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Resumo

Acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 sdo moléculas presentes em 6leos que tém
fundamental importancia na manutencado da salde humana, e precisam ser ingeridos na
alimentacao. Atencao especial é dada aos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
(LCPUFAs) 6mega-3, como o acido eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico
(DHA), devido a sua influéncia na prevencao e modulacao de certas condi¢cbes patoldgicas,
como a obesidade e doencas cardiovasculares, e pela sua essencialidade no
desenvolvimento do cérebro e retina. A principal fonte desses LCPUFAs sdo peixes, em
especial os de dguas marinhas frias e profundas. Estudos tém mostrado que esses 6leos
presentes nos peixes provém da ingestao de organismos que constituem o zooplancton, os
gquais tém as microalgas produtoras de LCPUFAs como seu principal alimento. Dentre as
microalgas produtoras de altos perfis de EPA e DHA estao as diatomaceas, que, por esse
motivo, se destacam para o estudo da rota biossintética de acidos graxos poliinsaturados
6mega-3 como uma fonte de genes. Com o objetivo de gerar ferramentas moleculares para
engenharia genética de LCPUFAs em plantas, reportamos a clonagem e caracterizacdo do
gene codificador da enzima A6-dessaturase, a primeira enzima da rota metabdlica de

sintese de EPA e DHA, responsavel pela producéo do intermediario acido estearidénico. O
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gene da A6-dessaturase foi amplificado e isolado por PCR e RACE usando como template o
cDNA da microalga marinha Thalassiosira fluviatilis. O gene obtido contém uma ORF de
1458 nucleotideos, que codifica uma proteina putativa de 485 residuos de aminoacidos. A
proteina predita apresenta um dominio citocromo b5 assciado a extremidade N-terminal e
trés motivos histidina-box conservados como em outras dessaturases descritas,

apresentando também alta identidade com a A6-dessaturase de 7. pseudonana.



Abstract

Omega 3 polyunsaturated fatty acids are molecules found in oils that are of fundamental
importance in the maintenance of human health, and need to be consumed by the humans.
Special attention is given to the omega 3 long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAS), like
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), due to their influence in the
prevention and modulation of certain pathological conditions, like obesity and cardiovascular
diseases, and by their essentiality to brain and retina development. The main sources of
LCPUFAs are fishes, specially those of deep and cold marine waters. Several studies have
demonstrated that these oils found in the fishes come from their ingestion of zooplancton
organisms, which contain microalgae that produce large amounts of LCPUFAs. Among these
microalgae are those of the diatomacea family, which, due to this, are good candidates for the
study of the omega 3 biosynthetic pathway and corresponding genes. With the objective of
generating molecular tools for genetic engineering of LCPUFASs in plants, we report the cloning
and characterization of the gene encoding A6-desaturase, the first enzyme envolved in the
synthesis of EPA and DHA, responsible for the production of the intermediate stearidonic acid.
The gene of A6-desaturase was amplified and isolated using PCR and RACE approaches with
the microalga Thalassiosira fluviatilis cDNA as template. The gene cloned has an ORF of 1458
nucleotides, encoding a putative protein of 485 aminoacid residues. The predicted protein has a
cytochrome b5 domain fused at the N-terminal and three histidine-box conserved motifs as
described for other desaturases. The predicted protein has also high identity with the A6-

desaturase from T. pseudonana.



Introducéo

Os éacidos graxos poliinsaturados 6mega-3 sdo moléculas lipidicas presentes em 6leos que tém
fundamental importéancia na dieta humana exercendo grande papel na manutencédo da saude.
Dentre esses acidos graxos, destacam-se o acido eicosapentaendico (EPA — eicosapentaenoic
acid) e o acido docosahexaenéico (DHA — docosahexaenoic acid), também denominados
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFAs — long chain polyunsaturated fatty
acid).

