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RESUMO

O limoneno ¢ um monoterpeno ciclico amplamente utilizado por seu aroma agradavel na
industria de cosméticos, sendo também utilizado nas industrias de biomateriais ¢
biocombustiveis por ser um precursor quimico nestes ramos. Assim, a produgdo em
microrganismos surge como uma opg¢ao rapida e pratica para atender a demanda comercial.
Entretanto, a rota metabdlica dos terpenoides compete por recursos com a maquinaria celular.
Até¢ o momento, as linhagens de Saccharomyces cerevisiae que foram construidas visando o
aumento da producdo de terpenos, sofrem com o acimulo de isopentanil pirofosfato (IPP), um
dos precursores da rota dos isoprenoides, que ¢ toxico para a célula em altas concentracdes.
Através da reconstru¢do dos genes IDI1, ERG20" e CILS, buscamos aumentar o fluxo de
carbono pela via de biossintese de monoterpenos e reduzir a disponibilidade citoplasmatica de
IPP, visando direcionar o fluxo de carbono para a producdo de limoneno pela canalizagdo de
substrato, que consiste na formagdo de complexos proteicos formados por enzimas que
catalisam reagdes subsequentes em uma via metabdlica. Assim, buscou-se clonar os genes das
enzimas da via metabolica fusionados a synzips, que consistem em peptideos sintéticos capazes
de formar heterodimeros. Desta forma, sondamos trés configuragcdes para a canaliza¢do de
substrato, heterodimero linear, heterotrimero linear e heterotetrdmero em anel, para comparar a
capacidade de produ¢do de limoneno entre as linhagens. Para as etapas de clonagem, utilizamos
o plasmideo pYES2, que possui origem de replicagdo para Escherichia coli e S. cerevisiae. As
etapas consistiram em ligar ao plasmideo os genes CILS-synzip21 e ERG20w-synzip19, para
formar o heterodimero, IDI1-synzipl8, CILS-synzip2]l ¢ ERG20w-synzip19, para formar o

heterotrimero, e ligar CILS-synzip20 aos genes anteriores, para formar o heterotetramero.

Palavras-chave: limoneno, canalizagdo de substrato, Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Limonene is a cyclic monoterpene widely used for its pleasant aroma in the cosmetics industry,
being also used in the biomaterials and biofuels industries for being a chemical precursor in
these branches. Thus, production in microorganisms appears as a quick and practical option to
meet commercial demand. However, the terpenoid metabolic pathway competes for resources
with the cellular machinery. So far, the Saccharomyces cerevisiae strains that were built to
increase terpene production suffer from the accumulation of isopentanyl pyrophosphate (IPP),
one of the precursors of the isoprenoid pathway, which is toxic to the cell in high concentrations.
Through the reconstruction of the ID/I, ERG20W and CILS genes, we seek to increase the
carbon flux through monoterpene biosynthesis and reduce the cytoplasmic availability of IPP,
aiming to direct the carbon flux to the production of limonene by channeling the substrate,
which consists of formation of protein complexes formed by enzymes that catalyze subsequent
reactions in a metabolic pathway. Thus, we sought to clone the genes of the enzymes of the
metabolic pathway fused to synzips, which consist of synthetic peptides capable of forming
heterodimers. In this way, we probed three configurations for channeling substrate, linear
heterodimer, linear heterotrimer and ring heterotetramer, to compare the limonene production
capacity between the strains. For the cloning steps, we used the pYES2 plasmid, which has an
origin of replication for Escherichia coli and S. cerevisiae. The steps consisted of linking the
CILS-synzip21 and ERG20w-synzip19 genes to the plasmid, to form the heterodimer, IDI1-
synzip18, CILS-synzip21 and ERG20w-synzip19, to form the heterotrimer, and linking CILS-

synzip20 to the previous genes, to form the heterotetramer.

Key words: limonene, substrate channeling, Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

1.1 Isoprenoides

Os isoprenoides, também chamados de terpenos ou terpenoides, sdo a maior € mais
diversa classe de metabolitos secundarios. Apesar de ser predominante em plantas, os terpenos
também ocorrem em outros organismos, como fungos e animais (MOSER; PICHLER, 2019).
A sua classificagcdo ocorre através do numero de carbonos presente na estrutura, sendo eles:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos
(C30) e tetraterpenos (C40). Algumas de suas fungdes biologicas sdo a regulacdo do
crescimento vegetal, defesa das plantas contra insetos e outras plantas e formagao da membrana
celular em animais. Na saude, possuem atividades antimalaricas, como a artemisinina, anti-
inflamatoria e antiproliferativa, como o paclitaxel. Devido ao seu dinamismo e riqueza
estrutural, os terpenoides sdo moléculas de interesse comercial nas areas farmacéutica,
alimenticia, cosmética, agricola, produ¢do de biomateriais e de biocombustiveis (CARSANBA;
PINTADO; OLIVEIRA, 2021; LI et al., 2020; NIU et al., 2017; TETALI, 2019).

A obtengao de isoprenoides geralmente ocorre através de material vegetal, porém, ¢ uma
maneira impraticavel para atender as demandas do mercado devido a condi¢des ambientais, que
impactam tanto na velocidade de crescimento vegetal quanto no conteido de terpenos
produzidos. O melhoramento vegetal ndo € uma opcao devido a expressdo especifica de tecidos
vegetais € a evaporacdo dos terpenos no ambiente. Além de serem produzidos em uma baixa
quantidade, uma parte dos terpenos ¢ perdida no ambiente devido a sua volatilidade e sao
obtidos também em misturas complexas juntamente com outros metabodlitos secundarios
(WANG et al., 2018; ZHUANG; CHAPPELL, 2015). O melhoramento vegetal acaba sendo
descartado, visto que ¢ necessaria a expressdo especifica de tecidos vegetais (LEAVELL;
MCPHEE; PADDON, 2016). A sintese quimica de terpenos requer bastante esforgo, visto que
apresentam uma estrutura complexa. Ademais, sinteses quimicas costumam formar misturas
racémicas, e se o desejado ¢ a obtencao de apenas um enantiomero, € necessario adicionar mais
etapas de separacdo e purificagdo, gerando uma grande quantidade de residuos (MAFU;
ZERBE, 2018; ZHUANG; CHAPPELL, 2015).

Como alternativa, a biologia sintética permite, com o auxilio da engenharia metabolica,
a producdo destes metabolitos em microrganismos pela sintese heteréloga das moléculas e

design e implementagdo racional das modificagcdes genéticas, possibilitando a criagdo de
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moléculas artificiais, pela da restruturagdo da rota metabdlica. Dessa forma, as aplicagdes da
engenharia metabolica anseiam diminuir custos, aumentar o rendimento, aumentar a eficiéncia,
aumentar a aceitabilidade do consumidor final e utilizar fontes renovaveis parar tornar o
processo mais sustentavel (GARCfA-GRANADOS, LERMA-ESCALERA, MORONES-
RAMIREZ, 2019; HU et al., 2020; KOTOPKA, LI, SMOLKE, 2018).

1.2 Limoneno

O limoneno é um dos terpenos mais comuns, presente em mais de 300 plantas. E um
monoterpeno monociclico, cujo 6leo € incolor, geralmente obtido como residuo da industria
citrica (WANG et al., 2018). Por possuir um aroma agradavel, ele ¢ amplamente utilizado como
fragrancia e flavorizante de bebidas, comidas, cosméticos e produtos de limpeza. Também ¢
utilizado como aditivo em biocombustiveis, solvente organico verde, uma nova fonte para
producdo de bioplasticos e precursor de outras moléculas aromaticas (JONGEDIJK et al., 2016;
VIEIRA et al., 2018). Além disso, o limoneno também possui propriedades farmacologicas,
como atividades antioxidantes, antinociceptiva, gastroprotetiva e antiproliferativa
(ALEXANDRINO et al., 2022; EDDIN et al., 2021).

A estrutura quimica do limoneno permite que ele possa ser modificado para produgao
de outras moléculas (figura 1), devido a presenga de duas duplas ligagdes e possibilidade de
hidroxilagdo (GAO et al., 2020). O limoneno pode ser oxidado em mentol, que possui um valor
de mercado maior, por exemplo. A sua completa hidrogenagao permite que ele seja adicionado
a combustiveis, pois diminui a viscosidade e aumenta a capacidade de uso de um combustivel
em um motor (JONGEDIJK et al., 2016). Devido a suas diversas aplicacdes, a taxa de produgao
do limoneno aumentou, bem como o seu valor de mercado, que deve atingir cerca de 2 bilhdes

de dolares em 2024 (LI et al., 2021).
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Figura 1 Estrutura quimica do limoneno e seus derivados. (A) Limoneno, (B) Alfa-terpineol e
(C) Mentol. As estruturas foram desenhadas utilizando o software ChemDraw.

