcador de DNA Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder indicando o
tamanho em quilobase de cada fragmento para referéncia. Em (B), analise da
eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) para verificar as amplificacbes das
concatenagdes de fragmentos (canaletas 1-4). O construto referente a cada
canaleta, bem como o tamanho de banda esperado para cada amplificacdo estao
indicados na Tabela 8. Legenda: marcador de peso molecular (MW).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a confirmagao por
eletroforese da amplificagdo dos fragmentos CrtE, HMG1, Crtl e CrtYB, os quais sao
sequéncias codificadoras de enzimas essenciais para geragao de diferentes
precursores moleculares de carotendides. Além disso, os resultados corroboram o
sucesso na concatenagao do construto contendo os fragmentos CriE-HMG1-CrtIA,
bem como do construto contendo os fragmentos Cr{IB-CrtYB. Por se tratar de
concatenagdes cuja complexidade aumenta referente a quantidade de segmentos
por construto e consequente tamanho resultante, ndo foi possivel concluir todos os
objetivos propostos durante o periodo de confeccdo do projeto. No entanto, a
execucao do presente trabalho possibilitou o exercicio do pensamento cientifico
para interpretar os dados obtidos e planejar novas estratégias a fim de alcangar os

resultados desejados.

Em virtude disso, os resultados obtidos até entdo possibilitam direcionar as
perspectivas futuras a fim de realizar reagdes de concatenagédo contendo ambos os
construtos gerados, de forma a resultar no  construto final
CrtE-HMG1-CrtIA-CrtIB-CrtYB. Com o construto completo obtido, a etapa seguinte é
efetuar a clonagem em vetor de expressao, gerando linhagens de S. cerevisiae
contendo multiplas cépias dos aparatos de expressao policistrénicos para gerar o
dispositivo de expressao. Por fim, pretende-se analisar o impacto fisiolodgico
resultante da presenca do dispositivo de expressao policistrénico para enzimas da

via de biossintese de carotenoides em S. cerevisiae.
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