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Resumo

Um dos grandes desafios no processo de conversao de biomassa lignoceluldsica
em acucares fermentesciveis é a obtencao de coquetéis enzimaticos com alta
eficiéncia, para atuacao no processo de hidrélise enzimatica. O conceito cldssico
de que a degradacao da celulose e de outros polissacarideos na natureza é um
processo hidrolitico tem sido revolucionado nos ultimos anos. Isto se deve a
descoberta em microrganismos (especialmente fungos) das monoxigenases de
polissacarideos liticas dependentes de cobre (LPMOs - Iytic polysaccharide
monooxygenase). Essas enzimas realizam clivagem oxidativa da celulose (e
também de hemicelulose, amido e quitina) e, atualmente, a degradacao desses
polissacarideos é considerada um processo hidrolitico e oxidativo. As LPMOs sao
capazes de clivar a celulose e outros polissacarideos em suas regides cristalinas
usando um mecanismo oxidativo que depende da presenca de ions metalicos
divalentes (cobre) e de um doador de elétrons. LPMOs de diferentes familias
podem apresentar efeito sinérgico as hidrolases durante a hidroélise de substratos
celuldsicos e hemiceluldsicos. Apesar desse potencial, somente um pequeno
numero de LPMOs tem sido caracterizado e validado como aditivo na conversao
de biomassa. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar genes
candidatos de LPMOs de fungos, bem como clonar e expressar esses genes em P.
pastoris. A selecdao de genes candidatos e a clonagem de seis genes de LPMOs de
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fungos em P. pastoris foram realizadas com sucesso, e a etapa de expressao foi
confirmada até o momento para um desses genes.

Introducgao

A elevada demanda mundial de energia, as fontes de petréleo instaveis e
incertas e a preocupac¢ao com a mudanca climatica global levaram ao interesse no
desenvolvimento de tecnologias para geracao de energias renovaveis com o
intuito de reduzir o consumo de combustivel fdssil. Uma das alternativas é a
utilizacao de biomassa vegetal para a producao de etanol de primeira ou segunda
geracao (celuldsico) (HIMMEL, 2007).

As biomassas lignoceluldsicas oriundas dos cultivos, colheitas e
beneficiamento de graos, cereais, gramineas, etc. sao recursos renovaveis e
possiveis substratos para obtencao de etanol de segunda gera¢ao. No entanto, o
custo de obtencdao desse biocombustivel ainda é um dos obstaculos para
exploracdo dessas biomassas vegetais. Todos o0s processos para o
desenvolvimento dessa tecnologia ainda sdo trabalhados para melhorar os
rendimentos de glicose durante a hidrdlise e subsequente fermentacao a etanol.
A etapa de hidrdlise enzimatica da parede celular vegetal faz uso de combinacdes
de enzimas microbianas a fim de vencer a recalcitrancia da celulose e lignina
(HIMMEL, 2007; WANG et al., 2014). Na hidrélise, a celulose e hemicelulose
(dependendo do pré-tratamento) sdo degradadas por enzimas hidroliticas
microbianas em monossacarideos e oligossacarideos. Até recentemente, somente
as enzimas hidroliticas eram consideradas importantes na degradacao de celulose
e hemicelulose a agucares fermentesciveis. A descoberta de que monoxigenases
de polissacarideos (LPMOs de fungos principalmente, mas também de bactérias)
aumentam a ac¢do de enzimas hidroliticas forneceu uma nova dimensdao ao
conceito classico de degradacao da celulose e da hemicelulose, conforme
revisado por Horn et al. (2012) e Agger et al. (2014).

Genes codificadores de LPMOs s3ao abundantes nos genomas de
microrganismos capazes de converter biomassa e essas enzimas oxidativas
representam um novo paradigma para degradacao de polissacarideos
recalcitrantes, revelando sua importancia para o desenvolvimento de
biorrefinarias. Nesse aspecto, o estudo de novas LPMOs microbianas, sejam elas
provenientes de bancos de dados, de espécies microbianas cultivaveis ou de
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microrganismos nao cultivaveis (abordagem metagenOdmica), pode permitir o
desenvolvimento de coquetéis enzimaticos mais eficientes para hidrélise de
determinada biomassa de interesse. Paralelamente, sua utilizacdo como aditivo
durante a sacarificacao de biomassa pode permitir uma diminuicao na quantidade
de enzimas hidroliticas necessarias para sacarificacdo, reduzindo os custos de
producdo de etanol lignoceluldsico, como apontam diversos estudos (KITTL et al.,
2012; CANNELLA et al., 2016).

