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RESUMO

A fermentacdo de xilose, o segundo agucar mais abundante em materiais
lignoceluldsicos, é uma etapa critica para viabilidade econdmica da producdo de etanol
de segunda geracdao. O presente trabalho descreve estratégias de modificagdo
genética e de adaptacdo metabdlica usadas na obtencdo da primeira linhagem
industrial de Saccharomyces cerevisiae recombinante desenvolvida no pais, capaz de
fermentar a xilose presente em hidrolisados lignoceluldsico, com via da xilose
isomerase integrada ao genoma. Como resultado, foi desenvolvida uma linhagem
recombinante robusta capaz de converter de forma eficiente ambos os acgucares, xilose
e a glicose, presentes no hidrolisado, obtendo-se alta concentragido de etanol, 46 g/L,
com producdo do xilitol < 0,15 g/L. Esta levedura diploide foi construida de forma a
estar adequada as condicdes de aplicacdo industrial, com a integracdo multipla do
gene XylA de Piromyces sp., interrupc¢ao das duas cépias do gene da aldose redutase
endoégena (GRE3) com copias extras do gene codificador da xiluloquinase
(XKS1::Agre3), e remocdo de todas as marcas de selecdo dominantes. A linhagem se
mostrou capaz de converter a xilose presente no hidrolisado com os melhores
rendimentos ja relatados, Y,/s=0,48 g de etanol/g de xilose, em escala de bancada de
1L, com alta tolerancia a inibidores (4,6 g/L acido acético). E comprovou o papel da
adaptacdo metabdlica no ajuste metabdlico para a melhora na utilizacdo da xilose.
Além dessa abordagem, o presente trabalho também trouxe o ineditismo de
desenvolver, por meio de desenho racional, um transportador Hxt3 enddégeno com a
mutacdo T210V capaz de transportar xilose. O papel da alteracdo deste residuo e seu
equivalente homélogo se mostrou uma caracteristica conservada entre Hxt3 e Hxt5. O
transportador Hxt3 mutante foi capaz de restaurar o crescimento de levedura hxt-null
(EBY.VW4000) em xilose permitido um maior crescimento em compara¢cdo com 0s
demais transportadores testados. Por fim, foram indicados novos potenciais
transportadores derivados de Hxt3, Hxt5 e Hxt7 evoluidos em xilose que mostram uma
melhora no crescimento e consumo de agucares pela levedura hxt-null, expressando
individualmente cada permease. A combinacdo das duas abordagens desenvolvidas
aqui pode ser o caminho para o aumento da produtividade das futuras fermentacdes

industriais para producao de etanol de lignocelulose.



ABSTRACT

Xylose is the second most abundant sugar in lignocellulosic materials and improved
fermentation of this pentose is a crucial step for cost-effective cellulosic ethanol
production. With this goal, we describe in this work rational metabolic engineering and
evolutionary strategies in order to obtain the first Brazilian recombinant industrial
Saccharomyces cerevisiae strain capable of efficient xylose fermentation. The genetic
modifications included the integration of multiple copies of the Piromyces sp. xylose
isomerase gene (XylA) and the disruption of both copies of endogenous GRE3 (aldose
reductase) with the yeast xylulokinase (XKS1::Agre3). All dominant markers were
excised by using Cre recombinase. The resulting recombinant strain efficiently converts
xylose and glucose sugars present in lignocellulosic hydrolysate to high ethanol titer
(46 g/L), low xylitol (<0,15 g/L) and was able to convert hydrolysate xylose to ethanol
with a yield of 0.49 g ethanol/g xylose (the highest yield reported to date) even at high
inhibitor concentration (4,6 g/L acetic acid). Evolutionary engineering of the
recombinant strain proved to be essential to improve xylose utilization. We also
introduced a mutation (T210V) in the HXT3 hexose transporter, which enabled it to
transport xylose, an unprecedented result. Rational design showed a conserved effect
in both Hxt3 and Hxt5. The mutated Hxt3 transporter restored growth on xylose in an
hxt-null strain (EBY.VW.4000) with enhanced growth compared to other endogenous
hexose transporters tested. By using xylose evolution, we obtained potential new
evolved Hxt3, Hxt5 and Hxt7 transporters that allowed improved growth on xylose by
the hxt-null strain expressing each permease individually. The combination of the two
approaches described in this work should pave the way for higher productivity of

second generation lignocellulosic fermentation.
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1. Introdugao

1.1 Cenario Energético mundial

A demanda mundial por energia continua crescendo rapidamente ao longo dos
ultimos anos, em grande parte pelo acentuado crescimento da populacdo global e a
industrializacao dos paises em desenvolvimento. A matriz energética mundial é baseada
em combustiveis fosseis, sendo 32,4% de petrdleo, 27,3% de carvao mineral, 21,4% de
gas natural e apenas 10,0% de biomassa renovavel (IEA, 2012). Os biocombustiveis,
como o biodiesel e o etanol, representam 4,9% do consumo global de combustiveis (IEA,

2012)

O consumo exagerado de combustiveis fésseis ao longo dos anos, especialmente
em nucleos urbanos, vem acumulando altos niveis de poluicdo e gases de efeito estufa
(GEE) na atmosfera. Associado aos impactos ambientais do uso dos combustiveis
fésseis, como o aumento na temperatura global e as mudancas climaticas associadas ao
acumulo de CO,; e GEE, estdo as questdes politicas e sociais da distribuicdo das reservas

de petrdleo remanescentes (Dashtban et al., 2009).

Este cenario abre perspectivas para o crescimento do uso de tecnologias de
conversao de biomassas renovaveis em quimicos, biocombustiveis, energia térmica e
elétrica, no conceito de biorrefinaria (Pereira Jr et al., 2008). Além do estimulo pela
conscientizacdo ambiental do uso de fontes renovaveis, acordos governamentais
estabelecem metas de longo prazo para a insercdo crescente dos biocombustiveis na
matriz de combustiveis. Como exemplo desses acordos, a Unido Europeia, em resposta a
Diretiva Europeia sobre Energias Renovaveis, espera ter 10% de sua frota movida a

combustiveis renovaveis em 2020, dos quais 5,6% seriam de etanol (EU, 2009).

Atualmente, o etanol, o biodiesel e o biogds ja fazem parte da matriz energética
nacional — o primeiro chegou a ser responsavel por mais de 40% do combustivel da frota
gue circulava no pais em 2009 (Jank & Nappo, 2009). O Brasil se destaca no cenario
mundial como o segundo maior produtor de etanol, a partir de um processo com

balanco positivo em créditos de carbono quando comparado ao etanol de milho
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(Macedo et al., 2008), com reducdo de 61% na emissdao de GEE quando comparada a

gasolina (EPA, 2010)

A producdo de etanol no Brasil na safra de 2014/2015 atingiu 28,66 bilhdes de
litros e se estima o processamento de 655,16 milhGes de toneladas (t) de cana de agucar
na safra atual (2015/2016), o que levaria a uma produgdo 0,5% menor que na safra
anterior (CONAB, 2016). A expectativa do setor é de que esta produgdo continue
crescendo, aonde se espera em 2020 chegar a exportar mais de 20% da producdo

nacional (COGEN, 2009).

O etanol obtido pela fermentacdo do caldo de cana de acgucar, do amido do
milho, do trigo, da beterraba, ou de qualquer substrato nos quais os agucares sao
facilmente extraidos, é considerado como de primeira geracdo (Gray et al., 2006). Os
processos de primeira geragdo ja sdao considerados processos industriais maduros, de
baixo risco. Entretanto, tomando-se como base o processo de etanol brasileiro, a partir
da cana de agucar, de toda a biomassa produzida apenas 1/3, corresponde a fragdo que
é convertida no processo a etanol, restando 2/3 correspondendo a um residuo, formado

principalmente por bagaco e palha (Nandy et al., 2002).

A usina de etanol pode ser considerada uma biorrefinaria, uma vez que, além do
etanol, gera uma gama de bioprodutos. Para 1 tonelada de cana processada, 100 a 150
kg de acgucar refinado, 70-90 L de etanol, 300 kg de baga¢o e 980 L de vinhoto s3o
gerados (Nandy et al., 2002). Este ultimo, para o qual ndo hd mercado formado, é usado
para fertirrigacdo das prdprias lavouras de cana e parte usada para producao de biogas
(Bai et al., 2008). Estima-se que 80-90% do bagaco produzido atualmente seja usado
para cogeracao de energia elétrica pela queima do bagaco, tornando a unidade
autossuficiente, e deixando um residual de 10-20% que poderia ser aplicado para outras
tecnologias. Além dos produtos citados, a partir da fermentacdo ainda se aproveita o
excedente de leveduras e o CO,. O primeiro entra no mercado da industria alimenticia
ou para racdo animal devido ao seu alto conteudo proteico. Ja o gés carbbnico, que nas
usinas mais novas é capturado, é valorizado pela industria de refrigerantes e produtos

guimicos (Rodrigues, 2011).
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O bagaco da cana, assim como a palha da cana, do milho e do trigo, residuos ndo
aproveitados para o etanol de primeira geracdo, sdo materiais lignoceluldsicos
compostos essencialmente de celulose, hemicelulose e lignina. Os dois primeiros sdo
polimeros de acgucares, no caso da celulose, composto de mon6meros de D-glicose
ligados por ligagGes B-1-4 glicosidicas (CARPITA, 1996), e no caso da hemicelulose, um
heteropolimero, principalmente composto de D-xilose, um agucar de 5 carbonos (Lee,
1997). As tecnologias de producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos
agroindustriais tém como objetivo a liberacdo desses mondmeros, e a utilizagdo dos

mesmos na fermentacdo a etanol.

1.2 Etanol de Lignocelulose

O Brasil possui uma diversificada gama de biomassa residual de composicdo
lignoceluldsica, tendo o bagaco de cana de aglcar como o mais representativo, ndo sé
pelas quantidades geradas, como pela facilidade logistica. O bagaco de cana de acucar ja
se encontra acumulado na prépria instalacdo industrial e o etanol de segunda geracao
poderia se beneficiar da mesma rede de distribuicdo de produto do etanol da 12
geracao. Logo, a disponibilidade deste residuo nas usinas, o coloca como uma excelente
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis e bioprodutos de segunda geracao

(Pereira Jr. et al., 2008).

De acordo com a composicao dos residuos lignoceluldsicos apresentados na
tabela 1, observa-se o grande potencial de conversdo destes materiais em seus
respectivos agucares, uma vez que mais de 50% da composi¢ao dos mesmos poderia em

teoria ser convertidos a acucares e fermentados a etanol (Pereira Jr. et al., 2008).

Tabela 1: Composi¢ao quimica dos residuos lignoceluldsicos.

CELULOSE | HEMICELULOSE | LIGNINA | PROTEINA | CINZAS
(%) (%) (%) (%) (%)
Bagaco de cana de agucar 30-36 28-30 18,4 3 2,4
Palha de arroz 32-47 19-27 5-24 - 12,4
Palha de trigo 35-47 2-30 8-15 3,1 10,1
Palha de milho 42,6 21,6 8,2 51 4,3

Fonte: Sarkar et al. 2012
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O processo de conversdo dos componentes lignoceluldsicos dessas biomassas
residuais, majoritariamente glicose e xilose, requer uma etapa de desestruturacdo da
fibra, pré-tratamento, aliado ao uso de enzimas celuloliticas. De acordo com o pré-
tratamento escolhido, por exemplo, a hidrélise acida diluida, é possivel se recuperar
uma corrente rica em xilose, sem a necessidade da adicdao de enzimas xilanasicas,
requerendo apenas o uso de celulases para a hidrdlise da celulose em glicose (Pereira Jr.

et al., 2008).

As tecnologias de pré-tratamento foram extensivamente estudadas nas ultimas 3
décadas, incluindo processos fisicos, fisico-quimicos e bioldgicos (Sun & Cheng, 2002;
Pereira Jr. et al., 2008). A maioria dos processos em escalonamento hoje no mundo,
para as tecnologias de etanol de segunda geracao, contempla etapas de pré-tratamento
fisico e/ou fisico-quimicos, gerando correntes de xilose que podem ou ndo estar
associadas a correntes ricas em glicose. Porém, um dos gargalos a ser vencido na
fermentacdo desses hidrolisados é a formacdao de inibidores gerados durantes estes
processos termicamente ou quimicamente intensos. Dependendo da severidade do pré-
tratamento, tem-se a formacdo de acido acético, 2-furaldeido (furfural), 5-
hidroximetilfurfural (HMF), e compostos fendlicos, derivados da degradacdo da
hemicelulose, xilose, glicose e da lignina, respectivamente. A proporcao destes
componentes varia de acordo com o processo de pré-tratamento escolhido, e suas
concentracdes no hidrolisado podem inibir o processo fermentativo (Hah-Hagerdal et

al., 2007; Almeida et al. 2011; Ask et al., 2013).

1.2.1 Rotas biotecnolégicas para produgio de etanol 2G

Virias rotas biotecnoldgica para producdo de etanol a partir de residuos
lignoceluldsicas vém sendo estudadas hoje no mundo, as 5 principais estratégias de
processo estdo esquematizadas na figura 1, sendo elas: 1) sacarificacdo e fermentacao
separadas (SHF), 2) sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), 3) sacarificacdo e
cofermentacdo (SCF), 4) sacarificacdo e cofermentacdo simultaneas, e 5) bioprocesso

consolidado (CPB) (Laluce et al., 2012)
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Figura 1: Diferentes estratégias de processo para etanol de segunda geragao.
Destacado em vermelho a etapa de cofermentacao.

No SHF, as etapas de sacarificacdo e fermentacdo ocorrem em reatores
diferentes o que permite a realizacdo de cada etapa em suas condi¢cbes otimas, por
exemplo, de temperatura. Por outro lado, apresentam um custo de capital superior pela
menor integracdo das etapas e pode levar a inibicdo das enzimas pelo substrato
formado na etapa de hidrélise. Além disso, a contaminagdo por outros micro-
organismos é facilitada uma vez que o processo é lento, levando por vezes mais de um

dia, e gera uma soluc¢do acucarada rica em glicose (McMillan et al., 2004).

No SSF, ha a integracdao das etapas de sacarificacdo a de fermentacdo, o que
reduz o risco de contaminagdo uma vez que o acucar livre no meio é proximo a zero,
pelo consumo imediato do acgucar formado pelo micro-organismo. Isso também
mantém as enzimas desreprimidas. Além deste fator, a presenca de etanol sendo
produzido no meio também protege da contaminacdo (McMillan et al., 2004). Porém,

como geralmente a temperatura 6tima de fermentacdo ndo corresponde a mesma
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temperatura 6tima para atuacdo das enzimas, a taxa de hidrdlise enzimatica pode ser

prejudicada, por ndo estar na temperatura étima.

No SSCF, tem-se a sacarificagdo e a fermentacdao das duas correntes de aglcar
ocorrendo no mesmo reator, o que implica na utilizacdo de um micro-organismo que
possa cofermentar (consumindo tanto acgucares C5, quanto C6). O maior nivel de
integracdo reduz os custos de capital e simplifica o processo (Teixeira et al., 2000;
McMillan et al., 2004). Como variacdo deste processo, ha a possibilidade da
cofermentacdo ocorrer separada da sacarificagdo, como no SHF, porém com a
fermentacdo conjunta das duas correntes (SCF). Essa variacdo permite a integracao da
etapa de fermentacao, utilizando um micro-organismo capaz de fermentar agucares C5

e C6, entretanto permite também a sacarificacdo nas condicdes étimas da enzima.

Por fim, o processo mais integrado e biotecnologicamente mais longe de se
obter alta produtividade e escalonamento até momento, é o bioprocesso consolidado,
no qual, o micro-organismo além de produzir as enzimas responsaveis pela sacarificacao
da biomassa, simultaneamente ocorre o processo de sacarificacdo e co-fermentacdo
(Laluce et al., 2012). Estratégias intermedidrias nesta direcao estdo sendo
desenvolvidas, com a expressao de celulases em leveduras (Fugita et al.,2004, Den Haan
et al.,2006; Amorim, 2013, revisado recentemente por Kricka et al., 2014). Como prova
de conceito, comprovou-se a possibilidade da cofermentacao da xilose e celobiose em S.
cerevisiae geneticamente modificada (com via para consumo de xilose), com a
expressao de um transportador de celobiose e expressdo intracelular da enzima B-
glicosidase, que quebra este acucar intermediario da sacarificacdo da fibra celuldsica em
glicose (Ha et al.,2010). Desta forma, com a quebra da celobiose em glicose ocorrendo
apenas dentro da célula, ndo ha competicdo entre glicose e xilose pela entrada na

célula, o que facilita a assimilacdo da xilose pela levedura (Ha et al., 2010).

Para a viabilidade econémica da producado de etanol de 22 geracdo é essencial o
aproveitamento das pentoses existentes na biomassa (Weber et al., 2010). Em todas as
estratégias citadas, para o aproveitamento integral dos aclcares gerados, precisa-se de
um micro-organismo robusto capaz de fermentar a corrente de xilose, estando ela

associada ou ndo a uma corrente rica em glicose.
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Embora quase todas as bactérias e alguns fungos, como Scheffersomyces stipitis
(Pichia stipitis), Pachysolen tannophilus, Candida shehatae e Kluyveromyces marxianus,
Clostridium sp, Bacillus macerans, Thermoanaerobacter ethanolicus, Monilia sp.,
Neocallimastix sp., Trichoderma reesei e Fusarium oxysporum, Spathaspora
passalidarum, sejam capazes de crescer em xilose, ndo sao adequados a produgao
industrial, embora alguns sejam capazes de realizar o bioprocesso consolidado (CPB).
Esses micro-organismos apresentam baixas taxas de produtividade, ou a producdo
concomitante de outros supbrodutos, ou ainda requerem condi¢Oes estritas de aeragdo
gue sdo dificeis de controlar na escala industrial (Teunissen et al., 1991 apud Boles &
Wiedemann, 2009; Laluce et al., 2012, Su et al., 2013). Por outro lado, a levedura
Saccharomyces cerevisiae é uma excelente produtora de etanol, muito empregada na
industria fermentativa, por ter alta produtividade, robustez e estar bem adaptada as
variacoes dos ambientes industriais (Della-Bianca & Gombert, 2013). Entretanto, é
incapaz de fermentar xilose eficientemente (Hahn-Hagerdal et al., 1994; Matsushika et
al., 2009). Nas ultimas décadas, esta levedura foi alvo para diferentes estratégias de
engenharia genética de forma a permitir a fermentacdo de xilose por esta levedura
(revisado por Van Vleet & Jeffries, 2009; Cai et al., 2012; Kim et al., 2013; Moysés et al.,
2016 e Zhao et al., 2016)

1.3 Leveduras Industriais

A levedura S. cerevisiae vem sendo utilizada pelo homem em diversos processos
biotecnoldgicos ao longo de muitos séculos. Essa “domesticacdo” fez desse micro-
organismo um dos mais importantes modelos de estudos genéticos e bioquimicos,
tornando-se um dos sistemas eucaridticos mais conhecidos (Braus, 1991; Nevoigt, 2008,
Feldmann, 2010). O conhecimento fundamental da fisiologia de S. cerevisiae resultou
em um nuUmero extraordindrio de linhagens de laboratério, derivadas por selecao,
mutacdo ou manipulacdo genética (Ostergaard et al., 2000; Nevoigt, 2008). Por outro
lado, sua ampla aplicacdao industrial ao longo de décadas levou a sele¢do de linhagens
mais resistentes a diversas condi¢cdes ambientais como pressdo osmética, variacbes de

pH, altas concentracbes de etanol, contaminagdes microbianas, variacdes de



Introdugdo

temperatura, presenca de inibidores, e até mesmo a pressdao a qual é submetida pela
altura das dornas de fermentacdo industrial (Zaldivar et al., 2002; Silva-Filho et al., 2005;
Basso et al., 2008, Della-Bianca & Gombert, 2013). Apesar do intenso uso de linhagens
laboratoriais como modelos para testes de conceito devido a facilidade de sua
manipulagcdo genética (Nevoigt, 2008), sua aplicacdo industrial é, porém, limitada uma
vez que estas cepas perderam as caracteristicas que conferem robustez, fundamentais
para a persisténcia nos ambientes industriais (Wheals, et al., 1999; Zaldivar et al., 2002;

Della-Bianca & Gombert, 2013).

Apesar das vantagens das leveduras industriais, que as tornam modelos ideais
para a manipulacdo genética para aplicacdo em novos processos biotecnolégicos em
escala industrial, elas sdo geneticamente mais complexas. O longo processo de selecdo
no ambiente industrial foi provavelmente responsdvel pela alta complexidade genética
destas linhagens, que muitas vezes sdao poliploides, caracteristica que dificulta sua
manipulacdo genética (Gueiros, 2006; Lucena et al., 2007; Carreto et al., 2008). A partir
do sequenciamento de leveduras industriais brasileiras (Argueso et al., 2009; Babrzadeh
et al., 2012), foram observados diversos polimorfismos e alta heterozigozidade quando
comparadas as linhagens de laboratdrio para as quais foram direcionados os esfor¢os de

desenvolvimento das principais ferramentas de manipulacdo genética.

Frente ao desafio de se manipular geneticamente leveduras industriais, Reis
(2012) abriu caminho para a compreensado da complexidade genética da linhagem JP1,
uma levedura da industria canavieira da Regidao Nordeste (Silva-Filho at al., 2005). Neste
trabalho, foram construidas ferramentas genéticas para a modificacdo desta levedura,
gque se mostrou diploide e homotadlica. Foi desenvolvida uma linhagem de JP1
auxotréfica para uracila (duplo mutante ura3), e a construcdo de vetores para remocdo
de marcas dominantes com o sistema Cre-loxP, que se mostrou funcional em JP1 (Reis

etal., 2012b).

Hoje, algumas ferramentas moleculares estdo disponiveis para a manipulacdo de
leveduras industriais (Takahashi et al., 2003; Schuller & Casal, 2005; Borges, 2009 e Reis,
2012), como vetores para integracdao em multiplas copias em regides delta (6) (Borges,

2009) e estratégias de recombinacdo baseadas no sistema Cre-loxP (Guldener, 1996),
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gue permitem a integracdo ectdpica nas sequéncias repetitivas TYS e a reciclagem de
marcas dominantes, respectivamente. As regidoes 6 sdao sequéncias de aproximadamente
50 pb amplamente espalhadas ao longo do genoma da levedura como resultado da
movimentacdo de transposons tipo Tyl (Feldman, 2010). Por ndo serem essenciais, sdo

6timos alvos para eventos de integracao em multiplas cépias.

S. cerevisiae possui status GRAS. Por questdes de biosseguranga, para aplicagao
em grande escala de uma levedura geneticamente modificada de classe de risco 1,
como é o caso de S. cerevisiae, é interessante que a mesma ndo possua marcas

dominantes e a capacidade de transferir os genes heterdlogos para linhagens selvagens.

Recentemente, a CTNBio, liberou a utilizacdo de uma levedura geneticamente
modificada (OGM) para producdo industrial de etanol, para a empresa BioCelere (Diario
Oficial de 11 de dezembro de 2013, parecer 3877/2013). Esta foi a primeira levedura
autorizada no pais para a producdo de etanol de segunda geracdo em grande escala.
Curiosamente, a linhagem em questdo, foi desenvolvida pela DSM (uma empresa de
origem holandesa), porém, seu desenvolvimento foi descrito por Kyuper et al. (2005b),
sendo portanto, uma linhagem de laboratério, derivada de CEN.PK102-3A com o
gendtipo MATa/MATa (diploide, oriunda de hibridizacdo com ela mesma, nao
esporulante) (ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3D::hphMX pUGPTPI-TKL1
pPUGPTPIRPE1 KanloxP-PTPI::(-40,-1)RKI1 {pAKX002,p415ADHXKS}). Logo, o Unico gene
desta levedura que é heterdlogo é o codificador da xilose isomerase (XylA), oriundo do
fungo ndo patogénico Piromyces sp., as demais construgdes foram para aumento da
expressao dos genes naturais de levedura XKS1, TAL1, TKL1, RPE1 e RKI1 e delecdo do
gene GRE3. De acordo com o relatdrio apresentado a CTNBio (disponivel no site da
CTNBio), esta levedura foi submetida a diferentes estratégias de evolucdo, para
tolerancia a acido acético e inibidores do hidrolisado, porém ndo ha informacgdes do
desempenho desta linhagem em hidrolisado na literatura. Entretanto, ela abre
precedente a que novas linhagens, como a que foi desenvolvida no presente trabalho,

mais rapidamente sejam autorizadas para uso comercial.

Dentro deste aspecto, uma estratégia de remocdo de marcas de selecdo

dominantes (resisténcia a drogas) amplamente utilizada em S. cerevisiae é o sistema
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baseado na ac¢do da recombinase Cre (sistema Cre-loxP), usado para remover marcas

flanqueadas por sitios loxP (Carter & Delneri, 2010).

A sequéncia loxP (ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT) é encontrada
no sitio lox do genoma do bacteriéfago P1. Essa sequéncia é formada por dois
palindromos invertidos de 13 pb e uma sequéncia central de 8 pb, totalizando 34 pb. As
duas sequéncias palindromicas sdo sitios de ligacdo para a enzima recombinase Cre
enquanto que os 8 pb centrais funcionam como espacador e direcionam a sequéncia.
Duas sequéncias que estejam orientadas na mesma direcdo ao serem recombinadas
produzem um sitio Unico de loxP com liberacdo do fragmento interno entre elas

(esquema na figura 2, Sauer, 1996; Carter & Delneri, 2010).

A recombinase Cre proporciona a excisdo por recombinacdo sitio-especifica. A
vantagem desse sistema é que varios eventos de excisdo podem ocorrer
simultaneamente apds a inducdo da expressdo da recombinase, entretanto, a presenca
de multiplos sitios préximos pode levar a delecdo de regides indesejadas (Sauer, 1996;
Carter & Delneri, 2010). A levedura EBY.VW4000, teve 18 transportadores de hexoses
nocauteados através de delecbes sequenciais usando o sistema Cre-lox (Wieczorke et
al.,1999), entretanto, recentemente, com o sequenciamento desta levedura que vem
amplamente sendo usada para estudo de transportadores, constataram que houve
varios eventos de recombinac¢do, inclusive com perda de bracos cromossémicos e

grandes delecdes (Solis-Escalante et al., 2015)
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Figura 2: Esquema simplificado do Sistema cre-lox em leveduras.

Outro aspecto relevante na modificacdo genética das leveduras industriais para
aplicacdo em grande escala nos processos biotecnoldgicos é a estabilidade das
modificagdes. Reis (2012) construiu a primeira cepa de JP1 geneticamente modificada
para utilizacdo de xilose na qual os genes responsaveis por conferir este fendtipo estao
sendo expressos a partir de vetores epissomais que, a longo prazo e em larga escala,
poderiam ser perdido da popula¢cdo. Além disso, ha a possibilidade de transferéncia
horizontal desses vetores que, somados a existéncia de marcas dominantes, tornam
esta levedura ainda ndao adequada para uma aplicagdo industrial. A integracao dos genes
e a remog¢ao das marcas de sele¢ao sdo aspectos fundamentais para aplicagdo industrial

em larga escala e foram objetivos do presente trabalho.

1.4 Fermentagao de xilose por Saccharomyces cerevisiae

Muitos esforcos tém sido feitos para se obter linhagens de S. cerevisiage que
possam cofermentar todos os aglcares existentes na biomassa lignocelulésica. A partir
da década de 90, diversos grupos investiram na engenharia metabdlica de S. cerevisiae
mostrando a viabilidade de introduzir uma via metabdlica para xilose em S. cerevisiae

interligada com a via das pentoses fosfato (PPP) (Ho & Brainard, 1998; Jeffries, 2006).
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Como S. cerevisiae é capaz de metabolizar xilulose a etanol através da ligacdo da via PPP

com a via glicolitica Embden-Meyerhof, duas estratégias foram abordadas (figura 3):

1) introducdo das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH)

presentes na via de metabolismo de xilose em S. stipitis (P. stipitis) e em outras

leveduras.

2) introducgao da enzima xilose isomerase (XI) presentes em procariotos e nos

fungos Piromyces sp. e Orpinomyces sp. (Harhangi et al., 2003; Madhavan et al., 2008).

Glicose Xilose
Glicose ) GR) ilitol -
Bacteriana Xilitol : S. stipitis
I ou Pirom yces sp H :
" Glicose 6-F Kilulose
£ XK
: |
o
5 I v
E Frutose 6-P_ Xilulose 5-P < * Ribulose 5-P <« » Ribose 5-F
o 1
)
8}
v ¥
E Gl iceralt‘:lreido-S-P Sedoh?pt alose 7-P
5 Dihidroxiacetona-p <+ Gliceraldeido-3-P_
= Y_ ,/l Transaldolase
v v
..p. Frutose 6-P Eritrose 4-P
Glicerol Fosfoenolpiruvato ) : 4
I .| bue Frutose 6-P -
Piruvato A .
Gliceraldeido-3-P «—
I Via das Pentoses fosfato [PPP)
Acetato , Acetaldeido .52 , Etanal

Figura 3: Resumo das vias de utilizagdo de xilose para etanol por S. cerevisiae

geneticamente modificada.

Xl=xilose Isomerase,

XK=xiluloquinase,

XR=xilose redutase,

XDH=xilitol desidrogenase e HXT=transportador de hexose da familia Hxt.
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A XR e a XDH sdo oxidorredutases e tém especificidade por diferentes cofatores
(NADPH e NAD") que precisam ser regenerados para manter o balanco redox na célula
(figura 3). A levedura S. stipitis, por exemplo, depende de pequenas quantidades de
oxigénio para recuperar o equilibrio redox e poder eficientemente fermentar xilose por
essa via (Van Djken et al., 1986; Pereira Jr et al., 2008; Nevoigt, 2008;). A utilizagdo
desses genes em S. cerevisiae ndo foi suficiente para permitir a eficiente fermentagao da
xilose em anaerobiose, acumulando grandes quantidades de xilitol (Kotter et al., 1990

apud Brat et al., 2009; Kotter & ciriacy 1993; Ho & Brainard, 1998; Eliasson et al., 2001).