A fim de obter uma produgdo que satisfaga as necessidades do mercado, as quantidades
obtidas devem ser em g/L. O melhor rendimento obtido até o momento foi 950 mg/L ap6s 96 h
de fermentacdo pela cepa de S. cerevisiae LIM141M (PENG et al., 2022), superando as
produgdes de anteriores, também em S. cerevisiae, CHENG et al. (2019) e IGNEA et al.
(2019a) de 178,7 mg/L e 167,38 mg/L, respectivamente.

1.3 Chassi

Dentre os microrganismos com caracteristicas adequadas a producao de isoprenoides, a
levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta um grande potencial (WALLS; RIOS-SOLIS,
2020). Além de possuir naturalmente a via do mevalonato, a levedura ¢ capaz de acumular uma
grande quantidade de ergosterol e possui um conjunto de enzimas de redugdo-oxidag¢do que
permitem que o citocromo P450 faga modificagdes no esqueleto carbonico dos terpenos. E
também uma levedura de facil manipulacdo, possui um rapido crescimento, ¢ bem

caracterizada, utilizada em diversos bioprocessos industriais e possui 0 GRAS status (CHENG

etal., 2019; VICKERS et al., 2017; WANG et al., 2018).

As caracteristicas de Saccharomyces cerevisiae levaram diversos grupos de pesquisa a
produzirem diversos terpenos, principalmente aquele que podem ser utilizados na

farmacoterapia, como foi o caso da artemisinina, canabinoides e seus andlogos, taxadieno e
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vimblastina e 6leos essenciais para aromaterapia (LUO et al., 2019; NOWROUZI et al., 2020;
RO et al., 2006; ZHANG et al., 2022).

Devido a um grande esfor¢o da comunidade de biologia sintética, diversas ferramentas,
como MoClo, EasyGuide e ActivE, foram desenvolvidas para a manipulacdo genética de S.
cerevisiae (JACOBUS et al., 2022; MALCI et al., 2022; MALCL et al., 2021), o que deve
fomentar o uso da levedura para diversas finalidades. A combinacdo de ferramentas genéticas
com engenharia metabolica e fermentacao em larga escala ¢ uma promessa sustentavel e efetiva

para a producdo de terpenoides.

1.4 A via do mevalonato

Todos os terpenos possuem como esqueleto unidades de uma molécula de cinco
carbonos chamada de isopreno, que, por sua vez, ¢ derivada do isopentenil pirofosfato (IPP) e
seu isomero, dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Em leveduras, ambas as moléculas podem ser
produzidas pela via do mevalonato (MEV), que, além de ocorrer em eucariotos, também ocorre
em Archea, citoplasma de plantas e algumas bactérias. A via do MEV ¢ iniciada pela
condensag¢do de duas moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA pela enzima tiolase.
Em seguida, outra molécula de acetil-CoA ¢ adicionada ao acetoacetil-CoA para gerar 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) pela HMG-CoA sintase. Apds isso, a HMG-CoA
redutase, utilizando NADPH como cofator, produz o dcido mevalonico a partir do HMG-CoA.
A fosforilagdo de mevalonato para mevalonato 5-difosfato ¢ feita numa reagdo sequencial por
duas enzimas quinases, a mecalonato e a fosfomevalonato. A ultima reagdo da via do MEV ¢ a
descarboxilagdo pela mevalonato difosfato descarboxilase para formar o IPP, que sofre
isomerizacgdo pela isopentenil difosfato delta-isomerase (IDI) para formar o DMAPP. A partir
deste ponto, as terpeno sintases catalisam as reagdes de condensacdo entre [PP e DMAPP para
formar geranil pirofosfato (GPP), uma estrutura com 10 carbonos. Posteriormente, a adi¢ao de
5 carbonos gera o farnesil pirofosfato (FPP), precursor de sesquiterpenos, diterpenos,
ubiquinona e esterois (CHATZIVASILEIOU et al., 2019; IGNEA et al., 2019b; NIU et al.,
2017).
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Figura 2 Representagdo esquematica da via do mevalonato. A via do mevalonato estd presente
em archeas, leveduras, plantas e outros eucariotos, como os humanos. As estruturas foram
desenhadas com o software ChemDraw.

1.5 Canalizac¢ao de fluxo e Synzips

Em organismos vivos, a canalizagdo de fluxo ocorre pela auséncia ou presenca de
determinadas moléculas que regulam uma ou mais vias metabdlicas. Em plantas, por exemplo,
isso ocorre através da canalizagdo de auxina para a formagdo de novos tecidos, onde os
transportadores de auxina amplificam o fluxo da molécula por difusdao (STOMA et al., 2008).

O metabolismo celular ¢ complexo, onde diversas enzimas, metabolitos e fatores
regulatérios interagem tanto nos compartimentos celulares quanto no citosol (DUSSEAUX et
al., 2020). Assim, melhorar a produ¢ao de uma dada molécula torna-se um desafio de diversas
formas, visto que o encontro de todos estes fatores pode limitar o crescimento e sobrevivéncia
celular, se o fluxo metabdlico de uma via for limitado por um metabdlito instavel, toxico ou
houver competi¢ao por recursos com outra via metabolica (PAREEK et al., 2021). Além disso,
acaba tornando-se necessario realizar o controle do fluxo metabdlico com a expressdo de mais
de um gene, visto que somente um gene nao ¢ capaz de controlar todas as modifica¢des que

podem ser ocasionadas na via (PEREIRA et al., 2016).
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O acumulo de intermediérios toxicos limita o potencial de biossintese de monoterpenos
e afeta o crescimento celular. Este acumulo se deve pela discrepancia entre o alto fluxo de
carbono pela via do mevalonato e a baixa taxa de consumo de IPP e DMAPP, ocasionada pela
limitacdo intencional da sintese de FPP e pela baixa eficiéncia das monoterpeno sintases (PENG
etal., 2018b). Além disso, a concorréncia com a farnesil pirofosfato sintase pelo substrato GPP,
limita ainda mais a biossintese de limoneno. Visando preencher esta lacuna e buscar equilibrar
as taxas de producdo de IPP, este projeto tem a finalidade de melhorar a produgdo de
monoterpenos. A via metabdlica de biossintese de terpenos, bem como as modificagdes
genéticas realizadas na linhagem ILHA LIMI4A (PENG et al. 2018b) sdo apresentadas na
figura 3.
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Figura 3 Engenharia metabodlica de S. cerevisiae para a producdo de isoterpenoides. A figura
descreve as rotas metabolicas modificadas geneticamente que levam a biossintese de
isoterpendides na linhagem S. cerevisiae ILHA LIMI4A. As setas verdes indicam fluxos de
carbono aumentados através da superexpressao dos genes envolvidos nas conversdes. As setas
vermelhas indicam fluxos de carbono reduzidos pelas vias através da diminui¢do da atividade
catalitica da enzima responsavel pelas conversoes. Abreviacdes: EfinvasS, Enterococcus faecalis
hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintase; EfmvaE, E. faecalis acetoacetil-CoA
tiolase/HMG-CoA redutase; HMG2K6R, mutante K6R de HMG-CoA redutase 2; ERGI2,
mevalonato cinase; ERGS, fosfomevalonato cinase; MVDI, mevalonato pirofosfato
descarboxilase; IDI1, difosfato de isopentenil: difosfato de dimetilalil isomerase; ERG20,
farnesil pirofosfato sintase; ERG20Y, ERG20 N127W mutante, geranilpirofosfato sintase;
ERGY, esqualeno sintase; IPP, pirofosfato de isopentenil; DMAPP, pirofosfato de dimetilalil;
GPP, pirofosfato de geranil; FPP, farnesil pirofosfato; GGPP, pirofosfato de geranilgeranil;
MTS, monoterpeno sintase; STS, sesquiterpeno sintase (figura reproduzida de PENG et al.
(2018Db).
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Uma solugdo que muitas células naturalmente empregam para facilitar a catalise
sequencial em vias metabolicas ¢ a canalizacdo de substrato, caracterizada pela formagao de
complexos proteicos composto por enzimas que catalisam reagdes subsequentes em uma
mesma via metabolica. Os complexos enzimaticos diminuem a distancia a ser percorrida, por
difusdo, pelo metabolito até encontrar a proxima enzima, podendo diminuir a exposi¢do da
célula a intermedidrios toxicos, também dificultando o acesso de vias competidoras ao
metabolito (KUZMAK et al., 2019).

