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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 séo de extrema importancia
para a sociedade contemporanea. Nesse contexto, o bioetanol apresenta-se como uma alternativa
bastante robusta de producdo 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
obtencdo do produto final. Em escala industrial, esse processo é realizado por microrganismos cujos
metabolismos convertem os componentes da biomassa, como a glicose, a sacarose e outros agucares
presentes, em combustivel disponivel ao uso humano (HONG e NIELSEN, 2012). O amplo uso de
Saccharomyces cerevisiae em biorrefinarias, especificamente, se deve a suas elevadas taxas de
producdo e a alta resisténcia ao estresse osmotico 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 é o melhoramento das suas vias metabolicas de fermentagéo (KIM et al., 2013;
JEFFRIES e JIN, 2004).

Felizmente, essa levedura é extensamente utilizada em pesquisas cientificas e apresenta
informac&o abundante sobre seu genoma, sua fisiologia e seu manuseio em contexto industrial e
cientifico, inclusive como plataforma para estudo de ferramentas de engenharia genética (RANTASALO
et al., 2018; LEE et al., 2015). Dentre as ferramentas testadas e utilizadas em S. cerevisiae, destaca-se
o sistema CRISPR-Cas9 (AKHMETOV et al., 2018). Essa ferramenta de edicdo gendmica tem origem
em mecanismos de resposta imune de bactérias contra fagos e consiste basicamente em uma
endonuclease (Cas9) associada a um RNA guia (sgRNA) cuja funcdo € direcionar a enzima a uma
sequéncia especifica de DNA que se deseja editar. Em razéo de sua simplicidade e versatilidade, esse
sistema tem sido extensamente utilizado para a inser¢cdo de material genético heterélogo ou para a
delecéo de parte do DNA enddgeno (ADLI, 2018).
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Tendo em vista o aprimoramento da producéo de bioetanol, diversas pesquisas realizaram
silenciamento ou superexpressao de genes utilizando o sistema CRISPR-Cas9, assim como expressao
heteréloga de certas proteinas em levedura. Por outro lado, visando aumentar a flexibilidade e o controle
de expressao, pode-se explorar uma ferramenta baseada no sistema CRISPR-Cas9 chamada 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
nao 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 transcricao e posiciona-las no promotor de genes de interesse, como os genes GPD1 e GPD2, que
participam na producao de glicerol, cuja expressdo pode ser reduzida com o objetivo de aprimorar a
producéo de etanol.

DISCUSSAO

Como a fermentacéo ndo € a Unica rota possivel para as hexoses absorvidas pela levedura, a
ideia do projeto € regular a sintese de glicerol, uma vez que essa via metabdlica utiliza agUcares que
poderiam ser utilizados na fermentacédo para producgéo de etanol. O inicio da biossintese de glicerol em
S. cerevisiae é a fosforilagdo da glicose para, posteriormente, transforméa-la em diidroxiacetona fosfato
(DHAP). Em seguida, a DHAP é convertida em glicerol 3-fosfato através da acao de duas isoformas da
enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase (GPDH) codificadas pelos genes GPD1 e GPD2. Ao fim desse
processo, que utiliza o cofator NADH e libera NAD+, obtém-se o glicerol que sera utilizado na célula para
diversas funcdes (NAGHSHBANDI et al., 2019).

A via de sintese de glicerol em S. cerevisiae atua, por exemplo, como resposta para evitar o
estresse osmotico da célula. Para isso ocorrer, a levedura deve estar imersa em um meio hipertdnico
em relacdo ao interior da célula, pois, nesse contexto, ha passagem de agua do citosol para 0 meio
externo em razao da diferenga de pressdo osmética (BLOMBERG e ADLER, 1989). Para evitar que isso
ocorra, a levedura passa a expressar principalmente o gene GPD1. Como consequéncia, ha aumento
na concentracdo de glicerol dentro da célula e a diferenca entre a concentracdo de solutos no meio
externo e interno é diminuida (SCANES et al., 1998).

Além disso, a sintese de glicerol também atua no equilibrio da quantidade de cofatores na célula,
pois, apesar da quantidade de NADH e NAD+ utilizadas serem balanceadas na via do etanol, outras
reagfes importantes para o crescimento anaerobio da levedura utilizam mais NAD+ do que NADH
(BAKKER et al., 2001). Sendo assim, a célula passa a acumular NADH e a alta capacidade redutora
dessa molécula leva a diversos problemas no funcionamento celular. Para evitar isso, a levedura
expressa GPD2, responsavel pela transformacdo da diidroxiacetona fosfato (DHAP) em glicerol 3-
fosfato, pois esse processo utiliza NADH, diminuindo a sua concentragdo na célula e recuperando o
cofator NAD+ (ANSELL et al., 1997).

No entanto, apesar das importantes funcfes da via do glicerol nos casos de estresse osmatico e
desbalanceamento dos cofatores, essa molécula € o terceiro subproduto mais sintetizado no processo
de fermentacgéo 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 producéo de etanol em razao
da sintese de glicerol cujo efeito poderia ser atenuado caso essa via metabdlica fosse manipulada. Com
isso em mente, diversos estudos realizaram silenciamento dos genes GPD1 e GPD2 a fim de analisar o
impacto dessa modalidade de edi¢c&o binaria sobre a produtividade de etanol (NAGHSHBANDI et al.,
2019).