A estratégia de introducdo da Xl| de origem bacteriana ou de Piromyces sp. se
mostrou mais independente das condi¢cdes aeragdao, uma vez que esta enzima nado
depende de cofatores (Kuyper et al., 2003; Van Maris et al., 2007). A XI é uma enzima
dependente cations divalentes, como Co®*, Mn% ou Mg2+, dependendo de sua origem,

mas que facilmente sdo encontrados no citoplasma (Van Maris et al., 2007).

Ambas as estratégias foram capazes de gerar leveduras que metabolizam e
crescem bem em xilose como Unica fonte de carbono e sdo capazes de fermentar xilose
a etanol. Mas apesar dos varios esforcos, ainda ndao foram desenvolvidas linhagens

capazes de converter xilose a etanol tao eficientemente como convertem glicose.

Trabalhos como os de Kuyper et al. (2005) e Sonderegger & Sauer (2003)
mostram a importancia da evolucdao metabdlica e o papel da modificacdo de alguns
outros genes do metabolismo, para aumento da eficiéncia de utilizacdo de xilose. A
introducdao da Xl sem a etapa de evolucao metabdlica gera uma levedura com menor
capacidade de fermentar xilose quando comparada com a via XR/XDH (Bettiga et al.,

2008)

Viarios estudos foram realizados envolvendo a superexpressao do gene
codificador da XK, de genes envolvidos na via das PPP e delecdo do gene GRE3, que
codifica uma aldose redutase que desvia a via de xilose para formacdo de xilitol (Van
Maris et al., 2007). A superexpressdao do gene da XK se mostrou positiva no aumento do
fluxo metabdlico de xilose, aumentando a formacdo de etanol (Ho & Brainard, 1998;

Wahlbom et al., 2003a). Em 2001, Traff et al. confirmaram a reducdo de xilitol e melhora
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do fluxo de xilulose para o metabolismo central, pela combinacdo da delecdo de GRE3 e

super expressao de XK em uma cepa com Xl bacteriana.

O gene GRE3 de S. cerevisiae, presente no cromossom VI, codifica uma aldose
redutase dependente de NADPH, que pode atuar com uma XR (figura 3), levando a
xilose presente no citoplasma a xilitol (Traff et al., 2001). Inclusive, quando
superexpresso, em conjunto com o gene da XDH, a aldose redutase enddgena é capaz
de permitir o crescimento em xilose (Toivari et al., 2004), porém de forma menos

eficiente do que pela expressdo de genes da XR e da XDH de outros fungos.

Muitas tentativas de se expressar Xl bacterianas em S. cerevisiae foram feitas, ao
longo de décadas, com genes de Bacillus subtilis, Lactobacillus pentosus, Clostridium
thermosulfurogenes e E. coli, mas ndo conseguiram produzir enzimas ativas (Brat et al,,
2009). A primeira XI bacteriana que se mostrou ativa foi a de Thermus thermophilus
(Walfridsson et al., 1996), entretanto sua atividade era muito baixa a 30°C, uma vez que
sua temperatura 6tima era de 80°C. Posteriormente rodadas de mutagénese e sele¢do
melhoraram a atividade na temperatura de crescimento da levedura, mas ainda assim
ndo era suficiente para permitir a eficiente fermentacao de xilose pela levedura (Lonn et

al., 2003).

A partir de uma selegao de mais de 15 XI bacterianas expressas em S. cerevisiae,
foi descoberta uma enzima de Clostridium phytofermentans que se mostrou com
atividades proximas as da XlI de Piromyces sp., com a vantagem de ndo ser tdo inibida

por xilitol quanto esta ultima (K;=15mM e Ki=5mM, respectivamente) (Brat et al., 2009).

Um dos melhores resultados ja reportados para a producdo de etanol a partir de
xilose, vem de uma cepa com X| de Piromyces sp. que teve todos os genes da via PPP
superexpressos, o gene GRE3 deletado, seguido de uma longa evolucdo metabdlica em

aerobiose, microaerobiose e anaerobiose (Kuyper et al., 2005).

Dos muitos trabalhos publicados com o desenvolvimento de S. cerevisiae
geneticamente modificadas para metabolizacdo de xilose, na sua maioria as
modificacGes foram realizadas a partir de linhagens de laboratério (tabela 2, Cai et al.,

2011). Ambas as estratégias de rotas metabdlicas continuam sendo usadas para o
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desenvolvimento de novas linhagens, com foco em: 1) melhorias das linhagens para
aumentar os rendimentos e produtividade, buscando reduzir o efeito da diauxia das
fermentagdes com xilose e glicose; 2) realizar as modificagbes em linhagens industriais;
3) tornar as leveduras mais resistentes aos inibidores; 4) introducao de vias utilizacdo de
arabinose, segundo agucar mais abundante na hemicelulose (Oreb et al.,2012); e 5)
expressao de transportadores de celobiose e gene da B-glicosidase intracelular (Ha et

al., 2010).
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Tabela 2: linhagens de S. cerevisiae recombinante reportadas para fermentagao
de xilose (adaptado de Cai et al. 2012)

Condigdes da fermentagdo anaerdbica

RKI1,HXT7,AraT,AraA,AraB,A
aD, TAL2,TKL2, evoluida

Cepa Cepa de Gendtipo meio Xilose Biomassa Tempo Etanol Referéncias
origem (g/L) (g/L) ()  (g/L)
H1691 CEN.PK 2 PsXR®,PsXDHS, ScXKP? Minimo 50 5 88 6 Toivari et al.(2001)
H2674 CEN.PK 2 PsXR®,PsXDH®, ScXK® Minimo 50 3,8 120 7 Verho et al. (2003)
H2673 CEN.PK 2 PsXRS,PsXDHE, ScXK®, GDP1P|  Minimo 50 3 120 9 Verho et al. (2003)
H2723 CEN.PK 2 PsXR®,PsXDHS, ScXK®, AZWF1| Minimo 50 4,2 120 9 Verho et al. (2003)
H2684 CEN.PK 2 PsXRE,PsXDHE, ScXKS, GDP1?,| Minimo 50 1,9 120 16 Verho et al. (2003)
AZWF1
TMB3001 CEN.PK 113- PsXR®,PsXDH®, ScXK® Mineral 50 5 70 15,5 Jeppsson et al.(2002)
7A
TMB3255 TMB3001 PsXR®,PsXDHE, ScXKS, AZWF1| Mineral 50 5 70 21 Jeppsson et al.(2002)
TMB3008 CEN.PK 2-1C PsXR®,PsXDHS, ScXK®, AGND |  Mineral 50 5 70 19 Jeppsson et al.(2002)
TMB3057 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXK®, TAL1S,| Mineral 50 5 67 17 Karhumaa et al.(2007)
TKL1C,RKI1S, RPE1S, AGRE3
TMB3413 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXKE®, TAL1S,| Mineral 10 2 118 2,6 Runquist et al. (2009)
TKL1%,RKI1C, RPE1°, AGRE3
TMB3411 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXK®, TAL1S,| Mineral 10 2 118 2,4 Runquist et al. (2009)
TKL16,RKI1S, RPE1S, GXF16
AGRE3
TMB3001 C1 TMB3001 PsXR®,PsXDHE, ScXK®, Minimo 10 NR NR 2,5 Sonderegger & Sauer
mutagdo e selegdo (2003)

1400 (pLNH32) 1400 PsXRP,PsXDH?, ScXKP Complexo 50 30 47 17 Ho &Brainard (1998)
TMB3399 uUsm21 PsXRS,PsXDH®, ScXK® Mineral 20 3,7 18 1 Wahlbom et al.(2002)
TMB3400 TMB3399 PsXR®,PsXDHE, ScXK®, Mineral 50 5 96 17 Karhumaa et al.(2007)

mutagdo e selegdo
MA-R4 IR-2 PsXR®,PsXDHS, ScXK® Complexo 45 2,8 48 15,3 Matsushika et
al.(2009)
MA-R5 IR-2 PsXR®,PsXDH(D207A/1208R/F| Complexo 45 2,8 48 16,2 Matsushika et
209S)C, ScXK® al.(2009)
TMB3102 CEN.PK 2-1C TtXI°, AGRE3 Mineral 50 10 70 10,5 Traff et al.(2001)
TMB3104 CEN.PK 2-1C TtXIP, ScXKP, AGRE3 Mineral 50 10 70 0 Traff et al.(2001)
INVSc1/pRS406/p INVScl OsXIP Minimo 50 5 140 19,5 Madhavan et
WOXYLA al.(2009a)
INVSc1/pRS406XKS/ INVSc1 OsXIP, SCXKS, Minimo 50 5 140 20 Madhavan et
PRS405/pWOXYLA al.(2009a)
INVSc1/pRS406XKS INVScl OsXIP, ScXKE, SUT1S, Minimo 50 5 140 19 Madhavan et
pILSUT1/pWOXYLA al.(2009a)
ADAPS8 INVSc1/ OsXIP, ScXKE, SUTI1C, Complexo 20 5 116 6,4 Madhavan et
pRS406XKS Adaptagdo em xilose al.(2009b)
pILSUT1/
PWOXYLA
TMB3066 CEN.PK 2-1C PisXIP, SCXK®, TAL1C, Mineral 50 5 67 21 Karhumaa et al.(2007)
TKL1S,RKI1S, RPE1S, AGRE3
RW202-AFX CEN.PK113- PisXIP, adaptacdo em xilose | Mineral 20 1,8 114 8,2 Kuyper et al.(2004)
5D
RWB217 CEN.PK 102- PisXI?, ScXKP, TAL1S, Mineral 20 1,7 44 8,4 Kuyper et al.(2005a)
3A TKL1%,RKI1C, RPE1°, AGRE3
RWB218 RWB217 PisXIP, ScXKP, TAL1S, Mineral 20 1,85 24 8 Kuyper et al.(2005b)
TKL1SRKI1S, RPE16, AGRE3
Adaptacdo xilose e glicose
BWY10Xyl Barra Grande CpXI?, Adaptagdo em xilose | Mineral 25 3,2 138 10 Brat et al.(2009)
H131-A3-ALCS CpxylA, xyl3, TAL1, TKL1, Mineral 40 0,05 17 30 Zhou et al.,(2012)
RPE1, RKI1, evoluida
CIBTS0735 PisxylAP,XKS1,TAL1,TKL1,RPE] Complexo 40 0,63 17,5 24 Diao et al. (2013)
,RKI1,Aarg1,Agre3,GXF1,
evoluida
GS1.11-26 HDY.GUF5 CpxylA,XKS1,TAL1,TKL1,RPE1,| Complexo 35 1,3 16,1 17 Demeke et al. (2013)

Orpinomyces sp., S. cerevisiae e Thermus thermophilus, respectivamente.

XR= xilose redutase, XDH= xilitol desidrogenase, Xl= xilose isomerase, GDP1= gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de
Kluyveromyces lactis, GFX1= transportador de C. intermédia, GND1= 6-fosfogluconato desidrogenase, GRE3= aldose redutase,
ScXK= xiluloquinase de S. cerevisiae, TAL1= transaldolase, TKL1=transcetolase, ZWF1= glicose-6-fosfato desidrogenase, SUT1=
transportador de P. stitipis, RKI1= ribose 6-fosfato-cetoisomerase. P e G sobrescritos correspondem a genes em plasmidio (P) ou
integrados no genoma (G). Ps, PIS, Os, SC e Tt antes de cada gene corresponde a genes de originais de P. stipitis, Pyromices sp.,
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Observa-se na tabela 2 que bons rendimentos e produtividades ja foram
alcancados com algumas das linhagens desenvolvidas (destacados em vermelho), com
base na concentracdo de etanol e o tempo das fermentag¢des observados na tabela 2.
Entretanto, todos os resultados destacados na tabela, foram obtidos em meio sintético,
sem a presenca de inibidores, que estao presentes nos hidrolisados de segunda geragao.
Apesar dos bons rendimentos, observa-se em geral tempos de fermentagdo muito
longos, o que representa aumento de custo do processo e maiores riscos de

contaminagao.

Ainda sdo poucos os trabalhos com fermentacdes usando os substratos reais
para a producdo de etanol de lignocelulose (Diao et al., 2013; Demeke et al., 2013a ;
Parreiras et al.,, 2014; Ko et al., 2016). O desempenho das leveduras frente aos
hidrolisados foi inferir as fermentagcdes em meio sintético, com produtividades muito
menores. A levedura desenvolvida por Diao et al. (2013), por exemplo, que como pode
ser vista na tabela 2, apresentava um dos melhores resultados, levando apenas 17 horas
para utilizar toda a xilose do meio, em fermentac¢des com hidrolisado levou mais de 150
horas de processo, com uma queda de produtividade de 0,8 g/l/h para 0,1 g/I/h.
Portanto, é fundamental que a avaliacdo das leveduras para segunda geracao seja
realizada ndo sé em meio sintético, mas principalmente em substratos reais, com seus

inibidores e em condi¢des as mais préximas possiveis do processo industrial.

Muitas vezes, apenas as modificacbes genéticas racionais de um micro-
organismo nao oferecem o padrdao desejado, sendo necessaria a alteragdo em outros
pontos das rotas metabdlicas da levedura. Pela dificuldade de se identificar e prever
cada alteracdo pontual do metabolismo que seria necessaria, uma alternativa é fazer
uso da adaptacdo metabdlica, com base nos principios da selecdo natural. A
comparacao de RW217 e RW218 (Kuyper et al., 2005; tabela 2) mostra o papel da
adaptacao metabdlica, permitindo uma redugdo expressiva do tempo de fermentacao.
Adicionalmente, a avaliacdo das alteracdes globais de expressdo ocorridas na levedura
adaptada por técnicas avancadas de sequenciamento de alto desempenho como RNA-
seq ou pela técnica de microarray de DNA, fornecem importantes informacbes para

futuros pontos racionais de melhoramento genético. (Nevoigt, 2008; Kim et al., 2013).
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Nos ultimos anos, a maioria dos trabalhos com desenvolvimento de novas
linhagens, algumas delas partindo de linhagens industriais (Demeke et al. 2013, Diao et
al., 2013), incluiram etapas de adaptagdao metabdlica, e demostraram a importancia da
mesma para obtencdo dos resultados observados (Lee et al.2014). Alguns trabalhos com
evolugao das linhagens fermentadoras de xilose observaram o aumento da expressao de
genes de transportadores, indicando que uma vez obtendo leveduras com rapida
metabolizacdo de xilose, o transporte da xilose pode ser um fator limitante (Wahlbom et
al., 2003b; Kuyper et al, 2005b; Vilela et al.,2015). Diao et al. (2013) obteve
fermentag¢des de xilose em meio sintético, com consumo quase total da xilose em 24
horas, por uma levedura que também teve o transportador de xilose, GXF1 de Candida
intermedia, introduzido. Dentro desta linha, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos
no sentido de comparar e identificar melhores transportadores de xilose que possam
ser futuramente expressos em S. cerevisiae (Colabardini et al. 2014, Farwick et al. 2014;

Nijland et al., 2014).

1.5 Transportadores de aglicares

Na década de 80 foi descrito o primeiro transportador de monossacarideos em
leveduras (GAL2, que codifica uma permease de galactose) (Tschopp et al., 1986). A
partir dai, 20 genes de transportadores de agucares foram identificados em S. cerevisiae,
por complementaridade funcional (tabela 3). Pela forte homologia da sequéncia de
aminodcidos e conservacgao estrutural dos transportadores, principalmente com relagao
a 5 motivos presentes em quase todos os transportadores, independente de seus

mecanismos de acdo e substrato (Saier et al.,1996; Leandro et al.,2009).

18



Introdugdo

Tabela 3: Transportadores de aglcares da familia HXT

Transportador| substrato | Km (mM) | Similaridade Referéncia
Hxt1 Glicose 100 86% Htx3 Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997); Liu
570aa Frutose >300 et al. (2004)
[DF] Manose ND
Hxt2 Glicose 10; 1,5; 81% hxt3 Kruckeberg & Bisson (1990); Reifenberg et al.
567aa 60; 83 69% Gal2, (1997); Kruckeberg et al. (1999); Maier et al.
[DF] Frutose 19 HXT6 e HXT7 | (2002)
Manose ND
Hxt3 Glicose 60 86,4% hxt1l Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997); Liu
567aa Frutose 125 75% hxt6-7 e | et al. (2004)
[DF] Manose ND htx4
Hxt4 Glicose 9 86% Hxtb e Johston et al. (1994); Reifenberg et al. (1997); Liu
560aa Frutose 52 hxt7 et al. (2004)
[DF] Manose ND
Hxt5 Glicose 10 72% hxtl Kruckeberg (1996); Diderich et al. (1997); Liu et
592aa Frutose 40 al. (2004)
[DF] Manose >100
Hxt6 e Hxt7 Glicose 1-2 99,7% entre Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997);
570aa Frutose 2,6-4,6 eles Boles & Hollenberg (1997); Liu et al. (2004)
[DF] Manose ND 83% hxt4
Hxt8 Glicose ND 70% Hxt6-7 e | Kruckeberg (1996); Wieczorke et al. (1999)
569aa Erutose ND hxt4; 67%
[DF] Manose ND Gal2
Hxt9 e Hxtll | Glicose ND 97% ente Kruckeberg (1996);Wieczorke et al. (1999); Liu et
567aa Frutose ND eles al. (2004)
[DF] Manose ND 71% Hxt6-7
Galactose ND
Hxt10 Glicose ND 79% Hxt2 Kruckeberg (1996); Boles & Hollenberg (1997);
546aa Frutose ND Wieczorke et al. (1999)
[DF] Manose ND
Galactose ND
Hxt12 ND ND >97% Hxt11l * | Kruckeberg (1996); Boles & Hollenberg (1997);
Hxt13 e Hxt17 | Glicose ND 90-99% entre | Kruckeberg (1996); Boles & Hollenberg (1997);
564aa Frotose ND os4 Wieczorke et al. (1999)
Hxt15 e Hxt16 <58% outros
567aa[DF] Manose ND Hxts
Hxt14 Galactose ND <38% com Kruckeberg (1996); Boles & Hollenberg (1997);
540aa[DF] outros HXts Wieczorke et al. (1999)
Gal2 Glicose 2 72% Hxt6-7 Nishizawa et al. (1995); Kruckeberg (1996);
574aa[DF] Reifenberg et al. (1997); Boles & Hollenberg
Galactose 3e>20 (1997)
Rgt2 Sensor de 60%Snf3 Kruckeberg (1996); Ozcan & Johnston (1999)
763aa glicose
[s/ transporte]
Snf3 Sensor de 26-30% Hxts Kruckeberg (1996); Ozcan & Johnston (1999)
884aa glicose
[s/ transporte]

*sequéncia interrompida pela adicdo de 2pb, proteina selvagem ndo expressa.
Adaptado de Leandro et al. (2009)
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A principal familia de transportadores de agucares em S. cerevisiage é a familia
HXT (transportadores de hexoses); esta familia de proteinas é composta por Hxt1-17p,
Gal2p e dois sensores de glicose Rgt2p e Snf3p (Boles & Hollenberg, 1997). Estes dois
ultimos, apesar de ndo serem capazes de transportar acucares, parecem ter divergido
do grupo de forma a atuar como receptores sinalizando quanto a concentracdo de
acucares no meio extracelular (Ozcan et al., 1998). Esta sinalizacdo influéncia os niveis
de expressdo de genes na célula ligados a via glicolitica, inclusive, levando a indugdo ou

inibicdo da express3o dos préprios HXTs (Ozcan et al., 1998).

Os transportadores de S. cerevisiae atuam no transporte de acuUcares para
dentro da célula, de acordo com a concentracdo do mesmo no meio extracelular, por
difusdo facilitada (DF), um mecanismo independente de energia (lagunas, 1993 apud
Leandro et al.,, 2009). Outras leveduras, como S. stipitis, também possuem
transportadores que por transporte ativo, realizam o transporte contra o gradiente de
acucar, geralmente acoplado a um transporte simultaneo de préton(s) e induzidos pela

baixa concentracdo de acuUcares extracelular.

Os transportadores de hexose mais importantes em S. cerevisiae sdao HXT1-4, 5, 6
e 7, pois sao os Unicos que conseguem restabelecer sozinhos o crescimento em glicose
de levedura nocaute para os outros transportadores (Reifenberg et al., 1997). Hxt7 é o
transportador mais expresso na célula, correspondendo a um transportador de alta
afinidade, reprimido em altas concentracdes de glicose. Hxtl e Hxt3 sdo
transportadores de baixa afinidade e tem expressao induzida por glicose. Hxt2 também
tem alta afinidade por glicose e é induzido apenas em baixas concentracées de glicose
sendo reprimido tanto em alta de glicose quanto na auséncia deste agucar, inclusive, em
alta de glicose a célula elimina por endocitose estes transportadores presentes na
membrana. Hxt5 e Hxt4 sdo ambos de média afinidade, o primeiro é regulado pelo
crescimento celular e ndo pela concentragdo de aglcar no meio, enquanto o segundo é

induzido em baixa concentracdo de glicose e reprimido em alta (Leandro et al. 2009).

De acordo com Rintala et al. (2008) a expressdao dos transportadores HXT é
influenciada pela concentracdo de oxigénio no meio. Sendo aumentada em condi¢cdes

de baixo oxigénio, porém é reduzida na auséncia de oxigénio. Fermentacdes geralmente
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sdo realizadas em condicdo de anaerobiose. Nesta condi¢do, o transporte de xilose
pelos transportadores nativos de S. cerevisiae, podem estar sendo limitados pela baixa
expressao dos mesmos. A superexpressao de transportadores com promotores

constitutivos pode minimizar este efeito.

1.5.1 Transportadores de xilose

Os transportadores da familia Hxt sdo regulados por glicose e a concentragdo de
O, (Rintala et al.,2008). Estudos de fermentacdo de xilose por leveduras recombinantes
com a via de xilose introduzida, e mesmo as adaptadas para crescimento em xilose,
apontam que um dos principais gargalos para a fermentacao de xilose possivelmente

seria a entrada de xilose na célula (Runquist et al.,2010; Cai et al., 2012).

Subtil & Boles (2012) comprovaram que o transporte de xilose para dentro da
célula é limitado pela inibicdo competitiva dos transportadores nativos de S. cerevisiae
por glicose. A partir de uma linhagem de S. cerevisiae nocaute para via glicolitica (4
hexoquinases deletadas) capaz de crescer em xilose (via exdgena para xilose
introduzida), observaram que o crescimento desta levedura era inibido pelo aumento da
concentragdao de glicose no meio em relagdo a xilose, mesmo sem a glicose ser

metabolizada.

Além disso, na auséncia de glicose HXT1, HXT4 e GAL2 tém a transcricdo limitada ou
bloqueada, e Hxt7 e Hxt5 parecem ser os principais responsaveis pela internalizacao da

xilose, quando esta é a unica fonte de carbono.

Diversos grupos vém buscando identificar transportadores de xilose que possam
ser expressos em S. cerevisiae, com destaque para transportadores de S. stipitis,
Candida intermedia, fungos filamentosos como Tichoderma reesei, Neurospora crassa e
Aspergillus nidulans (Hector et al., 2008; Leandro et al., 2008; Runquist et al., 2009; Du
et al., 2010; Colabardini et al., 2014). Devido ao fato desses micro-organismos serem
capazes de crescer e, em alguns casos, até fermentar xilose, esperava-se encontrar
transportadores especificos para xilose com alta afinidade. Mais de 80 genes putativos
para transportadores de acgucares ja foram testados em expressao heteréloga em S.

cerevisiae, entretanto, mais de 70% deles ndo se mostraram funcionais, e mesmo
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aqueles que foram expressos pela levedura, apenas 3 apresentavam maior afinidade por
xilose que glicose, sendo portanto transportadores especificos de xilose (tabela 4)(
Weierstall et al., 1999; Hector et al., 2008; Jeffries, 2009; Du et al. 2010; Young et al.
2011, Young et al. 2013; Ferreira et al., 2013; Wang et al.,2015;) Na tabela 4 sao
apresentados os transportadores que foram expressos em S. cerevisiae com seus
parametros cinéticos em relagdo ao transporte de xilose e glicose. Outra abordagem
também utilizada foi a evolucdo destes transportadores, por mutagénese e selecdo em
xilose ou evolugdo por crescimento em leveduras nocaute para transportadores nativos.
Mais de 50 transportadores ja foram testados em S. cerevisiae, e este niUmero cresce a
cada dia conforme mais genomas sao sequenciados e novos transportadores putativos
sdo descritos. Alguns trabalhos conseguiram sucesso em aumentar a atividade destes
transportadores, porém, quando expressos em S. cerevisiae na presenc¢a de glicose e
xilose, ainda apresentavam maior afinidade por glicose do que por xilose (Saloheimo et
al., 2007; Hector et al., 2008; Leandro et al., 2008; Runquist et al., 2009; Young et al.,
2011). Os transportadores heterdlogos, mesmo os com afinidade aumentada para
xilose, quando comparados a capacidade natural de Hxt7 de transportar xilose, sua

atividade é inferior a deste transportador nativo (Jojima et al., 2010; Young et al., 2011).

Alguns avancgos foram alcancados na redugdo da diauxia das fermentacgdes de
xilose e glicose em S. cerevisiae pela superexpressao de HXT7. Oreb et al. (2012), citam
ter obtido um transportador evoluido de Hxt7 com maior afinidade por xilose que por
glicose, pela substituicdo de apenas um aminodcido no residuo T213. Este mesmo grupo
desenvolveu uma estratégia para evolucdo e selecio de transportadores em S.
cerevisiae, a partir de uma linhagem em que todos os transportadores Hxts nativos
foram deletados e a via glicolitica nocauteada (4 hexo/glicoquinases deletadas) (Farwick
et al., 2014). Com esta linhagem, pela introducdo de um transportador especifico e a via
metabdlica do acglcar para o qual se esperava evoluir o transportador, a selecdo e
evolucdo foi obtida forcando-se a levedura a repiques sucessivos no acgucar alvo
adicionando-se crescentes concentracdes de glicose no meio. Dessa forma, ao final do
processo, se obteve um transportador que tem a capacidade de transportar o acgucar

alvo mesmo na presenca de glicose no meio.
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Kasahara et al. (2011) estudaram a estrutura da proteina Hxt7 em busca de
residuos importantes para o reconhecimento do substrato e transposicdo do mesmo
para dentro da célula. Neste estudo, a partir da substituicdo de residuos nas posi¢des
alvo, glicina 209 (G209) e treonina 213 (T213), estudaram o efeito dessas modificagGes
na capacidade de transporte na presenga de diferentes acglcares, associados as
mudangas estruturais do transportador. Concluiram que G209 é um residuo chave para
determinacdo da alta afinidade de transporte e que T213 é um residuo importante no
reconhecimento do substrato, ambos situados na cavidade de transloca¢do do agucar. A
substituicdo do residuo T213 por cisteina (C) ou valina (V) levou a uma alteracdo na
estrutura do poro, afetando a distancia entre os residuos D340 e T213, na figura 4a é

apresentada a estrutura hipotética da proteina Hxt7 selvagem.
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Figura 4: Estrutura 3D de HXT e efeito da substituicido do residuo T213 na afinidade por
diferentes agucares (fonte: Kasahara et al., 2011). A) Estrutura central 3D hipotética de Hxt7.
Estrutura gerada pelo programa MODELER com base na similaridade de sequéncia e
alinhamento de Hxt7 com GIT como estrutura de referéncia, vista lateral. B) Especificidade do
substrato de Hxt7 selvagem, T213V e T212C mutantes. Atividade foi medida por 5 s com 1 mM
d[**C] glicose como substrato na presenca dos aglcares indicados na concentragdo de 20mM.
2DG= 2-deoxiglicose, D-Glc=D-glucose, Fru= frutose, Man= manose, 30MG=3-0-metil-D-glicose,
Xyl=xilose, 6DG=6-deoxiglicose, Gal=galactose , L-Glc= L-glicose.

Corroborando com a citacdo de Oreb et al. (2012), no estudo de Kasahara
(2011), de acordo com a figura 4b, pode-se observar que a afinidade do transportador
por glicose diminui na presenca de xilose, enquanto a atividade é similar ao
transportador selvagem quando apenas glicose esta presente. Apesar de Oreb et al.

(2012) ndo discutirem qual substituicdo levou ao aumento da afinidade por xilose, e o
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estudo de Kasahara et al. (2011) ndo discutir sobre este aspecto, ele d3 indicios de que a
substituicdo do residuo T213 por valina, pode ser importante na transformacdo do
transportador de alta afinidade por glicose em um transportador com maior afinidade

por xilose, comparado a sua versdo selvagem.

O residuo T213 de Hxt7 estd em uma regido da sequéncia de aminodcidos
extremamente conservada entre os Hxts, o que sugere papel similar nos
transportadores desta familia. Apesar de Hxt7 ser o transportador mais estudado para
superexpressao em leveduras geneticamente modificadas para fermentagdo de xilose
(Apel et al.,2016), talvez ndo seja o transportador ideal para a fermentacdo em processo
de batelada. No processo de fermentacdao em batelada, as concentragbes de aglcar no
inicio do processo sdo em geral altas, reduzindo ao longo do tempo pelo consumo dos
mesmos. No inicio do processo de batelada ha a indugdo principalmente de
transportadores de baixa afinidade por glicose, uma vez que a mesma é abundante,
enquanto ao final do processo ha a participacdo principalmente de transportadores de
alta afinidade, quando a concentracdo de glicose no meio é baixa. A fermentacdo da
xilose na presenca de glicose é retardada até que a concentracao de glicose esteja baixa,
condicdo em que se observa a diauxia. Para garantir que a xilose seja consumida no
inicio do processo e seu consumo seja concomitante com a glicose um transportador de
xilose de baixa afinidade seria suficiente, contanto que a finidade por xilose fosse
superior a de glicose. Ao final do processo, um transportador de alta afinidade por xilose
seria mais eficiente, entretanto, na completa deplecdo da glicose, os préprios
transportadores nativos de glicose (Hxt6 e 7) sdo capazes de transportar xilose. Se
compararmos com os valores de Vmax de Hxt7 com os demais transportadores (tabela
4), nota-se que a velocidade de assimilacdo da xilose por este transportador ainda é
superior aos demais transportadores heterélogos, o que inclusive permite fermentacdes
com consumo similar ao de glicose quando os mesmos sdo expressos constitutivamente
em leveduras hxt-nocaute (Goncalves, et al., 2014). Entretanto a afinidade (1/K,) por
glicose é mais de 200 vezes maior do que a de xilose, levando a um atraso da

fermentacdo quando os acgucares estdo juntos (Gongalves, et al., 2014).