A valorizagdo da importancia dos acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 na salde humana,
em especial EPA e DHA, tem crescido nos ultimos 20 anos. InUmeros trabalhos cientificos tém
constatado a influéncia destes 6leos na prevenc¢do e modulacéo de certas condi¢bes
patolégicas como a obesidade e doengas cardiovasculares e sua essencialidade no
desenvolvimento do cérebro e retina (SAYANOVA e NAPIER, 2004).

Seres humanos podem sintetizar tanto o 4cido EPA quanto o DHA a partir de ALA (acido alfa-
linolénico), através de uma série de dessaturacdes (adicdo de uma ligacédo dupla) e elongacdes
(adicdo de dois atomos de carbono), como mostrado na Figura 1. Entretanto o ALA n&do pode
ser sintetizado pelo organismo humano, por este motivo é considerado essencial e deve ser
suprido na alimentacédo (SAYANOVA e NAPIER, 2004).

( C18:2)LA » ALA(C18:3n3)

i

Ac. estearidénico(C18:4 n3)
Yia biossintética
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l
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|
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Figura 1. Esquema da rota metabdlica para biossintese de EPA e DHA .



A sintese de EPA e DHA em humanos, no entanto, é limitada. A proporcao de ALA em relacdo
ao acido linoléico (LA) na dieta, um acido graxo do tipo 8mega-6, gera esta deficiéncia, pois as
mesmas enzimas atuam sobre os dois tipos de substratos na producéo de seus derivados
(figura 1) (SCHMIDT, 2000).

A maior fonte de &cido alfa-linolénico, tipo 6mega-3, é a semente de linhaga (19,81g/100g) e
folhas de broécolis (0,10g/100g). Outras fontes sdo 6leos vegetais como o de canola
(6,789/1009) e de soja (5,72g/100g), nozes (8,829/100g) e vegetais de folhas verdes escuras
como espinafre (0,38g/100g), entretanto estes Ultimos contém maiores concentracdes de
6mega-6 do que émega-3, de acordo com a Tabela brasileira de composicdo de alimentos
(LIMA et al., 2006). Nessas plantas o LA é precursor de ALA.

Estima-se que a proporgéo de LA:ALA chega a patamares de 16:1, sendo que o ideal estimado

para a manutencao da saude do organismo é no maximo 6:1 (ECKERT et al., 2006).

Considerando essa competicdo LA versus ALA, o ideal para manter as quantidades ideais de
EPA e DHA no organismo é ingeri-los pré-formados. Sua fonte presente na alimentagéo
tradicional sdo peixes de aguas frias marinhas, como por exemplo: salméo, cavala, arenque,
anchovas, atum e sardinhas. Varios estudos prospectivos encontraram que o homem que
come peixe pelo menos uma vez por semana tem menor taxa de mortalidade por doencas da
artéria coronéria (DAC) comparado com homens que ndo comem peixe (KROMHOUT et al.,
1995).

Diante disto, a producao destes acidos graxos em alimentos tradicionais é um objetivo a ser
atingido e para isto a engenharia genética é uma ferramenta de grande auxilio, sendo portanto,
essencial o estudo e clonagem de genes de enzimas envolvidas na biossintese de EPA e DHA

a partir de organismos produtores de altos teores desses compostos.

Estudos tém mostrado que os 6leos 6mega-3 presentes nos peixes provém da ingestdo de
organismos que constituem o zooplancton, os quais tém as microalgas como seu principal
alimento (DERNER, 2005). Algumas microalgas, incluindo diatomaceas, acumulam grandes
quantidades de EPA e DHA em goticulas lipidicas contidas em seu citoplasma, e por esse

motivo destacam-se para o estudo gendmico de rotas biossintéticas destes compostos.

O presente trabalho teve como objetivo a clonagem e caracterizagdo do gene codificador da
enzima A6-dessaturase da microalga Talassiosira fluviatilis, a primeira enzima da rota

metabolica para sintese de EPA e DHA a partir de ALA.