O silenciamento de GPD1 e de GPD2 simultaneamente gerou mutantes incapazes de crescer
em condicdes anaerobicas, provavelmente em raz&o do actimulo de NADH na célula (BJORKQVIST et
al., 1997). Por sua vez, o silenciamento apenas do gene GPD1 levou a diferentes resultados de acordo
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com o meio de cultura: em meios com alta concentrac¢éo de glicose, houve redugéo da sintese de glicerol
em 50% e aumento da producdo de etanol em 5,1% e, em meios com baixa concentracdo, ndo foi
observada nenhuma diferenca estatisticamente relevante entre o0 mutante e o tipo selvagem (MICHNICK
et al., 1997; VALADI et al., 1998). Em relagdo ao gene GPD2, seu silenciamento resultou em uma
diminuicdo de 40% na sintese de glicerol e aumento de 13% da producdo de etanol. No entanto, o
mutante com GPD2 silenciado apresentou declinio de 50% no crescimento (VALADI et al., 1998).

Com esses estudos, é possivel entender o conflito entre o0 aumento da producéo de etanol por
meio da delecdo dos genes GPD1 e GPD2 e o crescimento anaerébico da levedura. Portanto, como
forma de evitar os efeitos negativos do silenciamento e aumentar a flexibilidade de modificagbes na
expressao dos genes GPD sem alterar a sequéncia de DNA, a abordagem de regulacdo moderada pelo
sistema CRISPR-dCas9 mostra-se uma alternativa promissora para balancear o aumento da producao
de etanol com crescimento adequado da levedura.

Neste projeto, O sistema sera validado em linhagem laboratorial e, posteriormente, aplicado a
levedura PE-2. A atual proposta langa méo de uma ferramenta da biologia sintética ainda ndo usada
para este fim, como descrito na literatura, e soma a esforcos tradicionais de delec&o ou superexpressao
dos mesmos genes, contribuindo para melhor compreensdo deste fenbmeno de elevado interesse
comercial.

METODOLOGIA

A linhagem de S. cerevisiae laboratorial BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0)
(BRACHMANN et al., 1998) e industrial PE-2 (MATa/MATa) (BASSO et al., 2008) seréo utilizadas nos
experimentos de modulagéo da expressao de genes alvos da via glicolitica para otimizagéo da producéo
de etanol. As cepas serao cultivadas em YPD (10 g.L? extrato de levedura, 20 g.L* peptona e 20 g.L*
glicose) para fins de in6culo e propagacdo. YNB (6.7 g.L* base nitrogenada para levedura, 20 g.L*
glicose), CSM-L (500 mg.L* dropout de amino&cidos sem L-Leucina), ou YPD suplementado com 200
ug.mL?* de geneticina G418 serdo usados para selecdo de células transformadas com marcador LEU2
ou KanMX, respectivamente. Todos os cultivos seréo realizados a 30 °C e 250 rpm, quando necessario
agitacao.

Escherichia coli DH5a sera utilizada para propagac¢ao e manutencao de vetores de expressao de
levedura. Células DH5a serdo 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 amplificacdo de
plasmideos. O cultivo sera feito a 37 °C e 250 rpm, quando necessario agitacao.

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

A transformacéo de levedura sera realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e
Schietls (2007). Transformacédo de células de E. Coli DH5a sera realizada pelo protocolo padréo de
choque térmico. Purificacdo de plasmideos de bactéria sera feito com um protocolo caseiro de miniprep.
DNA gendmico sera 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 seréo realizadas usando a polimerase de alta fidelidade
Phusion® de acordo com as instrucdes do fabricante (NEB).

Os plasmideos usados neste estudo sdo de uma biblioteca de gRNA clonada em vetores dCas9
com os efetores VPR e Mxil e marcador de selecdo em noursitrecina (NAT) (BOWMAN et al., 2020).
Para construcao de vetores dCas9 com diferentes marcadores de selecéo, plasmideos serdo digeridos
e transformados em S. cerevisiae junto ao cassete de selecdo adequado. dCas9-Mxil sera digerido com
a enzima de restricdo Smal. LEU2 e KanMX serdo amplificados do genoma de S. cerevisiae e de vetores
ja disponiveis no laboratorio, respectivamente, com homologia externa ao cassete NAT.
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Para clonagem de sgRNAs especificos nos plasmideos dCas9, sequéncias alvo 6timas para cada
gene serdo obtidas na ferramenta CHOPCHOP (LABUN et al., 2019). Novos vetores serdo construidos
a partir da linearizacéo dos plasmideos dCas9-Mxil com a enzima de restricdo Spel e, posteriormente,
clonados a uma sequéncia de 100 bp contendo o0 sgRNA em questdo por montagem Gibson. Os insertos
de 100 bp serao construidos por PCR de anelamento/extensdo usando dois oligos de 60 bp, com 20 bp
de sobreposicao a 3'.

Confirmacéo das clonagens sera realizada por sequenciamento Sanger no equipamento 3500xL
(Applied Biosystems) no LGE. Resumidamente, amostras de DNA serdo amplificadas em uma reacéo
com Big Dye (Thermo Fischer) com primers especificos e submetidas a analise.

As linhagens BY4742 e PE-2 transformadas com os plasmideos dCas9 serdo cultivadas em YNB
CSM-L e YPD G418, respectivamente. O cultivo ocorrera em triplicata a uma densidade éptica de células
inicial igual a 1, 30 °C e 250 rpm em 50 mL de meio condicionado em Erlenmeyer de 250 mL, vedado
com rosca de borracha. Amostras serdo coletadas ao longo da fermentacgéo para analise de composicéo
e biomassa. A concentracdo dos analitos sera quantificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).
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