Dentro desta o6tica, o presente trabalho estudou a evolugdo de transportadores

de alta, baixa e média afinidade (Hxt7, Hxt3 e Hxt5) de forma a torna-los capazes de
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transportar xilose mais eficientemente para dentro da célula. A estratégia envolveu a
substituicdo do residuo T213 (ou seu equivalente homdlogo) por Valina, seguida de
evolugdo por crescimento em xilose e 2-deoxiglicose (andlogo a glicose), gerando

pressdo competitiva pelo transporte entre estes dois aglcares.

Farwick et al. (2014) recentemente desenvolveram um trabalho similar,
inicialmente focando no transportador Hxt7 e Gal2. Neste trabalho, a partir de uma
levedura nocaute para transportadores de aclcares e com a via de utilizacdo de glicose
interrompida, ele testou tanto a substituicdo racional de T213 por 7 aminoacidos (A, G,
V, S, C, D e N) quanto a evolucdo de mutacdes espontaneas pelo crescimento em xilose
com gradativo aumento de glicose. E observou pela evolugao que em HXT5 houve
substituicdo espontdanea de T234 por S (equivalente a T213 do HXT7) porém, como
houve dificuldade na evolugdao de HXT7, nenhuma mutacao espontanea foi observada.
Jd& quando da substituicdo racional, a substituicdo de T213 por glicina, serina e
asparagina mostraram melhoras no transporte de xilose na presenca de glicose. Apesar
de buscarem testar também a substitui¢cao por valina, conforme sugerido no presente
trabalho, no trabalho de Farwick et al. (2024) foram usados primers randémicos para as
substituicGes A/G/V e avaliada a substituicdo apenas apds a selecdo e adaptagdo em
xilose e glicose, portanto é possivel que a substituicdo de T213V ndo tenha surgido pelo

PCR degenerado.

Neste mesmo trabalho, as mutacdes hxt7 (N370S) e residuo homélogo em Gal2
(N376F), levaram a transportadores que ndo mais permitiam o crescimento da levedura
em glicose. Entretanto, as mutacdes também levaram a reducdo da velocidade de
transporte da xilose (tabela 5). Novos estudos aliando a caracterizacao estrutural dos
transportadores (Kasahara et al., 2011), a homologia entre as sequéncias e a estratégia
de evolucdo dos mesmos em leveduras nocaute para transportadores de hexose,
trouxeram novas mutacdes em regides chave, como hxt7 (F79S) (Apel et al., 2016),
Hxt36 (N3671) e Hxt36 (N367A) (Nijland et al., 2014). Curiosamente as mutac¢bes que
levaram a completa abolicdo do consumo de glicose, foram ou no residuo T213 de Hxt7
ou seu homologo equivalente em outro transportador, ou no residuo N370 de Hxt7 ou
seu equivalente. Os mesmos residuos que ja haviam sido identificados anteriormente

por Kasahara et al. (2011) como os residuos chave tanto para a afinidade por glicose e
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pela seletividade, nos estudos estruturais. A mutacdo pontual do residuo T213 por
valina, uma mutacdo que ainda ndo emergiu dos estudos de evolucdo deste

transportador, foi entdo alvo do presente estudo.
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Tabela 4: Parametros cinético dos principais transportadores de glicose/xilose
expressos em S. cerevisiae.

Transportador Linhagem Caracteristicas da linhagem Xilose Glicose Referéncia
Km Vmax Km Vmax
(mM)  (nmol/min/mgDCW) (mM) (mmol/min/mgDCW)
H2219/pYX212-
ScHxt1 Ahxt1-7Agal2 880+8 750+94  NR NR [1]
HXT1
ScHxtl KY73/HXT1mnX-pVT  Ahxt1-7Agal2 NR NR 46 NR [2]
ScHxt2 H2219/pYX212-hxt2  Ahxt1-7Agal2 260 + 130 340+ 10 NR NR [1]
ScHxt2 KY73/HXT2mnX-pVT  Ahxt1-7Agal2 NR NR 33 NR [2]
H2219/pYX212-
ScHxt4 170+£120 190+23 NR NR
HXT4
Ahxt1-7Agal2 (1]
H2219/pYX212-
ScHxt7 130+ 10 1107 NR NR
HXT7
EBY.VW4000/pRS62
ScHxt7 Ahxt1-17 Agal2 200.3+13.2 67+2 0.5+0.1 26+1.1
N-HXT7
Astll Aagtl Amph2 Amph3 13]
EBY.VW4000/pRS62 -
ScHxt7 (N370S) AydI247w Ayjr160c 169.9+26.3 24.1+1.6 10.8+1.0 47.3+1.2
N-HXT7-N370S
ScHxt7 NR NR 0.67+0.05 61060 * [2]
KY73/HXT7mnX-pVT  Ahxt1-7Agal2
ScHxt7 (T213V) NR NR 0.40+0.02 120* [4]
ScHxt7 (D340C) NR NR 0.4310.05 430 +40* 2]
Ahxt1-7Agal2
ScHxt7 JBEI-9012/HXT7 161 £22 101,6 NR NR
[12]
ScHxt7 Ahxt1-7Agal2
JBEI-9011/ HXT7m 228 +45 186 NR NR
(F795)
EBY.VW4000/pRS62
ScGal2 Ahxt1-17 Agal2 225.6+15.8 91.3+3.2 1.5%0.2 27.2+0.9 [3]
N-GAL2
Astl1 Aagtl Amph2 Amph3
ScGal2 (N376F) EBY.VWA4000/pRs62 AydI247w Ayjr160c 91.4+89 373+13 ND BD [3]
N-GAL2-N376F v vl A= SEn
. TBM3201/pHxt7-
CiGxfl 48.6 £+6.5 64.19 2.0 £0.6 10.5
GXF1 Ahxt1-17 Agal2
[5]
. TBM3201/pHXT7- Astl1 Aagtl Amph2 Amph3 0.012 +
CiGxs1 4 £0.1 6.5 1.5 4.3+0.3
GXS1 0.004
CiGsx1 0.026% 0.0072 NR NR
iGsx .
Ahxt1-17 Agal2
EBY.VWA4000/ € 0.066
[9]
i Astll Aagtl Amph2 Amph3
CiGsx1 p414-TEF-CiGXS1 L2 AMPNEAMPRS 4 721
AydI247w Ayjr160c 0.015 NR NR
F3839\%0 10.116
SsSutl RE700/YEpSUT1 Ahxt1-7 145 +1.0 132+10 1.5 +0.1 450+1.0 [6]
EBY.VW4000/pRS31
SsSut4 16.6+0.3 122+24 13101 105 +4.2
6-TDHp-SUT1
Ahxt1-17 Agal2 [71
SsXutl EBY.VW4000/pRS31 0.46+0.02 116+5.8 0.91#0.01 80%1.0
SAu 6-TDHp-XUT1 Astl1 Aagtl Amph2 Amph3 R - e -
AydI247w Ayjr160c
SsXyp29 EBY.VW4000/pRS42 5649.4 0.69 - 8D
s +9.
vP 9-HXT7p-XYP29 Ahxt1-17 Agal2 0.04 (8]
NcAn25 EBY.VW4000/pRS42  Astll Aagtl Amph2 Amph3 1757 +21.4 0.61+0.05 BD BD
9-HXT7p-AN25 AydI247w Ayjr160c
NcAn25.R4.18 28.2+6.3 6.5+0.3 [13]
W303-1A/pRS42K- . .
DhXylh 1.4 1.6 NR NR [10]
XYLH
ScHxt36 108 62.5 6 60
—————— DS715054/pRS313-
ScHxt36 (N3671) Aglkl Ahxk1 Ahxk2 Agall 40 23 ND ND [11]
HXT7p-HXT36
ScHxt36 (N367A) 25 29 171 71

*Vmax = pmol/10cells/5s. DWC= peso seco, NR= ndo reportado; ND, ndo detectavel; BD, abaixo do limite de detec¢do; Km e Vmax foram calculados 27
desconsiderando a influéncia do sistema de transporte endogeno.[1]Saloheimo et al. 2007; [2] kasahara et al. 2010; [3] Farwick et al. 2014; [4]
kasahara et al. 2011; [5] Leandro et al. 2006; [6] Weierstall et al. 1999; [7] Jeffries et al. 2015; [8] Du et al. 2010; [9] Young et al. 2013; [10] Ferreira et

al,. 2013; [11] Nijland et al.,2014; [12] Apel et al., 2016 e [13] wang et al;.2015.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo geral o desenvolvimento de uma linhagem
industrial de S. cerevisiae capaz de fermentar xilose para a producdo de etanol a partir

de residuos lignoceluldsicos.

2.2 Objetivos especificos

v Construcdo de cassetes de integracdo para os genes xilose isomerase (XI) e
xiluloquinase (XK).

v Integracdo do cassete de expressdo de X| nas sequéncias delta da linhagem
industrial de S. cerevisiae JP1.

v Integracdo do cassete de expressdo de XK nos dois alelos do gene GRE3
(delecdo de GRE3).

v' Remocdo sequencial das marcas de sele¢do dominantes por meio do sistema
Cre/lox de excisdo por recombinacao.

v/ Adaptacdo metabdlica em meio contendo xilose em condi¢des de aerobiose
e anaerobiose.

v Estudo das cinéticas de crescimento e fermentacdo em meio sintético e em
hidrolisado de bagaco de cana.

v" Clonagem de genes codificadores de transportadores de alta, baixa e média
afinidade por glicose.

v Testar a hipdtese de que a mutagdo pontual em T213 de Hxt7 e seu
equivalente homdlogo nos demais transportadores, melhoraria a capacidade
de transportar xilose.

v Evolucdo dos transportadores em pressdo competitiva de xilose e 2-
deoxiglicose.

v' Comparacio da eficiéncia no transporte de xilose dos transportadores em
levedura mutante null para transportadores de acucar.
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2.3 Estratégia

I-Integracao dos genes para
metabolismo de xilose

Construgdo de cassete

Il - Estudo dos transportadores de
xilose

para integragao

\ 4

Integracdo do cassete XI
nas seqliéncias delta

A

Transformagao com o plasmidio pYRCre
e remog¢do da marca de selegao

A
[ Cura do vetor pYRCre ]

A

Integragdo do cassete XK
no locus GRE3

v

Transformagdo com o plasmidio pYPCRE
e remog¢do da marca de selegao

v

[ Cura do vetor pYRCre ]

y

Evolugdo metabdlica da
cepa resultante em meio
com xilose

A

Teste de fermentagdo em
meio sintético

A

Teste de fermentagdo em
hidrolisado de bagaco de cana

Clonagem de genes de

transportadores HXT3,5e 7
\ J

A

-
Mutagdo sitio dirigida

HXT7 T213V (ou homadlogo)
- J

y

Transformacdo de
EBY.VW4000 (com XK eXl) p/
expressdo dos transportadores

A 4

Evolugdo dos
transportadores em meio
D-deoxiglicose e xilose

A 4

Avaliagdo dos
transportadores em
crescimento em glicose e
xilose
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3. MATERIAIS

3.1 Micro-organismos utilizados

° Escherichia coli linhagem DH5-a (Invitrogen) — endAl gyrA96 thi-1
hsdR17supE4d4 relAl AlacU169 (680lacZAM15) 1U169 dcoR phoA.

° Escherichia coli linhagem XL10 Gold (Stratagene) - Tet' A(mcrA)183
A(mcrCBhsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F' proAB
laclZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam' ]

° Saccharomyces cerevisiae linhagem JP1 (industrial)

Linhagem industrial isolada em 2005 na usina Japungu (Paraiba) produtora de

bioetanol no nordeste brasileiro (Silva-Filho et al., 2005).

° Saccharomyces cerevisiae EBYVWA4000 (Wieczorke et al.,1999),
linhagem criada a partir de CEN.PK2-1C, pela delecdo sequencial de 18
transportadores de agucares. Esta linhagem é capaz de crescer em maltose, porém é

incapaz de crescer em glicose, frutose ou galactose.

Gendtipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2 hxt17A
hxt13A::loxP  hxt15A::loxP  hxt16A::loxP hxt14A::loxP hxt12A::loxP hxt9A::loxP
hxt11A::loxP hxt10A::loxP hxt8A::loxP hxt514A::loxP hxt2A::loxP hxt367A::loxP gal2A
stl1A::loxP agtlA: :loxP ydI247wA: :loxP yjr160cA::loxP snf3A::loxP rgt2A::loxP

3.2 Enzimas

° Enzimas de restricao
As enzimas EcoRl, Sall, BamHI, Xhol, Hindlll, EcoRV, Bgll, Sacll e Hpal foram
fornecidas pela New England Biolabs, Promega, QBiogene e Fermentas Life Sciences e

utilizadas como indicado pelos fabricantes.

° RNAse A
RNAse A (“DNAse-free”) 10 mg/mL
Acetato de sddio pH 4,8 50 mM
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Fervida em banho-maria por 10 minutos

° Ligases

T4 DNA ligase — New England Biolabs

T4 DNA ligase — USB Corporation

T4 DNA ligase — kit pGEM®-T System | (Promega)

. Fosfatases

Para as reacdes de desfosforilacdo de vetores linearizados com apenas uma
enzima foi utilizada a enzima fosfatase alcalina antartica (Antarctic Phosphatase) da
New England Biolabs, conforme especificacdo do fabricante. Esta enzima remove grupos

fosfato da extremidade 5’ diminuindo a taxa de religacdo dos vetores linearizados

. Polimerases

Nas reacoes em cadeia da polimerase (PCR) nas quais o produto de PCR foi
usado para clonagem do gene de interesse foi utilizada a DNA polimerase de alta
fidelidade Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase da empresa New England Biolabs. Nas
reag¢bes de PCR com objetivo de confirmagdo dos insertos foi utilizada a Easy tag DNA

polimerase (Labtrade Brazil).

3.3 Marcadores de DNA

DNA de fago A digerido com EcoRlI e Hindlll

2-Log DNA ladder (0,1-10 kb)(New England Biolabs)

1 kb Plus ladder (Invitrogen)
° O’ Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

3.4 Kits

. QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) — utilizado para extragao e purificagao
de DNA de gel de agarose.

° QIAquick PCR purification kit (Qiagen) — utilizado para purificacdo dos
produtos de PCR.
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. Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) — utilizado para
purificagdo dos produtos de PCR.
. DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing - utilizado no

sequenciamento.

3.5 Ferramentas de Bioinformatica

Busca de sequéncias de DNA, RNA, Proteina e Genoma:
GenBank (NCBI) - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Saccharomyces Genome Database (SGD) - http://www.yeastgenome.org/)

Uniprot- (http://www.uniprot.org/)

Desenho de Iniciadores (primers):

Primer3Plus—(http://www.bioinformatics.nl/cgi-in/primer3plus/primer3plus.cgi/)

Calculo do conteudo de G+C:
“Genomics %G~C Content Calculator” -
(http://www.sciencebuddies.org/mentoring/project_ideas/Genom_GC_Calculat

or.shtl)

Analises de restrigcdo:

NEBcutter V2.0 - (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)

Manipulagdo de sequéncias:

The Sequence Manipulation Suite (http://bioinformatics.org/sms/index.html)

Alinhamento:

BLAST- (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

ClustalW - (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)
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3.6 Vetores

pPICZaA (invitrogen) - vetor comercial que possui a marca Sh ble (resisténcia a

zeocina)

Figura 5: Representacao esquematica do mapa do vetor comercial pPICZaA

pPICKa (Batista, 2012) - Vetor construido no laboratdrio de Biologia Molecular
da UnB pela substituicio da marca Sh ble do vetor pPICZaA pela marca Kan® obtida por
PCR com a enzima Phusion® usando como template o vetor comercial pPICK9

(Invitrogen).

Bonl (7

pPICKalfa
4034 bp

Shul (0%

Figura 6: Representacdo esquematica do mapa do vetor pPICKa.
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pT (Borges, 2009) — Vetor integrativo construido no laboratdrio contendo as

sequéncias TyS, para integracao nas regides delta presentes em S. cerevisiae.

f1 (+) on

ampicilina res

Sacl (657)

TyE

- BamHI (1025
Hindlll (1056)
Sall (1070)

TyD

pUC ol { Kpnl (1416)

“Plac

Figura 7: Representacao esquematica do mapa do vetor pT

pPYRCre (Reis, 2012) - Vetor construido em laboratério com cassete para
expressao de Cre recombinase (2,1 kb), onde a Cre recombinase esta sob controle do
promotor induzivel do gene GALI1. Vetor replicativo com marca de selecdo higromicina

B.

pPYRCre

6463 bp
Kpnl (1750)

Hindlll (4191)
Sacl (3934)

Hindlll (3421)

Figura 8: Representacao esquematica do mapa do vetor pYRCre.
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pBCPX (Reis, 2012)- Vetor construido no laboratdrio contendo cassete da xilose
isomerase (para a regido promotora e terminadora do cassete de expressao foram
utilizados 1480 pb da regido upstream ao gene PGK1 e 276 pb donwstream),
flanqueados por 100 pb do 5’ e 3’ do gene CAN1. Vetor de clonagem, obtido a partir do

vetor comercial pBlueScript® Il SK (Stratagene)

Byl (473)

Sall (772}
Bgll (5454) ik

CPX
BamHI (2275)

EcoRlI (3909) e <
BamH! (3598)

Figura 9: Representacdo esquematica do mapa do vetor pBCPX.
PGXKSPGI (Reis, 2012)- Vetor construido no laboratdrio contendo cassete da

xiluloguinase - XKS1 - (regido promotora do gene PGl e terminadora do proprio gene

XKS1). Vetor de clonagem, obtido a partir do vetor comercial vetor p GEM®T (Promega).
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Sacll (47)
Bamii (54)
Sacll (61)

Hindill (1507)
Xhol (2111)
' EcoRl (2501)
Sacll (2509)
Hindtil (2523)
Xnhol (2544)

Figura 10: Representagdo esquematica do mapa do vetor pGXKSPGI.

pPBGRE (Reis, 2012) - Vetor construido no laboratério contendo regido 5’'(230 pb)
e 3’ (220 pb) do gene GRE3 (codifica uma Aldose Redutase). Vetor de clonagem, obtido

a partir do vetor comercial pBlueScript® Il SK (Stratagene).

Sael (131)

Hpal (138)
Xbal (757)

Sacll (975)
BamMI (980)

Hpal (1204)
Kpnl (1212)

1 Mo
San
Nhat
Apa!

Kpnl (1257)

ColEY orl

Figura 11: Representagao esquematica do mapa do vetor pBGRE.
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3.7 Meios de cultura e solugdes

Todos os meios de cultura e solugdes utilizados para cultivo de micro-organismos
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos ou, quando indicado, em
filtros 0,22 um 25 mm estéril (Millipore).

3.7.1 Meios e solugdes para cultivo de micro-organismos

° Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio sélido foi adicionado 15 g/L de agar

bacterioldgico.

. Meio SOB

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
NacCl 0,0584% (p/v)
KCl 0,0186% (p/v)

O pH ajustado para 7,2.

° Meio YPD

Extrato de levedura 1,0% (p/V)
Peptona de caseina 2,0% (p/v)
Glicose 2,0% (p/v)

O extrato de levedura e a peptona (meio 2YP) foram autoclavados
separadamente da glicose. Depois misturados numa propor¢do de 1:1. Para o meio

sélido foi adicionado 15 g/L de agar bacterioldgico. Para preparo de levedura
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Competente, utiliza-se uma variacdo deste meio, chamado YPDA, pela adicdo de

adenina (para a concentracgdo final 80 mg/L).

o YNB (sem aminoacidos)
Yeast Nitrogen Base without Amino Acids (Difco) 0,167% (p/v)
NH,SO, 0,5% (p/v)

* Esterilizagdo por filtragdo (membrana 0,22um). Foi preparada uma solugdo
estoque 10X concentrada, armazenada a 4°C protegida da Luz. Para meio sdlido foi
adicionado 15 g/L de agar bacteriolégico. Antes do uso foi adicionado ao meio 2% - 5%

do acgucar apropriado (ex. glicose), como fonte de carbono.

. Solugdo estoque de ampicilina 500X (50 mg/mL)
Ampicilina 50 mg
Agua destilada (q. s. p.) 1mL

*Esterilizada por filtracao.

° Solugdo estoque do antibiético geneticina G418 (50 mg/mL)
G418 50 mg
Agua destilada (q. s. p.) 1mL

*Esterilizada por filtracao.

. Solugdo estoque do antibiético zeocina (100 mg/mL)

Este antibidtico foi obtido da Invitrogen na concentracdo de 100 mg/mL
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. Solugdo estoque do antibiético canamicina (30 mg/mL)
Canamicina 30 mg
Agua destilada (q. s. p.) 1 mL

*Esterilizada por filtracdo.

. Solugdo estoque do antibiético higromicina B (50 mg/mL)

Este antibidtico foi obtido da Invitrogen na concentragdo de 50 mg/mL

3.7.2 SolugGes e tampoes para técnicas de DNA recombinante

Extragdo de DNA plasmidial

° Tampao Tris-EDTA (TE)
Trizma base (pH 8,0) 25 mM
EDTA 10 mM

. Solugdo Il
NaOH 0,4M
SDS 2,0% (p/v)

Misturados no momento do uso numa proporgdo de 1:1.

. Solugao lll

Acetato de potdssio 5M 60 mL
Acido acético glacial 11,5 mL
Agua destilada 28,5 mL

O pH foi ajustado para 4,8 - 5,2.

Andlise de dcidos nucléicos em gel de agarose

. Tampao Tris-Borato EDTA (TEB) 10X

39



Materiais

Trizma base 1,78 M
Acido borico 1,78 M
EDTA 0,16 M

O pH foi ajustado para 8,4.

. Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 20X
Trizma base 40 mM
EDTA 1mM

A solugdo teve seu pH ajustado para 8,5 com acido acético.

° Tampao de amostra para DNA 5X

TAE 20X 50,00% (v/v)
Glicerol 30,00% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v)
Xilenocianol 0,25% (p/v)

° Solugdo de brometo de etideo
Brometo de etideo 1,0% (p/V)

Agua destilada (q. s. p.) 100 mL

Extragao de DNA de levedura

° Tampao Sorbitol-EDTA (SE)
Sorbitol 0,9M
EDTA 100 mM

O pH da solugdo foi ajustado para 7,5

° Solugao de liticase

Liticase (Sigma) 100 mg/mL em agua.
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° Solugao TE20
Trizma base 10 mM
EDTA 20 mM

O pH da solucgdo foi ajustado para 7,5 com acido cloridrico 2 M.

Transformagdo de S. cerevisiae

° Tampao One-step

Acetato de litio (estoque 1M) 0,2M
PEG 4000 40% (p/v)
DTT 100 mM

Solucdes estéreis preparadas separadamente e misturadas no momento do uso.

3.8 Primers

Na Tabela 5 estdo listados os primers, com suas respectivas sequéncias,
temperatura de anelamento (Tm) e sitios de restricdio. Os cédons de iniciacdo e
terminacdo da traducdo estdo em negrito, assim como a sequéncia loxP. Os primers
foram desenhados a partir de sequéncia depositadas no banco de dados NCBI e SGD
(Saccharomyces Genome Database), e das proprias sequéncias dos vetores usados neste
trabalho. Todos os primers foram sintetizados pela empresa IDT sendo dissolvidos em
Tris-HCl 4 mM (pH 8,0) para solucdo estoque. A solucdo de trabalho foi diluida em H,0

milliQ para uma concentracdo de uso de 5 uM ou 10 uM.
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Tabela 5: Sequéncias dos primers utilizados nas reagées de PCR.

Produto Primer Sequéncia (5 = 3') ;I;rg) Sitio
XIF
Xilose CGAATTCACAATGGCTAAGGAATACTTC 78,0
Isomerase XIR TTATTGGTACATAGCAACGATAG 62,0
. ACT-F GATTGGCCGGTAGAGATTTGACT 56,8
Actina
(Real time PCR)
ACT-R AAGTCCAAGGCGACGTAA 55,1
Xilose XI-F GTTCAAGCCTGGATGGAAATCA 55,5
isomerase
(real time PCR) XI-R AGCTCTAGGCATAGCGTCCA 57,9
GREF1 ACGAGCTCGTTAACATATTTCATTATCGGAACTCTAG 60 Sacl/ Hpal
GRERL TTGGATCCATCCGCGGCCCAATCGTCTTGAAGGATTG 62,0 BamHI/
Sacll
GRES3 (aldose
redutase)
GREF2 TTGGATCCGCCTGTGGTGTCATCCACG 62,0 BamHI
GRER2 GTGGTACCGTTAACGTTGAAATGGAAGCTGCTATTA 60 Kpnl / Hpal
TGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAA
GGCTTTAATTTGCAAGCTAGATCTATAACTTCGTATA Balll
Fusdo 5’GRE- KPGI-F ATGTATGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGGTCGAC 70 g
Kan-XK-3’GRE3 GGTATCGATAAGCTTG
TACCGTTAAC GTTGAAATGG AAGCTGCTAT
TAATATCCCG ATAGATATCC GGTTACTCAA
XKG3-R ATGATTTTGG GACCGCTTTG CTCTCTTGGT 66
GTCTATTTTA GGCCGCGGGATTGGATCCG
Gene de 7e0BlasF3 CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG 66.1 Bglll/
resisténcia a TTATAGATCTCCCACACACCATAGCTTCAAAATG ! BamHI
G418
(Canamicina) Bglll/
. CGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAG
ou Zeocina ZeoBlasR3 —— 66,6 BamHI
TTATAGATCTAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAG
TCTCGAGTTAATGTTGTGTTCAGTAATTCAGAGA
XKSF 70 Xhol
Xiluloquinase
XKSR TGGATCCGCGGTCTCTCTCGTTGCTGGTCGCTCACCCT 92 BamHI/
Sacll

42




Materiais

CCATGATTACGAATTCGAGCTC
5’'p356Sacl_F 53 Sacl
Cassete HXT em
Y2STEF —
Yp356Hind3_ R ACAGCTGCGGCCAGTGCCAAGCTT 62 wall/
Hindlll
SF_hxt7 GGATCCATGTCACAAGACGCTGCTATTG 614 BamH|
3’R_hxt7
- GCGGCCGCTTATTTGGTGCTGAACATTCTCT
SLhLLLLL 64,4 Notll
Amplificacdo do AGATCTATGTCGGAACTTGAAAACGCTC 585 Bglll
HXTSHXT3e | SE_hxtS AsATl ' &
HXT7
RS GCGGCCGCTTATTTTTCTTITAGTGAACATCCTTT o Notl
S hxta GGATCCATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCC o1 Bl
TR hxt3 GCGGCCGCTTATTTCTTGCCGAACATTTTCTTG 644 Notl
CCAATTGATGATTGTTGCCGGTATTTTC
mut5’ hxt7 57
GAAAATACCGGCA/ CAATCATCAATTGG
mut3’ hxt7 57
mui;'";’iscos TACCAATTAATGATCGTTTTCGGTATCTTT
g mut5’ hxts 54,8
para
":,;;’?:;:;;es AAAGATACCGAAAACGATCATTAATTGGTA
HXT3 mut3’ hxt5 54,8
CCAACTGATGATTGTCTTGGGTATTTTC
mut5’ hxt3 57
L 3 GAAAATACCCAAG/ CAATCATCAGTTGG o
L";;i;z r;g;? wef iy £ | TTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAA 614 Bl
] =M TTACAAAGGATCCATGTCACAAGACGCTGCTATTG ’
promotor TEF1 -
L";;i;z r;g;? CCTTACCTTC CAATAATTCC AAAGAAGCAC
termina‘:’ior i | tPOKXET_R | CACCACCAGTAGAGACATGGGCGGCCGCTTATTTGGT 64,4 Not|
GCTGAACATTCTCT
do cassete HXT
Insecdo regido TTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAA
homologia ao tef_ hxt3_F | TTACAAAGGATCCATGAATTCAACTCCAGATTTAATAT 61 BamH
promotor TEF1 CTCC
L";renflz rfag;? CCTTACCTTCCAATAATTCCAAAGAAGCACCACCACCA
0log tPGK_hxt3_R | GTGAGACATGGGCGGCCGCTTATTTCTTGCCGAACAT 64,4 Not|
terminador PGK -
TTTCTTG
do cassete HXT
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Os primers para Real Time PCR foram desenhados usando a ferramenta
Primers3Plus. Foram estabelecidas as seguintes regras para o desenho dos primers para
gRT-PCR: fragmento amplificado com tamanho entre 50 e 150 pb; Tm de 55-60°C;
porcentagem de C+G entre 20-80%; foram evitadas repeti¢cdes consecutivas da mesma
base (mais de 4), principalmente de G e os 4 nucleotideos da extremidade 3’ ndo devem

ter mais do que 2 C e/ou G.
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4. METODOS

4.1 Digestao de DNA com enzimas de restricao

As digestdes foram realizadas conforme instrugdes dos fabricantes das enzimas.
O tempo de incubagdo, os tampdes, as temperaturas de reagao, as concentragdes de
DNA e enzima variaram de acordo com o material a ser digerido e a eficacia da enzima.
Geralmente, foram utilizadas 10 U de enzima para cada 5 pug de DNA, incubados a 37°C
por 3 h. Teve-se o cuidado de observar se o volume da enzima ndo tinha ultrapassado
10% do volume final da reagdo, com a finalidade de evitar a degradagao inespecifica do

DNA pela enzima, devido aos niveis de glicerol.

4.2 Precipitagao do sistema de digestao

A precipitacdo dos sistemas de digestao foi realizada adicionando-se acetato de
sddio a uma concentragao final de 0,3 M no sistema. Apds homogeneizagao, foi
adicionado o equivalente a 2,5 volumes do sistema de etanol 100%. A mistura foi
incubada em agua-gelo por 30 min-1h. Realizou-se entdo uma centrifugacdo a 12.000 x
g por 30 min a 4°C. O precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol
70% gelado e novamente submetido a centrifugacdo a 4°C por 20 min. Apds secagem

por exposi¢ao ao ar, o precipitado foi ressuspendido em 20 pL de H,0.