Material e Métodos

Material biolégico
Uma cepa da diatomacea da espécie 7. fluviatilis foi gentilmente cedida pelo Professor Dr.
Roberto Bianchini Derner do laboratério de Camardes Marinhos — UFSC (Universidade

Federal de Santa Catarina).



Producdo do cDNA

O RNA total de cada cepa de 7. fluviatilis foi extraido utilizando-se o Concert Plant RNA
Reagent (Invitrogen) de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante. Os RNAs
mensageiros (MRNAs) poliadenilados foram isolados utilizando-se o Kit micro-FastTrack
mRNA isolation (Invitrogen) e usados na producao de bibliotecas de cDNAs segundo o
protocolo descrito no Kit Creator SMART c¢cDNA library da Clontech. Parte do cDNA obtido
durante a confeccao foi separado para ser usado como template na busca do gene da

delta-6-dessaturase por PCR.

Isolamento do gene da A6-dessaturase de T. fluviatilis (amplificacdo por PCR)

Para isolamento de fragmento do gene da A6-dessaturase de 7. fluviatilis foi utilizada a
técnica de PCR usando primers desenhados com base na seqiiéncia do gene da enzima A6-
dessaturase de 7. pseudonana (Tabela 1) e para isolamento das regides 3" e 5° do gene a

técnica de RACE (rapid amplified cDNA ends).

Tabela 1. Caracteristicas dos primers utilizados para isolar o gene da A6-dessaturase da
diatomacea Thalassiosira fluviatilis.

Primer Tamanho Sequéncia

D6desTpMF 24 5"-CGGGCCAAGCTTGTCATGATGGGG-3’
D6desTpMR 22 5"-CCGGAAGAGAGGACGAACATCC-3’
Tfdes3SRACE 26 5-TGGAATCTTCTGGGGAGACCTTATGC-3"
Tfdes5RACE 26 5"-CCTGAAACTTTGTGCCTGCTTCAGAC-3’
DES6-KPNSAL 24 5-CAGGTACCGTCGACATGGGAAAAG-3
DES6-BAM 26 5'-CTGGATCCTTACATGGCTGGGAAATC-3’

Para a reacdo de PCR foram utilizados aproximadamente 100 ng do cDNA molde (T.fluviatilis), 0,5
uL de dNTPs 20mM, 0,5 pL de cada primer a 20 yM, 2,5 Unidades de7aq polimerase (Phoneutria) e
seu respectivo tampéao e dgua MilliQ autoclavada, completando-se o sistema para um volume final de

25 pL. A reacdo procedeu-se em termociclador (Bio Rad) segundo o seguinte programa:

Ciclo 1- desnaturacao inicial: 94 °C - 5 minutos
Ciclo 2: 94 °C- 1 minuto para desnaturacao

Ciclo 3: X °C- 1 minuto para anelamento



Ciclo 4: 72 °C- 1 minuto para elongacao
Ciclo 5 - elongacao final: 72 °C - 5 minutos

Repeticao dos ciclos 2-4 por 30 vezes.

O fragmento amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% e corado
com brometo de etideo.

Para a técnica de 3" RACE, usou-se cDNA de 7. fluviatilis (sintetizado durante confeccéao
de uma biblioteca de cDNA) com regides conhecidas nas extremidades 3 e 5 (gracas ao

protocolo usado) e reagentes fornecidos pelo Kit Creator SMART cDNA library (figura 2).

Para amplificar a regido 5 ° do gene foi utilizada a técnica de RACE, usando o Kit

Marathon cDNA Amplification da Clontech.

Primers TfdesSRACE e TfdesbRACE (Tabela 1) correspondendo respectivamente as regioes
+223 a +248 e +378 a +404 do fragmento de 670 pb amplificado da A6-dessaturase
de T. fluviatilis foram desenhados no programa Primer3 (ROZEN e SKALETSKY, 2000) (Fig.
2a) para as amplificacdes das extremidades 3 e 5° do gene. Os primers foram
desenhados nessa regidao baseado na temperatura de anelamento de 68° C necesséria para

combinacao com os primers do Kit Creator SMART cDNA library.