Objetivo geral

Selecionar e clonar seis genes codificadores de LPMOs de fungos para
expressao em levedura P. pastoris.

Material e métodos

Selecao e sintese de genes candidatos

A selecdao dos genes de LPMOs de fungos filamentosos foi realizada
utilizando programas e base de dados de dominio publico, tais como CAZY
(Carbohydrate-Active enZYmes Database) e NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Os critérios para selecdo dos genes candidatos
incluiram: revisao de literatura e de patentes, andlise filogenética, taxonomia e
biologia das espécies, capacidade de degradacao de polissacarideos. Dessa forma,
cinco genes foram selecionados provenientes de espécies de fungos das classes
Ascomycota e Basidiomycota (microrganismo 1 a 5). Também foi selecionado para
sintese um gene de LPMO do ascomiceto Trichoderma reesei, ja caracterizado na
literatura, a fim de utiliza-lo como modelo e padrao de comparag¢ao nas etapas
posteriores do trabalho. Para as andlises de confirmacao da expressdao das
proteinas (SDS-PAGE e Western blot), também foi incluida uma LPMO bacteriana
modelo (de Thermobifica fusca) expressa em P. pastoris e purificada previamente
(dados ndo mostrados).

A sequéncia do peptideo sinal nativo para secre¢ao das proteinas foi retirada
dos genes selecionados, uma vez que se optou por utilizar a sequéncia sinal
(denominada a-factor, nativa de Saccharomyces cerevisiae) existente no vetor de
P. pastoris, pPICZaA (Life Technologies). Apds a remocao das sequéncias nao alvo
(peptideo sinal nativo), foi necessario fazer andlise desses genes modificados, de
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forma a garantir a integridade do frame das constru¢des para subclonagem no
vetor de expressao (pPICZaA). Nessa etapa, também foram inseridos dois sitios de
restricdo: um para a enzima EcoRl (extremidade 5°) e outro para Xbal
(extremidade 3°). As construcdes foram analisadas utilizando o programa
Geneious versdo 7.1.8. e foi necessario adicionar dois nucleotideos antes do sitio
da enzima de restrigao Xbal, com o objetivo de manter as constru¢des em frame
(traducdo correta das proteinas).

As sequéncias foram submetidas e otimizadas na plataforma GeneArt (Life
Technologies) e posteriormente foram sintetizadas e clonadas em vetor de
expressao para P. pastoris.

Transformacao de Escherichia coli por eletroporacao

Células eletrocompetentes de Escherichia coli DH10B foram preparadas para
transformagao por eletroporagdao, de acordo com o protocolo descrito por
Sambrook e Russel (2001).

Os cinco genes sintetizados de LPMOs de fungos foram recebidos na forma
liofilizada, contendo 5 pug de DNA. Esses foram entdo ressuspendidos em 50 pL de
tampado de eluicao (10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0), para serem
armazenados a uma concentracdo estoque de 100 ng/uL. As transformacdes de E.
coli foram realizadas com 2 pL do DNA previamente diluido do estoque (10 ng/uL)
e, em seguida, as células foram plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani Agar
contendo zeocina (25 pg/ulL) e crescidas a 37 °C, por 16 a 20 horas, de acordo com
o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). De cada transformacao, foram
selecionadas trés colonias das placas, que entdao foram inoculadas em 3 mL de
meio Luria Bertani contendo zeocina (25 pg/uL). Para confirmar a insercdo em
pelo menos uma colbnia, foi feita a extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit
‘QIAGEN Plasmid mini Kit'" e entao realizada a clivagem do DNA plasmidial com
Eco Rl (extremidade 5°) e Xba | (extremidade 3").

Transformacgao de P. pastoris por eletroporagao

Depois de confirmada a clonagem dos genes de LPMOs em E. coli, foi feita
extracdo de DNA plasmidial utilizando kit ‘QIAGEN Plasmid Midi Kit’ para
obtencdo da quantidade necessaria de DNA (5 pug — 10 pg). Para a transformacao
de P. pastoris X-33, aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial foram clivados com
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a enzima de restricdao ‘Sac I'. Essa linearizagdo é necessaria para que ocorra a
integracao do gene de interesse no genoma da levedura. As transformagdes
foram feitas de acordo com o protocolo ‘EasySelect™ Pichia Expression Kit
(Invitrogen)’ e entdao as leveduras foram inoculadas em YPDS (Yeast Extract
Peptone Dextrose+Sorbitol) com zeocina (100 pg/uL) e incubadas a 30 °C por até
72 horas. As colbnias que cresceram foram repicadas em placas para cultura de
células com 96 pocos (deep well) contendo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)
e zeocina (100 pg/uL) por até 48 horas e, posteriormente, criopreservadas
(glicerol 30%).