4.3 Purifica¢ao e elui¢do de fragmentos de DNA em gel de agarose

Apds digestdo dos plasmidios com as enzimas de restricdo apropriadas, os
fragmentos de DNA contendo as sequéncias de interesse foram aplicados em gel de
agarose e submetidos a eletroforese. Os fragmentos de DNA de interesse foram
recortados do gel e purificados utilizando-se o kit Q/Aquick Gel Extraction, conforme as

especificacGes do fabricante.

4.4 Ligagao dos fragmentos de DNA

Nos sistemas de ligacdo, as concentracbes de DNA (razdo molar vetor:inserto)
variaram entre 1:3 e 1:6. O sistema foi incubado a uma temperatura de 16°C por pelo
menos 14 h, ou por 2 h e 30 min a 25°C. A quantidade de T4 DNA ligase para cada

sistema de ligacdo foi feita de acordo com as recomendacdes de cada fabricante.
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4.5 Desfosforilagdao dos vetores para ligagdes nao direcionadas

Para sistemas de ligacdo ndo direcionados de fragmentos de DNA foi necessario
desfosforilar as extremidades do vetor linearizado. A reag¢dao de desfosforilagdo foi
realizada utilizando-se 100 ng DNA, 1 U da enzima Antarctica Phosphatase (New
England Biolabs) e tampao fornecido pelo fabricante. O sistema foi incubado a 37°C por

30 minutos e seguido de inativagao da enzima a 65°C por 15 minutos.

4.6 Transformacgao de bactéria

Preparo das células quimicamente competentes

O preparo de células de E. coli competentes pelo método de choque térmico
com cloreto de rubidio foi realizado a partir de modificacdes do proposto originalmente
por (Hanahan, 1983 apud Sambrook et al., 2001). As células da linhagem de E. coli foram
inoculadas em 5 mL de meio SOB e incubadas a 37°C, sob agita¢do (200-250 rpm), por
12-16 horas. Uma aliquota de 2 mL do pré-inéculo foi adicionado a 50 mL de meio SOB.
A cultura de células foi incubada a 37°C sob agitagdo (250 rpm), até atingir a ODggo de
0,2-0,3. Em seguida transferida para tubos de centrifugacdo estéreis, incubando-os no
gelo por 15 min. Apds a incubacdo, as células foram coletadas por centrifugacdo (3.000
g por 5 min a 4°C), e o sedimento foi ressuspendido em 16 mL de tampdo de
transformacdo | pH 5,8 (12 g/L RbCl; 9,9 g/L MnCl,-4H,0; 1,5 g/L CaCl,-2H,0; 150 mL
glicerol 100%; 30 mL 1 M acetato de potassio [pH 7,5]). A solugdo de transformagao | foi
esterilizada por filtracdo com pH ajustado para 5,8 com 0,2 M 4cido acético. Apds adicao
da solu¢do de transformacdo | as células foram incubadas novamente por 15 min no
gelo e submetidas a uma nova centrifugacdo (mesmas condicdes). As células foram
entdo ressuspendidas em 4 mL de tampao de transformacdo Il pH 6,5 (1,2 g/L RbCl; 11
g/L CaCl,-2H,0; 150 mL glicerol 100%; e 20 mL de 1M MOPS [pH 6,8]), esterilizado por
filtracdo e ajustado o pH com KOH. Aliquotas de 100 plL de células por tubo foram

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C.
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Transformacao das células quimicamente competentes

Para transformacgdo, o sistema de ligacdo foi adicionado a uma aliquota de
células competentes (até 10% do volume de células) e incubados no gelo por 30
minutos. O sistema de transformacdo foi submetido a choque térmico de 42°C durante
90 segundos ou a 37°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 1 mL de meio LB e as
células foram incubadas por 1 hora a 37°C. Um volume de 20 pL, 200 uL e o pellet
restante de células foram semeadas em placas de Petri com meio LB-agar e o antibiético
apropriado, ampicilina (100 pg/mL), canamicina (50 pg/mL), ou em meio LB-aguar (baixo

sal, 0,5% NaCl) com zeocina (25 pg/mL).

4.7 Preparagao de DNA plasmidial por lise alcalina (adaptado de Sambrook et

al., 2001 e Birboim & Dolly ,1979)

Preparagao de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep)

Col6nias individuais de bactéria foram inoculada em 5 mL de meio LB contendo o
antibidtico adequado e cultivadas a 37°C por 16 a 20 horas sob agitacdo de 200 a 250
rpm. Estas células foram coletadas por centrifugacdo a 10.000 g por 2 minutos a 4°C,
descartando-se o sobrenadante. Opcionalmente, o sedimento foi lavado com 500 uL de
STE, para remocdo de excesso de meio LB, seguida de mais uma etapa de centrifugacao
nas condi¢Bes anteriores. O sedimento foi ressuspendido em 200 pL de TE (10 mM Tris-
HCI [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA), e adicionou-se 360 uL de solucdo Il recém preparada (0,2
M NaOH e 1% SDS). A amostra foi homogeneizada, com cuidado, por inversdo do tubo e
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 300 plL
de solucdo Ill pH 5,2 (3 M acetato de sddio e 2 M 4acido acético) gelada ao lisado,
procedendo-se nova homogeneizacdo por inversdao do tubo, gentilmente. A amostra foi
entdo incubada no gelo por 5 minutos e submetida a centrifugacdo a 10.000 g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 750 plL de
isopropanol. A solucdo foi homogeneizada por inversdo e submetida a uma nova
centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento

ressuspendido em 200 pL de TE. Foram adicionados 110 uL acetato de aménio 7,5 M e
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misturou-se o sistema vigorosamente por aproximadamente 1 min seguida de nova
centrifugacdo (10.000 g/10 min) e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O
DNA foi precipitado pela adicdo de 750 puL de etanol 100% gelado seguindo-se
centrifugacdo a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o
precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol 70% gelado. Apds
secagem por exposicdao ao ar, o precipitado foi diluido em 50 pL de TE ou H,0 milliQ
com RNAse A (20 pg/mL). O DNA plasmidial foi estocado a -20°C até o uso.
Alternativamente, em alguns casos (ex. para sequenciamento) foi usado o Kit comercial

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) conforme orientagao do fabricante.
Preparagdo de DNA plasmidial em média escala (midi-prep)

O procedimento foi o mesmo do descrito para a preparagdo de plasmidios em
pequena escala. Apenas os volumes das solucdes utilizadas foram ajustadas ao volume
de cultura de 50 mL. A andlise e a estocagem do material, também seguiram os
procedimentos da mini-preparacdo. Em alguns casos, foi utilizado o kit QIAGENtip100-

500 (Qiagen), seguindo-se as instrugdes do fabricante.

4.8 Extracdo do DNA total de Saccharomyces cerevisiae

As linhagens foram crescidas até a fase estacionaria em 40 mL de meio YPD em
um frasco de 250 mL. As células foram coletadas por centrifugacao a 3.000 x g durante 5
min a temperatura ambiente e ressuspendidas em 3 mL de tampado SE. Em seguida foi
adicionado 10 pL da solugdo de liticase (20 mg/mL), sendo essa suspensdo de células
incubada a 37°C. Apds 60 min de incubacdo, a suspensao foi coletada a 3.000 g durante
5 min e as células ressuspendidas em 3 mL de TE20. A seguir foi adicionado 0,5 mL de
SDS 10% sendo agitado por inversdo do tubo e incubado a 65°C durante 30 min. Ao final
do periodo de incubacdo foi adicionado 1,5 mL de acetato de potassio 5 M, e a
suspensao incubada no gelo por 30 min. A seguir a suspensdao foi submetida a
centrifugacdo a 10.000 g a 4°C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado

foi lavado com 5 mL de etanol 70% e coletado a 10.000 g por 5 min. Apds secar foi

48



Métodos

ressuspendido em 200 pL de TE acrescido de 4 puL de RNAse A a 4 mg/mL. O DNA foi

guantificado em gel de agarose 0,8% e estocado a -4°C.

4.9 Andlise dos acidos nucleicos em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose utilizada para andlise dos fragmentos de DNA
foi feita de acordo com Sambrook et al. (2001). O gel foi preparado com agarose na
concentrac¢do de 0,8-1,0% (p/v) e em tampao de corrida TAE 1X, adicionado de brometo
de etideo para concentragao final de 0,5 pg/mL, depois de derretido. As amostras e os
marcadores moleculares foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese com
voltagem ajustada entre 1 a 5 V/cm. Para visualizagdo das bandas de DNA, o gel foi

exposto a luz ultravioleta.

4.10 Transformacgao de Saccharomyces cerevisiae

Transformacgado Rapida

As transformacgdes da levedura S. cerevisiae com os vetores de expressao foram
realizadas utilizando o método de transformagdo em fase estacionaria descrito por Chen
et al. (1992). A levedura foi crescida por 12-16 horas em meio YPD a 30°C sob agitacdo
de 250 rpm até atingir a fase estacionaria. Um volume de 200 pL de células foi coletado
por centrifugacdo a 10.000 g por 10 segundos sendo ressuspendido em tampdo One
Step, ao qual foram adicionados de 100 a 2000 ng de DNA plasmidial, para um volume
final de 100 pL. As células foram incubadas a 45°C durante uma hora e semeadas em
placas de meio minimo SD (YNB + 2% glicose). No caso da selecdo com G418,
Higromicina ou Zeocina, ap6s a incubac¢do a 45°C, o tampao One Step foi removido por
centrifugacdo e foi adicionado 1 mL de meio YPD ao sistema, sendo incubado por 2hs
em shaker a 30°C. Posteriormente, as células foram semeadas em placas de meio
minimo SD (YNB + 2% glicose) com o antibidtico apropriado (200 pg/mL de G418, 200
pg/mL zeocina ou 200 pg/mL de higromicina B). As placas foram incubadas em estufa a

30°C por 72 horas.
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Transformacgao de alta eficiéncia

Uma coldnia da levedura foi inoculada em 5 mL de meio YPDA e incubada a 30°C,
sob agitacao de 200 rpm, por 12-16 horas. Foram adicionados 2,5 x 108 células em 50
mL de meio pré-aquecido 2YPDA para uma concentracdo final de 5 x 10° células/mL. As
células foram incubadas a 30°C sob agitagao (200 rpm) até atingir a concentragao de no
minimo 2 x 10’ células/mL. Enquanto isso, 1 mL do DNA carreador (DNA de esperma de
Salmdo — 2 mg/mL) foi desnaturado em agua fervente por 5 minutos e colocado no gelo
com agua imediatamente. Apds as células atingirem a densidade desejada (~4 h), elas
foram sedimentadas (3.000 g/ 5 min/20°C) e, em seguida, ressuspendidas em 25 mL de
agua estéril. Esta etapa foi feita duas vezes. Uma nova centrifugacao foi feita com as
células agora ressuspendidas em 1 mL de agua estéril sendo, entdo, transferidas para
um tubo de microcentrifuga para uma nova coleta (3.000 g/30 s). As células foram
ressupendidas em 1 mL de dgua estéril e dispensadas em aliquotas de 100 pL. Apds

outra centrifugacdo (3.000 g/30 s) as células foram ressupendidas em 336 ul do seguinte

mix:
Componentes Volume (ulL) por transformacao
PEG 3350 50%(p/v) 240 pL
Acetato de Litio 1M 36 uL
DNA carreador (2 mg/mL) 50 uL
Total 336 uL

Foi adicionado DNA num volume total de 34 L. As células foram ressuspendidas
vigorosamente e incubadas num banho a 42°C por 40 min. Apds o choque térmico as
células foram sedimentadas (3.000 g/30 s) e ressupendidas em 1 mL de agua estéril.
Foram semeadas em meio MD no volume maximo de 150 plL por placa de células
transformadas. No caso de selecdo por antibidtico, as células sedimentadas foram
ressuspendidas em 1 mL de meio YPD e incubadas a 30°C por 2-3 h. Posteriormente,
foram semeadas em placa contendo meio YPD com o antibidtico adequado. As placas

foram incubadas a 30°C por 48 h (Gietz & Schiestl, 2007).
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4.11 Sequenciamento e analise da sequéncia do DNA

As reagbes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automatico
MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foi utilizado cerca de 100 ng de DNA, 5 pmoles
dos primers apropriados e o kit DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing. O DNA
utilizado no sequenciamento foi quantificado por espectrofotometria utilizando
equipamento Nanodrop2000 (Thermo Scientific). A qualidade da sequéncia obtida no
sequenciamento automatico foi analisada utilizando as ferramentas de bioinformatica:
Phred, Phrap, CAP3 disponiveis na pagina: www.unb.br/ib/cel/biomol. Depois da andlise
da qualidade, as sequéncias foram comparadas com o programa BLAST para andlise de

identidade com sequéncias ja depositadas no GenBank.

4.12 Reagao de PCR

As condicbes que foram utilizadas para a realizacdo das reacGes de PCR estdo

representadas na tabela 6 e o ciclo da PCR listado em seguida.

Tabela 6. Reagentes utilizados na PCR.

Reagentes Concentragao final
dNTP (2,0 mM) 10X 200 mM
Tampao 10X 1X

MgClI2 (50 mM) 2,0 mM

Tag DNA polimerase 0,04 U
Primers 5’ (5 uM) 0,2 uM
Primers 3’ (5 uM) 0,2 uM

DNA Molde <10 ng

Ciclo da PCR:

Desnaturagdo inicial 94°C 1min —>->[Desnaturagao 94°C 45 s - 1 min—>
Anelamento 50-60°C, 30 - 45 s—> Extensdo 72°C 1 min/kb] K(Ciclo - 30 vezes) ->->,

Extensdo final 72°C, 3x tempo de extensdo—>—> 4°C oo
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Para a polimerases de alta fidelidade, Phusion® DNA polimerase (Finnzymes) as

condicOes adotadas foram as recomendadas pelo fabricante.

4.13 PCR de Colonia

As colbnias recombinantes foram coletadas, uma a uma, com a ponta de um
palito e dissolvida em 5 pL de H,0. Em seguida, foi feito um mix da reacdo de PCR com
os reagentes em comum e, posteriormente, distribuidos nos tubos com as col6nias

dissolvidas. A condigdo da reagao esta descrita na tabela 7 e o ciclo em seguida.

Tabela 7. Reagentes utilizados na PCR de col6nia, volume e concentragao final

na reagao.
Reagentes Volume por reagao Concentracgao final
dNTP (2,0 mM) 10X 1,5uL 200 uM
Tampao 10X 1,5uL 1X
MgCl, (50 mM) 0,6 uL 2mM
Taq DNA polimerase (5 U/uL) 0,04 pL 0,013 U
Primers 5’ (5 uM) 0,6 uL 2 uM
Primers 3’ (5 uM) 0,6 uL 2 uM
H,0 milliQ 5,16yl
Total do mix 10uL
Col6nia + H,0 milliQ _ S5ul
Total 15 uL
Ciclo da PCR

Desnaturacgao inicial 94°C 3min ->->[Desnatura¢do 94°C, 1 min-> Anelamento 50-60°C,
30 - 45 s—> Extensdo 72°C 1 min/Kb] K(Ciclo - 30 vezes) -, Extensdo final 72°C, 3x tempo de
extensao—>—> 4°C oo
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4.14 Purificagao dos produtos de PCR

Para purificacdo dos produtos de PCR foram utilizados os kits QIAquick PCR
purification kit (Qiagen) ou Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),

seguindo-se as recomendac¢des do fabricante.

4.15 Real Time PCR (qRT-PCR) - SYBR Green

A Quantificacdo relativa do numero de cdpias génicas foi feita pela técnica de
Real Time gRT-PCR utilizando o equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems), com o kit de deteccdo Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e
guantificacdo absoluta no equipamento Rotor-Gene Q da (Qiagen). A reacdo e o ciclo
foram os recomendados pelo fabricante. Para uma reacdo de 10 pL, foram adicionados
5 pL de SYBR Green 2X, 0,8 uL do par de primers na concentragao de 50 uM, 2 uL do
DNA genbmico, e completando-se o volume com H,0 milliQ, e nas mesmas proporcdes
para reacdes de 20 uL. O programa para a reacao foi: 95°C por 20 s, 40 ciclos de 95°C
por 3 min e 60°C por 30 s. A especificidade do produto formado foi verificada por meio
da curva de dissociacdo feita logo apds a reacdo conforme o programa: 95°C/15 s,
60°C/1 min, 95°C/15 s e 60°C/15 s. A anadlise dos dados foi feita pelo método
comparativo CT (AACT) (Livak & Schmittgen, 2001), para a quantificacdo relativa e pelo

método da curva padrao para a quantificacdao. As reacOes foram feitas em triplicata.

Para a construcdo da curva padrdo foi usado o plasmideo pBCPX (para Xl) e o
Y2STEF (para URA3), ambos foram digeridos com Notl, de forma a lineariza-los, foram
quantificados e diluidos de forma a obter solu¢des na faixa de 10° a 10°> moléculas do
plasmideo. Foi adicionado 1ulL de glicogénio 20 ng/uL na agua milliQ usada para as
diluicbes sucessivas para evitar perdas de DNA por absorcdo no plastico. Para o célculo

do numero de moléculas foi usada a equacgao abaixo:

Y= X (g/uL) DNA X 6,022x10%
Tamanho do vetor linear (kb) x 649
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4.16 Remogdo da Marca de Selec¢do (Cre recombinase)

Para remoc¢ao da marca de selecdo flanqueada pelo loxP foi usado o protocolo
descrito por Carter & Delneri (2010). Uma colbnia da levedura contendo o cassete de
selecdo flanqueado por sitios loxP e o vetor pYRCre foi inoculada em 5 mL de meio
YPRaf (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% rafinose) com 200 pg/mL higromicina
B. A cultura foi incubada a 30°C, sob agitacdo (~200 rpm), durante a noite. No dia
seguinte a quantidade de célula necessdria para iniciar o indculo com uma ODgy = 0,3
foi submetida a centrifugacdo (3.000 g/5 min) e lavadas com H,0 destilada estéril. Apds
uma nova centrifugacdo as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPGal (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 2% galactose) com 200 pug/mL higromicina B. A cultura
foi incubada a 30°C por 3 horas sob agitacdo. Posteriormente 1 mL da cultura foi
semeada em meio YPD. As células foram incubadas a 30°C por 24 h. Posteriormente as

células foram repicadas para uma nova placa de YPD para obter se colOnias isoladas.

4.17 Curva de crescimento celular em microplaca

Foram feitos pré-inéculos em 10 mL de meio YPD com adi¢dao de G418 para o
estudo dos transportadores ou em meio YPX (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2%
xilose) para JPXIXK, crescidas a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por 20 horas. As células
crescidas foram lavadas em dagua estéril no minimo 2 vezes e inoculadas para um OD
(600nm) inicial de 0,05 em 2 mL meio YPX (com adicdo de G418 para estudo de
transportadores, por poco na microplaca de 12 pocos. As leituras da OD a 600nm foram
feitas pelo leitor de placas Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments,
Inc, Winooski, VT, EUA) utilizando o software Cen5 v2.07, com leituras a cada 30min e

curvas de crescimento de 72 a 96 horas.

4.18 Adaptagdo metabdlica

Adaptacao de JPXIXK em meio com xilose

A levedura recombinante JPXIK1 foi crescida inicialmente em meio YPDX (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 2% xilose e 0,5% glicose), para obteng¢do de biomassa

para inicio da adaptacdo. E sempre que necessario ao descongelamento de aliquotas de
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repiques anteriores os mesmos foram inicialmente crescidos neste meio para
recuperacao das células previamente ao inicio da adaptacdo. As células foram
inoculadas em meio YPX para uma OD (600nm) de 0,2 em um volume final de 50 mL em
frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, crescidas a 30°C a 200 rpm. O crescimento foi
monitorado por leitura de OD (600nm) e sempre que a cultura atingia OD entre 1,5 e
2,5, era realizada a passagem para um novo meio, para uma OD inicial de 0,2. Assim
foram realizados repiques sucessivos. Nos primeiros repiques o meio YPX continha 20
g/L de xilose. Quando crescimento atingiu um u de 0,14, foi realizado um repique
apenas alterando a concentragdo de xilose do YPX, para 10 g/L. E os repique seguintes
foram todos com 50 g/L de xilose. A partir do repique 19, foi iniciado o crescimento
anaerobico, realizado com o mesmo volume de 50 mL, em frasco tipo de penicilina, com
septo de borracha e lacre, com uma agulha de seringa com filtro de algodao hidrofébico
espetado, de forma a permitir a saida de CO,. Os meios da condi¢cdo anaerdbica foram
purgados com N,, antes da transferéncia do inéculo, e as amostragens foram realizadas
com auxilio de uma seringa, de forma a minimizar a entrada de oxigénio. Apds 5
repiques anaerdbicos em YPX 5%, o crescimento passou a ser realizado em meio minimo
(YNB 1X + 0,5 g/L sulfato de amdnia) com 5% xilose com adi¢do de 0,01g/L ergosterol +
0,42 g/L Tween 80 (solucdo estoque diluida em etanol). Ao final, foram realizados dois
ultimos crescimentos em meio minimo em aerobiose, conforme inicio da adaptac¢ado. Os
clones foram isolados em placa com meio YPX e, paralelamente, em meio minimo com
5% xilose. Clones com crescimento mais rapido foram selecionados e semeados em um
segundo repique em placas com meio minimo. A cada repique uma aliquota da

populagdo crescida foi preservada em glicerol 25% em freezer a - 80 °C.

A taxa especifica de crescimento (u) foi calculada de acordo com a equacgdo

abaixo

U= 2,303(LogN-|ogNg)
(t-to)
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Estudo dos transportadores

A proposta do trabalho foi obter diferentes transportadores a partir das
sequéncias originais de HXT3, HXT5 e HXT7, através da modificacdo pontual do
aminoacido T213 (treonina) do Hxt7 pela valina (V) (e seu correspondente homdlogo
nos demais transportadores), e através da evolucdo da levedura em meio com xilose e
2-deoxyglicose. O 2-deoxyglicose é um andlogo da glicose, que pode competir com a

xilose na entrada na célula, porém ndo é metabolizado na via glicolitica.

A adaptacdo metabdlica e evolucdo dos transportadores foi realizada a partir do
repique sucessivo do crescimento da levedura EBYX| contendo cada um dos
transportadores em microplaca de 12 po¢os num volume final de 2mL. Os primeiros 10
repiques foram realizados por crescimento em meio YPX com adicao de G418,
realizando a passagem para uma nova placa com uma OD (600 nm) inicial de
aproximadamente 0,1. Cada repique foi realizado aproximadamente a cada 4 dias no
inicio da adaptacdo e mais ao final a cada 48hs, garantido a passagem no inicio da fase
estaciondria do crescimento. Apds os primeiros 10 repiques em meio com YPX, uma vez
gue as leveduras apresentavam rapido crescimento em xilose, foram adicionadas a cada
repique sucessivo, concentracdes crescentes: 0,1 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L, 5 g/L e 12 g/L de 2-
deoxiglicose no meio YPX com 10 g/L de xilose. Esta ultima concentragdo
correspondendo a razao equimolar entre os agucares. Ao longo de todo o processo foi
adicionado G418 de forma a evitar a perda do plasmideo com os genes da Xl e XK. A
cada repique uma aliquota das culturas crescidas foi preservada em glicerol 25% em

freezer a - 80°C.

Ao final do processo foram isolados clones para cada uma das leveduras com
seus respectivos transportadores em meio YPX-agar (com G418), conforme

esquematizado na figura 12.
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Evolucao dos transportadores
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Figura 12: Representacdo esquematica da estratégia de evolugdo dos transportadores
e isolamento das linhagens EBYHXT. Linhagens antes da adaptagdo: HXT3=EBYHXT3,
HXT3M=EBYHXT3M, HXT5=EBYHXT5, HXT5M=EBYHXT5M HXT7M=EBYHXT7M.Linhagens isoladas
apdés a adaptacdo em xilose: 3X=EBYHXT3X, 3MX= EBYHXT3MX, 5X= EBYHXT5X, 5MX=
EBYHXTS5MX, 7MX=EBYHXT7MX. Linhagens intermediarias da evolugdo 5Mi= EBYHXT5Mi,
7Mi=EBYHXT7Mi. Linhagens isoladas ao final da evolugdo: 3A= EBYHXT3A, 3MA= EBYHXT3A, 5A=
EBYHXT5A, 5SMA= EBYHXTSMA, 7MA= EBYHXT7MA.

A comparacado dos transportadores foi realizada pelo crescimento em YPX e
YPDX, com avalia¢do do crescimento por leitura de OD a 600nm e avaliacdao do consumo
de acucares por HPLC. O crescimento foi realizado em placas de 24 pogos com 1 mL de
volume final e indculo inicial de 0,05 de OD 600nm, a partir do pré-inéculo crescido em
YPD e lavadao 3X com agua estéril. O crescimento das microplacas de 12 pocgos e

eventualmente de 24 pocos foi realizado a 30°C em shaker a 200 rpm.
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4.19 Curva de biomassa (Absorbancia 600nm X peso seco)

Foi construida a curva de biomassa (peso seco) por densidade ética da linhagem
JPXIXK30.1. Para tal, as células foram crescidas por 20 horas em meio YPX (2% Peptona,
1% extrato de levedura e 2% xilose) em shaker a 250 rpm, 32°C. As células foram
coletadas (3.000x g, 5 min), lavadas trés vezes em agua estéril e ressuspendidas em um
volume equivalente ao volume originalmente coletado. Em seguida foram realizadas
diversas diluicGes sucessivas, e lidas as absorbancias no leitor de densidade 6tica

(comprimento fixo 600mm).

Para determinar o peso seco, 20 mL da cultura de células, lavadas, foram
filtrados em membranas de acetato de celulose 0,22 um (Millipore). As membranas com
e sem a biomassa foram secas em estufa a 90°C, até estabelecer peso constante, e
posteriormente pesadas. Tanto as leituras de OD, quanto o peso das membranas foi

realizado em triplicata o que pode ser visto na figura 13.
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Figura 13: Curva de biomassa: Absorbancia a 600 nm X peso seco da linhagem

JPXIXK30.1
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4.20 Fermentag¢ao em biorreator

Foram realizadas as fermentagdes em reator BioFlo 110 (New Brunswick
Scientific Co., Inc.) em vaso de volume nominal de 1,3L, com Volume util de 800mL. As
células microbianas foram crescidas em frascos tipo Erlenmeyer em meio YPX ( 1%
extrato de levedura, 2% peptona e 2% xilose), no periodo de 30 a 48 h, em shaker a 250
rom, na temperatura de 30°C, e em seguida, a biomassa foi coletada a 3000 g por 5 min,
lavadas com dgua estéril e ressuspendidas em um volume final de 10 mL para
inoculagdo no reator de maneira a atingir a concentragao final de 1,3 a 1,6 g/L de células
microbianas. No inicio da fermentacdo foi adicionado 50 ng/mL de antibidtico byozin

(PROZYN) e 0,01g/L ergosterol + 0,42g/L Tween 80 (solucdo estoque diluida em etanol).

Nas fermentagdes em meio YPX (5,5% xilose) ou YPDX (5,5% xilose e 2% glicose)
o meio foi previamente autoclavado e purgado por 1 h com N, para gerar condicdo
anaerdbica. Entretanto, ao longo do processo ndo houve entrada de gas de forma a
evitar possivel evaporagdo do meio e carreamento de etanol. No caso da fermentacdo
do hidrolisado, o mesmo ndo foi esterilizado e a condicdo de anaerobiose foi mantida
pelo préprio consumo do oxigénio pelas células microbianas nas primeiras horas de
processo. O pH foi monitorado e controlado em pH 6,0 pela adicdo automatizada de
KOH 1M ou HCL 1M. As fermentagdes foram realizadas com temperatura controlada a
30°C, com agitacdo de 200 rpm. Foram realizadas amostragens a cada 3 horas,
separando amostras para monitoramento da biomassa e amostras para avaliacdo dos
metabodlitos por HPLC, que foram submetidos imediatamente a centrifugacdo a 10.000 g

e o sobrenadante foi congelado a -20°C.

Para fermentacdes do hidrolisado lignoceluldsico foi usado hidrolisado de
bagaco de cana de acglcar gerado na planta piloto (procedimento interno da empresa)
armazenado em camara fria. Previamente aos testes de fermentacdo o hidrolisado foi
sacarificado. A corrente liquida rica em xilose foi neutralizada com hidréxido de amoénia
até atingir pH 5,0 e adicionada de sodlido rico em celulose (celulignina), também
neutralizado a pH 5,0. O sélido foi adicionado ao longo do processo de sacarificacdo por
72 h usando-se a enzimas comerciais Cellic Ctec 3 (Novozymes) adicionada no inicio do

processo e o tenso ativo PEG (5%) junto com o sélido. Apds a etapa de sacarificacdo, o
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hidrolisado sacarificado foi coletado (5.000 g/20 min) para separacdo da fra¢do sélida e
recuperacdo da fracdo liquida correspondente ao meio sacarificado (C5 e C6) livre de

sélidos, usado nas fermentagdes.

Na tabela 8, estd representada uma caracterizacdo do hidrolisado sacarificado,
livre de sodlidos, gerado de acordo com o procedimento descrito acima, usado na

fermentacao.

Tabela 8: Caracterizagdo hidrolisado de bagago de cana sacarificado gerado no CENPES
(Petrobras). Composicdo determinada por HPLC.

Componente concentragdo
g/L
glicose 70,5
xilose 51,2
celobiose 2,2
arabinose 5,5
acetato 5,1
lactato 0
S3-HMF 0,03
furfural 0,19

Para estes experimentos cabe ressaltar que ndo houve suplementacdo do
hidrolisado com nutrientes ou sais, nem carreados pelo inéculo, uma vez que o mesmo
foi lavado e ressuspendido em 3agua estéril. Os micronutrientes e fontes de nitrogénio
sdao derivados da prépria matéria prima (bagaco de cana) e da neutralizacdo do
hidrolisado com hidréxido de amdnio, quando ha a formacdo de sulfato de aménio no
meio em alta concentracdo (aproximadamente 1 g/L). Para garantir a comparagdo dos
resultados entre lotes diferentes de hidrolisados, caso necessario, é corrigida a
concentracdo de acucares, com adicdo de glicose e/ou xilose (sélido, diluido

diretamente no hidrolisado) de forma a atingir as concentra¢des padronizadas.