Para amplificacdo da extremidade 3~ foram combinados os primers Tfdes3RACE e CDS

I11/3° PCR do Kit Creator SMART cDNA library (Fig. 2b).

Para amplificacdo da regido 5 do gene, foi utilizado o primer 5° RACE (AP1) do Kit
Marathon cDNA Amplification e o primer TfdesbRACE (Fig. 2c).

Para a clonagem do gene completo, foram desenhados primers para as extremidades 5° e
37, com base nas seqliéncias obtidas, e contendo sitios de restricdo para Sa/ | e Kpn | para

facilitar a clonagem em vetores de expressao.



FIGURA 2: ESQUEMA DA POSIGAO DOS PRIMERS

670pb
a — P
Tfdes3RACE TfdesS5RACE
Esperado >870pb
b XXXXXXXXpOliA 3°
Tfdes3RACE CDS 11113

Esperado ~770pb

C 5 XXXXXXXX XXX
_> 4—

AP1 TfdesSRACE

Figura 2. Esquema da estratégia usada para amplificacdo das extremidades 5 “e 3 do gene da A6-dessaturase de
acido graxo de Thalassiosira fluviatilis. A) Fragmento obtido na primeira amplificacdo com os primers D6desTpMF
e D6desTpMR, abaixo estdo indicados os primers que foram desenhados com base nessa sequéncia gerada. B)
Esquema para amplificacdo da regido 3 "do gene. C) Esquema para amplificacdo da regido 5 “do gene. As flechas
vermelhas indicam a orientacdo dos primers.

Clonagem e sequenciamento

Os fragmentos amplificados por PCR e apresentando o tamanho esperado foram extraidos

do gel utilizando-se o Kit PCR Clean-Up System — Wizard 5V Gel (Promega).

Os DNAs purificados foram inseridos no vetor TOPO TA 2.1 (Invitrogen), seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante. Os plasmideos recombinantes foram usados para
transformar células competentes de Escherichia coli XL-1 blue por meio de eletroporacao,
as quais foram plagueadas em meio LB-agar contendo ampicilina (100 pg/mL). Os clones
positivos foram selecionados por PCR usando os primers Tfdes3RACE e TfdesbRACE
(Tabela 1). O DNA plasmidial foi extraido para seqglienciamento usando primers M13
Forward e Reverse que tem complementaridade com seqiiéncias do vetor. Para as reacdes
de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye Terminator versao 3.1 (Applied Biosystem)
procedendo-se em equipamento automatico ABI 377 (Applied Biosistems).

As seqiiéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do GenBank, utilizando o
algoritmo tBLASTx (Altschul et al., 1997), e programa disponivel na pagina do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Com este algoritmo o programa realiza a traducao da

seqgliéncia buscada e verifica similaridade com sequéncias génicas traduzidas, depositadas

nesse banco de dados.



Andlise da seqiiéncia do gene da A6-dessaturase de T.fluviatilis

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas para gerar uma Unica seqléncia (contig) com o
auxilio do programa BioEdit (HALL, 1997). A seqliéncia consenso foi usada na busca de
homoélogos utilizando-se o BLASTX (ALTSCHUL et al., 1997), no banco de seqiiéncias
protéicas do GenBank (BENSON et al., 2002).

Para identificacdo dos motivos e dominios conservados, a seqiiéncia de residuos de
amino4cidos da A6-dessaturase foi alinhada com outras trés A6-dessaturases de

microalgas utilizando o programa ClustalW 1.81 e BioEdit.

Resultados e Discussao

Clonagem e sequenciamento do gene da A6-dessaturase de 7. fluviatilis

A reacado de PCR (temperatura de anelamento: 60° C) a partir do cDNA de 7. fluviatilis com
os primers D6desTpMF e D6desTpMR combinados resultou na amplificagcdo de um
fragmento de aproximadamente 700 pb (Figura 3), e como o esperado era de 668 pb, com

base na seqliiéncia do gene de 7. pseudonana, ele foi clonado e seqlenciado.