Inducao por metanol dos clones de P. Pastoris e analise molecular
dos transformantes

Apds a transformacdo da P. pastoris, o DNA genOmico da levedura foi
extraido com ‘Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit’. Esse DNA gendmico foi utilizado
como molde na reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction) com os primers 5°
AOX1 e 3" AOX1 para confirmar a insercdo do gene de interesse (gendtipo ou
padrido de bandas denominado Mut® Methanol utilization plus). Depois de
confirmado o padrdo de bandas do tipo Mut’, foi iniciada a indu¢do com metanol
para verificar se as proteinas codificadas pelos genes de LPMOs estavam sendo
expressas. A inducdo para expressao das proteinas recombinantes foi realizada
conforme descrito no manual ‘EasySelect™ Pichia Expression Kit’, com adaptacdes
relacionadas a concentracao de metanol. A confirmacdo da expressao das LPMOs
foi feita por immunoblotting utilizando anticorpo anti His-tag e SDS-PAGE com
corante Coomassie Blue R-250.

Resultados e discussao

O padrao de bandas obtido na clivagem do DNA plasmideal com as enzimas
de restricdao EcoRI e Xbal confirmou a clonagem dos genes de interesse em E. coli,
conforme pode ser visto na Figura 1. A presenca de dois fragmentos de DNA pode
ser observada nas amostras digeridas, como o exemplo indicado pela seta (4.2d).

Os vetores nao digeridos com enzima de restricdo apresentaram tamanho
de 3.600 pb (4.2), enquanto os digeridos apresentaram duas bandas (de 3.000 pb
e 600 pb, aproximadamente), que correspondem aos tamanhos esperados do
vetor e do gene inserido, respectivamente.
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Figura 1. Clivagem enzimatica com EcoRIl e Xbal. Clivagem do DNA plasmidial de E.coli transformada
por eletroporacdo mostrando os padrdes de bandas do plasmideo digerido e ndo digerido (4.2, 4.3 —
Basidiomycota; 5.1, 5.2, 5.2 — Ascomycota), em que a letra ‘d’ representa o plasmideo digerido e a seta
indica o tamanho do fragmento esperado do gene inserido. 1kb - GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 2 é apresentado o resultado da linearizacdo com Sac/ do DNA plasmidial
extraido de E. coli contendo os genes dos fungos provenientes de Basidiomycota
(1, 3 e 4) e Ascomycota (2 e 5) que foram selecionadas ao crescerem em meio de
cultura Luria Bertani Agar com zeocina.

Apods a transformacdo de P. pastoris com o DNA linearizado, iniciou-se, entao, a
busca por transformantes com padrdo de bandas do tipo Mut® (Methanol
utilization plus). O padrdo de bandas Mut” é indicado pela amplificacdo de duas
bandas (tendo o DNA gen6mico de P. pastoris como molde), uma correspondente
ao tamanho do gene de interesse (~~588 pb) e a outra correspondente ao gene
AOX1 da levedura (aproximadamente 2,2 Kb). Durante a transformacado, caso a
recombinagao ocorra na regiao 3'AOX1, o gene selvagem AOX1 da P. pastoris ira
sofrer disrupc¢ao, tendo entdao a capacidade de utilizar o metanol como fonte de
carbono reduzida, sendo chamada de transformante Mut® (methanol utilization
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slow). Entretanto, a expressdo da proteina heteréloga ainda pode ocorrer em
menor quantidade.

Figura 2. Linearizacdo do DNA plasmidial de E. coli com Sacl dos clones de Basidiomycota (1, 3 e 4) e
Ascomycota (2 e 5). Resultado da linearizagdo do DNA plasmidial de E. coli em que 1 é o plasmideo nédo
linearizado e 1L é o plasmideo linearizado seguindo o mesmo cédigo para os demais.