Os parametros de acompanhamento da fermentacdo foram: glicose, xilose,
xilitol, acetato, lactato, arabinose, glicerol, HMF, furfural e etanol, avaliados por HPLC

(Cromatografia de alta performance). As condi¢Ges cromatograficas foram:
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Fase Mével: H,SO, 5 mM

Fluxo: 0,700 mL.min*
Temperatura: 65°C

Detector: RID a 35°C

Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H
Vol. de injegdo: 20 L.

Tempo de corrida: 25 a 30min

Determinac¢do dos Parametros Fermentativos

As concentragGes inicial e final dos agucares (no ultimo tempo de
fermenta¢do amostrado) foram usadas para o célculo do rendimento de etanol (Yp/s),
de acordo com a férmula abaixo, considerando os dois acglcares como substrato

convertido em etanol.
Yp/s = A etanol / (A glicose + A xilose)

Para calculo do rendimento de etanol pelo consumo da xilose, foi
considerado para cdlculo o intervalo de valores de etanol e xilose da fase na qual toda a

glicose havia sido depletada do meio.

A produtividade volumétrica de etanol (g/L.h) foi calculada com base na
avaliacdo cinética da curva de producdo de etanol, estabelecendo como intervalo de
tempo usado para o calculo o ponto em que a curva de producdo de etanol atinge seu
maximo ou o platé. Da mesma forma, a taxa de consumo de xilose (g/L.h'l), também foi
calculada de acordo com a cinética da curva de consumo deste agucar, considerando a

regido da curva que precede seu valor minimo ou ponto em que se atinge um platé.

A produtividade especifica foi calculada pela divisdo da produtividade

volumétrica pela concentracdo da biomassa inicial g (peso seco de células)/L, obtendo-

se g/g/h.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONSTRUCAO DA LEVEDURA INDUSTRIAL CAPAZ DE FERMENTAR XILOSE

5.1.1 Integracao do cassete XI em muiltiplas copias nas regides 6 da levedura

industrial JP1

5.1.1.1 Obten¢do da Marca de sele¢ao Kan-LoxP e Zeo-LoxP

A primeira etapa deste estudo foi a obtencdo da marca de resisténcia Kan®
flanqueada pela sequéncia loxP. Esta marca confere resisténcia a canamicina em

bactérias e a gentamicina (G418) em leveduras.

O gene de resisténcia kan foi amplificado por PCR com a enzima DNA polimerase
Phusion® de alta fidelidade, utilizando o par de primers ZeoblasF3 e ZeoblasR3. Estes
primers foram construidos de forma a adicionar em cada extremidade uma sequéncia
loxP, além dos sitios de restricdo para BamHI (externo a loxP) e Bglll (entre loxP e kan).
Essa sequéncia permite a excisdo da marca de selecdo por recombinacdo dos sitios /oxP
promovida pela enzima Cre Recombinase, possibilitando a reciclagem desta marca de

selecdo.

O cassete Kan-loxP (1,7 kb) foi obtido usando o vetor pPICKa como molde,
gerando um cassete de resisténcia Kan/G418, com promotor TEF1 para levedura, EM7
para bactéria e o terminador de transcricdo do gene CYC1, além das sequéncias loxP nas

extremidades 5’ e 3’ deste cassete (figura 14).
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O’ Gene Ruler™ 1 kb Plus

Figura 14: Amplificacdo do cassete de selecdo Kan-loxP. Anilise feita por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1: produto do PCR (Kan-
loxP); M: Marcador O’ Gene Ruler 1kb Plus Ladder (Fermentas).

Com a mesma estratégia, o cassete de resisténcia a zeocina foi amplificado por
PCR usando-se o vetor pPICZaA, que se difere do vetor anterior apenas pela substituicdo
do gene kan pelo gene sh ble (resisténcia a Zeocina), com os mesmos promotores e
terminadores. Foi obtido um fragmento de aproximadamente 1,3 kb correspondendo ao
tamanho esperado para o cassete Zeo-LoxP, flanqueado por sequéncias LoxP nas

regioes 5’ e 3’ do cassete.

Tanto o fragmento correspondente ao cassete Kan-loxP obtido na reacdo de PCR,
quanto o fragmento correspondente ao cassete Zeo-loxP, foram usados nas estratégias
gue envolveram integracao de genes no genoma da levedura industrial JP1. Apds a
purificacdo, os mesmos foram ligados aos vetores construidos no presente trabalho, e

descritos a seguir.
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5.1.1.2 Construcao do vetor pTXI

O vetor pT foi desenvolvido por Borges (2009) no laboratério de Biologia
Molecular da UnB. Este é um vetor integrativo que contém um sitio multiplo de
clonagem flanqueado por uma regido homdloga a sequéncia do transposon Ty (T1),
correspondentes a regido 6. O primeiro, chamado de TyD, por estar a direita do sitio
multiplo de clonagem, e outro, TyE, por estar a esquerda. Internamente a estas
sequéncias, ha um sitio de corte de restricao pela enzima Xhol, que permite linearizar o
mesmo, gerando um fragmento que pode ser usado para integracdo por recombinacao

homadloga nos multiplos sitios de regido & presentes no genoma de S. cerevisiae.

Com o objetivo de integrar XI em multiplas cdpias no genoma de S. cerevisiae, o
cassete de expressdo da Xl (sob o controle do promotor PGK1) foi extraido do vetor
pBCPX (Reis, 2012) e clonado no vetor pT, de acordo com a estratégia esquematizada na

figura 15.
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Figura 15: Representagdao esquemadtica da estratégia utilizada para construgao do
vetor pTXI.

O plasmidio pBCPX foi cortado sequencialmente com as enzimas Sall, Bgll e EcoRl,
respectivamente nesta ordem, gerando 4 fragmentos: 3,1 kb, 1,5 kb, 1,2 kb e 300 pb

(figura 16). A enzima Bgll foi usada apenas para facilitar o isolamento da banda do
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cassete da Xl no gel de agarose, uma vez que fragmenta o restante do vetor em partes
menores. O fragmento de 3,1 kb corresponde ao cassete da Xl cortado na posi¢do 5’
pela enzima de restrigdo Sall e pela EcoRI na posigao 3’. O mesmo foi isolado e eluido do
gel. O cassete da Xl foi em seguida, usado em reagdo de ligagdo com o vetor PT
linearizado pela digestdo com estas duas enzimas e precipitado para a remocao de sais e
enzimas. O sistema de ligacdo foi usado na transformacdo de bactérias E. coli
competentes da linhagem XL10 Gold, semeadas em meio LB sélido contendo 100 pg/mL

de ampicilina, para a selecdo dos clones.
0’ Gene Ruler™ 1 kb Plus

20000
% 10000

7000
7 5000

Figura 16: Perfil de restrigao de vetor pT e pBCPX (XI). Poco 1: pBCPX intacto, poco
2: pBCPX digerido com Bgll, poco 3: pBCPX digerido com Bgll e Sall, poco 4: pBCPX digerido com
Bgll, Sall e EcoRl, pogo 5: Marcador O’Gene Ruler 1Kb plus, pogo 6: pT digerido com Sall, pogo 7:
PT digerido com Sall e EcoRl, pogo 8: pT intacto.

Varios clones foram selecionados aleatoriamente para averiguar se houve ligacdo
no vetor de integracdao. Mais de 70 clones foram avaliados pelo perfil de restricdo com
BamHI apds extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep), ou por PCR de
colonia com os primers XIF e XIR. Nenhum clone apresentou o padrdo de restricdo
esperado pelo corte com BamHI (3 bandas: 5 kb, 1,3 kb e 300pb) correspondente ao

vetor pTXI. Portanto, todos os clones avaliados correspondiam ao vetor pT religado.

A etapa da ligacdo foi repetida mais 3 vezes variando-se a proporcdo vetor inserto
(1:3 a 1:5), obtendo-se grande quantidade de clones com o vetor religado. Em fun¢do da

dificuldade em se amostrar clones contendo o Inserto, foi realizado um teste partindo-
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se do cassete Xl e do vetor pT linearizado, ambos isolados do gel, em reacdes de ligacao
com o vetor desfosforilado e ndo desfosforilado, com e sem o inserto. Em todos os
casos foram obtidos varios clones, e novamente, todos os aleatoriamente selecionados
possuiam o vetor religado. Este estudo indicou que mesmo apds a reagdao de
desfosforilacdo do vetor ainda restavam alguns vetores com 5’ fosfato, capazes de se
religar. Além disso, ndo pode ser confirmada a digestao total de pT com EcoRI, uma vez
gue o fragmento menor eliminado apds a digestdo com as duas enzimas seria de apenas

23 pb, ndo visivel no gel da digestao (figura 16).

O vetor pT foi sequenciado para elucidar se o sitio multiplo de clonagem havia
sofrido alguma recombinacdo. A sequéncia da regido foi confirmada conforme
apresentado na figura 17, contendo dois sitios para EcoRl, ao invés de apenas um sitio
conforme descrito por Borges (2009), porém, em ambos os casos a linearizagao do vetor
com as duas enzimas em sequéncia, Sall e EcoRl, ainda seria possivel. Contudo, a
digestao completa com a segunda enzima ndo poderia ser confirmada, pois o fragmento
gerado era muito pequeno para visualizagdo no gel. A grande quantidade de vetores

religados da indicios de que a digestdo tenha sido parcial.

Psti (385) Smal (389)

EcoR| (375) BamH| (393)
EcoRV (371) EcoRl (399)
Hindlll (363) EcoRV (407)

Xho! (245) Sall (348) Pstl (415)
Hindlil (342) Spel (417) Xhol (658) - Sacl (759)
I ———— e ————
TyD pTY TyE

Figura 17: Mapa do sitio multiplo de clonagem do PT.

Com o objetivo de investigar se na populacdo de clones obtidos haviam clones
com o inserto, uma placa com mais de 300 col6nias (da ligacdo com o inserto) foi lavada
com 1 mL de meio e utilizada como indculo para a extracdo de DNA plamidial. Os
diversos plasmidios da populagdo foram linearizados com EcoRV, gerando dois
fragmentos, um de 6,7 kb correspondendo ao vetor pT com o inserto (homeado pTXI) e

um mais forte de 3,5 kb correspondendo ao vetor pT religado (figura 18). A presenca do
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inserto na populagao de plasmidios também foi confirmada por uma reagao de PCR com

o par de primers XIF e XIR.

1d

= <«— 6,7 kb
-—-4_ 3,5Kb
—
—
-—

Figura 18: Perfil de restricao dos plasmidios pTXI extraidos da populagdo de clones. M)
Marcador 2-log DNA Ladder (0.1-10.0kb); 1i) pTXI da populagdo intacto; 1d) pTXI da populagdo
digerido com EcoRV. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.

De forma a aumentar a probabilidade de recuperacdao do plasmidio pTXI, a
populacdo de plasmidios foi cortada com a enzima Smal e em seguida, usados na
transformacdo de E. coli XL10-gold. Com isso, se esperava enriquecer relativamente a
fracdo de plasmidios no qual o inserto se inseriu no sitio de corte com EcoRIl que
eliminou o fragmento que continha o sitio Smal (figura 17). Nesse caso, plasmidios

religados seriam linearizados.

Apds a transformacdo foram obtidos varios clones, dos quais 10 foram
analisados quanto ao padrao de restricdo com EcoRV. Trés clones apresentaram a banda

de 6,7 kb correspondente ao pTXI (figura 19a).
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Figura 19: Perfil de restricdo dos transformantes pTXIl e pTXIKAN. M= 2log DNA
Ladder (0.1-10.0kb); a) 1i, 2i, 3i, 4i, 5i, 6i, 7i, 8i, 9i, 10i= vetor pTXI do clone 1 ao 10 intacto, 1d,
2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d, 8d, 9d, 10d= vetor pTXI do clone 1 ao 10 digerido com EcoRV. b) i= vetor
pTXIKAN do clone 2 intacto, EcoRI= vetor pTXIKAN do clone 2 digerido com EcoRlI, Xhol = vetor
pTXIKAN do clone 2 digerido com Xhol. c) Mapa do vetor pTXIKAN. Gel de agarose 0,8%.

O clone 2 revelou a banda do plasmideo linearizado de 6,7 kb que foi isolada do
gel, purificada e usada diretamente em uma ligacdo com a o cassete Kan-loxP obtido por
PCR anteriormente. O sistema de ligacdo foi usado na transformacdo de E. coli
competentes, e os clones foram semeados em meio LB sélido com canamicina. Dois
clones foram obtidos, os mesmos foram confirmados por PCR quanto a presenca da Xl e

digerido com EcoRI de forma a confirmar seu tamanho linear de 8,4 kb (figura 19b).
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5.1.1.4 Integragao da Xl em multiplas cdpias

Inicialmente foi realizada uma midiprep para obter mais de 20 ug de DNA do vetor
pTXlI com a marca Kan, denominado pTXIKAN, a partir de uma colénia de E. coli
contendo o vetor obtido anteriormente. O vetor foi cortado com Xhol, sitio dentro da
regido do Ty, liberando um fragmento de 5,2kb que contém o cassete da X| seguido de
Kan-loxP, flanqueados pela sequéncia do Ty (figura 19b). O fragmento foi precipitado e
usado na transformacdo de S. cerevisiae JP1, pelo protocolo de transformacdo de

leveduras de alta eficiéncia.

Pela presenca das regides Ty nas extremidades 5’ e 3’ do fragmento, a XI poderia
se integrar em multiplas cdpias por recombinacdo homdloga nas regides & do genoma.
Apds a transformacdo, 86 coldnias de S. cerevisiae foram selecionadas em YPD-agar com
200 pg/mL de G418 e semeadas em placas com concentragGes crescentes de G418: 200
ug/L, 500 pg/L, 1000 pg/L, de forma a buscar clones com um maior nimero de cdpias da
Xl integradas (figura 20). Dos 86 clones, 73 foram capazes de crescer na ultima
concentrac¢do testada, dando indicios de que mais de uma cépia da Xl podem ter sido

integradas em seu genoma.
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Figura 20: Selecdo dos transformantes em crescentes concentracdes de antibidtico.
Clones 1-51A e clones 1-35B crescidos em YPD sélido. Em todas as placas, o nimero 52
corresponde ao controle negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem a) placa da sele¢do inicial dos
clones pds transformacdo 200 pg/mL de G418. b) YPD com 200 pg/mL de G418. c) com 500
pg/mL de G418. d) com 1000 pug/mL de G418.

Paralelamente, os mesmos clones foram testados em meio YNB sdlido com
Xilose 2% e 5% como Unica fonte de carbono, crescidos por até 1 més a 30°C. Alguns
clones se mostraram capazes de crescer em xilose, o que indica que a Xl| integrada ao
genoma encontra-se funcional. O crescimento em xilose se manteve mesmo apdés um
segundo repigue em meio com xilose como unica fonte de carbono, no qual o controle

negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem, nao consegue crescer (Figura 21).
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Figura 21: Selecdo dos transformantes com capacidade de crescer em xilose como Unica
fonte de carbono. Clones 2A,7A,12A,13A, 17A, 23A, 26A, 27A, 33A, 38A, 44A, 45A, 47A, 48A,
50A, e clones 10B, 12B,13B, 15B e 28B crescidos por 14 dias em YNB sdélido com 5% de Xilose,
segundo repique, apds crescimento dos mesmo no primeiro repiqgue em YNBX. C- = controle
negativo, S. cerevisiae JP1. Destacados em amarelo, clones selecionados (13A, 33A e 15B).

5.1.1.5 Remogao da Marca Kan-loxP

Com base no crescimento em xilose (figura 21), os clones 13A, 33A e 15B foram
selecionados para remoc¢dao da marca Kan-loxP. A presenca da Xl integrada foi
confirmada também por PCR de col6nia para os clones com melhor crescimento em
xilose. Foram escolhidos 3 clones diferentes, pois a posi¢cdo das integracdes no genoma
pode levar a eventuais dele¢des e altera¢des estruturais pela recombinacao de sitios

loxP mais afastados entre si (Carter & Delneri, 2010).

Para a remocdo da marca, os 3 clones foram transformados com o vetor pYRCre
pelo protocolo de transformacao rdpida. Este vetor permite a expressao da recombinase
Cre induzida por galactose. Apds transformagao, uma colonia derivada de cada um dos
clones anteriores foi usada para crescimento e indu¢do da recombinase Cre.
Posteriormente, foram selecionadas col6nias com capacidade de crescer em meio YPD
sem antibidtico, mas incapazes de crescer em meio YPD com 200 pg/mL G418 (clones
sem marca Kan-loxP da integracdo) e 200 pg/mL higromicina B (clones sem o vetor
pYRCre), indicando a perda do vetor replicativo e a remog¢do da marca Kan do genoma

de S. cerevisiae (figura 22).
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200pg/mL Higromicina B

Figura 22: Selecao de clones com a marca de selegao removida. 30 clones derivados do
clone JPXI13A, JPXI15B e JPXI33A, nomeados JPXI13.1 a 30, JPXI15.1 a 30, JPXI33.1 a 30 de
acordo com a posi¢do na placa, crescidos em meio YPD sélido sem antibidtico, YPD com
200pg/mL de G418 e YPD com 200ug/mL de higromicina B. Posi¢do 31 nas placas corresponde
ao controle negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem e posi¢do 32 corresponde ao controle positivo,
clone 13A, 15B e 33A, respectivamente, transformados com vetor pYRCre (resistentes a
canamicina e higromicina).

Paralelamente, foram feitos crescimento dos clones que tiveram a marca
removida em YNB com 5% xilose como Unica fonte de carbono, para selecionar clones
gue nado tivessem perdido a capacidade de crescer em xilose. A remog¢do da marca
poderia recombinar e excluir cassetes de XlI integrados em regides préximas. Os clones,
nomeados JPXI, com crescimento superior ao controle negativo (JP1 selvagem) foram
repicados para um segundo crescimento em YNB xilose, aonde o controle negativo nao

cresce.
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5.1.1.6 Quantificacdo relativa do niimero de cépias integradas da XI

Para avaliar a quantidade relativa de cépias da XI que foi integrada no DNA
gendmico de JP1, foram extraidos o DNA gendmico de 3 clones JPXI13.10, JPXI33.11,
JPXI115.13 (sensiveis a G418 e que crescem em Xilose), de JP1 selvagem e do clone 15B

(sem remogao da marca Kan).

A quantificacdo foi realizada por PCR em tempo real (qRT-PCR), utilizando o gene
codificador da actina (ACT1), cuja sequéncia foi obtida no GeneBank, como um controle
enddgeno. Para o desenho dos primers referentes ao gene codificador de actina (ACT1)
e da xilose isomerase foi usada a ferramenta Primer3Plus (Untergasser et al., 2007)
obedecendo-se as regras para qRT-PCR. As sequéncias dos primers também foram
analisadas no programa Primer Express quanto a formacdao de estruturas secunddrias,
sendo ajustadas de forma a evita-las. As regides amplificadas pelo conjunto de primers
para actina (ACT-F e ACT-R) e pelo conjunto de primers para xilose isomerase (XI-F e XI-
R) apresentaram tamanho estimado de 133 pb e 144 pb, respectivamente. Como os
tamanhos foram similares, foi possivel usar a amplificacdo da actina como controle
endégeno da amplificagdo, para nivelamento das diferencas correspondentes a

variagdes na quantidade de DNA genomico de cada amostra.

No grafico apresentado na figura 23, observa-se que o clone 15B apresentou
maior numero relativo de cépias da xilose isomerase quando comparado, aos clones
JPXI13.10, JPXI33.11 e JPXI15.13, este ultimo derivado do 15B apds a remogdo da marca.
Conforme esperado, todos apresentaram maior nimero de cdépias do que a levedura

selvagem (controle negativo), que ndo possui o gene da XI.

Com base na amplificacdo relativa do gene da Xl nos clones, estima-se que o
mesmo estaria em um maior numero de cépias no genoma do clone JPXI15B, enquanto
os clones JPXI13.10, JPXI33.11, JPXI15.13, que tiveram a marca Kan-loxP removida,
apresentariam um nimero menor de cépias no genoma. JPXI15B perdeu algumas cépias
da Xl durante o evento de remoc¢do da marca, e isso pode indicar que houve possiveis
recombinacdes entre regides distintas de integracdo, o que pode alterar outras

caracteristicas fenotipicas que no presente trabalho ndo foram avaliadas.
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Figura 23: Andlise da quantificacdo relativa do gene Xl nas linhagens de S. cerevisiae
JP1, JPXI13.10, JPXI15.13, JPXI15B e JPXI33.10, por gRT-PCR. O desvio padrdo é referente a
triplicata da reacdo de PCR.

Uma vez que nao foi observada diferenca em nimero de cdpias entre os clones
JPXI13.10 e JPXI33.10. A sele¢do do clone foi realizada a partir do crescimento em placa
em YNB xilose 5%. O clone 13.16 foi o que se destacou, e foi usado para as etapas

seguintes, sendo renomeado apenas como JPXI a partir deste ponto.

A presenca da Xl em multiplas copias no genoma de JP1 é suficiente para permitir
gue a mesma cres¢a em xilose como Unica fonte de carbono. Porém, o crescimento é
muito lento em placa (mais de 15 dias), provavelmente pela limitacdo na entrada da
xilulose na via PPP. Ho & Brainard (1998a) observaram que a enzima xiluloquinase (XK),
responsavel pela primeira etapa na entrada da xilulose na via das PPP apresenta baixa
expressao quando comparada a expressao das enzimas da via glicolitica. Como etapa
seguinte, o gene da XK foi superexpresso em JPXI, que apresenta a Xl integrada em seu

genoma.
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5.1.2 Integracao da XK no gene GRE3

5.1.2.1 Construgao do Vetor pBGREXKKAN

Foi concebida a seguinte estratégia com o objetivo de integrar o gene da
xiluloquinase (XK) em duas cépias no genoma com a concomitante delecdo do gene da
aldose redutase (GRE3) responsavel por desviar a via de xilose ao converter a xilose

intracelular a xilitol (figura 24).
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Figura 24: Representagdao esquematica da estratégia utilizada para construcdo dos
vetores pPBGREXKAN e pBGREXKZEO (adaptado de Reis, 2012).
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O vetor de integracdo pBGRE foi construido por Reis (2012), contendo 230 pb e
220pb da sequéncia da regido upstream (GRE5’) e dowstream (GRE3’) do gene GRE3 de
S. cerevisiae, com base na sequéncia depositada no GeneBank para a linhagem S288c.
Este vetor foi usado como ponto de partida para clonagem do cassete da xiluloquinase
(XK) e das marcas Kan-loxP ou Zeo-loxP, para direcionamento da integra¢do para o locus

GRE3 da levedura JPXI.

Inicialmente, o vetor pBGRE foi linearizado com BamHI, desfosforilado e usado na
reacdao de ligagdo com o produto de PCR Kan-loxP, também cortado com a mesma
enzima. A ligacdo foi usada para transformacdo de E. coli competentes e selecdo
diretamente em meio LB com 50 pg/mL de canamicina. Foram obtidos apenas 4 clones,
entretanto todos possuiam o inserto Kan-loxP, confirmado por analise do perfil de
restricdo dos plasmideos obtidos. Conforme apresentado na figura 25a, observa-se que
a digestdo dos plasmideos com BamHI, libera um fragmento de 1,7 kb correspondente a
Kan-loxP e um fragmento de 3,4 kb correspondente ao vetor pBGRE linear. A mesma
estratégia foi realizada usando-se o produto de PCR Zeo-loxP, e a selecdao dos clones
diretamente em meio LB com 25 pg/mL de zeocina. Os vetores obtidos foram nomeados

de pBGREKAN e pBGREZEO, respectivamente.

O cassete de expressdao da XK foi construido por Reis (2012), contendo a regido
promotora do gene PG/ de S. cerevisiae S288c, a regido codificadora do gene da
xiluloquinase (XKS1) e o terminador do prdprio gene XKS1. O cassete foi excisado do
vetor pGXKSPGI (Reis, 2012) com a enzima Sacll, mesma enzima que foi usada para
linearizar os vetores pPBGREKAN e pBGREZEO. Observa-se, na figura 25b, que a digestao
do vetor pGXKSPGI com Sacll gerou dois fragmentos, um de aproximadamente 2,4 kb
correspondente ao cassete da XK e um fragmento de 3,1 kb correspondente ao restante
do vetor. A banda de 2.4 kb foi eluida do gel, purificada e usada em reacdo de ligacdo
com o vetor pBGREKAN e pBGREZEO, ambos previamente digeridos com Sacll,

precipitados e desfosforilados.
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Figura 25: Analise de restricao do vetor pPBGREKAN nos clones 1-4 e do vetor pGXKSPGI.
a) clones pBGREKAN digeridos com BamHl: 1i: clone 1 plasmideo intacto, 1d: clone 1 digerido,
2i: clone 2, plasmideo intacto, 2d: clone 2 digerido, 3i: clone 3, plasmideo intacto, 3d: clone 3
digerido, 4i: clone 4, plasmideo intacto, 4d: clone 4 digerido. b) vetor pBGREKAN clone 4
linearizado com Sacll, i: intacto, 4/Sacll: digerido c) vetor pGXKSPGI digerido com Sacll, XK i:
vetor integro, XK/Sacll: digerido. d) mapa do vetor pBGREKAN e) Mapa do vetor pGKSPGI. M:

marcador 2-Log ladder.
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Foram realizadas varias reacdes de ligacdo, variando a proporcao de vetor:inserto,
desde 1:2 até 1:10, seguidas de transformacdo de E. coli e selegdo em canamicina ou
zeocina, de acordo com a marca presente no vetor. Poucos clones (0 a 17) foram

obtidos nas transformagdes e nenhum clone continha o inserto (cassete de expressao

XK).

Alternativamente, foi desenvolvida estratégia para constru¢do do cassete de
delecdo GRE3::XKKan-loxP diretamente na levedura (figura 26). De acordo com o
descrito por Gibson (2009), S. cerevisiae é capaz de ligar um genoma inteiro de
Mycoplasma por recombinagdao homdloga, bastando entre os fragmentos conterem
entre 20-40 pb de sobreposicdo, com maior sucesso com fragmentos de 80 pb de
sobreposicdo. Com base neste trabalho, foi desenhada a estratégia descrita na figura 27,

a partir de regides de 100pb de sobreposicao.

Primeiramente, foi determinada a orientacdo da marca Kan-loxP no vetor
pBGREKAN, por PCR com os pares de primers GREF1 e o ZeoblasR3. Como houve
amplificagdao do fragmento de 1,9 Kb, foi possivel confirmar por PCR a orientagao no

sentido horario (figura 26).

2-log DNA Ladder
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Hpal (852)
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Sactl (802}
Barnl (907)
Sgil (947)
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ColE1 ori

s
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Puull (3102)
Hindll (2844
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BamH! (2807)
Bglll (2867

Figura 26: Produtos de PCR 5’GRE3KanloxP e XK3'GRE3. 1: fragmento contendo a regido
5’GRE e o cassete Kan-loxP (5’GRE3KanloxP); 2: cassete XK flanqueado por 100bp 3’kan-loxP e
100bp 3’GRE3 (XK3’'GRE3). M: marcador molecular 2-log DNA ladder. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%.
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Para a construcdo do cassete de delecdo GRE3::XKKan-loxP diretamente na
levedura, com o mesmo conjunto de primers (GREF1 e o ZeoblasR3), amplificou-se por
PCR o fragmento contendo a regido 5'GRE e o cassete Kan-loxP a partir do vetor
pPBGREKAN (figura 26). Foram desenhados os seguintes primers para a recombinagao
homoéloga: KPGI-F (5’'tgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggcttta
atttgcaagctagatctataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatggatccgaggtcgacggtatcgataagcettg) e
XKG3-R (5’taccgttaacgttgaaatggaagctgctattaatatcccgatagatatceggttactcaaatgattttgggacc
gctttgcetctcttggttctattttaggeecgegggattggatecg). Estes primers permitem a amplificacdo do
cassete da XK do vetor pGXKSPGI adicionando, na posicao 5 do cassete, 100 pb de
homologia com a regido terminal da sequéncia de Kan-loxP, e na posicdao 3’ do cassete
da XK, mais 100 nucleotideos homdlogos a regido terminal do gene GRE3 (figura 28).
Desta forma, a levedura foi transformada com os dois fragmentos amplificados por PCR,
0s quais esperava-se que, por recombinacdo homdloga, se uniriam e integrariam no
locus GRE3, conforme esquematizado na figura 27. Assim, ocorreria a interrupcao do

GRE3 com a inserc¢do dos cassetes da XK e kan-loxP.
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Figura 27: Representacdo esquematica da estratégia para delecdo do locus GRE3 e
integracao do cassete XK por recombinacdo homédloga dos produtos de PCR na levedura.

Os dois produtos de PCR gerados a partir da estratégia apresentada na figura 27
foram purificados para remocao das enzimas e do template com kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega), e reunidos na proporc¢do equimolar 1:1 para um total
de 1 a 10 pg de DNA usados em cada transformacdo. A transformacao foi realizada com

a linhagem selvagem JP1 e esperava-se, apds a confirmacdo e remoc¢ao da marca de
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selegdo, integrar a xilose isomerase novamente e realizar a selegdao diretamente sobre o

crescimento em xilose.

Ap0ds varias tentativas de transformacdo da levedura selvagem JP1, alterando-se
guantidade total de DNA usado na transformacdo e aumentando-se o tempo de
incubagdo a 42°C para 1 hora, foram obtidos alguns clones com capacidade de crescer

na presenca de G418.