As trés reacdes que levam a conversdo de IPP a GPP sdo catalisadas pelas enzimas:

» IDI1, difosfato de isopentenil: difosfato de dimetilalil isomerase
» ERG20", geranilpirofosfato sintase mutante N127W

» CILS, Citrus limon limoneno sintase (monoterpeno sintase especifica para sintese de

limoneno)

Os genes correspondentes as trés enzimas citadas foram clonados, separadamente, em
fusdo com diferentes peptideos de interagdo chamados SYNZIPs, que sdo peptideos sintéticos,
formados por aproximadamente 50 aminoécidos, capazes de formar heterodimeros. Além disso,
alguns deles dimerizam com mais de um parceiro, permitindo a constru¢do de estruturas mais
complexas, como ¢ o caso daquelas utilizadas no projeto. A synzip 18 ¢ capaz de formar
dimeros com as synzips 19, 20 e 21, a synzip 19 também forma dimeros com as synzips 20 e
21, e a synzip 20 forma dimeros com a synzip 21. Ao mesclar as synzips, tem-se a formagao de

trimeros e tetrameros (THOMPSON et al., 2012).
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1. OBJETIVO

1.1 Objetivo Geral

Construir um processo sintético de canalizagdo de substrato para a biossintese de
limoneno em Saccharomyces cerevisiae geneticamente engenheirada, visando minimizar o
acumulo de intermedidrios da via e aumentar a disponibilidade de GPP para a limoneno sintase,
reduzindo assim o fluxo de conversao para FPP. Portanto, a canaliza¢do de substrato pretendida

se aplica as conversoes: IPP <> DMAPP — GPP — limoneno.

1.2 Objetivos Especificos

Clonar os genes /DI (difosfato de isopentenil: difosfato de dimetilalil isomerase), CILS

(Citrus limon limoneno sintase) e ERG20W (geranilpirofosfato sintase mutante N127W) em

fusdo com peptideos sintéticos de dimerizagdo denominados Synzips 18 a 21, de forma a gerar

os genes IDII-SYNZIP18, ERG20"-SYNZIP19, CILS- SYNZIP21 e CILS-SYNZIP20.

Introduzir os genes ERG20Y-SYNZIP19 e CILS-SYNZIP21 na linhagem S. cerevisiae

VZL1303 para formar complexo do tipo heterodimero linear.

Introduzir os genes IDII-SYNZIPIS, ERG20Y-SYNZIP19 e CILS-SYNZIP2I na

linhagem S. cerevisiae VZ1.1303, para formar complexo do tipo heterotrimero linear.

Introduzir os genes IDII-SYNZIP18, ERG20"-SYNZIP19, CILS-SYNZIP2I e CILS-
SYNZIP20 na linhagem S. cerevisiae VZL1303, para formar complexo do tipo heterotetramero

em anel.

Comparar a producao de limoneno pelas linhagens construidas nos itens anteriores entre

si e com a relatada na literatura cientifica.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Meios de Cultura

2.1.1 Meio Luria Bertani (LB)

O meio Luria Bertani (LB) é composto por 10 g/L de triptona, 10 g/L de NaCl, 5 g/L de
extrato de levedura e 15 g/L de 4gar bacterioldgico para meio sélido. Apos dissolugdo em 1 L
de 4gua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 e o meio foi autoclavado por 15 minutos sob

temperatura de 120°C e pressao de 1,1 atm.
2.1.2 Meio Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC)

O meio SOC ¢ composto por 5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de triptona, 0,584 g/L
de NaCl, 0,186 g/L de KCI, 2,4 g/L. de MgSOa. Apos a pesagem e dissolucao em 1 L de dgua
destilada, o pH foi justado para o valor de 7,5. Em seguida, o meio foi autoclavado por 15
minutos sob temperatura de 120°C e pressdo de 1,1 atm. Apds a autoclavagem, foram

adicionados 20 mL de glicose 20% estéril ao meio.
2.1.3 Meio Yeast Peptone Dextrose (YPD)

O meio YPD ¢é composto por 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L. de peptona
bacteriologica. Apos a pesagem e dissolugdo em 1 L de agua destilada, o meio foi autoclavado
por 15 minutos sob temperatura de 120°C e pressdo de 1,1 atm. Apds a autoclavagem, foram
adicionados 20 mL de glicose 20% estéril ao meio e adicionado o antibidtico geneticina (G-

418) 200 ug mL! quando necessario.

2.1.4 Meio Minimo Sintético (SM)

O meio minimo sintético para leveduras ¢ formado por 6,7 g/L de base nitrogenada de
levedura e 20 g/L de glicose. Apds a pesagem e dissolucdo em 1 L de dgua destilada, o meio
foi autoclavado por 15 minutos sob temperatura de 120°C e pressdo de 1,1 atm. A solucdo de

glicose foi preparada e autoclavada separadamente do meio.

2.1.5 Meio Sintético Complexo com Alta Concentracio de Glicose (SCGHG)

O meio SCGHG ¢ composto por 1,7 g/ de base nitrogenada de levedura sem sulfato

de amonia, 1,6 g/L da mistura de aminoécidos leucine drop-out, 1,6 g/L. de glutamato e 200 g/L.
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de glicose. Apos a pesagem e dissolugdo em 1 L de dgua destilada, o meio foi autoclavado por
15 minutos sob temperatura de 120°C e pressao de 1,1 atm. A solucdo de glicose foi preparada

e autoclavada separadamente do meio.

2.1.6 Meio Sintético Complexo sem Uracila (SC-U)

O meio SC-U ¢é composto por 6,7 g/L de base nitrogenada de levedura com sulfato de
amonio, sem aminoacidos; e 2 g/L de suplemento de meio sintético para levedura sem uracila.
Apos a pesagem e dissolucao em 1 L de dgua destilada, o meio foi autoclavado por 15 minutos
sob temperatura de 120°C e pressdo de 1,1 atm. Adicionou-se o antibidtico G-418 200 pg mL"

!'quando necessario.

2.2 Linhagens

2.2.1 Escherichia coli

A linhagem de E. coli Top10 foi utilizada nas etapas de clonagem génicas e propagacao

de plasmideos.

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de S. cerevisiae ILHA LIMI4A e ILHA 0401RI4 seriam utilizadas nos
trabalhos de producao de limoneno. ILHA LIMI4A ¢ uma linhagem produtora de limoneno,
que seria usada como padrdo de produciao. ILHA 0401RI4 ¢ a linhagem precursora da ILHA
LIMI4A, que seria utilizada para realizar as modificacdes metabolicas. As linhagens de S.
cerevisiae citadas foram desenvolvidas pelo grupo de pesquisa da professora Dra. Claudia E.
Vickers (Australian Institute for Bioengineering and Nanotechnology, the University of
Queensland, Australia), a qual cedeu as linhagens e participou como colaboradora do projeto.
Devido a pandemia de COVID-19 e a interrupgdes das atividades laboratoriais, a linhagem
ILHA 401RI4 foi perdida, tanto no nosso laboratorio quanto no laboratério da professora
Vickers, e ndo foi possivel recupera-la. Assim, buscamos outras opcdes de células de S.
cerevisiae ¢ recebemos a linhagem VZL1303, cedida pela professora Dra. Maysa Furlan, da
UNESP. A linhagem VZL1303 foi desenvolvida pelo laboratério da professora Maysa e ¢é
resultante do cruzamento entre duas linhagens de S. cerevisiae, CEN.PK2 e ERG7 DAmP; foi

utilizada em um trabalho anterior para a produ¢do de um triterpeno pentaciclico (SOUZA-
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MOREIRA et al., 2016). A célula contendo o plasmideo pYES?2 foi cultivada em meio SC-U.

A célula vazia, sem a presenga de plasmideos, foi cultivada em meio YPD.

2.3 Solucoes

2.3.1 Ampicilina

A solugdo estoque foi preparada na concentragdo de 100 mg/mL e utilizada a 100 pg/mL
em solugdes finais. O antibidtico foi dissolvido em dgua deionizada e esterilizado por filtragao,
em um filtro de poro 0,22 pum para seringa descartavel de 5 mL. As solugdes estoque foram

aliquotadas em microtubos de 1,5 mL e armazenadas em freezer a -20 °C.

2.3.2 Gentamicina (G-418)

A solugdo estoque foi preparada na concentragdo de 200 mg/mL e utilizada a 200 pg/mL
em solugdes finais. O antibidtico foi dissolvido em dgua deionizada e esterilizado por filtragao,
em um filtro de poro 0,22 pum para seringa descartavel de 5 mL. As solugdes estoque foram

aliquotadas em microtubos de 1,5 mL e armazenadas em freezer a -20 °C.

2.3.3 Tampao Tris-Acetato EDTA (TAE)

Para 1 L do tampao estoque 50X, adicionou-se 242 g de Tris-base em aproximadamente
600 mL de agua deionizada, 57,1 mL de 4cido acético glacial, 100 mL da solugdo de EDTA 0,5
M (pH 8,0) e completando-se o volume para 1 litro com dgua deionizada. Para a solucdo de uso

1X, diluiu-se 20 mL de TAE 50X para um volume final de 1 L.