£50ph
650ph

Figura 3. Amplicon obtido por meio de PCR usando como molde o cDNA de 7. fluviatilis e primers desenhados
com base no gene da A6-dessaturase de 7. pseudonana, visualizado em gel de agarose 1% corado
com bometo de etideo.



O seqglienciamento mostrou tratar-se do fragmento de uma A6-dessaturase, cujo tamanho
exato é de 670 pb, conforme alinhamento com outras seqliéncias disponiveis no GenBank,

utilizando o programa BLAST.

A PCR com os primers Tfdes3RACE e CDS III/3° PCR (Figura 2b) gerou um fragmento de
1000 pb (ndo mostrado) e, como era esperado, baseado na seqiiéncia do gene da A6-
dessaturase de T. pseudonana, uma seqliéncia de mais de 870 pb. O fragmento foi
clonado e sequenciado. Andlise da sequéncia revelou uma regido génica de 870 pb e uma
regiao 3~ UTR (untranslated terminal region) de 122 pb mais 30 adeninas correspondendo

a cauda poliA.

A amplificacdo do cDNA com os primers 5~ RACE (AP1) do Kit Marathon e TfdesbRACE

para clonagem da regido 5 do gene resultou em uma seqiiéncia de 771 pb desde o ATG.

O gene completo foi amplificado utilizando-se os primers DES6-KPNSAL e DES6-BA. O

mesmo foi clonado no vetor pGEM-T easy (Promega), nos sitios de Kpn | e Sal I.

Utilizando as seqliéncias obtidas e com auxilio do programa BioEdit obteve-se um contig
exibindo a seqliéncia consenso completa do gene da A6-dessaturase. A andlise da
seqléncia nucleotidica do gene indicou a presenca de uma ORF de 1458 nucleotideos que

codifica uma proteina predita de 485 aminoacidos (Figura 4).

1 ggaaaaggaggagacgctagcatcccggccgcgaggtcaatce
G K 6 6 bAaA S I P A A R S I

46 gctttgaagtctaacgacaaagccgagaagtacacttgggcggag
AL K S N D K A E K Y T W A E

91 gtgaagaagcacattacccccgacgacgcttggatcecgtccatgcet
vV K K H I T p D D A W I V H A

136 aacaaggtctatgatgtttcaaactggcacgaccatcctggaggce
N K v Yy bV S N W H D H P G G

181 gctgtcatcttcactcacgctggagacgatatgacggatatcttt
AV I ¥ T H A G D D M T D I F

226 gctgccttccacgcacagggctctcaagccatgatgaagaaatte
A A F H A Q G S Q A M M K K F

271 tacatcggcgaccttatccccgagagcgtggagcataaggaccag
y I 6 D L I P E S V E H K D 0Q

316 agtcagctggattttgagaagggttaccgtgatttaagggcgaag
S ¢ L D F E K G Y R D L R A K

361 ttggtcatgatgggaatgttcaagagttctaagggttactacgcc
L v M M G M F K S S K G Y Y A

406 tacaaatgcaccttcaatatgtgcatgtggctcactgcggtagcce
Yy K ¢ T F N M C M W L T A V A

451 atggtgtactattcggatagttttgccgtgcacattggttcggcec
MV Yy Yy S D S F A V H I G S A

496 cttttgctcggactcttctggcagcaatgcggatggcttgceccat
L L L G L F W Q @ C G W L A H

541 gattttttgcgtcatcaggtgttcaagcaccgcaagtacggggac
D F L R H Q VvV F K H R K Y G D