O gene GRE3 encontra-se em duas cépias no genoma da Levedura, uma vez que
a linhagem JP1 é diploide (Reis, 2012). De forma a obter clones de JP1 com as duas
copias deletadas, os clones obtidos foram crescidos em concentragdes crescentes do
antibidtico G418, assim como descrito anteriormente para Xl, seguindo-se a remocao da
marca de selecdo. Dez clones foram selecionados para extracdo do DNA gendmico pelo
kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega) e avaliados quanto a integracao por
PCR. Foram realizadas reacGes de PCR com os primers GREFF e GRERR, que se anelam na
extremidade do gene GRE3, regido externa a regido usada para a recombinagdo

homologa.

Dos 10 clones selecionados, dois apresentaram integracdao dupla (nos dois alelos
do gene GRE3). Na figura 28, observa-se o resultado do PCR para 2 clones obtidos e a
linhagem selvagem JP1. A reacdao com o DNA genémico do clone JPXK38 apresentou um
produto de PCR para o GRE3 de tamanho equivalente ao gene integro (~1,7 kb), mesma
banda observada para JP1, e outra de tamanho maior, aonde ocorreu a integracao.
Enquanto, para o clone JPXK26 observa-se uma Unica banda de mesmo tamanho da
banda superior de JPXK38, indicando a integracdo nas duas cdpias do gene. O clone
JPXK26 teve o cassete kan-loxP removido do genoma, conforme realizado
anteriormente para os clones JPXI, dando origem ao clone JPXK26.24. Observa-se na
figura 28, que apds a remoc¢do da marca de selecdo (clone JPXK26.24), hda uma reducdo
de tamanho do fragmento amplificado para os dois alelos de GRE3. Porém, os tamanhos
ndo condizem com a integracdo da XK. Esperava-se um aumento de tamanho do
fragmento amplificado para aproximadamente 5,3 kb com a integracdo dos cassetes da
XK e de Kan-loxP no locus GRE3, e um fragmento de 3,2 kb apds a excisdo da marca de

selecdo, o que ndo foi observado. Logo, a integracdo observada provavelmente

82



Resultados e Discussoes

corresponde a integracdo a partir de uma possivel contaminacdo com o plasmideo
pPBGREKAN usado como molde na reagdao de PCR, uma vez que o tamanho esperado
com a entrada s6é do cassete kan-loxP seria de aproximadamente 2,5 kb. Ao final, foi
obtido o clone JPXK26.24, que apresenta os dois alelos do gene GRE3 deletado, porém
sem a integracao da xiluloquinase nem da xilose isomerase. Este clone, denominado a
partir de entdao JPAGRE, pode ser util para futuros estudos com expressao epissomal da

xilose isomerase, de forma a evitar a inibicdo da mesma por xilitol.

2-log DNA Ladder (NEB)

Mass (ng) Kilobases

M controle- JP1 JPXK26 JPXK38 JPXK26.24

40  100-
40 80~
8 60~
0 507
32 40
120 30-
0 20-
57  15-
5 12-
122 10-
2kb 31 08~
1,5kb 27 07-
23 06-
124 05~
49 04 -
37 03-
R 02-
61 01~

Figura 28: PCR do gene GRE3 gendomico de JP1 selvagem, clones JPXK26, JPXK38 e
JPXK26.24. Marcador 2-log DNA Ladder (NEB). ReagGes de PCR usando o par de primers GREFF e
GRERR.

Foram realizadas novas tentativas de integragdao usando ambos os fragmentos
isolados do gel, para evitar a presenga mesmo que residual do DNA molde. E nenhum

clone foi obtido.

Apds o insucesso na estratégia alternativa testada, buscou-se uma terceira
estratégia para constru¢do do plasmideo pPBGREXKKAN a partir da recombinagao in vitro

e transformacao de E. coli XL 10 gold.
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Para amplificar o cassete de expressdo da XK, foi feita uma reacdo de PCR
contendo o par de primers GREXKF e GREXKR (contendo cada um 15pb de homologia ao
vetor pGXKSPGI) e o vetor pGXKSPGI como molde (figura 25).

O produto de PCR de aproximadamente 2,5 Kb (Figura 29, poco 1) foi purificado
e ligado ao vetor de integracdo pBGREKAN, previamente digerido com a enzima de
restricdo Sacll (Figura 25). O sistema de ligagdao foi feito pelo método de In-fusion,

conforme instrugdes do fabricante (In-Fusion® HD Cloning Kit, Clontech).

<«—— 3,0Kb
<«— 2,0Kb

Figura 29. Analise do produto de PCR para o cassete de expressao da XK. 1) fragmento
correspondente ao cassete contendo o promotor PG/, o gene da enzima xiluloquinase (XKS1)
e a regido terminadora do gene XKS1. 2) controle negativo (reacdo contendo como molde o
vetor pBGREKAN. 3) controle negativo (reacdo sem DNA molde). M) marcador de massa
molecular O’gene Ruler 1 Kb plus.

Bactérias da linhagem XL-10 Gold foram transformadas com o sistema de ligagao
contendo o vetor pPBGREKAN e o inserto cassete da XK, e posteriormente semeadas
em meio LB sélido com canamicina. Vdrios clones foram selecionados
aleatoriamente para avaliar se houve ligagdo no vetor de integragdo. Para isso,

reacGes de PCR de col6nia foram feitas utilizando o par de primers GREF1 e GRER2,
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0s quais se anelam nas extremidades mais externa da regido GRE3 presente no vetor
(5’GRE e 3'GRE). O tamanho do produto de PCR esperado é de aproximadamente 4,6

kb, o qual pode ser observado na figura 30 (poco 6).

1 23 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 1516 17 1819 M

<«—— 5,0Kb
<«—— 3,0Kb
<«— 2,0Kb

al

Figura 30: Anadlise de PCR de col6nia dos clones obtidos da transformag¢do com o
sistema de ligagdo pBGREKAN/PGIXKS. Pocos 1 a 21) clones obtidos na transformacdo. M)
marcador de massa molecular O’gene Ruler 1 Kb plus.

Em adicdo a PCR, sistemas de digestdes foram feitos para confirmar o perfil
de restricdo da construcdo obtida. A colonia correspondente ao clone 6 (pogo 6,
figura 30) foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo canamicina, crescida por 20
horas a 37°C para a extracdo de DNA plamidial (Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System, Promega). Apds a purificacdo do vetor, o mesmo foi digerido
com as enzimas Sacll e Hpal separadamente. Os tamanhos aproximados esperados
apos a digestdao com a enzima Sacll sdo de 2,5 kb e 5,0 kb (Figura 31A, pogo 2) e com

a enzima Hpal sdo de 4,6 Kb e 2,9 kb (Figura 31B, pogo 2).
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Figura 31. Analise do perfil de restricdo da construgdo pBGREXKKAN. 1) vetor
pBGREXKKAN intacto. 2) pBGREXKKAN digerido com Sacll (A) ou Hpal (B). M) marcador de
massa molecular O’gene Ruler 1 Kb plus.

Integracao o gene da XK e dele¢ao de GRE3

Apds a confirmacdo dos perfis de restricdes de pBGREXKKAN (figura 31), 30 pg
do vetor foram digeridos com a enzima Hpal, e utilizados para transformar a
linhagem de S. cerevisiae JPXI. As células foram recuperadas por 3 horas em meio
YPD liquido a 30°C e posteriormente semeadas em meio YPD-agar contendo 300

ug/mL de G418 e novamente incubadas a 30°C por 72 horas.

Foram obtidos cinco clones apds a transformacgdo. Os mesmos foram repicados
para uma nova placa em meio YPD-agar contendo 300 pug/mL de G418, confirmando sua
capacidade de crescer apds 48 horas em uma alta concentrac¢ao do antibidtico, podendo
indicar uma possivel integracdo nos dois alelos do GRE3. Esses clones foram inoculados

em 1 mL de YPD e incubados a 30°C por 24 horas e o DNA total de cada clone foi isolado
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e quantificado. Reacdes de PCR contendo 10 ng de DNA total e diferentes combinacdes
de primers iniciadores foram feitas para a confirmacdo da integracdo do cassete
GRE3::XKkan-loxP no locus GRE3 (Figura 32). As combinac¢des de primers e tamanhos

esperados dos produtos de PCR estdao descritos na tabela 9 abaixo.

Tabela 9. Descri¢cdao dos pares de primers utilizados e os tamanhos dos

produtos de PCR esperados.

Pares de primers Tamanho do produto de PCR esperado
GREFF x GRERR ~5,4Kb
GRERR x ZeoF ~2,0Kb
GREF1 x ZeoR ~4,4 Kb
XKR x ZeoR ~4,2 Kb
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Figura 32: Confirmacao da integragdao do cassete GREXKKAN no locus GRE3 por
reacoes de PCR. As reagdes foram feitas usando os pares de primers GREF1 e ZeoR (A),
GRERR e ZeoF (B), GREFF e GRERR (C) e XKR e ZeoR (D). Foram usados como moldes DNA

totais dos clones JPX13.16 (pogos 1), JP1 (pogos 2), clones 1 a 5 (pogos 3 a 7) e reagdes sem
DNA molde como controles negativos (pogos 8).

Com base no resultado da figura 32, o clone 1 (pogo 3) foi selecionado, uma
vez que aparentemente ocorreu integracdo nos dois alelos de GRE3 com uma Unica
banda amplificada de 4,6 kb correspondente ao GRE3 interrompido (figura 32C).

Para a remocdo da marca Kan-loxP, o clone 1 foi transformado com o vetor
pYRCre pelo protocolo de transformagao rapida.

Apds a inducdo da recombinase Cre, foram selecionadas col6nias com
capacidade de crescer em meio YPD-agar sem antibidtico, mas incapazes de crescer em
meio YPD-agar com 200 pg/mL G418 (clones sem marca Kan-loxP da integra¢do) e 200

ug/mL higromicina B (clones sem o vetor pYRCre), indicando a perda do vetor replicativo
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e a remocdo da marca de resisténcia a G418 do genoma de S. cerevisiae (figura 33). O

clone JPXIXK1.1.2, denominado a partir de entdo JPXIXK1, foi selecionado para iniciar

etapa de adaptacdo metabdlica em meio contendo xilose como unica fonte de carbono.

Figura 33: Crescimento dos transformantes apds a indugdo da recombinase Cre em
meio YPD, com e sem G418 ou higromicina B. A) YPD sem antibidtico; B) YPD com 200 pg/mL
de G418; C) YPD com 200 pg/mL de higromicina B. 1 a 49= clones JPXIXK1.1.1 a JPXIXK1.1.49;
50= controle clone JPXIXKKANCRE (resistente a G418 e a higromicina); B) 51= JPXIXKKAN
(resistente a G418).

Ao final da etapa de construcdo genética, a levedura JPXIXK1 possui o gene da Xl
integrado em regides & espalhadas no genoma da levedura, o gene da XK em duas
copias extras integradas no genoma no lécus GRE3 (GRE3::XK) e consequentemente, os
dois alelos do gene GRE3 interrompidos. Na figura 34a, observa-se o fragmento de 1,7
kb correspondente ao gene GRE3 integro tanto no pogo JP1 e quanto para JPXI13.16
(DNA genomico de JP1 selvagem e do clone JPXI13.16 usados como molde,
respectivamente). J4 para o clone JPXIXKKAN (resistente a G418), houve a amplificacdo de
um fragmento de aproximadamente 5,3 kb, correspondendo a insercdo do cassete de
delecdo GRE3::XK-kan-LoxP. Para o clone JPXIXK1 observa-se um produto de PCR de
aproximadamente 3,2 kb, confirmando a excisdo do cassete de resisténcia kan-loxP. De
forma complementar, na figura 34b, observa-se a confirmacdo por PCR da presenca da
Xl nos clones JPXI13.16 e JPXIXK1 (tamanho esperado 1,3 kb), da XK no locus GRE3
apenas em JPXIXK1 (tamanho esperado 3,2 kb). Confirmou-se a orientacdo do cassete
da XK no sentido invertido em relacdao ao gene GRE3, a partir da amplificagdo usando os
primers GREFF (que se anela a regidao 5’ de GRE3) e o XKF (que se anela a regido 5’ de
XKS1) gerando um fragmento amplificado de 2,8 kb observado para JPXIXK1 (figura 34c
e 32d).
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Figura 34: Confirmacao por reacoes de PCR da integracdao da XK, da Xl e remogao da
marca kan. A) reacGes foram feitas usando os pares de primers GREFF e GRERR. Foram usados
como molde o DNA gendmico dos clones JPX13.16 (JPXI), JP1, JPXIXKKAN (XKKAN, clone 1 antes
da remogdo da marca de selegdo), controle negativo (ct-, sem DNA molde) e JPXIXK1 (clone
selecionado apds a remog¢do da marca de selegdo). B) reagdes de PCR com par de primers XIF e
XIR (XI, pogos a direita do marcador) e reagGes usando os pares de primers GREFF e GRERR.
Foram usados como molde o DNA total dos clones JPXI13.16 (JPXI) e JPXIXK1 e controle negativo
(Ct-, sem DNA molde). C) confirmacdo da orientacdo do cassete da XK, PCR com os primers
GREFF e XKF, DNA dos mesmos clones usados em A. D) representacdo esquematica da
orientac¢do do cassete no lécus GRE3 de JPXIXK1 M) marcador molecular O’gene Ruler 1 Kb plus.
Eletroforese em gel de agarose 1%.

O clone JPXIXK1 foi preservado em glicerol 25% em freezer a -80°C, e uma

aliquota foi usada para dar inicio a etapa de adaptacdo metabdlica. A cada repique
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novos estoques foram preservados, correspondendo as populacdes JPXIXK2, JPXIXK3 e
assim por diante. Sempre que necessdrio, uma aliquota do repique anterior foi
descongelada e crescida diretamente em meio liquido YPDXO0,5 (glicose 0,5%, xilose 1%,

extrato de levedura 1% e peptona 2%), para dar sequéncia a etapa de adaptagao.

5.1.3 Adaptagao Metabdlica

Inicialmente buscou-se realizar a adaptacdo metabdlica a partir de repiques
sucessivos em meio minimo (YNB) com 2% de xilose, como Unica fonte de carbono,
conforme realizado por Reis (2012) para a linhagem derivada de JP1 com a expressao
epissomal da via para xilose, e outros trabalhos similares (Kuyper, 2005; Zhou, 2012;
Lee, 2014; Klimack,2014; Qi et al., 2015; Apel, 2016). Foi observada uma taxa de
crescimento (p) de 0,009 h™ para o primeiro repique de JPXIXK1, valor similar ao p de
0,008 encontrado por Reis (2012) para a linhagem com expressao epissomal dos
mesmos genes. O crescimento inicial foi muito lento, levando mais de uma semana para
atingir densidade otica (OD) préxima a 1, o que favoreceu o aparecimento de
contaminagbes microbianas reincidentes ao longo da adaptacdo. Com base em
trabalhos recentes que obtiveram sucesso na adaptacdo metabdlica usando meio rico
(YPX), inclusive com variacdo da concentracdo de aglcares (Demeke, 2012; Diao, 2013;
Hector et al., 2013; Kim et al. 2013; Parreiras et al. 2014), a adaptacdo metabdlica foi
reiniciada a partir do crescimento em meio YPX, com concentragdes de xilose de 10 a 50

g/L.

Apesar do indiscutivel papel da adaptacdo metabdlica em melhorar fendtipos
desejaveis pelo crescimento em meios seletivos, ndo existem métodos padronizados
para processos de adaptacdo. Cada trabalho usa um numero de ciclos de repiques, ou
numero de geracgdes, tamanho do indculo, fase de crescimento para o repique e além de
condicdes de crescimento diferentes (aerdbico, anaerdbico, semianaerdbico, em
batelada, reator de crescimento continuo). O trabalho de Lee et al. (2014) demonstrou

gue a fase de crescimento usada na adaptacdo influencia a velocidade e o tempo em
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adaptacdo para selecionar as caracteristicas desejadas, sendo mais vantajoso manter os
crescimentos sempre na fase exponencial, com transferéncia de um inéculo baixo para
o crescimento seguinte (0,5% do volume). Com o intuito de realizar as transferéncias
ainda na fase exponencial, no presente trabalho, os crescimentos foram iniciados com
uma OD de aproximadamente 0,2 com crescimento na faixa de 1,0 a 2,5 de OD. Na
figura 35, observa-se o processo de adaptacdo realizado ao longo de 62 dias (30
repiques sucessivos). Durante o processo foram exploradas diferentes condicbes de
pressdo seletiva, de forma a evitar que a adaptacdo em condicdo constante leve a
mutacdes com perda de fungdes que s3ao importantes em resposta a flutuagdes
ambientais (Kvitek & Sherlock, 2013). As alteracdes nas condi¢cdes também poderiam
possibilitar a selecdo de outras caracteristicas que em conjunto melhorariam o
desempenho da levedura para a fermentacdo de xilose. No inicio da adaptacdo, foi
usado o meio YPX (2% xilose) em frascos tipo Erlenmeyer de 250mL com volume de
50mL de forma a garantir condicdo aerdbica, de forma a selecionar por uma
metabolizacdo mais rdpida da xilose. Nesta primeira fase, o 4 da populagdo passou de
0,09 h™* (em YPX) para 0,14 h* em 13 repiques, comparavel as taxas de crescimento
relatadas por Kuyper et al. (2005a), Diao et al. (2013), e Zhou et al. (2012a), que estdo
entre as melhores ja relatadas (0,12 h'l, 0,187 ht e 0,20 h'l, respectivamente). Em
seguida, utilizou-se um meio YPX com 1% de xilose. Com esta concentracdo baixa de
xilose, o transporte de xilose para dentro da célula pode ser limitante, uma vez que a
afinidade por xilose dos transportadores de glicose é baixa (Runquist et al., 2010,
Hamacher, 2002). Esperava-se com esta pressdao seletiva favorecer na populacdo
leveduras que tenham alguma vantagem em relacdo a internalizacdo de xilose. E em
seguida um meio YPX com 5% de xilose, para garantir que a populagao nao tenha
perdido a capacidade de crescer em alta concentracdo de xilose. As concentracdes
usadas na adaptacdo tentaram cobrir as faixas de aglcares que se espera ter durante a
fermentacdo do hidrolisado lignoceluldsico. Apds 19 repiques aerdbicos, iniciou-se uma
etapa de adaptacdo anaerdbica (em YPX), uma vez que a adaptacdo aerdbica poderia
nao ser suficiente para a obtencdo de leveduras com boa capacidade fermentativa (Reis,
2012; Klimack, 2014). Por fim, a populacdo foi submetida ao crescimento anaerdbico em

meio minimo (YNB) com 5% de xilose, para que ao final da adaptacdo fosse capaz de
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crescer mais rapidamente em meio minimo, caracteristica observada nos dois ultimos

crescimentos apresentados na figura 35 (crescimento aerébico em meio minimo). A taxa

de crescimento em meio minimo que era de 0,009 h™ para JPXIXK1 no inicio da

adaptacdo, ao final do processo de adaptacdo metabdlica passou a 0,10 h™ na

populacao.

YPX aerdbico YPX anaercbico YNB anaercbico

YNB aerobico

200 400 600 800 1000 1200
_ S 2 Tempo (h)

<
Sxilose:  20g/L 10g/L 50g/L

Figura 35: Adapta¢ao metabdlica através de repiques sucessivos ao longo do tempo. O
grafico apresenta de forma linear a absorbancia a 600 nm do meio de cultura ao longo do
crescimento da populagdo em adaptagdo, cada queda de Absorbancia no grafico corresponde a
um novo repique. Variagdes na composi¢do do meio e condi¢do de aeragao estdo destacadas no

grafico.

Ao longo do processo adaptativo, foi avaliado o consumo de xilose em alguns

pontos, permitindo o crescimento até a fase estaciondria, apds a transferéncia. No

repique 11, por exemplo, foi comprovado que a populacdo apesar de crescer em um

meio rico, usava a xilose como principal fonte de carbono. Houve o consumo de 7,32 g/L

de xilose e foram gerados 3,6 g/L de biomassa, fechando o balango de carbono em

98,4%. Na fase anaerdbica, no repique 26, foi observada a formagdo de 5,8 g/L de etanol

no meio, confirmando que a populacdo era capaz de fermentar xilose a etanol.
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Ao final do processo adaptativo a populacao foi semeada em YPX-agar, para
isolamento dos clones com crescimento superior. Paralelamente também foram
semeadas placas com meio minimo com xilose 2%. A figura 36 mostra o primeiro clone
selecionado, e observa-se variagdo no crescimento na popula¢do existente. O primeiro
clone isolado foi nomeado JPXIXK30.1, e foi usado em comparagao com a linhagem
JPXIXK1 original quanto ao crescimento em YPX (figura 37). Nota-se que pela curva de
crescimento gerada no Epoch 2 Microplate Spectrophotometer, com medidas a cada 30
min, é possivel evidenciar a mudanca no perfil de crescimento em YPX. Apesar de uma
fase lag mais longa de JPXIXK30.1, para a fase exponencial observa-se uma taxa de

crescimento superior da linhagem adaptada, com um p calculado de 0,27 h™%.

A) B)

Figura 36: placa de selegdo e isolamento dos clones adaptados. Clones com
crescimento mais rapido em YPX (A) e crescimento em meio minimo com xilose (B), como Unica
fonte de carbono. Destacado em vermelho o clone JPXIXK30.1, e em verde JPXIXK30.2.
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Figura 37: Comparacao do perfil de crescimento das linhagens JPXIXKX1 e JPXIXK30.1
em meio YPX. Curva de crescimento realiza, em placa de 12 pog¢os com volume final de 2mL a

30°C. Leituras de absorbancia a 600 nm foram feitas no Epoch 2 Microplate Spectrophotometer
a cada 30min. Ensaio em triplicata.

Dois clones que cresceram mais rapidamente em xilose na placa de selecdo em
YPX (JPXIXK30.1 e JPXIXK30.2), foram semeados em placas com meio minimo com 2%
xilose, assim como mais alguns clones promissores que cresceram diretamente nas

placas de meio minimo com xilose (figura 36b).

Com base na comprovada melhora na capacidade de crescimento em xilose da
linhagem adaptada, foi realizado um PCR em tempo real (qRT-PCR) de forma a avaliar de
maneira absoluta o nimero de cdpias integradas do gene da Xl, uma vez que a
integracdo pode ter ocorrido em multiplas cdpias no genoma. Na figura 38, é
apresentado o resultado do numero de cépias amplificadas nas reacdoes de gRT-PCR
para cada linhagem testada tanto do gene URA3 (um controle enddgeno), quanto para o

gene XYLA (gene da Xl), para a mesma amostra. Pela relacdo do nimero de cdpias
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obtidas para cada gene, pode-se estimar o numero de genes da Xl integrados, ja que
URA3 se encontra em duas cdpias no genoma de JP1 e demais cepas derivadas, uma vez
gue é diploide (Reis, 2012). Esta comparacao so foi possivel, pois a curva padrao para os
dois genes (Figura 38) apresentaram eficiéncia préximo a 1, os tamanhos dos
fragmentos amplificados sdo similares, e as amplificacdes das amostras estavam na
mesma faixa da curva padrdo. Entretanto, a amplificacdo para duas amostras,
JPXIXK30.1 e JPXI13.10, ficou proxima ao ponto mais baixo da curva padrdo, com um
desvio grande entre as triplicatas da mesma amostra, logo, ndo é possivel afirmar que
os valores superiores de cépias do gene da Xl em relagdo a URA3 sao realmente
diferentes (p-valor >0,05, teste t de student). Por outro lado, para as demais amostras as
diferencas observadas foram significativas (p<0,05, teste t de student), e as médias
foram representativas. Observa-se que JPXI13.16 apresenta 3 cdpias do gene da Xl
integradas no genoma, enquanto a linhagem JPXIXK1, derivada de JPXI13.16 (com
integracdo da XKS e posterior remocdo das marcas de selecdo) apresenta 1 cdpia do
gene, observada pela amplificagdo quase duas vezes superior para o gene URA3 (figura
38). Logo, houve perda de genes da Xl nesta linhagem. No processo de remocao de
marcas de selecdo pelo sistema cre-lox, pode ter ocorrido recombinacdo de sitios loxP
cicatriciais proximos (Solis-Escalante et al., 2015), ou ainda pela recombinacdo de
regioes Ty de integracdes proximas. O baixo nimero de cépias da Xl| corrobora com o
crescimento lento de JPXIXK1 em meio minimo com xilose como unica fonte de
carbono. Entretanto, a linhagem adaptada JPXIXK30.2 apresenta aproximadamente 2
copias do gene da Xl integradas, o que significa que houve uma duplicacdo deste gene

durante o processo de adaptacao.
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Figura 38: Real time PCR para quantificacdo absoluta do nimero de cdpias integrada
do gene da XI. A) Niumero de cépias amplificadas por reagdo para cada amostra. B) Relagdo da
amplificacdo do gene da XI pela amplificagdo para URA3 para cada amostra. C) curva padrdo
obtida para cada gene, pontos da curva em azul e pontos em vermelho correspondendo as
amostras.

A duplicacdo génica é o mecanismo mais frequentemente usado na evolucao,
principalmente quando o aumento do gene leva a vantagens adaptativas em pressao
seletiva (Ames, 2010). Song et al. (2014), mostraram que as duplicacGes e dele¢des ndo
sdo randbmicas e existem “sitios frageis” no genoma de S. cerevisiae. Sitios como os
elementos Ty, que estdo flanqueando o cassete da Xl no presente trabalho, sdo sitios
preferenciais para quebra e recombinacdo em S. cerevisiae, tanto para delecdo quanto
para duplicacdo (Song, 2014). Demeke et al. (2015) observaram duplicacdes em tandem

de genes que codificam a Xl| (no caso deste estudo CpXylA) como consequéncia da
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adaptacdo metabdlica em xilose de uma linhagem industrial na qual os genes para
metabolizacdo de xilose foram integrados no genoma da levedura, mesmo em regides
sem elementos repetitivos. Neste trabalho, um novo mecanismo envolvendo DNA
circular extracromossomal (eccDNA) com sequéncias de replicagdo autébnomas (ARS) foi
descrito, sendo capaz de mediar a integracdao de cdpias extras do cassete da Xl em
tandem no locus da cépia original, na levedura adaptada. A duplicacdao do gene da Xl
parece prover vantagens adaptativas para o crescimento em xilose, sendo também
observado por outro estudo de Zhou et al. (2012), identificando a duplicacdo da XI como
o principal evento de recombinacdao durante a evolugdo. No caso de JPXIXK30.2, a
presenca dos elementos Ty flanqueando o cassete da Xl pode ter favorecido esta
duplicacdo, e é possivel inclusive que outros clones ainda ndo avaliados quanto ao
nuimero de integracdes, possam apresentar um numero maior.

Ao longo do processo adaptativo, as células foram avaliadas periodicamente
guanto a possiveis variacoes morfoldgicas, de forma a avaliar também a existéncia de
células com brotamentos e caracteristicas parentais tipicas do crescimento em fase
exponencial. Conforme observado na figura 39, imagem do ultimo crescimento do
processo adaptativo, as células apresentam morfologia condizente com a linhagem JP1,
linhagem que tem como caracteristica formar pequenos agregados com multiplos
brotamentos (observacdo pessoal). Ao longo do processo, foi observado de forma
pontual o aparecimento, tanto de algumas poucas células com volume maior, quanto
células com aspecto bacilar,ainda que de forma esporadica (menos de 5% das células).
Reis (2012) também observou durante a adaptacdo a presenca de células com formato
bacilar, que voltam ao formato tipico de S. cerevisiae em meio rico, correspondendo

provavelmente a uma resposta a estresse.
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Figura 39: Aspecto morfolégico do crescimento final do processo adaptativo. Meio
minimo (YNB) com 5% de xilose. Microscopia ética, aumento de 1000X.

5.1.5 Estudo da capacidade Fermentativa em meio com xilose

A primeira avaliagao da capacidade fermentativa em anaerobiose foi realizada
ainda ao longo da adaptacdo, para avaliar a capacidade geral da populagdo em
fermentar xilose. Para tal, foi realizado um crescimento de inéculo em YPX, diretamente
do repique 21 (5 mL do meio crescido, para amostrar boa parte da diversidade). A
Fermentacdo foi realizada em batelada em reator de 1L com (Vf=800 mL) de meio rico
(YP) adicionado de aproximadamente 55 g/L de xilose e 20 g/L de glicose (figura 40a).
Esta concentracao de aguUcares simula a corrente rica em C5 gerada no processo de
etanol 2G da Petrobras. Observa-se jd nesta etapa que a populacdo é capaz de
fermentar xilose com rendimento (Y etanol/xilose) de 0,40 g/g, 78% do redimento
tedrico (0,51 g/g, McMillan, 1993). Apesar de baixa produtividade de etanol da xilose
(Q=0,06 g/I/h™, nas primeiras 48 h, considerando etanol produzido apés extingdo da
glicose), quase toda xilose consumida foi sendo convertida majoritariamente a etanol, o
gue é um otimo resultado, considerando que a populacdo ainda estava em etapa de
adaptacdo. O calculo do balango de carbono, considerando o consumo de 18 g/L de
glicose, 14,5 g/L de xilose e producdo de 13,3 g/L de etanol, 3 g/L de biomassa, além da
formacdo de «xilitol, glicerol e acido acético (0,83 g/L, 1,43 g/L e 0,55 g/L,
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respectivamente) fechou em 99,4%, o que significa que todos os componentes
principais foram analisados. Outra observa¢dao determinante para continuidade do
processo adaptativo, manutencdo da rapida capacidade de fermentar glicose,
caracteristica parental.

Os dois primeiros clones selecionados ao final da adaptacdo foram avaliados
guanto a capacidade fermentativa (JPXIXK30.1, JPXIXK30.2) nas mesmas condi¢des
citadas acima, e em meio apenas com xilose. Os perfis cinéticos da fermentacdo sao
apresentados na figura 40. Ao contrdrio do esperado, os perfis foram muito similares ao
reportado para a populagdo, sem uma aparente melhora nos rendimentos ou
produtividade em relacdo ao perfil da populacdo ainda no inicio da adaptacdo
anaerdbica. Nota-se apenas que para o clone JPXIXK30.2, ndo houve formacao de xilitol,
enquanto para JPXIXK30.1 a producdo de xilitol ficou entre 0,8 e 1,2 g/L. Outra
observacdo é que a presenca da glicose no meio levou a um consumo maior da xilose ao
longo do processo, o que pode ser justificado tanto pelo aumento na biomassa inicial
nas primeiras 8 horas, quanto pela inducdo dos transportadores de agucares na

presenca de glicose.
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Figura 40: Cinética da fermentagdo anaerdbica em meio sintético em Reator
instrumentado de 1L. Meio YPDX 5,5% xilose e 2% glicose e meio YPX 5,5% xilose, volume
final=800mL, Indculo inicial de 1,6g/L de células, pH=6,0. A) populacdo JPXIXK21 em YPDX; B)
clone recombinante adaptado JPXIXK30.1 em YPDX; C) clone recombinante adaptado JPXIXK30.1
em YPX; D) clone recombinante adaptado JPXIXK30.2 em YPDX.