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 3, podemos observar o padrdo de bandas Mut” que foi amplificado por
PCR a partir do DNA gendmico extraido de diferentes clones de P. pastoris
(indicado pelas setas vermelhas). Nessa figura podemos observar que alguns
transformantes de P. pastoris possuem o padrdo de bandas Mut” desejado, por
exemplo, o transformante B4 com o gene do microrganismo 4 (4B4 -
Basidiomycota). Assim, todos transformantes que possuem o padrdao de bandas
Mut" foram selecionados para a etapa de induc3o.

Nas Figuras 4 e 5, podem ser observados os resultados da analise de SDS-PAGE e
de Western Blot, respectivamente, de 5 LPMOs selecionadas neste trabalho.
Apenas o tempo de 72 horas de indugdo foi submetido a andlise. Em ambas as
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Figuras, podem ser observadas bandas da proteina utilizada como controle
positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca fusionada a cauda de histidina).

Figura 3. PCR do DNA gendmico de P. pastoris com primers 5'AOX1 e 3'AOX1. Avaliagao da integragao
por PCR do gene de Basidiomycota (4) no genoma de dez clones de P. pastoris. 1kb - Marcador
molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Fonte: Arquivo pessoal.

25kDa -

17 kDa ==

Figura 4. SDS-PAGE da inducao de P. pastoris recombinante — 72 h. SDS-PAGE da inducao realizada
com cinco clones de P. Pastoris transformadas com genes de Basidiomycota (1 e 3) e Ascomycota (2).
Controle positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5. Western Blot da inducdo de P. pastoris recombinante — 72 h. Western Blot da indugdo
realizada com cinco clones de P. Pastoris transformadas com genes de Basidiomycota (1 e 3) e
Ascomycota (2). Controle positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca).

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 4, ainda é possivel observar a secrecdo de proteinas (retdngulo
vermelho) durante o processo de inducao, mostrando que ocorreu o crescimento
da levedura. No entanto, ndo foi possivel visualizar a cauda de histidina das
LPMOs de origem fungica clonadas em P. pastoris apds a inducao por metanol,

como observado na Figura 5.

As proteinas secretadas na Figura 4 indicam que ha secrecao de proteinas
heterdlogas (LPMOs), uma vez que a expressdao de proteinas heterdlogas
normalmente ocorre em maior quantidade do que as proteinas nativas (ndo
visualizadas no gel), porém o tamanho delas, cerca de 17 kDa, ndo confere com o
tamanho esperado das LPMOs de fungos, 25 kDa a 30 kDa. Assim, é possivel que
na LPMO exista um ponto de clivagem sendo identificado por proteases durante a
traducdo na porcao C-terminal, onde esta a cauda de histidina.

Dessa forma, pode-se dizer que a técnica foi realizada corretamente, porém a
expressao das LPMOs selecionadas nao foi detectada, ou porque nao foram
expressas, ou, se expressas, nao foram secretadas. Wang (2014) ja demostrou que
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pode ocorrer degradacao de proteinas heterdlogas por proteases, o que afeta
consideravelmente a detec¢ao no Western Blot.

LPMO T. reesei Oh

LPMO T. reesei 96h
~ LPMO T. reesei Oh

LPMO T. reesei 96h

A - 75 kDa =>

S 25 kDa=>

Figura 6. SDS-PAGE e Western Blot de P. Pastoris 0 h e 96 h. Resultado da indugdo de P. Pastoris com o
gene modelo de LPMO proveniente de T. reesei.

llustragdo: Kelly Barreto Rodrigues.

Na Figura 6, observamos a LPMO modelo do fungo T. reesei expressa em P.
pastoris, em que podemos observar uma proteina com cerca de 75 kDa e é
possivel observar que a cauda de histidina na LPMO modelo esta presente.

Consideracgoes finais e perspectivas

Até o momento, foi possivel confirmar a expressao de uma LPMO modelo
previamente caracterizada do fungo T. reesei, utilizando o sistema de expressao
de P. pastoris.
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Embora a anadlise molecular de transformantes de P. pastoris contendo novos
genes de LPMOs selecionados de ascomicetos e basidiomicetos tenha confirmado
o padrao de bandas esperado, até o momento nao foi possivel confirmar se as
proteinas heterdlogas estao sendo expressas.

Novas tentativas serdo realizadas com algumas alteracdes nos protocolos
utilizados a fim de conseguir expressar as LPMOs recombinantes selecionadas.
Uma vez expressas, deverao ser feitos testes para determinacao da atividade
enzimatica, utilizando diferentes metodologias, tais como analise por
espectrometria de massas e ensaios colorimétricos de oxida¢do/reducao.
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