586 ttggctggaatcttctggggagaccttatgcaaggattttcaatg
L A G I F W G D L M Q G F S M

631 caatggtggaaaaataagcacaacggacaccacgccgtgccaaac
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Figura 4. Sequéncia de nucleotideos e residuos de aminodcidos deduzidos do gene da A6-dessaturase de T.
fluviatilis. A localizacdo do cddon de iniciacdo da traducdo estéd indicada em verde (ATG), e o cédon de
terminacdo da traducdo é indicado pela seqtiéncia TAA (em rosa). Os aminoacidos deduzidos sdo designados por

Q W W K N K H N G H H A V P N
ttgcacaattcttcggttgacagtcaggatggagatcctgacatc
L H N S s vV D S Q D G D P D I
gacaccatgcccctcttagcatggtgtctgaagcaggcacaaagt
p T M P L L A W C L K Q A Q S
ttcagggaattaaacgccgatggaaaggatagcaccttcgtaaag
F R E L NA D G K D S T F V K
tacgcgatcaagtttcaggcatttacctacttccccattecttttg
Yy A I K F 0o A F T Y F P I L L
ctggcaagaatttcttggttgagagagtctttcaaaactgccttce
L AR I S W L R E S F K T A F
ggtctcggtgctgcttctgaaaatgccaagcttgagecttgagagg
G L G A A S E N A K L E L E R
cgggggttgcaataccccactcttgagcgttccggaattgegett
R 6 L 0 Y P T L E R S G I A L
cattacgcatggatgttcgtcctctcttctggcttcggaaggtte
H Y A W M F V L S S G F G R F
tctatcgcatattccatcatgtacttcatggtcgcaacttgctca
s I A Yy s I M Y F M V A T C S
tctggactcttcctggegttagtttteggtettggacacaacggt
s G L F L AL V F G L G H N G
atggcggtgtatgatgcaacaacccgaccagacttctggaaactc
M A V Y D A T T R P D F W K L
caagtaaccacaactcgaaacgttattggtggttatggaattcct
o v T T T R N V I G G Y G I P
cagttcttcgtcgattggttctgtggtggecctgcaataccaagtg
Q ¥F F V D W F C G G L Q Y Q V
gatcaccacctcttccccatgatgecctaggaacaatattgccaaa
D H H L F P M M P R N N I A K
tgccacaagctcgtcgagtcattctgcaaggagtggggagtcaag
c H K L VvV E S F C K E W G V K
tatcacgagactgacatgatcactggaacttgggaagttttaaag
Y H £ T D M I T G T W E VvV L K
caccttcaaaatgtttccgacgaattcttggtagaaatggtgaaa
H L ¢ N V S D E F L V E M V K
gatttcccagccatgtaa 1458

D F P A M *

uma letra, abaixo do seu respectivo cédon.

Andlise das sequéncias

A andlise por BLAST da seqliéncia da proteina da A6-dessaturase de 7. fluviatilis revelou
uma elevada identidade com proteinas A6-dessaturases de outros organismos. Os maiores
valores de identidade foram verificados entre as diatoméaceas 7. fluviatilis e T. pseudonana

(89%), seguida da diatomacea Phaeodactylum tricornutum (81%), microalga Glossomastix

chrysoplasta (66%) e da levedura Pythium irregulare (61%).

Com base no alinhamento da seqliéncia de aminoacidos da A6-dessaturase de 7. fluviatilis

com outras microalgas pode-se destacar:



- Uma regido préxima ao N-terminal contendo os aminoéacidos conservados HPGG (58 a 61

aa), caracteristica do dominio citocromo b5 fusionado a “front end” dessaturases de acidos

graxos poliinsaturados. (Fig. 5)

- Trés motivos histidina-box conservados (184 a 188; 218 a 224; 423 a 428)

caracteristicos de dessaturases (Fig. 5);