Frente a baixa melhora na capacidade fermentativa observada para estes dois
primeiros clones, foi selecionado um terceiro clone JPXIXK.F1, que foi selecionado com
base no seu crescimento comparativo em placa em meio minimo com 5% xilose. Esta
segunda selecdo visou buscar clones que teriam melhorado a capacidade de crescer em
meio minimo, que foi a Ultima etapa da adaptacdo metabdlica. Nota-se na figura 36b,
gue o crescimento em placa (YNB + 5% xilose) do clone JPXIXK.F1 foi superior ao de
JPXIXK30.1 e 30.2 (que foram crescer com mais tempo), e similar a outros clones
também promissores selecionados em meio minimo, que poderdo ser testados

futuramente.
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Na figura 41, observa-se o perfil cinético da fermentacdo do hidrolisado
lignoceluldsico de bagaco de cana por JPXIXK.F1. Este hidrolisado foi obtido na planta
piloto do CENPES (Petrobras), de acordo com o procedimento padrdo da empresa
(informagdo interna da empresa). Seguindo-se da etapa de sacarificagao (hidrélise
enzimdtica com celulases) sem separacdo da corrente rica em xilose, com posterior
remogao dos soélidos residuais do processo de sacarificagdo por centrifigacdo. Esse
hidrolisado rico em acucares C6 e C5 (aproximadamente 6,5% e 5%, respectivamente) e
com baixo teor de sélidos foi usado diretamente na fermentacdo, sem suplementacao
com nutrientes, correspondendo a um processo de SCF (figura 1). O hidrolisado
otimizado pelo CENPES (Petrobras) apresenta concentracdo alta de &cido acético
(aproximadamente 5g/L), porém baixa concentracdo dos demais inibidores da
fermenta¢do, 5-HMF e furfural (0,008 g/L e 0,019 g/L, respectivamente) quando
comparado ao obtido em outros processos (tabela 10). Porém os acidos fracos sdo os
inibidores que parecem ser mais criticos para a eficiéncia dos processos fermentativos
com leveduras para etanol de segunda geracdo (Bellissimi et al., 2009; Zhao et al.,
2016). O &acido acético presente no meio, afeta o metabolismo das leveduras ao
acidificar o meio intracelular, uma vez que na forma acida, o mesmo passa facilmente
através da membrana celular (Tanaka et al., 2012).

O acetato é hoje reconhecido como um dos principais inibidores gerados na
desconstrugdo da biomassa lignoceluldsica, uma vez que os processos de pré-
tratamento ja foram ajustados para reduzir a degradacdo de acucares a furaldeidos
(Furfural e 5-HMF). Por outro lado, a liberacdo do acetato estd intrinsicamente
relacionada a melhora na capacidade de desconstrucdo da biomassa, objetivo final do

processo, uma vez que é componente da hemicelulose presente na cana de agucar.
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Tabela 10: Concentra¢ao de inibidores em diferentes hidrolisados lignoceluldsicos
descritos na literatura: (Adaptado de Zhao et al.,2016)

Substrato pré-tratamento Principais inibidores (g/L) Referéncias

acido acético Furfural  5-HMF
Corn stover Acido sulfurico diluido 4,3 6,7 1,2 Qin et al. (2012)
Corn stover Steam-explosion 33 0,15 n.d Lu et al. (2010)
Corn stover Steam-explosion 1,7 2,2 0,44 Du et al. (2010)
palha de arroz Sulfato diluido 1,5 0,13 0,05 Silva et al. (2010)
palha de trigo NaOH diluido 3,59 n.d n.d Toquero and Bolado (2014)
Spruce (conifera) Pré-tratamento por sulfito n.d 0,3 0,15 Zhu et al. (2009)
coqueiro-de-dendé Hidrotermico 6,4 3,3 0,3 Zakaria et al. (2016)
Spruce (conifera) Steam explosion catalisado SO, 4,79 1,09 1,57 Demeke et al. (2013a)
palha de trigo e feno (50/50) NaOH diluido 0,7 n.d n.d Demeke et al. (2013a)
Arundo donax Steam-explosion 6,8 0,32 0,4 Demeke et al. (2013a)
Spruce (conifera) Acido sulfurico diluido 6,3 1,1 3,4 Koppram et al. (2012)

*n.d: ndo detectado

Conforme observado na figura 41, a linhagem JPXIXK.F1 foi capaz de fermentar o
hidrolisado, com eficiéncia superior as outras linhagens testadas anteriormente em
meio rico. Houve consumo de 64 g/L de glicose, 40 g/L de xilose e obteve-se uma
concentrac¢do final de etanol de 46 g/L e baixa formacdo e xilitol < 0,15. A glicose ¢é
consumida logo nas primeiras 16 horas do processo, enquanto a xilose teve seu
consumo gradual até atingir concentragdes proximas a 10 g/L no meio, restando uma

concentracdo residual deste acucar ao final da fermentacao.
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Figura 41: Cinética da fermentacdo anaerdbica do hidrolisado lignocelulésico pela
linhagem JPXIXK.F1 em reator instrumentado de 1L. Fermenta¢do anaerdbica do hidrolisado de
bagaco de cana em reator instrumentado Bio Flo110 (New Brunswick) de 1L, Volume final de
800 mL, sem adicdo de nutrientes. Indculo inicial de 1,6 g/L de células, crescido em YPX. pH=6,0.
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Apesar do consumo sequencial dos agucares, foram atingidas taxas de conversao
altas para a xilose, com rendimento de 0,48 g etanol/g de xilose consumida,
considerando apenas fase apds a completa deplecdo da glicose. Este valor é o maior
reportado na literatura para conversao de xilose a etanol, chegando préximo do valor
tedrico 0,51 g/g (McMillan, 1993), ainda mais quando consideramos a conversdo de
acucares presentes em hidrolisados (tabela 11). Foram atingidos valores de
produtividade em 48 horas de 0,8 g/L/h e produtividade especifica de 0,5 g/g peso
seco/h, no mesmo periodo, com taxa de consumo de xilose de 0,30 g/g peso seco/h até
as 96 horas de processo.

A baixa producdo de xilitol observada no processo, quando comparada a alta
concentracao de xilitol produzida pela linhagem JP1 com a mesma via expressa em vetor
epissomal (6 a 7 g/L no meio) (Reis, 2012), suporta a estratégia escolhida de delecdo do
GRE3, e indica que aldose redutase codificada por este gene era a principal responsavel

pelo desvio da via da xilose para formacdo de xilitol.

Na tabela 11, estdo apresentados os melhores resultados obtidos pelas
leveduras recombinantes reportadas até ent3ao, com a via da Xl, tanto para hidrolisados
guanto para meio sintético. Nota-se que JPXIXK.F1, permanece entre os melhores sendao
o melhor resultado em termo de concentracdo final de etanol e conversao de xilose do
hidrolisado, principalmente se considerar a concentragao de xilose presente no meio em
relagao a glicose, o total de xilose convertida a etanol e a concentragdo de inibidores do
hidrolisado. A titulacdo final de etanol (46 g/L) em hidrolisado sé é comparavel ao
trabalho de Diao et al. (2013) e Demeke et al. (2013), entretanto, hd uma diferenca de
escala considerdvel com o primeiro trabalho, uma vez que a fermentagdo foi em volume
de 30 mL, e no caso da levedura GS1.11-26, ela so foi capaz de fermentar a xilose do
hidrolisado com baixa concentracdo de acido acético. Outro aspecto relevante, foi a
auséncia de suplementacdo do hidrolisado no presente trabalho, enquanto na
fermentacdo realizada por Demeke et al. (2013), houve suplementacdo com 1% extrato

de levedura e 2% peptona.
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Atingir concentracdes de etanol superiores a 4%, de forma a reduzir o gasto
enegético envolvido na destilagao, é um dos gargalos encontrados pelas fermentagdes
para etanol de segunda geracdo, tanto pelos processos apresentarem hidrolisados
diluidos em agucares, quanto pela prépria capacidade cofermentativa das linhagens em
utilizar a fragdo rica em xilose (Gerbrandt et al., 2016). A fermentagdo com JPXIXK.F1
conseguiu obter concentragdes de etanol no meio, condizentes com os requerimentos

necessarios a destilacdo industrial deste meio fermentado.

105



Resultados e Discussoes

Tabela 11: Desempenho de leveduras S. cerevisiae recombinantes com a via da
Xl em fermentagdes anaerdbicas em hidrolisado lignocelulésicos e meios sintéticos

Taxade  Produtividade
Agucares iniciais Conc. Final consumo de  especifica
(g/L) (/L) Rendimento Produtividade xilose etanol
Linhagem  Caracteristicas _Tipo de Hidrolisado glicose xilose inibidores (g/L  etanol etanol (g/g) g/L/h (g/g™h™) (g/g™h™)  Referéncia Obs
bagaco de cana, pré- Ac. acético, 4,6 46,3 0,48 (xilose) Presente
xylA/Ogre3/XKS1 tratamento acido 64 47 0,44 (mix) 0,8 (48h) 0,3 (96h) 0,5 (48h) trabalho
JPXIXK30.F1 / evoluida diluido !
Palha de arroz, pré- Ac. acético 1,0
. is . alta [C] celular
tratamento acido 27,7 20,2 Fendlicos, 0,8 20,7 0,46 0,38(48h) 0D=20
diluido n
xylA  3/TAL1/XK Furfural, 0,2 Koetal.,
SXA-R2P-E S1/ Dgre3/ Aphol 2016
3/ evoluida carvalho, pré- Ac. acético, 6,1
tratamento acido 26,8 16 . 17,7 0,43 0,37
. fendlicos, 1,3
diluido
Furfural, 0,6
Palha de trigo e 'n30 houve
feno, pré-tratamento 68,2 28,2 Ac. acético, 0,7 45,1z 0,48 2,86 1,17(24h) consideravel
alcalino acrescimo de
v 4
xylA/XKS1/TAL1/ etanol pelo
TKL1/RPE1/RKI1/ Manose, 15,0 consumo da
GS1.11-26 HXT7/AraT/AraA spruce xilose.
/AraB/AraD/TAL (conifera),steam- - Demeke et 2, d
. . Ac. acético, 4,8 2 1 suplementado
2/TKL2/ evoluida explosion catalizado 48,9 101 30 043 25 0,14 (48h) al ., 2013a com YP(1%
(50,) HMF, 1,1; extrato de
Furfural, 1,6 levedura e 2%
peptona)
GLBRCY 128 xylA/XYL3/TAL1/ corn stover, pré- 0 30 20 0,39 0,75(40h) 018 0,37 (40h) Parreiras et
evolved tratamento AFEX al., 2014
xyIA/XKS1/TALL/ (en stover, pré- 823 467 Acacético,84 518 036 (dlose) 043 (120n)  0,04(120n) 0,05 (120n) D20 etal,
TKL1/RPE1/RKI1, 'P 2013 em frasco (30mL)
CIBTS0735 /! /RKI1/ \ratamento no
Aarg1/Agre3/GXF (ojatado 0,40 (mix) 0,94 (48h)  0,05(48h) 0,12 (48h)
1/ evoluida HMF, 2,6
Meio sintético Condicbes
CEN.PK- xylA/TAL/XKS/RK 20 20 17 0,43
RWB217 I/RPE/TKL/ Dgre3 Batelada anaerébica
em reator, meio
CEN.PK- xylA/TAL/XKS/RK sintético, mix de 20 20 15,7 0,4
RWB218 I/RPE/TKL/ bgre3 alicares Kuyper et
/ evoluida 100 25 47,1 0,38 al ., 2005b
xylA, XKS1, TKL1, -
CEN.PK- RPEL RKI1, Bateladta anaeroblca w0 oa1 12 s
RWB218 Agre3, evoluida e,'"t',i,a or, melo g ’ ’
(70 dias) sintético
IA*3, tall, P
v Batelada anaerdbica
SXA-R2P-E XKS1, Agre3, ¢ . 20 16,2 045 0.8 0.44 Leeetal.,
Apho13 Evoluida e,mt',:.a or, melo ‘ " ’ " 2014
(24 dias) sintético
IA, xyl3, TAL1
,g(u’ xl:,P‘aE’l RKI:I Batelada anaerdbica
H131-A3-CS . . ’ em reator, meio 40 0,43 0,94 0,4
evoluida sintético
(160 dias) Zhou et al.,
IA, xyl3, TAL1 . 2012
)_3'“1' XI:IPEII RKI; Batelada anaerdbica
H131-A3-ALCS . ’ ’ em reator, meio 40 0,41 1,87 0,77
evoluida sintético
(160 dias)
Batelada anaerébica
XyIA/XKS1/TAL1/ M frasco (30mL), a0 175 o e e Diao et .
CIBTS0735  TKL1/RPE1/RKI1/ YPX . "
dargl/Agre3/GXF Batelada anaerébica 2013
arg-/2gre> em frasco (30mL), 80 40 53,3 0,44 5 2,22
1/ evoluida

YPDX

. . g ' - s ee -1 -1
*em cinza, valores estimados pelo grafico. Taxa de consumo especifico de xilose e produtividade especifica = (g/g™ peso seco celulas h™)
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Outro aspecto interessante é a persisténcia ao longo da adaptacdo, de leveduras
com diferentes fenétipos em relagdo a capacidade fermentativa de xilose. No processo
de adaptacado, foram criados ambientes de forma a selecionar clones com habilidade de
crescer em anaerobiose e em meio minimo, a exemplo de JPXIXK.F1. Entretanto, a
dificuldade em realizar o isolamento dos clones em condicdes similares, pode levar ao
isolamento de clones tolerantes as condi¢des anteriores, porém mais adaptados a
condicOes aerdbicas, como parece ser o caso de JPXIXK30.1 e JPXIXK30.2. Klimacek et al.
(2014) comprovou que na populagdo de leveduras adaptadas anaerobicamente,
existiam individuos com diferentes taxas de crescimento especifico, e que a sele¢do dos
clones em meio anaerdbico pode reduzir o esforco amostral para obtencdo do fenétipo
selecionado.

No presente trabalho, ndo foram avaliados os demais clones que apresentaram
fendtipo similar a JPXIXK.F1 no crescimento em meio minimo, que podem
eventualmente serem melhores do que JPXIXK.F1 na fermentacdo de xilose. Todas as
colbnias isoladas foram preservadas em freezer a -80°C, assim como o a popula¢do do
ultimo repique anaerdbico, que poderdao ter a diversidade avaliada em trabalhos
futuros. O presente trabalho também abre caminho para novos estudos quanto a
avaliacdo das alteragdes genotipicas que levaram ao fenétipo diferenciado de JPXIXK.F1
em relacdo a linhagem parental, que poderd fornecer informacgdes relevantes sobre o
papel de novos genes no metabolismo de S. cerevisiae, importantes na fermentacao de
xilose.

A robustez da levedura JPXIXL30.F1, na fermentacdo de hidrolisado
lignoceluldsico, provavelmente deve-se ao background industrial desta linhagem. Nota-
se na tabela 11 que esta linhagem se mostrou a mais tolerante a hidrolisados com alta
concentracdo de acido acético, mantendo a melhor taxa especifica de consumo de
xilose e rendimento de etanol, tanto considerando o rendimento relativo ao consumo
da xilose quanto para o rendimento total (Ye/s, todos os acucares). A linhagem JP1 foi
comparada a outras linhagens industriais brasileiras e se mostrou a mais termotolerante
entre as linhagens testadas (CAT-1, PE-2, BG-1 e levedura de panificacdo), com

consequente maior producdo de glicerol, biomassa e etanol quando crescida a 37°C
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(Della-Bianca & Gombert, 2013). Nota-se na figura 42 que, logo no inicio do processo,
foram gerados aproximadamente 4 g/L de glicerol, entretanto, na fase de consumo
apenas da xilose ndo se observou considerdvel acréscimo de glicerol. As leveduras
industriais apresentaram melhor desempenho que as de laboratdério quanto a tolerancia
a altas concentracdes de alcool e quanto ao estresse acido. Esta ultima, foi a
caracteristica que mais as destacou em relagdo as leveduras de laboratério, indicando
ser a pressdo seletiva mais relevante no ambiente industrial (Della-Bianca & Gombert,
2013), que pode estar relacionada a tolerancia ao acido acético observada no presente
trabalho. A termotolerancia e resisténcia a variagcbes de pH parecem caracteristicas
coerentes com a proépria variacdo ambiental que historicamente esta levedura vem
tolerando no processo de etanol de 12 gera¢do, ainda mais sendo isolada do Nordeste
(Silva-Filho et al. 2005; Della-Bianca et al. 2013). Estas duas caracteristicas, aliadas a
robustez na tolerancia aos inibidores presentes no hidrolisado, observada no presente
trabalho, sugere um grande potencial de aplicacdo da linhagem JPXIXK.F1 em outras
configuragdes de processo, como o SSCF (figura 1), no qual temperaturas mais elevadas
s3a0 vantajosas ao processo.

Recentemente, PE-2 e CAT-1 foram modificadas para fermentacdo de xilose pela
via da XR/XDH e testadas na fermenta¢do de um hidrolisado de sabugo de milho (“corn
cob”) sintético simulado, com 1,7 g/L de glicose, 30g/L de xilose, 2,6g/L de acido acético
2.3 g/L, 1,2 g/L de furfural e 0,1 g/L de HMF (Romani et al., 2015). Obtiveram
produtividade de etanol de 0,16 g/lI/h em condi¢cdo microaerdbica, em 48 horas,
atingindo a producdo de 8,1 g/L de etanol e 4,6 g/L de xilitol. A linhagem recombinante
de PE-2 foi melhor do que a derivada de CAT-1 no consumo de xilose. Essa linhagem
industrial recombinante se mostrou também superior a linhagem de laboratério com a
mesma construcdo. O que corrobora a importancia do background das linhagens
industriais na maior tolerancia as condi¢des estressantes, como a fermentacdo de
hidrolisados lignoceluldsicos. Entretanto, esta linhagem industrial derivada de PE-2,
apresenta desempenho inferior a desenvolvida no presente trabalho, e produz grande
guantidade de xilitol durante o processo, mesmo em condi¢des de aeracdo favordveis.
Comparativamente, a linhagem JPXIXK.F1 se encontra numa etapa a frente em relagdo a

possibilidade de aplicagdo industrial, uma vez que a mesma ndo apresenta marcas
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dominantes de selecdo e todas as construcbes foram integradas no genoma da
levedura, ao passo que a expressdo da via XR/XDH em PE-2 é epissomal (Romani et al.
2015).

O resultado obtido com JPXIXK.F1, demostrou a importancia da evolugao
metabdlica no ajuste do metabolismo de xilose para producdo de etanol. E comprovou
gue a introdugdo apenas do gene da Xl, com superexpressao da XKS1 e delegao de GRE3
aliadas a adaptacdo metabdlica sdo suficientes para obtencdo de uma linhagem
industrial recombinante para eficiente fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos
ricos em xilose.

Apesar do 6timo resultado em termos de rendimento e capacidade de conversao
de xilose a etanol, observa-se ao final da fermentacdo um residual de xilose da ordem
de 10g/L e uma desaceleracdo no consumo deste aglcar. Acredita-se que este perfil seja
em funcdo da limitacdo de transporte deste aglcar pelos transportadores inespecificos
de S. cerevisiae para este aglcar. A expressdo de transportadores com maior afinidade
por xilose pode vir a solucionar esse problema e talvez aumentar a produtividade,

levando a um consumo mais rapido e integral da xilose presente no meio.
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5.1 ESTUDO DE TRANSPORTADORES DE XILOSE

5.2.1 Construcao dos vetores de expressao dos transportadores

A levedura S. cerevisiae possui 34 proteinas pertencentes a familia de permeases
de acgucares, sendo 18 delas transportadores de hexoses (Hxt1-17 e Gal2), dos quais
Hxt1, hxt2, hxt4, hxt5, hxt7 se mostraram capazes de transportar xilose e recuperar o
crescimento de leveduras nocaute para os transportadores de glicose, com vias de
consumo de xilose introduzidas (Hamacher et al., 2002; Saloheimo et al., 2007). De
forma similar, no presente trabalho se estudou o desenvolvimento de transportadores
com diferentes capacidades de transportar xilose, com base no crescimento em meio
com xilose. Os genes de transportadores de acucar foram testados na levedura S.
cerevisiae EBY.VW4000 (Wieczorke et al., 1999), uma levedura nocaute para todos os
transportadores de glicose da familia HXT (Ahxt1-17) e GAL2, sendo incapaz de crescer
em glicose. A levedura foi gentilmente cedida pelo Prof. Eckhard Boles da Universidade
de Frankfurt. Esta levedura foi transformada, pelo protocolo de transformagao rapida,
com um vetor epissomal contendo os cassetes da XI e da XK (Reis, 2012), que a torna
capaz de crescer em xilose, uma vez que lhe seja reintroduzido um transportador capaz
de transportar este aclcar para dentro da célula (levedura nomeada de EBYXI). Esta
levedura permite a selecdo e analise dos transportadores de xilose, com base na
capacidade de crescimento da mesma em meio com xilose. Como controle, foi realizada
a introdu¢dao do mesmo vetor epissomal, porém sem os cassetes da Xl e da XK, linhagem

nomeada de EBY280, conferindo em ambos 0s casos resisténcia ao antibidtico G418.

Foram testados 3 transportadores da familia HXT de S. cerevisiae, Hxt3 (baixa
afinidade), Hxt5 (média afinidade) e Hxt7 (alta afinidade). Os mesmos foram
amplificados do préprio DNA gendmico de JP1, por PCR com a enzima taq polimerase de
alta fidelidade e ligados ao vetor comercial pBlueScript® Il SK (Stratagene) previamente

digerido com EcoRV e clonados em E.coli XL10-gold (Figura 44a)
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O alinhamento das sequéncias proteicas dos trés transportadores, a partir da
sequéncia obtida no Genebank para a levedura S. cerevisiae S288C (figura 42), mostra
um alto grau de homologia entre as sequéncias, principalmente na regido préxima ao
residuo T213 de Hxt7. Esta observacgao indica um possivel efeito similar da substituicao
de T213V e seu equivalente homodlogo nos demais transportadores. Para alteracao do
residuo T213 (treonina) do Hxt7 pela valina (V), e do mesmo aminoacido nas suas
posicdes correspondentes a esta regido conservada nos outros 2 Hxts (figura 42), foram
construidos primers mutagénicos para os 3 transportadores, com a substituicdo de 2
bases do cédon para Treonina, levando a troca para o cddon da valina, mantendo no
minimo 10 bases homdloga antes e depois da substituicdo, permitindo o anelamento

dos primers.

1 =T 13 LTAEQTP-VEHLSAVDSASHSVLSTPSNK 33 P39004  HET7_YEAST

1 MHSTP—m——————m—mm—mmmmmmm oo DLISPQKISENSNADLPSNSSOVIMNMFEER 35 P32466  HET3 YEAST

1 MSELENAHQGPLEGSATVS TNSHNS YNEKS GNSTAPGTAGYNDNL LOAKPUSSY--ISHEG 58 P38695  HXTS YEAST
* 0 - .

34 AERDEIKAYGEGEEHEPVVEIPERPASAVVTVSINCIMIAF GGFWFGWD TGTISGEF INOT 93 P35004 HXT7 YEAST

36 GVQDDFQ———-— AEADOVL TNPHNTGEGAYV TV ICCVNVAF GGFVF GWD TGTISGFVAQT 90 P3Zded HXTS:YEAST
59 PPEDELEEL--——-QREVDEQLEEESESDLLFVIVCCLMVAFGGFVFGWDTGTISGFVROT 114 P3ISe95 HXTS YEAST
I .o . R s o Eh: Er R A EEEAEEEAAEEAEEAE . FE -

294 DFIRRFGHEHEDGTHYLIEVRTGLIVIIFNIGCATGGIILIKLGDHYGREVGLIVVVVIY 153 F3S9004 HXT7_TEAST
a1 DFLRRFGHEHEDGEYYLIKVRTGLIVIIFNIGCATGGIILAKLGDHYGRENGLIVVVVIY 150 F3Z4a66 HET3_TEAST
115 DFIRRFGITRANGTTYLIDVRETGLMVIIFNIGCAIGGIVLIELGDHYGREEIGLMTYVVIY 174 P35695 HETS_YEAST

FHLERHEE  x a oy WEH WA EAHE AN AAATFNAAAN A FEAAAAATF A WEEAA

154 IIGIIIQIASINEWYOYFIGRIISGLGYGGIAVLEPMLISEVIPEHLRGTLVICYOLMIT| 213 P3S004 HET7_YEAST
151 IIGIIIQIASINEWYOYFIGRIISGLGVGGIAVLEPMLISEVAPEEMRGTLVACYQOLMIT| 210 P3Z46n HET3_TEAST
175 SIGIIIQIASIDEWYQVFIGRIIZGLGVGGITVLAPMLIZEVIFEQLRGTLVICTQLMIT| 234 P3I56535 HXTS_TEAZT

AR R AT F AR R AT T TR T LT RLX A X ARTAXLFT % F | - AETFTTEELNEE AT

214 AGIFLGYCTNFGTENTSNIVOWRWPLGLCFAWALFMIGGHTFVFESFRYLLEVGEIEELE 273 P35004 HXT7_TEAZT
211 LGIFLGYCTNFGTENYSMNIVOWRYPLGLCFAWALFMIGGHTFVPESPRYLVELGOIDEAR 270 P3Z46d HET3_YEAST
235 FGIFLGYCTNFGTENYSHNSVOWRVPLGLCFAWSIFMIVGHTFVPESPRYLVEVGEIEEAE 294 P35695 HETS_TEAST

T EE R R R TR T TR R L AR AT TR AERTREL AT 0 0 5% FHTFFFEEERAS & Ko ke ki ks

Figura 42: Alinhamento da sequéncia proteica dos transportadores Hxt7, Hxt3 e Hxt5.
Destacado em vermelho na sequéncia acima, o residuo T213 do Hxt7 e regido conservada
equivalente de Hxt5 e Hxt3. Apresentado na figura apenas parte da sequéncia alinhada
(residuos 1 a 270, de aproximadamente 570 residuos de aminoacidos da proteina completa).
Alinhamento realizado com o programa Uniprot, com base na sequéncia depositada no
Genebank para S. cerevisiae S288C.
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Dando continuidade a construcdo dos vetores de expressdo com os genes dos
transportadores, os vetores (pBluescript Il SK) com os genes dos transportadores foram
digeridos com BamHI e Notl para HXT3 e HXT7, e com Bglll e Notl no caso de HXT5
(sitios presentes nos primers usados na amplificacdo dos mesmos). Na figura 44a,
observa-se a liberacdo do fragmento correspondendo a regido codificadora de HXT3 e o
HXT7 (ambos com aproximadamente 1,7 kb) e um fragmento de 2,9kb correspondendo
ao vetor pBluescript Il SK. Os fragmentos foram extraidos do gel e usados em ligacao
com o vetor Y2STEF, derivado do vetor YEP352, contendo a marca auxotrofica URA3,
promotor TEF1 da S. cerevisiae S288c, o terminador PGK e gene da eGFP (entre o
promotor e o terminador) flaqueado pelos sitios BamHI e Notl (Paiva, 2016). O Vetor
Y2STEF foi digerido com estas mesmas enzimas de forma a eliminar o fragmento
correspondente a eGFP (700pb) (figura 44a), foi extraido do gel e usado na construcdo

do vetor Y2STEF3, 5 e 7, conforme esquema apresentado na figura 43.
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EcoR! {16)
Sact (25)
/—Jg‘ BamHi {463)
pTEF1
BamiH | Noa 5
| ————————————— /on oGEP
HXT3 \ - Notl (1181)
1713 1708pb HPGK Hindll {1484)
disrupted LacZa
Bglll | 1 Noth Y2STEF Ly Stol (1630)
= —————| 6578 bp
HXTS
v 1776 pb Swil (2128)
s l L e Ncol {2355)
e ———x EcoRV (2376)
HXT7 \"\::;_; —— Neel (2644)
17 1716 pb
Digestao
BamHI/Notl
ou Digestao
Bgli/Notl BamHI/Notl
Ligacdao
Clonagem
s

ori

mp R
y2s Y2STEFS

7639 bp
Daswil (2184
et (242)

HPGK

L ’ -’v.,r " et 2539

\3“ P disrupted LacZa
B Bhol (7651)
\ URA3

\?‘ . Basl (3100
=
Moot {4V8)
EceRY (3437)
badel (3105

Figura 43: Representacdo esquematica da estratégia utilizada para construcao dos
vetores Y2STEF5, Y2STEF3 e Y2STEF7.
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Apds inumeras tentativas de ligacdo e clonagem dos genes do HXT5, HXT3 e HXT7
ao vetor Y2STEF, apenas clones com HXT5 foram confirmados por digestdo com EcoRl e
Hindlll, liberando o cassete HXT5 de aproximadamente 2,5Kb (figura 44b).
Recentemente, Farwick et al. (2014) citou a mesma dificuldade de clonagem destes
transportadores, que parecem ser toxicos para E. coli, exigindo crescimento em baixa
temperatura para reduzir a expressao do gene. Foram realizadas clonagens com as
linhagens de E. coli XL10-gold e DH5-a, com crescimento a 30°C, que foi o unico
protocolo que permitiu a obtencdo de clones, porém, quando realizada a selecdo por
extracdo de DNA plamidial e digestdao, tanto para HXT3 quanto para HXT7, todos os

clones apresentavam versdes recombinadas do vetor.