2.3.4 Solucao de dNTPs

A solugdo foi preparada em dgua miliQ adicionando-se volumes iguais (10 pL) de cada
dNTP (dGTP, dCTP, dATP e dTTP) com concentragdes individuais de 100 mM. Em seguida,
completou-se o volume para 100 pL ao adicionar 60 pL de 4gua miliQ. A solugao foi aliquotada

em 10 microtubos com 10 pL. de dNTPs, resultando em uma solugdo a 10 mM.

2.4 Preparo de Células de E. coli Quimicamente Competentes

Foi preparada uma pré-cultura da bactéria em 5 mL de meio LB, adicionando o
antibidtico necessario, a qual foi deixada em crescimento durante a noite a 37 °C e 220 rpm.

Foi medida a densidade otica (DO) a 600 nm da pré-cultura e inoculou-se a 100 mL de meio
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LB de forma que atingisse uma DO de 0,03 - 0,05. As bactérias foram novamente incubadas a
37 °C e 220 rpm até que alcangassem uma DO de 0,3 - 0,4. As células foram transferidas para
dois tubos Falcon de 50 mL previamente resfriado em gelo e foram centrifugadas por 10 min a
4.000 rpm a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e os tubos foram imediatamente transferidos
para o gelo. O pellet foi ressuspendido em 20 mL de CaCl; 0,1M e previamente resfriado em
gelo, onde permaneceu sendo incubado no gelo durante 20 minutos. As amostras foram
centrifugadas novamente por 10 min a 3.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi cuidadosamente ressuspendido em 2 mL de solucdo de CaClz 0,1M e glicerol 10%
(v/v). As células foram aliquotadas em volumes de 50 a 100 uL/tubo e armazenadas no freezer

a-80 °C.

2.5 Preparo de Células de E. coli Eletricamente Competentes

Inoculou-se ImL de uma cultura fresca de E. coli em 500 mL de caldo LB e foi deixado
para crescimento durante 16 h, agitadas a 37°C e 220 rpm em shaker. As células cresceram até
atingir uma DO de aproximadamente 0,5 — 0,7. Em seguida, as células foram resfriadas em gelo
por 20 min. A partir desta etapa, todas as células foram mantidas em banho de gelo e todos os
recipientes utilizados também foram resfriados em gelo antes de adicionar as células. Em
seguida, as células foram coletadas e transferidas para uma garrafa de centrifuga fria e foram
centrifugadas a 4000 x g por 15 minutos a 4°C. Cuidadosamente, o sobrenadante foi despejado
e descartado. O pellet foi ressuspendido suavemente em 500 mL de glicerol 10% (v/v) gelado.
As amostras foram centrifugadas pela segunda vez 4000 x g por 15 minutos a 4°C. Novamente,
o sobrenadante foi despejado e descartado e o pellet foi ressuspendido em 250 mL de glicerol
10% (v/v) gelado. As amostras foram centrifugadas pela terceira vez na rotagcao 4000 x g por
15 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 20 mL de glicerol 10% gelado e transferido
para dois tubos estéreis de 50 mL do tipo Falcon. Pela quarta vez, as amostras foram
centrifugadas numa velocidade de 4000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi entdo
despejado e descartado, e o pellet foi ressuspendido para um volume final de 2 mL de glicerol
10% (v/v). As células foram aliquotadas em volumes de 50 a 100 puL por microtubo e

armazenadas no freezer a -80 °C.

2.6 Transformacio de E. coli Top10 Quimicamente Competente por Choque Térmico

As células de E. coli quimiocompetentes foram retiradas do freezer -80 °C e e

descongeladas em gelo. Utilizou-se 50 pL da solucdo de células para cada transformacgdo e
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controles. Adicionou-se de 20-50 pg de plasmideo intacto ou 50-100 pg de reacdo de ligacdo a
50 pL de células competentes. DNA e células foram incubados juntos no gelo por 30 min. Em
seguida, a mistura foi incubada em banho-maria a 42°C por 30 s e transferida imediatamente
para o gelo por 2 min. Foram adicionados 250 pL de meio SOC para cada transformagao, que
foram incubadas por 1 h em shaker a 37°C e 220 rpm. A seguir, as células foram plaqueadas
em meio LB com adi¢do de ampicilina (100 pg mL™!) para selegdo dos transformantes. As
células transformantes que cresceram apds 16 h foram inoculadas em meio LB liquido com
adigdo de ampicilina (100 pg mL™'). Os plasmideos foram extraidos das culturas de E. coli
transformantes por uso de kit comercial do tipo miniprep e quantificados. Em seguida, realizou-

se a digestdo do plasmideo com enzimas de restricdo para uma selecao das possiveis clonagens.

2.7 Transformacao de E. coli Top10 Eletrocompetente

A E. coli eletrocompetente foi retirada do freezer -80 °C e aguardou-se dessolidificagao
da solucdo contendo as células. Pegou-se 50 uL da solugdo de célula para cada transformacgao
e controles. Adicionou-se de 2-3 pL de ligagdo a 50 puL de células competentes. DNA e células
foram incubados juntos no gelo por 3 min. Em seguida, a mistura foi inserida em uma cuveta e
levada ao eletroporador, onde sofreu um choque elétrico de 1900 V por 3 s. Foram adicionados
250 pL de meio SOC para cada transformacgdo, que foram incubadas por 1 h em shaker a 37 °C
e 220 rpm. Apds a incubagdo, as células foram plaqueadas em meio LB com adicdo de
ampicilina (100 pg mL') para selegdo dos transformantes. As células transformantes que
cresceram apos 16 h foram inoculadas em meio LB liquido com adi¢do de ampicilina (100 pg
mL"). Os plasmideos foram extraidos das culturas de E. coli transformantes por uso de kit
comercial do tipo miniprep e quantificados. Em seguida, realizou-se a digestdo do plasmideo

com enzimas de restricdo para uma sele¢do das possiveis clonagens.

2.8 Clonagem Génica

Foram almejadas trés configurag¢des para a canaliza¢do de substrato: heterodimero linear,
heterotrimero linear e heterotetramero em anel (figura 4). O dimero sera composto por
ERG20%-SYNZIP19 e CILS-SYNZIP21. O trimero tera a adi¢cao de IDI1-SYNZIP18 aos genes
ERG20%-SYNZIP19 e CILS-SYNZIP21. Para formar o tetrdmero, serd adicionada uma cdpia
extra da enzima C/LS fusionada a SYNZIP20. A limoneno sintase parece ser pouco eficiente
na conversao de GPP em limoneno (PENG et al., 2018b), o que justifica o a inser¢cdo de uma

copia extra da enzima.
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Figura 4. Configuragdes em heterodimero linear (A), heterotrimero linear (B) e heterotetrdmero
em anel (C) que serdo construidas empregando os SYNZIPs 18, 19, 20 e 21.

Os genes correspondentes as enzimas em fusdo com as SYNZIPs foram construidos sob
controle de variagdes do promotor GAL (PENG et al., 2018a). O Promotor GAL foi escolhido
para essas construgdes por ser forte e por sofrer repressdo pela glicose, o que permite o
crescimento da cultura sem producdo de terpenos para fins de propagagdo. A substitui¢do da
glicose por galactose ou sacarose reverte o processo de inibi¢do, iniciando o processo produtivo

(PENG et al., 2018a), conforme a representacao esquematica na figura 5.
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Figura 5 Representacdo esquematica do processo de inibi¢do e ativagdo do promotor GAL. A
presenca de glicose (hexdgonos azuis) impede a transcri¢cao dos genes que estdo sob o controle
do promotor. A inibicdo visa que a célula possa crescer sem a necessidade da producdo de
moléculas. A presenca de sacarose ou galactose (bolas laranjas) reverte este processo,
permitindo que os genes sejam transcritos.

As sequencias génicas e regulatorias (DNA) foram amplificadas por reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) com os primers especificos, listados na tabela 1. As sequéncias de todas
synzips foram otimizadas para S. cerevisiae com a ferramenta Codon Optimization Tool, da
empresa IDT, disponivel online. As clonagens em plasmideos foram realizadas por emprego de
enzimas de restri¢do (Bsal, Spel e Xhol) e ligagdo de DNA (T4 DNA ligase). Inicialmente, foi

utilizado o plasmideo shuttle E. coli/S. cerevisiae pJT11 (figura 6) para as clonagens.



Tabela 1 Lista de primers e oligonucleotideos utilizados no projeto.