- O terceiro motivo histidina-box contém a substituicdo de uma histidina (H) por uma

glutamina (Q), no primeiro aminoacido do motivo conservado (Fig. b), caracteristico de

delta-6 dessaturases.
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DVSNWHDHPG GAVIFTHAGD DMTDIFAAFH AQGSQAMMKK FYIGDLIPES
DVSNWHEHPG GAVIFTHAGD DMTDIFAAFH APGSQSLMKK FYIGELLPET
DVSNWYDHPG GAVVFTHAGD DMTDIFAAFH AQGSQAMMKK FYIGDLIPES
DVSNYMDHPG GLVIFSHAGD DMTDVFAAFH PPSAFNFMDK FLIGVVDSKG
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VE---HKDQS QLDFEKGYRD LRAKLVMMGM FKSSKGYYAY KCTENMCMWL
TG---KEPQ- QIAFEKGYRD LRSKLIMMGM FKSNKWEYVY KCLSNMAIWA
VE---HKDQR QLDFEKGYRD LRAKLVMMGM FKSSKMYYAY KCSEFNMCMWL
SSPOQLOKDAS QASFEKAYRN LRVQLKKAGM FKASSLFYTY KVLSTLALCL
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TAVAMVYYSD SFAVHIGSAL LLGLFWQQCG WLAHDFLRHQ VFKHRKYGDL
AACALVFYSD RFWVHLASAV MLGTFFQQSG WLAHDFLHHQ VEFTKRKHGDL
VAVAMVYYSD SLAMHIGSAL LLGLFWQQCG WLAHDFLHHQ VFKQRKYGDL
VSWGLVLGSD HFGVHLVGAL FLALFWQQCG WLAHDFLHHQ VFQONRAHGDL
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210 220 230 240 250
AGIFWGDLMQ GFSMOWWKNK HNGHHAVPNL HNSSVDSQDG DPDIDTMPLL
GGLFWGNLMQ GYSVQWWKNK HNGHHAVPNL HCSSAVAQDG DPDIDTMPLL
VGIFWGDLMQ GEFSMOQWWKNK HNGHHAVPNL HNSSLDSQDG DPDIDTMPLL
AGIMIGNVWQ GFSVAWWKNK HNTHHSVPNL YESQPDAADG DPDIDTMPLL
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260 270 280 290 300
AWCLKQAQSFEF RELNADGKDS TEFVKYAIKFQ AFTYFPILLL ARISWLRESF
AWSVQQAQSY QELQADGKDS GLVKFMIRNQ SYFYFPILLL ARLSWLNESF
AWSLKQAQSFEF REINK-GKDS TFVKYAIKFQ AFTYFPILLL ARISWLNESF



Glossomastix AWSLRMAKN- —----—-—- ADN ALSRWEVSHQ AFCYFPILGL ARLSWLEGSFE

310 320 330 340 350
Thalassiosir KTAFGLGAAS ENAKLELERR GLQYPTLERS GIALHYAWMFE VLSSGFGRES
Phaeodactylu KCAFGLGAAS ENAALELKAK GLQYPLLEKA GILLHYAWML TVSSGFGREFS
Thalassiosir KTAFGLGAAS ENAKLELEKR GLQYPLLEKL GITLHYTWME VLSSGFGRWS
Glossomastix SEVESNPLAW KTKNLDVAKQ LVTNPLLEQA GLLVHYAWVE ALCACTG--S

360 370 380 390 400
Thalassiosir IAYSIMYFMV ATCSSGLFLA LVEFGLGHNGM AVYDATTRPD FWKLQVTTTR
Phaeodactylu FAYTAFYFLT ATASCGFLLA IVFGLGHNGM ATYNADARPD FWKLQOVTTTR
Thalassiosir LPYSIMYFFT ATCSSGLFLA LVFGLGHNGM SVYDATTRPD FWQLQVTTTR
Glossomastix LVRALAFFEFV ATCTSGLLLA IVFGLGHNGM ALYEANARPD FWKLQVTTTR

410 420 430 440 450
Thalassiosir NVIGGYGIPQ FFVDWFCGGL QYQVDHHLEFP MMPRNNIAKC HKLVESFCKE
Phaeodactylu NVTGGHGFPQ AFVDWFCGGL QYQVDHHLFEFP SLPRHNLAKT HALVESFCKE
Thalassiosir NIIGGHGIPQ FFVDWFCGGL QYQVDHHLEP MMPRNNIAKC HKLVESFCKE
Glossomastix NITG-—---- S PEVHWECGGL QFQVEHHLEFP SLPRHNLPRA HEIVTAFCKE

B L I e L e

460 470 480
Thalassiosir WGVKYHETDM ITGTWEVLKH LONVSDEFLV EMVKDEPAM
Phaeodactylu WGVQYHEADL VDGTMEVLHH LGSVAGEFVV DFVRDGPAM
Thalassiosir WGVKYHEADM WDGTVEVLQH LSKVSDDFLV EMVKDEPAM
Glossomastix QGVKYHEADL LTGTKEILSC LSEVT----T EFLDEFPAM

Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos de quatro delta-6-dessaturases de &acidos graxos de
microalgas (Thalassiosira fluviatilis, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira pseudonana e Glossomastix
chrysoplasta). A seqléncia HPGG, do citocromo b5 estd destacada em negrito. Os motivos histidina-box,
caracteristicos de dessaturases estdo destacados em vermelho.

A regido de leitura predita da proteina apresentou 2 dominios conservados putativos, o
citocromo bb e delta-6-dessaturase de acidos graxos, que sao caracteristicos de front-end
dessaturases (Figura 6). Além disso, na busca por dominios conservados, foi encontrado o

dominio de dessaturase de acido graxo comum a outras dessaturases de acidos graxos.
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Hulti-donainz FA_desaturase

Figura 6. Dominios conservados na seqliiéncia da A6-dessaturase de 7. fluviatilis obtidos quando alinhada a

seqléncia contra o banco de dados do NCBI (NATIONAL..., 2008).



Considerando a alta producao de LCPUFAs da microalga 7. fluviatilis e a alta identidade do
gene identificado com o gene da A6-dessaturase de 7. pseudonana, espera-se que o
mesmo gene seja funcional. A presenca dos motivos H-box conservados e do dominio
citocromo bs salienta a afirmacao, pois estes motivos sdo essenciais a funcao da proteina,
agindo cataliticamente e doando elétrons na reacao de dessaturacao respectivamente

(NATIONAL..., 2008).

Andlise filogenética da seqiiéncia protéica predita da A6-dessaturase de

T. fluviatilis

A arvore filogenética construida para o gene da A6-dessaturase de 7. fluviatilis (Figura 7)
apresentou dois grupos principais separados, | e Il, com um mesmo ancestral, Borago
officinalis.

O grupo | caracteriza-se por tratar-se de microrganismos e inclui 7. fluviatilis,T.
pseudonana, P. tricornutum, G. chrysoplasta, P. irregulare, Mortierella alpina e Mortierella
isabelina. O grupo Il formado por Marchantia polymorpha e Ceratodon purpureus
caracteriza-se por organismos macroscopicos, neste caso, musgos.

A microalga Ostreococcus tauri, diferente do esperado, ramificou como grupo separado,

que pode ser caracterizado como um taxon basal.
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Figura 7. Arvore filogenética para a proteina predita da A6-dessaturase de Thalassiosira fluviatilis. Os nimeros
indicam os valores de “bootstrap” de cada ramo.

A reconstrucao filogenética para o gene da A6-dessaturase de 7. fluviatilis com a A6-
dessaturase de outros eucariotos, no geral, apresentou resultados coerentes com o

esperado pela ordem taxondmica dos organismos analisados com excecao da ramificacao



da microalga O. tauri. Dois grupos foram separados e caracterizaram-se pela separacdo em

microrganismos e musgos.

Conclusao

Um gene da A6-dessaturase de acidos graxo da diatomacea 7. fluviatilis foi clonado e
caracterizado gerando uma ferramenta molecular de grande importancia para tentativas de
modificar as concentracdes de acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 em sementes de
plantas oleaginosas, aumentando as fontes alimentares dessas gorduras importantes para a

salide humana.
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