Gene Nome do primer Primer Funciao
TCTGGGTCTCCTTGAGAAGG Inserir a
AGATCGCTAGACTGAGAAA synzip21 no

S7Z21¢c-CILS fw AGAGATAGCGGCCCTAAGG
- GACCGTCTTGCTCATAAAAA gene CILS;
= GTAATAGTGACCATGGCGGA |  amplificar de
= TTGAG
S CILS a ERG20"
>} .
s TCTGGGTCTCAAAGAGAGAA | amplificar do
= CAATTAAAGCAAAAACTGG | terminador de
© S719n.ERG © CTGCCCTTCGTAACAAGTTA
RO IV GACGCATACAAGAACAGGC CILS ao
AGTTTTGTTAG
ERG20"
TCTGGGTCTCCTCTTTTGTTTC
AGCTCTTCGTTACGGTTCTTT Inserir a
S719c-linker AGCTCCTCCTTCTTATTCTCC 19
- ERG fur AATGATTCTAGTTCATTTCCT | SYR#pi>ho
= — GATCCTGATCCTCCTCCTGAT | gene ERG20";
S CCTCCTGATCCTCCTTTGCTT lificar d
& CTCTTGTAAACTTTGTTCAAG | AMPHHEArEo
3 terminador de
< CTGGGTCTCCTCAAGATAAG
Sé CGTTCTCATTCTCTATTACTG CILS a0
= 72 Inlinker CAACGTCATTCTCAAGCTGG | orminador de
CIS v GCGACTTCGTTTCCTCCTGA .
- TCCTGATCCTGATCCTCCTCC ERG20
TGATCCACCCTTTGTACCTG
GTGATGC
&) Synzipl9 fw  AGCCTGTTCTTGTATGCGTC | Confirmarque
E‘ as synzips foram
% Synzip19_rv TCAGTCGCAGAAGCCAAATG | inseridas no
— plasmideo
& Synzip21_fw CACATGGCATTCACCGCATC
]
=
& Synzip21 rv CTCTCAATCCGCCATGGTC
Spel Gall0 Fw  TCTGACTAGTCTCCTTGACG | Amplificar IDI]

IDI1-
Synzip18

(par 1)

TTAAAGTATAGAGG

Bsal SZ18 Linker TCTGGGTCTCCCTCATTCTCT

IDI1 Rv
(par 1)

AGTCTTGCTAAATCATTCTCT
AGCGTCGCAGCAATGCTTCCT
GATCCTGATCCTCCTCCTGAT

do genoma de
Saccharomyces

cerevisiae, inserir
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CCTCCTGATCCTCCTAGCATT

synzip18 no gene

CTATGAATTTGCCTGTC R
Bsal SynZipl8  CTGGGTCTCCTGAGAACGCA | Paraformaro
TRPL15a Fw CGTTTGGAGAAGGACATAGC | heterotrimero
(par 2) AAACCTTGAAAGGGACCTTG | .
CAAAGTTGGAGAGGGAAGA
GGCATACTTTTAATAAGCTG | heterotetrimero
GTTGATGGAAAATATAATTT om ancl
TATTG
Spel RPL15a Rv.  TCTGACTAGTGGAAAAACGG
(par 2) GAAGAAAAGGAAAG
Xhol GAL2 Fw  TCTGCTCGAGGGTCACGTGA
(par 1) TCTATATTCGAAAGG
Bsal Synzip20  ~ TCTGGGTCTCCCTCCTGAAT
Linker CILS] Rv  GGCTCTCAGAAGTTCCTCGA
(parl) CTGTGCTTCCTCCTGATCCTG
ATCCTGATCCTCCTCCTGAT Inserir a
S CCACCCTTTGTACCTGGTGA
k= TGC synzip20 no
E Bsal_Synzip20_  TCTGGGTCTCGGGAGTTGGA |  gene CILS ¢
£ TRPL41B_Fw AAAGCGTAATGCCGAGCTA
= (par 2) AAAAACAGGAAAGAAGAGC formar o
& TAAAGAACCTAGTCGCACAC | heterotetramero
CTGAGACAGGAGCTGGCAG
CTCATAAATACGAATAGTGA em anel
CCATGGCGGATTGAGAGCA
AATCGTTAAG
Xhol TPRL41B_ Rv GTCCTCGAGACGCCACAGAA
(par 2) ACCTCAGAATAAG
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Figura 6 Mapa do plasmideo pJT11. O plasmideo possui uma origem de replicacdo F1 e gene
de resisténcia a ampicilina ampR para clonagem em E. coli, origem de replicagdo 2 ori para S.
cerevisiae, ¢ gene para complementacdo de auxotrofia na sintese de leucina LEU2 em S.
cerevisiae. Imagem gerada pelo software Benchling.

Devido a perda da linhagem ILHA 401RI4, acabamos mudando ndo apenas a linhagem,
como também o plasmideo, passando a utilizar o pYES2 (figura 7). Com isso, foi realizada uma
nova estratégia de clonagem, utilizando os primers da tabela 2. Pudemos reaproveitar os primers
referentes a clonagem do gene C/LS-Synzip20, e os primers Bsal SZ18 Linker IDI1 Rv e
Bsal SynZip18 TRPL15a Fw, referentes a IDI1-Synzip18. Para CILS-Synzip21 e ERG20w-
Synzip19 foi necessario o design de novos primers, a partir de pJT11 com adi¢do das synzips
19 e 21, para que eles pudessem ser clonados no plasmideo pYES2. Dessa vez, foram utilizadas
as enzimas de restricdo BamHI, EcoRl, Xbal e Xhol. O esquema de reagdes esta exemplificado
na figura 8. Cada inserto foi digerido separadamente para posterior ligacdo de todos os insertos
juntos. A clonagem foi sucedida desta forma, pois o gene CILS possui cinco sitios de restricao

para EcoRI. Apés a reagdo de digestdo, todas as enzimas foram inativadas termicamente.
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Figura 7 Mapa do plasmideo pYES2. O plasmideo possui uma origem de replicacdo F1 e gene
de resisténcia a ampicilina ampR para clonagem em E. coli, origem de replica¢do 2 ori para S.
cerevisiae, ¢ gene para complementacdo de auxotrofia na sintese de uracila URA3 em S.
cerevisiae. O plasmideo possui um sitio multiplo de clonagem contendo os sitios de restricao
na seguinte ordem: Hindlll, Acc651, Kpnl, Ecll3611, Sacl, BamHI, EcoRl, BseJl, Notl, Xhol,

Pael e Xbal. Imagem gerada utilizando o software Benchling.
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Tabela 2 Lista de primers desenhados para as clonagens com o plasmideo pYES2.

Nome do ) .
Gene Primer Funcgao
Primer

TCTGGGATCCCTCCTTGA Amplificar IDI1 do

BamHI _PGall0  cGTTAAAGTATAGAGG
Fw (parl) genoma de

Saccharomyces

EcoRI RPL15 cerevisiae, inserir
CO a
Ry TCTGGAATTCGGAAAAAC synzip18 no gene e

(par2) ~ GGGAAGAAAAGGAAAG

IDI1-Synzip18

formar o trimero € o

tetramero

Amplificar o gene a
EcoRI_ERG20- TCTGGAATTCCCCAGTC

£2 | SZI9 MI3/pUC  ACGACGTTGTAAAAC partir de pJT11-dimero
& 3 fw para inserir em pYES2 e
& £ | ERG20 PGAL1 TCTCCTCGAGGAAGTAC , i

=) v GGATTAGAAGCCGCC formar o dimero, trimero

e tetramero.

Xhol PGAL2  TCTCCTCGAGGGGTCAC Amplificar o gene a
CILS1-SZ21 fw GTGATCTATATTCG

partir de pJT11-dimero

para inserir em pYES2 e
Xbal M13/pUC TCTCTCTAGAAGCGGAT

_CILSI rv. AACAATTTCACACAGG | formar o dimero, trimero

e tetramero.

CILS-Synzip21

Ap0s a realizag¢do das PCRs, os fragmentos de /DI/-Synzip18 e CILS-Synzip20 (tabela
1) foram purificados utilizando kit comercial de purificagdo de DNA. Os fragmentos foram
entdo digeridos com as suas enzimas correspondentes, Xhol e Bsal para IDI]-synzip18 e Spel
e Bsal para CILS-synzip20. O plasmideo pJT11 contendo as synzips 19 e 21 foi digerido de
acordo com a enzimas denominadas para a estratégia de clonagem utilizando sempre de 800 a
1000 ng de DNA nas reacdes, sendo utilizada também Xhol para o trimero e Spel para o
tetramero. Para a digestdo do plasmideo, adicionou-se a enzima FastAP, que degenera a
terminacdo fosfato e impede que o plasmideo se religue.

Ap6s a digestdo, utilizou-se novamente o kit comercial para purificagdo da reacdo e, em
seguida, foi realizada a etapa de ligagdo. Apo0s isso, os tubos com a rea¢do foram incubados a
65 °C por 10 minutos para inativagdo da T4 DNA ligase e prosseguiu-se com a transformagao
de E. coli Topl0. Apoés a transformacgdo, a E. coli foi cultivada em meio LB com adi¢do de

ampicilina (100 pg mL") para sele¢do dos transformantes e manutengdo do plasmideo. Os
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plasmideos foram extraidos das culturas de E. coli transformantes por uso de kit comercial do

tipo miniprep.

Heterodimero
ERG20w-Synzip!9 CILS-Synzip?!
ECO!? T X/:):L ’;2
Xbal
Heterotrimero
CILS-Synzip21
IDIi-Synzip18 Xhol £°
BamH 7 off Xbd
o EcoR ERG20w-Synzipl9 o
EcoR ol
e
Heterotetramero
CILS-Synzip21
IDI1-Synzip!8 P Xhol ynzip P
b EcoRl . °6/1 Xbal
co Yoot CILS-Synzip20 4°
s Xbol
ERG20w-Synzip19 jo
EcoRl ol
g

Figura 8 Representacdo esquematica da ordem de clonagem dos insertos no plasmideo pYES2
com suas respectivas enzimas de restri¢ao.

2.9 Clonagem por Golden Gate

Em um tubo de PCR, foram montadas duas reacdes com quantidades equimolares de
insertos, conforme a tabela 5. As reagdes foram homogeneizadas e levadas ao termociclador,
onde seguiu-se o protocolo apresentado na tabela 6. Os fragmentos de PCR utilizados na reagao
foram amplificados com os primers referentes a CILS-Synzip21 ¢ ERG20%Y-Synzipl9,
presentes na tabela 1. O produto desta reacdo gerou o plasmideo pJT11 Synzip-19-21 (figura

6B). Na tabela 6, ¢ apresentado o protocolo utilizado na reagao.
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Tabela 3 Quantidade de reagentes utilizada na reagdo de ligagdo pela metodologia golden
gate. Inserto 1: CILS-Synzip21; Inserto2: ERG20W-Synzip19.

Componentes Tubo de Reacio  Tubo Controle

HO 14,9 uL 16 uL

Inserto 1 100ng 1 ul 1 ul
Inserto 2 100ng 1,1 pL -

Bsal 0,5 uL 0,5 uL

T4 DNA ligase 0,5 uL 0,5 uL

Tampao 2 ul 2 uL

Total 20 uL 20 uL

Tabela 4 Protocolo da reagdo de golden gate

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
60 Ativagdo da Bsal 37 5
ciclos | Ativacdo da ligase 16 5
Inativacio da Bsal 55 15
Inativacio da ligase 85 20
2.10 Eletroforese em Gel de Agarose

O gel de agarose 1% para foi feito dissolvendo-se 1% (m/v) de agarose em tampao TAE
1X e acrescentando brometo de etideo, para corar o DNA, na propor¢ao 1 pL de corante para
10 mL de gel. Apos o preparo do gel, este foi colocado na cuba de eletroforese e as amostras e
o marcador de peso molecular foram aplicados em pocgos individuais. A corrida foi realizada
com voltagem constante a 110 V durante 45 min. Apds a corrida, uma foto do gel foi registrada

no fotodocumentador.

2.11 Sequenciamento do Tipo Sanger

Apds a quantificacdo e sele¢do das possiveis clonagens, as amostras foram submetidas
a reacdo de sequenciamento para confirma¢do da clonagem. Utilizou-se 50 ng do produto de
PCR para a reagdo, que seguiu o protocolo apresentado na tabela 7. O Big Dye Mix contém
dNTPs, ddNTPs, AmpliTaq DNA Polimerase, MgCl» e Tris-HCI. As condi¢des da reagdo de
sequenciamento estdo apresentadas na tabela 8. Apo6s a reagdo, a amostra ¢ iniciada a
purificacdo da amostra. Adiciona-se 45 pL de composto SAM e 10 pL de resina e mantida sob

agitacdo a 2000 rpm durante 30 min para homogeneizagao.
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Tabela 5 Quantidade de cada componente utilizado na reagdo de sequenciamento.

Componentes Volume Total de 20 pL.
Big Dye Mix 1
Tampao de sequenciamento 5x 3,5
Primer 3,2 pM 2
Amostra de DNA 2
H20 miliQ 11,5

Tabela 6 Condigdes da reacdo de sequenciamento.

Temperatura Tempo N°de ciclos
96 °C 1 min
1
96 °C 10s
TM do primer 5s
25
60 °C 4 min
60 °C 5 min
1
4°C infinito

2.12 Precipitacdo de DNA

Como alternativa para a purificacdo dos fragfmentos de PCR, fragmentos de digestdo e

ligagdo, utilizamos a precipitacao de acidos nucleicos por etanol e acetato de sodio.

Para isso, adicionou-se um sal cationico em alta concentragdo, como o acetato de sodio
3 M em um volume correspondente a 10% da amostra (1 pL para 10 pL de reacdo), e etanol
absoluto em um volume correspondente a 3 vezes o volume da reacdo (30 puL para 10 pL de
reacdo). A mistura foi homogeneizada e incubada durante uma hora em ultrafreezer -80 °C ou
durante 16 h a -20 °C. Apos a incubagdo, os microtubos foram centrifugados durante 30
minutos, sob rotacdo de 13.000 rpm e temperatura de 4 °C. Em seguida, removeu-se

cuidadosamente o sobrenadante de maneira que nao afetasse o pellet formado. O etanol induz
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a transi¢do estrutural nas moléculas de acido nucleico, agregando-as e, assim, precipitam. A
precipitagdo com etanol absoluto, além de concentrar os 4cidos nucleicos, ajuda a remover
residuos das reagdes presentes na amostra, tais como enzimas e tampao. Em uma segunda etapa,
adicionou-se 50 puL. de etanol 70% e seguiu-se para uma nova centrifugacao a 4°C durante 5
minutos em rotacdo maxima, o etanol 70% ¢ utilizado para remover os residuos de sais.
Removeu-se novamente o sobrenadante e os microtubos foram em banho seco por 10 minutos
a 45 °C até que todo o etanol evaporasse. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 4gua miliQ
com ajuda do agitador vortex. O &cido nucleico purificado foi quantificado na leitura de placas

Infinite® M200 Pro (Tecan).

2.13 Calibracao para Quantificacdo de Limoneno

Foram preparadas solugdes-padrao de limoneno (Sigma Aldrich) em dodecano de forma
que elas pudessem ser diluidas 40 vezes em etanol, seguindo a metodologia de PENG et al.
(2018b). As concentragdes das solugdes diluidas foram de 10, 25, 50, 100, 150 ¢ 200 mg L' e
analisadas em triplicata. O sistema utilizado foi da classe Shimadzu (Shimadzu Scientific
Instruments) consistindo de bomba modelo LC-20AD, controlador de sistema CBM-20A,
detector fotodiodo SPD-M20A e coluna Poroshell 120 EC-C18 de 50 x 3 mm com tamanho de
particula 2.7 um (Agilent Technologies), em forno isotérmico a 35°C, onde injetou-se 20 pL de
amostra sob um fluxo constante de 1,2 mL min™! utilizando uma mistura de solvente A (dgua
ultrapura) e solvente B (45% de acetonitrila, 45% de metanol e 10% de agua), com gradiente
linear de 70% de solvente B durante 8§ minutos. O solvente B foi degaseificado usando

ultrassom por 10 minutos. O monoterpeno foi monitorado na absorbancia de 202 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Clonagem em pJT11

Como ambas as construgdes, heterotrimero e heterotetramero, utilizam os genes de
ERG20WY-Synzip19 e CILS-Synzip21, e eles ja estavam presentes no plasmideo pJTII, a
reconstru¢do do plasmideo foi iniciada por eles. Como as sequéncias da synzips sdo pequenas,
elas foram inseridas como overhangs nos oligonuceotideos usados para reagao de PCR. Assim,
adotou-se a estratégia de construir dois pares de primers (SZ21¢c-CILS fw e SZ19n-ERG20 rv,
SZ19c-linker-ERG_fw e SZ21n-linker-CILS rv) que pudessem amplificar cerca de metade do
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plasmideo, como ilustrado na figura 9. Desta forma, um dos produtos da PCR contém o
esqueleto do plasmideo sem alteracdo, e o outro produto contém os genes CILS! e ERG20w
fusionados as synzips 21 e 19, respectivamente, que foram inseridas as extremidades N-terminal
das proteinas na PCR através dos primers. Cada primer foi desenhado para conter também o
sitio da enzima Bsal em sua extremidade para que a etapa de corte e ligagdo ocorresse em
apenas um passo, pela reagdo de golden gate. Os produtos de PCR foram confirmados por

eletroforese em gel de agarose 1% (figura 10).
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A SynZip21,metade, stop codon,primer TRPL41B terminator,T3 promoter,T3,+6 B Flori-F Flori-R,M13/pUC Forward,M13 Forward,M13 fud,+4
PBR3220ri-F LEU2 promoter SYNZIP 19
linker 2

start codon

+1 1
+2

FRT

pJT11_SYNZIP-19-21

pJT11

12998 bp 13073 bp

FRT

+1
PGEX 3’
+1 +1

Amp-R

possible
SynZipl9

metade do primer
stop X
TRPL3 terminator . pBR322ori-F .
f1 ori,Flori-F,Flori-R,+5 LEU2 promoter TRPL41B terminator,T3 promoter,+7 linker 2

SYNZIP 21, source

Figura 9 Plasmideo utilizado no inicio do desenvolvimento do projeto. pJT11 antes (A) e apos (B) a inser¢do das synzips 19 e 21. As setas em (A)
representam como o plasmideo foi dividido para que fossem inseridas a synzips. O par SZ21¢c-CILS fw/SZ19n-ERG20 rv amplifica 5573bp do
plasmideo, correspondente a menor parte de (A). O par SZ19c-linker-ERG_fw/SZ21n-linker-CILS rv amplifica do terminador de ERG20W ao
terminador de CILS, inserindo um linker entre os genes das enzimas e das synzips e corresponde a 7552bp. Imagem gerada pelo software Benchling.
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Para confirmar esta clonagem, desenhou-se primers que visavam o sequenciamento,
entretanto, os primers anelaram préximo a sequéncia de interesse, resultando em baixa
resolucdo no resultado do sequenciamento para as synzips, permitindo apenas a identificagao
precisa dos genes correspondentes a CILS € 8 ERG20". Assim, a clonagem foi confirmada por
reagdes de PCR com primers que anelam especificamente nas synzips. Para synzip-19 foi
amplificada uma sequéncia de 394bp e, para synzip-21, 243bp (figuras 11 e 12). Todas as
coldnias testadas possuiam o plasmideo com os genes contendo as synzips 19 e 21. No entanto,
observamos que a reagdo de amplificacdo para verificar a clonagem da synzip 19 apresentou a
formagdo de produtos inespecificos. Apesar das tentativas de mudanca de temperatura de
anelamento, com a finalidade diminuir essa ocorréncia, ndo foi possivel encontrar uma
temperatura que amplificasse somente a regido de interesse, pelo contrario, o aumento de
temperatura resultou na formacao de mais produtos inespecificos, com diversos tamanhos de
fragmentos. As primeiras bandas presentes no gel de eletroforese (figura 11), de cima para
baixo, sdo referentes ao plasmideo molde com diferentes niveis de enovelamento.

O gene da IDI1-synzipl8, que completa o heterotrimero linear juntamente com
ERG20WY-Synzip19 e CILS-Synzip21, foi amplificado a partir do genoma das células de S.
cerevisiae ILHA LIMIA e LIMI4A. As duas sequéncias devem ser idénticas, tendo sido
amplificadas simultaneamente por precaucdo (figura 13A). Para inserir a sequéncia da synzip18
entre a sequéncia de /DI e o terminador TRPL15a, esta amplifica¢do precisou ser fragmentada.
Assim, o par Spel Gall0 Fw - Bsal SZ18 Linker IDI1 Rv amplificou o promotor duplo,
formado por GAL10 e GALI, o gene IDII e inseriu um conector para dar maior estabilidade
entre IDI] e a synzipl8. O par Bsal SynZipl8 TRPLI15a Fw - Spel RPL15a Rv foi
responsavel por amplificar o terminador TRPL15a e inserir a synzip18. A conexao entre os dois
fragmentos foi feita pela insercao do sitio de restricao de Bsal, onde ap6s a reacdo de digestao,
o sitio de restri¢do da enzima ¢ eliminado e os dois fragmentos sdo conectados. O passo seguinte
seria a ligacdo do gene amplificado ao plasmideo contendo os genes ERG20W-synzipl9 e
CILS-synzip21. Entretanto, mesmo apo6s diversas tentativas, essa clonagem nunca resultou no

plasmideo esperado.
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Figura 10 Eletroforese dos produtos de PCR para insercao da synzips 19 e 21 junto aos genes
ERG20Y e CILS, respectivamente. O par 1 corresponde ao par SZ19¢-linker-ERG fw/SZ21n-
linker-CILS rv e amplifica 7552bp. O par 2 corresponde ao par SZ21c-CILS fw/SZ19n-
ERG20 rv e amplifica 5573bp.
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Figura 11 Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificag¢do das synzips 19 e 21. C1: controle
negativo, sem enzima presente na reacao; C2: controle negativo, sem DNA molde na reagao;
1-5: produtos correspondentes synzip 19; 10-14: correspondente a synzip 21. Os produtos de
PCR possuem 394bp e 243bp para as synzip 19 e 21, respectivamente. A baixa resolu¢do da
eletroforese para synzipl9 pode ser devido a fatores como o tampao de corrida utilizado, o
proprio gel de agarose ou baixo anelamento do primer na temperatura utilizada.
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Figura 12 Eletroforese da reagdo de amplificagdo para confirmacdo da inser¢do de synzipl9 em
pJT11. Observa-se que nas colonias 3 e 6 os fragmentos foram produzidos em baixa quantidade,
tendo uma resolugdo baixa na imagem.

N ERRERLY

Figura 13 Eletroforese dos produtos de PCR do gene IDII. A) Amplificagdo com o par
Spel Gall0 Fw/ Bsal SZ18 Linker IDI1 Rv. Os niimeros 39 e 41 sdo referentes as células
de ILHA LIMI4A e 56 e 61 de ILHA LIMIA. B) Amplificacgdo do par 2
(Bsal_SynZip18 TRPLI15a Fw/Spel RPL15a Rv). C7: controle negativo, sem enzima
presente na reagdo; C8: controle negativo, sesm DNA molde; E: reacdo realizada com o DNA
extraido da célula 56 de ILHA LIMIA, utilizando o par 2 de primers.



45

A inser¢do da copia extra de CILS com a synzip-20 para gerar o heterotetramero em anel
seria feita apos a obtencdo do heterotrimero. Para inserir a sequéncia da synzip20 entre a
sequéncia de CILS e o terminador TRPL41B, foi necessario amplificar a CILS presente no
plasmideo pJT11 e fragmentar essa amplificagdo em duas partes que fossem conectadas
posteriormente.  Assim, o par Xhol GAL2 Fw - Bsal Synzip20 Linker CILSI Rv
amplificou o promotor GAL2, CILS, o conector de CILS a synzip18 (linker) e inseriu uma parte
da synzipl8. J& o par Bsal Synzip20 TRPL41B Fw - Xhol TPRL41B Rv amplificou o
terminador TRPL41B e inseriu a synzipl8. A conexao entre os dois fragmentos foi feita pela
inser¢do do sitio de restricao de Bsal, onde apos a reacdo de digestdo, o sitio ¢ eliminado e os

dois fragmentos sao conectados.

Figura 14 Eletroforese dos produtos de PCR da CILS-synzip20. C1: controle negativo do par
1 (Xhol GAL2 Fw/ Bsal Synzip20 Linker CILS1 Rv), sem polimerase; C2: controle
negativo do par 1, sem DNA molde; A: reacdo com o par 1; C3: controle negativo sem
polimerase do par 2 (Bsal Synzip20 TRPL41B Fw/ Xhol TPRL41B Rv); C4: controle
negativo sem DNA molde do par 2; B: reacdo com o par 2.
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Devido ao tamanho dos plasmideos ao final de cada clonagem, aproximadamente 15 kb
para heterotrimero e 18 kb para heterotetramero, preferiu-se realizar as transformagdes das
ligagdes em células eletrocompetentes ao invés de quimiocompetentes, visto que as células
eletrocompetentes sdo mais capazes de adquirir plasmideos de tamanhos maiores. A etapa de
clonagem do heterotrimero e do heterotetramero foi realizada exaustivamente ao longo dos
meses de julho até dezembro de 2021, obtendo-se apenas resultados negativos (figura 15).
Apesar do plasmideo ter sido tratado com a fosfatase FastAP e ndo haver crescimento de
colonias no controle da transformagdo de pJT11, ainda assim as colonias resultantes da

transformac¢do com a reacao de ligacdo ndo continham o inserto.
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Figura 15 Eletroforese das amplificagdes de prospeccdo de colonias recombinantes. Por¢ao
superior: plasmideo pJT11, pJT11 com as synzips 19 e 21 nos genes ERG20W e CILS
(controles), respectivamente. De cada lado do marcador de tamanho estdo duas amostras de
colonias transformadas com a ligagdo pJT11 ERG20W-synzipl9 CILS-synzip2l +
IDI1 synzipl8. Porc¢ao inferior: os pogos de 1 a 10 sdo prospecgdes da ligacdo
pJT11 _ERG20W-synzipl9 CILS-synzip21 com CILS synzip20. Todas as coldnias
selecionadas para teste resultaram negativas para a clonagem. Os plasmideos pJT11 e
pJT11 _ERG20W-synzipl9 CILS-synzip21 foram utilizados como controles.
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3.2 Adequacio da Metodologia de Quantificacio de Limoneno

Pela metodologia original de PENG et al. (2018b) abranger a quantificagdo de mais
terpenos que o objetivo deste projeto, a metodologia foi adaptada a fim de obter um tempo de
corrida mais curto e otimizado, voltada somente para a quantificagdo de limoneno. As areas do
pico correspondentes a concentracdo de limoneno de cada triplicata ndo ultrapassaram a
variagdo de mais ou menos 5% entre elas. As médias das areas do pico correspondentes a cada
concentragdo estdo exibidas na figura 16. Em seguida, foi plotado o grafico de dispersdo a fim

de obter a equagdo da reta € o coeficiente de correlagdo (R?) entre concentragio e area.

A B
Concentracio P
(mg/L) Area 2500000
y =10906x + 28471 o
R?=0,9975
10 135839,333 2000000
]
25 283340 1500000
2 o
50 573300,333 1000000
100 1183844,67 500000 '
.
150 1604722 o "
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Concentragio de limoneno (mg/L)
200 2224339,33

Figura 16 Média das areas do pico para diferentes concentragdes de limoneno quantificadas em
HPLC (b) Curva de calibragdo. O R? obtido foi maior que 0,99.

3.3 Clonagem em pYES2

Como as clonagens ndo estavam funcionando no plasmideo pJT11, optamos por testar
as mesmas construgdes em pYES2. Também optamos por testar o dimero formado por
ERG20w-Synzip19 e CILS-Synzip21 (figura 17), para verificar se a canalizacdo de substrato

utilizando apenas estas duas enzimas resulta na variagdo da produ¢do de limoneno.
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Figura 17 Construgdes em pYES2. (A) Heterodimero, (B) heterotrimero, (C) heterotetramero, que possui uma copia a mais de C/LS. Imagem gerada
pelo software Benchling.
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Como foi necessario realizar um novo design de primers, foi necessario reavaliar o
funcionamento das rea¢des quanto a temperatura de anelamento. Para que fosse necessario
amplificar somente as regides de interesse do plasmideo pJT11, nesse caso, as sequencias de
ERG20w-Synzipl9 e CILS-Synzip21, juntamente com seus promotores e terminadores. E
possivel identificar o resultado desta amplificacdo na figura 18. Como o plasmideo pJT11
possui a sequéncia que anela no primer M13/pUC antes de ERG20w-Synzip19 e apos CILS-
Synzip21, optou-se por amplificar também essas regides para facilitar o sequenciamento dos

plasmideos finais.

Figura 18 Eletroforese dos produtos de PCR. Par 3 ¢ referente a amplificacio de ERG20w-
Synzip19, com produto de 2106 bp. Par 4 ¢ relativo a amplificagdo de CILS-Synzip21, com
2775 bp. Par 1 e par 2 referem-se aos pares de primer que visam a amplificacdo de CILS-S
Synzip21, com 2775 bp. Par 1 e par 2 referem-se aos pares de primer que visam a amplificacdo
de CILS-Synzip20; eles amplificam 2117 bp e 233bp, respectivamente.

Com as amplificagdes de ERG20w-Synzip19 e CILS-Synzip21 feitas, foram realizadas
as digestdes dos produtos de PCR (Xhol e Xbal para CILS-Synzip2l; EcoRl e Xhol
paraERG20w-Synzip19) e do plasmideo pYES2 (EcoRI e Xbal) com as enzimas de restri¢ao

para ligacdo. Apos a ligagdo, foi feita a transformagdo em E. coli top10 eletrocompetente para
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posterior extragdo plasmidial e nova digestdo com enzimas que possuem sitios de restricdo no
plasmideo para verificagdo da clonagem. A primeira rea¢do de digestdo para verificagdo da
clonagem foi feita com EcoRI e Xbal (figura 19). Devido a CILS possuir cinco sitios de restri¢ao
de EcoRI em sua sequéncia, esperava-se que as bandas ficassem bem separadas e visiveis
quando fosse feita a analise em eletroforese. No entanto, as bandas foram visiveis apenas em
cerca de 5kb e 3kb. Uma segunda reacdo foi realizada utilizando as enzimas BamHI e Xbal
(figura 20). Nesta reacdo, deveriam aparecer duas bandas distintas: uma entre Skb e 6kb e outra
entre 4kb e 5kb. Entretanto, ndo foi possivel observar estas bandas nitidamente, portanto, houve

falha na reacdo de ligacao.
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Figura 19 Eletroforese da reacdo de digestdo do possivel pYES2 dimero com EcoRI e Xbal.
As amostras que possuem a letra C em frente aos nimeros referem-se aos controles da reagao,
aquelas que ndo possuem enzima. Nos controles, ¢ possivel enxergar os plasmideos em varios
niveis de enovelamento.
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Figura 20 Eletroforese da reacdo de digestdo de pYES2 dimero com BamHI e Xbal. As
amostras seguem a ordem de reacdo e controle em seguida. A: colonias 1, 3 e 4. B: coldnias 5
a 10.

Para formar o trimero, IDI1-Synzip18 deve ser o primeiro gene a ser inserido no pYES2,
visto que sera necessaria a utilizagdo da enzima EcoRI, que corta o gene de CILS em cinco
partes. Assim, realizamos a amplificagdo dos pares 2 (figura 21) e 1 (figura 22) de IDII-
Synzip18. A reagdo foi feita a partir das amostras de S. cerevisiae ILHA LIMI4A cedidas pela
professora Claudia Vickers, pois este gene possui um promotor duplo formado por GAL1 e
GAL10. Na figura 20, apresentamos o resultado utilizando duas enzimas DNA polimerases
diferentes, Phusion e Time HIFI. Com a enzima Phusion, ndo houve amplifica¢do visivel em
nenhuma das amostras. Com a enzima Time HIFI, é possivel observar uma banda fraca em
torno de 1500bp, correspondente ao fragmento produzido na reagdo, de 1585bp, e outras bandas
inespecificas. Como esta amplificagdo gerou pouco produto, a amplificacio do fragmento

ocorreu em duas etapas. Primeiro, foi feita a amplificagdo do gene a partir do genoma seguida
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por uma purifica¢do da reagdo, com uma nova amplificagdo do produto da primeira PCR, a fim
de obter um rendimento maior para as etapas de digestdo e ligagao. No presente momento, todos
os fragmentos dos genes encontram-se digeridos com os respectivos sitios de restricao a fim de

serem inseridos no plasmideo pYES2.

a8 i gy 41

1500

500 T ..

Figura 21 Eletroforese da reacdo com o par 2 para amplificacdo de IDI1-Synzipl8. A reagdo
produz um fragmento de 357bp, compativel com o exemplificado na figura. As amostras 38,
29 e 41 referem-se as colonias da linhagem ILHA LIMI4A utilizadas no experimento.
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Figura 22 Eletroforese da reacdo com o par 1 para amplificagao e clonagem de IDI1-Synzip18.
Os nuimeros 38, 39 e 41 referem-se as colonias da linhagem ILHA LIMI4A utilizadas no
experimento.

4. CONCLUSAO

Com a metodologia de digestdo e ligagao simultaneas (golden gate), foi possivel clonar
as synzips 19 e 21 no plasmideo pJT11. Devido a dificuldade em clonar os genes no plasmideo
pJT11, precisamos buscar outra forma de concluir o projeto. Assim, selecionamos a linhagem
VZL1303 e o plasmideo pYES2. Esta nova linhagem e o plasmideo mostraram-se adequados
para a produ¢do de um triterpeno pentaciclico em trabalho publicado por outro grupo, o que
indicou potencial para uso neste projeto. A metodologia para a quantificacdo de limoneno foi
adaptada de forma eficiente. Infelizmente, as clonagens ndo puderam ser concluidas a tempo, o
que inviabilizou qualquer teste de producdo de limoneno. Apesar das falhas na execu¢do do

projeto, o tema continua atual e de extrema importancia, tanto cientifica quanto econdmica.
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