O vetor Y2STEF5 foi usado para transformacdo de S. cerevisiae EBYXI e EBY280,
pelo protocolo de transformacdo rdpida e foram obtidos varios clones capazes de
crescer sem a adicdo de uracila ao meio. Para a transformacdo, as células foram
crescidas em YP maltose 1% com 200 pg/mL de G418, e apds a transformacdo,
semeadas em placas com meio minimo com 1% de maltose, suplementado com 20 mg/L

de triptofano, 20 mg/L de histidina e 30 mg/L de leucina (sem uracila).

Para a construcdo dos vetores Y2STEF3 e Y2STEF7, e a construcdo dos vetores com
as regides codificadoras mutadas (T213V), optou-se pela construcdo desses vetores
diretamente na levedura, por recombinacdo homéloga. Primeiramente, testamos esta
alternativa para construcao do vetor com o HXT5 mutado. Foram construidos primers
gue se anelam ao promotor TEF1 e ao terminador PGK presentes no vetor Y2STEF. Os
novos primers foram usados em combinacdo com os primers mutagénicos em duas
reacOes distintas de PCR, de forma a gerar dois produtos de PCR, um com a parte do
promotor TEF1 (+ de 200 pb) e a regido codificadora de HXT5 (até 10 pares de base apds
a mutacdo) e outro produto de PCR com parte da regido codificadora de HXT5 (10 pb
antes da mutacdo) até a regido do promotor PGK (+ de 200 pb. Esperava-se recombinar
a regido homologa ao promotor e o terminador de cada produto de PCR com o vetor
Y2STEF que apresenta a regido do promotor e do terminador completa, além da
recombinacdo entre os produtos de PCR, na regido de aproximadamente 30 pb de

homologia, correspondendo a regido da mutacdo sitio dirigida. Apenas quando os 3
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eventos de recombinacdo ocorrem ha o fechamento do vetor de expressdao com o gene
do transportador completo, que poderia permitir o crescimento na auséncia de uracila

e, caso o transportador fosse funcional, o crescimento em glicose.

O proprio vetor Y2STEF5 linearizado com EcoRV e desfosforilado foi usado como
DNA molde para os produtos de PCR. O vetor Y2STEF linearizado com as duas enzimas
BamHI/Notl (com a liberagcdo do fragmento correspondente a eGFP) foi isolado do gel
de agarose e purificado sendo posteriormente usado junto com os dois produtos de PCR
(também isolados do gel de agarose e purificados, figura 44c), para a transformacgao de
alta eficiéncia das leveduras EBYXI e EBY280. Foram usados numa propor¢ao molar de
1:5:5 (vetor: produto PCR 5A: produto de PCR 5B) somando um total de
aproximadamente 1 ug de DNA para essa transformacdo. Como controle foi usado o
proprio vetor Y2STEF linearizado e o vetor circular (controle positivo da transformacao).
O crescimento e a selecdo foram realizados conforme descrito anteriormente para o

Y2STEFS.

M 7D 71 3D 3I M Y2STEF5 _ Y2STEFS M 5A 5B

O’ Gene Ruler™1 kb Plus

e —
\—.
e

a—di

- ot
P4

‘ !
‘ o et

A) B) Q)

Figura 44: Confirmagdes da clonagem de HXT3 e HXT7 em pBlueScript Il SK, clonagem de
HXT5 em Y2STEF e PCR mutagénicos de HXT5. A) Digestdo com BamHI/Notl de pBLueScript Il SK
com genes HXT3 ou HXT7. 7D: miniprep do clone 7.5 (pBHXT7) digerido, 7I: pBHXT7 integro; 3D:
miniprep do clone 3.5 (pBHXT3) digerido. 31: pBHXT3 Integro. B) Digestdo Y2STEF5 com EcoRl e
Hindlll, para liberagdo do cassete HXT5, vetor digerido e integro (a direita). C) PCR mutagénico
de HXT5, 5A: promotor + regido 5 HXT5 até a regido mutada (aprox. 1,1 kb), 5B: regido 3’ do
HXT5 a partir da regido mutada + terminador (aprox. 1,5kb), controle negativo (sem DNA, poco
do meio); M: Marcador molecular O’ Gene ruler 1 kb plus.
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Apds a transformacao de EBYXI e EBY280, foram obtidos varios clones com HXT5
mutado, nenhum clone nos controles negativos e alguns clones no controle positivo
(Y2STEF circular). Todos os clones obtidos das transformages com HXT5 original e com
HXT5 mutado foram testados quanto a capacidade de recuperar o crescimento em
glicose, e paralelamente em meio minimo com maltose, suplementado com os
aminoacidos nas quais a EBYXI é deficiente, exceto uracila. De forma complementar, foi
avaliado o crescimento sem a suplementacdo dos aminodcidos, para confirmar o
fendétipo parental. Na tabela 12, hd um resumo dos fenétipos esperados para cada
construcao. Conforme esperado, houve crescimento dos clones com HXT5 (EBYXI ou
EBY280 + Y2STEF5) e HXT5M (EBYXI ou EBY280+ Y2STEF5M) em meio minimo (Ura’,
Leu®, Trip® e His’) com glicose, enquanto os controles sem o transportador foram
incapazes de crescer em glicose. Nenhum clone foi capaz de crescer na auséncia de
triptofano, leucina e histidina, apesar de todos terem crescido em meio com maltose
suplementado com os 4 aminodcidos, confirmando o fenétipo parental. Na figura 45
observa-se o crescimento dos diferentes clones obtidos e dos controles em YP maltose
2% e YP glicose 2%, aonde nota-se que apenas os clones com HXT5 ou HXT5M foram
capazes de crescer em glicose. Como controle positivo das placas, foi usada a levedura
selvagem JP1 e como controles negativos para crescimento em glicose as linhagens
EBYXI e EBY280. Conforme esperado, observa-se na figura 45, que o plasmideo Y2STEF
sem HXT5 ndo restabelece a capacidade de EBYXI crescer em glicose. Logo, as leveduras
gue conseguem crescer em glicose apresentam o gene de HXT5 e HXT5M sendo

expressos e funcionais.
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Tabela 12: Fenoétipos esperados no crescimento das linhagens em meio minimo

Linhagens Ura His Leu Trip glicose maltose xilose
EBY.VW4000 - - -
EBYXI - - -
EBY280 - - -
EBYHXTS
EBYHXT5M
EBY280HXT5
EBY280HXT5M
EBYXI +Y2STEF
EBY280 +Y2STEF
JP1

+

+ + + |+
1

+ + + |+ |+ |+
1

a) YP maltose

Figura 45: Analise fenotipica dos transformantes de EBYXI e EBY280. Crescimento em YP
+ maltose (A) e YPD (B). 1: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF5, 2: EBYXI controle
(transformagdo sem DNA), 3: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF+ mais os produtos de PCR
para HXT5M, 4: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF, 5: JP1 Selvagem, 6: EBY280
transformada com o vetor Y2STEF + os produtos de PCR para HXT5 mutado, 7: EBY280 controle
(transformagdo sem DNA), 8: EBY280 transformada com o vetor Y2STEF5.
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Uma vez confirmado o sucesso da recombinacdo e construcdo do plasmideo com
transportador mutado diretamente na levedura, a mesma estratégia foi usada para os
transportadores HXT7 e HXT3, tanto para construcao dos plasmideos com transportador

mutado quanto para a sequéncia original de cada gene.

Para a recombinacdo dos genes dos transportadores com o vetor Y2STEF
linearizado com BamHI/Notl (figura 47) foram desenhados primers com 50pb de
homologia com o promotor TEF1 (e homologia a regido 5’ de HXT3 ou HXT7) e 50pb de
homologia com o terminador PGK (e homologia com a regido 3’ do HXT3 ou HXT7).
Ambos foram usados em reacdes de PCR com os vetores pBHXT3 ou pBHXT7
(pBlueScript Il SK + HXT3 ou HXT7, figura 43), obtendo-se os produtos de PCR do
tamanho esperado (figura 47). Os mesmos primers foram usados em conjunto com os
primers mutagénicos para cada transportador, de acordo com o esquema da figura 46,
gerando dois produtos de PCR. Tanto os produtos de PCR quanto o vetor linearizado e
desfosforilado foram isolados do gel de agarose e usados conforme descrito para a
transformacdo usando HXT5 mutado. Entretanto, a sele¢do dos clones foi feita
diretamente pelo crescimento em meio minimo com glicose (suplementado Ura’, Leu,

Trip® e His").
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BamHI Notl
tPGKHXT7_R

- Y2STEF PIEFHXT?_F — s
Q Q PBHXT7

Digestao PCR pTEFHXT7_F Muts'HXT7 tPGKHXT7_R
pBHXT7

5
< Mut3’ ﬁXT7

Extracdo do gel

BamH| Notl Transformagdo de EBYXI

+
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1,8 kb
7A 7B . ~ .
. Recombinagéo homéloga
0,7 kb 1,1 kb
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Y2STEF7M

T T————

Figura 46: Representagdo esquematica da estratégia usada para construgao dos
vetores Y2STEF7, Y2STEF7M, Y2STEF3 e Y2STEF3M. Os produtos do PCR mutagénico e do PCR
das sequéncias originais dos genes HXT foram recombinados com o vetor Y2STEF linearizado
BamHI/Notl em S. cerevisiae EBYXI, gerando os plamideo Y2STEF3, 3M, 7 ou 7M na levedura.
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Figura 47: Digestao de Y2STEF, PCR dos genes dos transportadores originais e
fragmentos com regidao mutada para recombinac¢do e ligacdo em S. cerevisiae. A) Y2STEF
digerido BamHI/Notl e integro. B) PCR do gene HXT7 (7ori) e HXT3 (30ri) com primers para
recombinacdo homologa; C) PCR mutagénico de HXT3, 3A: 50pb do promotor + regido 5’ HXT3
até a regido mutada, 5B: regido 3’ do HXT3 a partir da regido mutada + 50 pb do terminador, C- :
controle negativo (sem DNA); D) PCR mutagénico de HXT7, 7A: 50 pb do promotor + regido 5’
HXT3 até a regido mutada, 7B: regidao 3’ do HXT3 a partir da regido mutada + 50 pb do
terminador; e PCR de HXT7 original (7ori) e repeticdo de 3A (vide c) ; C- :controle negativo (sem
DNA) M: Marcador molecular 2-Log DNA ladder. Eletroforese em gel de agarose 1%.

Apés a transformacdo de EBIXI foram obtidos poucos clones, mesmo apds
repetidas tentativas. Entretanto, foram obtidos clones EBYHXT3, EBYHXT3M e
EBYHXT7M. Os 3 clones tiveram seus fendtipos confirmados, assim como descrito
anteriormente para HXT5 e HXT5M. Infelizmente ndo foi possivel obter clones portando

o transportador Hxt7 selvagem.

A presenca dos transportadores também foi confirmada pela amplificacdo dos
cassetes de expressdo, a partir dos primers que se anelam no vetor, na regido externa

ao cassete HXT (figura 48a).
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Figura 48: Amplificagdo por PCR dos genes dos transportadores presentes em EBYXIHXT.
A) produto de PCR correspondente ao cassete HXT7 (7ori), HXT5 (50ri), HXT5M (5M), HXT3 (3ori)
e HXT5M (5M) com primers que se anelam ao vetor, regido externa (tamanho esperado 2,5 kb).
B) produto de PCR correspondente ao gene HXT5M e HXT7M de clones intermediarios da
evolugdo (5mi e 7mi), respectivamente (tamanho esperado,1,7 kb). Foram usados como DNA
molde, em cada caso, o DNA total de EBYXIHXT extraido pelo método rapido. C- : controle
negativo (sem DNA); M: Marcador molecular 1 kb DNA ladder (Promega). Eletroforese em gel de
agarose 0,8%.

5.2.2 Comparagao entre os transportadores

Cada linhagem EBYXIHXT construida apresenta um plasmideo epissomal com a XK
e a Xl e outro plasmideo contendo o gene do transportador. Como todos os
transportadores estdo sob a regulacdo do mesmo promotor constitutivo TEF1 e os
genes ja se mostraram funcionais em glicose, as diferencas na capacidade de
crescimento da levedura devem corresponder a uma melhor eficiéncia do transporte e
nao na diferenca na expressdo dos transportadores. Logo, a compara¢do entre os
transportadores pode ser realizada a partir do acompanhamento da velocidade de
crescimento da levedura em meio com xilose como Uunica fonte carbono, ou

alternativamente pela velocidade de consumo deste acgucar.

De forma a avaliar a capacidade de crescimento de EBYHXT5 e 3 frente as
linhagens portando os respectivos transportadores mutados, foi realizado crescimento

comparativo em placa de 12 pocos em meio YPX (2% xilose) e YP (sem xilose) (com
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200pg/mL G418). Na figura 49, nota-se que houve um pequeno crescimento em meio YP
de todas as linhagens, uma vez que o pré-indculo foi crescido em meio rico YPD. As
células foram lavadas 3 vezes antes de serem usadas no experimento, mas sabe-se que
S. cerevisiae quando crescida em meio rico é capaz de armazenar carboidratos de
reserva (Francois & Parrou, 2001). Apesar deste pequeno crescimento, que rapidamente
entra em fase estacionaria, observa-se expressivo crescimento de EBYHXT5, 5M e 3M,
demonstrando que estes transportadores sdo capazes de transportar xilose. Quando se
compara o crescimento entre EBYHXT5 e EBYHXT5M, nota-se que a versdo mutada do
transportador parece ter uma capacidade de transporte melhorada em relag¢ao a sua
versdo original (figura 49). Para HXT3 e HXT3M a diferenca no crescimento é ainda mais
evidente, uma vez que HXT3 parece ndo ser capaz de transportar xilose, ou se sim, com

baixa eficiéncia, caso se considere o pequeno crescimento que aparece apds 60 horas.

Hxt3 é um transportador de glicose de baixa afinidade que em estudos anteriores
ndo se mostrou capaz de transportar xilose e restabelecer o crescimento de levedura
nocaute para transportadores (Saloheimo et al., 2007). Logo, o resultado apresentado
na figura 49 corrobora com o relatado na literatura. Entretanto o ligeiro crescimento ao
final da do estudo indica que a pressao seletiva em crescimento em meio com xilose
pode vir a selecionar variantes mutadas deste transportador que venham a permitir o

transporte deste agucar.

O resultado observado para o crescimento de EBYHXT3M, comparativamente ao
crescimento da linhagem portando o gene selvagem HXT3, comprova que a mutagado
pontual do residuo T210V torna o transportador Hxt3 capaz de transportar xilose. Essa
descoberta é algo inédito, nunca antes reportado. Por meio do desenho racional, com
base na homologia entre os transportadores, este trabalho desenvolveu um novo
transportador de hexose capaz de transportar xilose. E comprovou o papel da mutacao
pontual no residuo T210V de Hxt3 e seu homdlogo em Hxt5 na melhora do transporte

de xilose por estes transportadores.
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Figura 49: Crescimento comparativo de EBYHXT3, 3M, EBYHXT5 e 5M. Meio YPX 2% de
xilose e meio YP (sem xilose) nos controles, em microplaca de 12 pocos, temperatura de 30°C,
sob agitacdo. Em vermelho HXT3 ou 5 mutados, em azul HXT3 ou 5 com sequéncias originais.
Curvas pontilhadas correspondem aos respectivos controles.

Quando comparamos o crescimento observado entre as leveduras com HXT5M e
HXT3M, observamos que HXT3M permitiu um crescimento maior e mais rapido do que

HXT5M para as mesmas condicdes, indicando uma capacidade de transporte superior,
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uma vez que o background das leveduras, vetor e cassete de expressdao sdo os mesmos,

excetuando-se a regiao codificadora do gene.

A superexpressao dos transportadores HXT capazes de transportar xilose em
leveduras recombinantes fermentadoras de xilose mostraram melhora na fermentacao
pela expressdao constitutiva de cada um deles em separado (Sedlak & Ho, 2004).
Entretanto, apesar de aumentar a produtividade, o consumo dos acglcares na
cofermentacdo ainda foi sequencial, devido a maior afinidade dos transportadores

nativos por glicose.

5.2.3 Evolugao dos transportadores

Buscando-se obter ainda mutacdes que possam gerar um transportador com
maior afinidade por xilose do que por glicose, as 5 linhagens de EBYHXT obtidas foram
submetidas a evolucdo, por 10 repiques sucessivos em YPX, seguido do acréscimo
gradativo de 2-deoxiglicose (2-DOG) no meio. Este aglcar é andlogo da glicose, sendo
transportado para dentro da célula como a glicose, porém, a levedura ndo consegue
metabolizar este agucar pela via glicolitica, ndo o usando para seu crescimento. Desta
forma, a levedura que conseguisse crescer em meio com xilose e 2-DOG em
concentracdo equimolar (ultima condicdo da evolugdo), deveria ter um transportador
gue teria preferéncia ao transporte de xilose (que permite o crescimento celular) a 2-
DOG. Assim, esperava-se obter um transportador que n3ao fosse inibido

competitivamente por glicose (ou 2-deoxiglicose).

Sreenath & Jeffries (1999) utilizaram 2-deoxiglicose para selecdo de linhagens de
S. stipitis com melhor capacidade de crescer em xilose, uma vez que este acucar
bloqueia a via glicolitica. Oreb et al. (2012), conseguiram evoluir um transportador para
arabinose através de um sistema de screening e evolucao de transportadores similar ao
proposto neste trabalho, porém, ao invés de bloquear quimicamente a via glicolitica,
deletaram 4 genes de hexoquinases da via glicolitica. Neste caso, a evolugdo do
transportador foi obtida, submetendo a levedura a crescer sob crescente concentragado

de glicose no meio em competicdo com a arabinose. A combinacdo dessas duas
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estratégias, uso de 2-deoxiglicose e crescimento sob pressdao competitiva dos agucares,
parece um caminho mais simples na evolugdo de um transportador com maior afinidade
por xilose, uma vez que ndo implica na delecdo de mais genes, numa linhagem que j3

sofreu diversas delegdes (Solis-Escalante et. al.,2015).

As cinco linhagens (EBYHXT3, 3M, 5, 5M e 7M) foram inicialmente submetidas a 10
repigues sucessivos em meio YPX (com G418), de forma a melhorar a capacidade de
crescimento em xilose. Conforme esperado, ao longo desta adaptacdo a levedura
EBYHXT3 foi quem apresentou um crescimento menor no inicio, porém em poucas
transferéncias seu crescimento passou a ser similar ao das outras linhagens. Ao final
desta primeira adaptacdo, foram isoladas col6nias em placa YPX (com G418), nomeadas
EBYHXT3X, 3MX, 5X 5MX e 7MX. A segunda etapa da evolucdo foi realizada,
adicionando-se sucessivamente 0,1 g/L, 0,5 g/L, 1g/L, 5 g/L e 12g/L de 2-DOG no meio
YPX (1% xilose), a cada repique. Ao final desta etapa, foram isoladas col6nias em placa
com YPX (com G418), nomeadas EBYHXT3A, 3MA, 5A, 5SMA e7MA. Alternativamente
foram isolados também duas linhagens do crescimento com 5g/L de 2-DOG, nomeadas
de EBYHXTS5Mi e EBYHXT7Mi, que tiveram a presenca do gene do transportador
confirmado por PCR a partir do DNA total extraido pelo método rapido (Moriya et al.,
2006) (Figura 48b). Para os demais isolados ndo houve amplificacdo na reacdo de PCR,
nem com reagdes com os primers internos dos transportadores, nem com os primers

gue se anelavam no plasmideo.

A avaliacdo final da evolugdo destes transportadores foi realizada pela capacidade
da levedura crescer na presenca de glicose e xilose, e pela avaliacdo do consumo desses
acucares. Foi feito o crescimento em placas de 24 pogos, em triplicata, em meio YPX e
em meio YPDX (a 30°C e 200 rpm), e acompanhados os crescimentos por 13, 22 e 72h
(YPDX) e 48h (YPX). O ponto de 13h (YPDX) e 48h (YPX), foramusados para comparacao
do consumo dos acucares por todas as 17 linhagens obtidas neste trabalho. Nas figuras

49 e 50, estdo apresentados os resultados obtidos para este ensaio.
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Figura 50: comparagdo do crescimento e consumo de aglicares pelas linhagens portando
o transportador HXT selvagem (o) e mutado (M), das diferentes etapas da adaptacao.
Crescimento em placas de 24 pogos em meio YPDX (com G418), Vi= 1 mL. Indculo inicial de 0,05
OD (600nm). Amostragens em 13, 22 e 72 horas de crescimento para leitura de OD 600nm e
13horas para avaliacdo dos agucares. Controle= meio ndo inoculado. Pré-inéculo crescido em
YPD, (lavado 3X). Crescimento a 30°C e 200rpm em shaker. Analise de agucar residual realizado
por HPLC. Barras de desvio correspondem ao erro padrao, teste realizado em triplicata.
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Figura 51: comparagdo do crescimento e consumo de xilose pelas linhagens portando o
transportador HXT selvagem (o) e mutado (M), das diferentes etapas da adaptagdo.
Crescimento em placas de 24 pogos em meio YPX (com G418), V= 1 mL. Inéculo inicial de 0,05
OD (600 nm). Controle= meio ndo inoculado. Pré-inéculo crescido em YPD, (lavado 3X).
Crescimento a 30°C e 200 rpm em shaker, por 48 horas. Analise de agucar residual realizado por
HPLC. Barras de desvio correspondem ao erro padrdo, teste realizado em triplicata.

Conforme observado nas figuras 49 e 50, as linhagens adaptadas (EBYHXT3A, 3MA,
5A, 5SMA e 7MA), obtidas apds a pressao seletiva do crescimento em 2-DOG, cresceram
muito lentamente nos dois meios testados, indicando que o transportador presente
nestas linhagens pode ter sofrido mutagdes que o tornaram menos seletivo por glicose,
porém também influenciaram na capacidade de transporte de ambos os acgucares.
Farwick et al. (2014), Nijland et al. (2014) e Wang et al. (2015) obtiveram em estudos
parecidos transportadores com uma mutacdo pontual (regido homdloga ao residuo

N370 de HXT7) que apresentavam maior afinidade por xilose do que o transportador
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selvagem. Porém, em todos os casos foi observado que esta alteracdo levava também a
uma redug¢do na capacidade de crescimento da levedura. No presente estudo observou-
se um crescimento tardio (72h). Esta caracteristica também foi observada no pré-

indculo e nas placas de isolamento dos clones.

Como ndo foi possivel confirmar por PCR a presenca dos transportadores ao final
da evolucao, foi realizada a andlise para estes clones do consumo de aglcares no tempo
de 72 h do experimento anterior. Como resultado, houve consumo dos aglcares, com
preferéncia a glicose, apesar do consumo de parte da xilose, por todos. Confirmando
gue o transportador ainda se encontra funcional nas linhagens, apesar da aparente

reduzida capacidade de transporte.

A tendéncia de reducdo na capacidade de transporte também pode ser observada
pela redugdo do consumo de agucares por EBYHXT5Mi se comparada a EBYHXT5MX,
aonde hd um consumo equivalente de xilose, porém para a primeira esse consumo
ocorre ainda na presenca de glicose. Esta primeira foi isolada do repique (YP 1% xilose e

0,5% 2-DOG) que antecede ao isolamento das linhagens adaptadas.

Para todas as linhagens com os transportadores, nota-se uma melhora no
consumo de xilose apds a primeira etapa da adaptacdo em meio com xilose que
acompanhado de um maior crescimento quando comparado com as linhagens de antes
da adaptacdo (graficos YPX, figura 50). A diferenca que ndo é tdo evidente no meio
YPDX, mas nota-se uma pequena melhora no consumo da xilose quando comparado aos
respectivos transportadores antes da linhagem ser adaptada, mesmo ainda sendo

sequencial ao consumo da glicose.

Apel et al. (2016), recentemente descreveu a evolugdo do transportador Hxt7 com
uma estratégia similar, por crescimentos sucessivos apenas em xilose, e obteve uma
levedura (Ahxt) com o transportador Hxt7 com mutacdo no residuo F79S. Este
transportador apresenta afinidades similares ao selvagem, mas com aumento de 2 vezes
No Vmax (186,4 nmol.min®.mg?). Como n3o houve mudanca na afinidade, o
transportador ainda da preferéncia ao transporte de glicose ao de xilose. Entretanto, a

expressdo deste transportador comparado ao selvagem permitiu um mais rapido
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consumo da xilose em meio com glicose e xilose, da mesma forma como o observado no

presente trabalho.

Entretanto, as diferencas na capacidade de transporte pela etapa de adaptacgao
apenas em xilose, s6é se confirmariam com o isolamento dos respectivos plasmideos e
reintroducdo na levedura EBYX| ndo adaptada. Caso a velocidade de transporte ndo
fosse o fator limitante ao crescimento, e sim o ajuste das vias metabdlicas para
consumo da xilose, a diferenca observada poderia ser reflexo de um ajuste metabdlico

da linhagem e nao mutagdes no transportador.

A levedura EBYXIHXT apresenta dois plasmideos, um com resisténcia a ampicilina e
canamicina (plasmideo com cassetes de XK e Xl) e o plasmideo Y2STEFHXT com
resisténcia apenas a canamicina. A partir do DNA total extraido das linhagens finais foi
realizada a transformacdo de células de E. coli competentes, semeadas em LB sélido
com ampicilina. Os varios clones obtidos foram em seguida palitados para duas placas
de comparag¢do, uma com LB+canamicina e outra com ampicilina, para identificar clones
gue fossem sensiveis a canamicina e resistentes a ampicilina (contendo o vetor com
transportador). Dos vdrios clones obtidos nenhum se mostrou sensivel a canamicina.
Todos os cultivos e a transformacdo foram realizados a 30°C, ja que na etapa de
construcao dos vetores nao foi possivel obtencao de clones de E. coli com o vetor para
HXT7 e HXT3. Como alternativa poderia se “curar” a levedura do vetor com resisténcia a

canamicina (e G418), antes de tentar recuperar os vetores Y2STEFHXT.

A busca por transportadores de xilose com maior afinidade por xilose do que por
glicose parece ser um caminho muito longo ainda a ser percorrido. A reducdo da
afinidade por glicose parece estar de alguma forma ligada a capacidade de transporte

para ambos os acucares (Nijland et al. 2014, Farwick et al., 2014).

Considerando a superexpressao com promotores constitutivos, mesmo com maior
afinidade do transportador por glicose, a escolha HXT3M, parece interessante.
Gongalves et al. (2014), observou que superexpressdao do transportador de baixa
afinidade Hxtl em uma linhagem hxt-nocaute permitiu um consumo mais mais eficiente

das correntes com xilose e glicose juntas, quando comparada a superexpressdo de Hxt2,
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Hxt5 e Hxt7, apesar de ndo levar ao completo consumo dos aclcares. Em sendo o
HXT3M um transportador também de baixa afinidade, sua capacidade de transportar
glicose quando em baixa concentracdo é reduzida, portanto, é possivel que inicie mais
cedo o consumo da xilose quando comparado, por exemplo, a um transportador de alta
afinidade, como Hxt7, capaz de se ligar a glicose mesmo em concentra¢cdes muito

baixas.

Para estratégias de processo de etanol 2G envolvendo a cofermentag¢do, como o
SCF (figura 1), em batelada simples, conforme testado no presente trabalho, a
expressdao conjunta de HXT3M e transportadores heterélogos de alta afinidade por
xilose, como GXfl (Diao et al.,2013), pode ser uma combinagdo conveniente para
permitir alta produtividade. O HXT3M permitiria uma maior capacidade de transporte
quando os aglcares estivessem em alta concentragdo no meio, enquanto poderia se
beneficiar da atuacdo dos transportadores de alta afinidade por xilose para o consumo

do residual de xilose na fermentacdo, mesmo com baixa Vmax.

Em outras estratégias de processo como o SSCF (figura 1), com a sacarificacdo (C6)
concomitante a cofermentacdo (Laluce et al.,2012), na qual o uso de JPXIXK.F1 seria
mais promissor por tolerar temperaturas mais altas quando comparada as linhagens de
laboratério e as demais industriais testada por Della-Bianca & Gombert (2013), a
limitacdo do transporte de xilose durante a fermentacdo pode ser um fator ainda mais
critico. Em processos de SSCF a concentracdao de xilose no meio seria alta no inicio,
enquanto a concentragado de glicose seria baixa, ou bem préxima a zero, pelo consumo
imediato da mesma, conforme esse acglcar é formado no meio pela quebra da celulose.
De acordo com a afinidade dos transportadores presentes na levedura, o consumo da
xilose pode ser favorecido pela quase auséncia de glicose livre e alta concentracdo de
xilose, além da inducdo dos transportadores enddgenos pela concentracdao baixa de
glicose. Entretanto, se forem transportadores de alta afinidade por glicose, como o
Hxt7, mesmo em baixa concentracdo, a glicose ainda seria preferencialmente
transportada em detrimento a xilose. Pelo perfil de consumo de xilose pela JPXIXK.F1
em concentracBes baixas ou na auséncia de glicose (figura 41), transportadores de alta

afinidade por glicose parecem ser os principais responsdveis pela internalizacdo da
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xilose. Em SSCF com JPXIXK.F1, caso hxt7 fosse o principal responsavel pelo consumo de
xilose, se esperaria que o transporte da xilose fosse mais inibido em SSCF do que no

caso estudado (SCF), aonde chega a completa auséncia de glicose no meio.

Na fermentacdo do hidrolisado por JPXIXK.F1 (figura 41) observou-se que a maior
velocidade de consumo de xilose e producdo de etanol ocorrem logo apds o consumo
total da glicose. Este fator, possivelmente se justifica pela presenca de transportadores
induzidos pela presenca de glicose. Na auséncia de glicose, HXT5 e HXT3 ndo sé sdo
inibidos, como também removidos da membrana e degradados. Como a fermentag¢ao da
xilose por JPXIXK.F1 depende apenas dos transportadores enddgenos, é possivel que o
residual de xilose observado seja por limitagcdo dos transportadores, uma vez que tém

baixa afinidade por xilose.

No entanto, a estratégia de superexpressdao de transportadores com melhorada
capacidade de transporte, como o HXT3 mutado construido no presente trabalho, ou
ainda, caso comprovado, os HXT3Mx, HXT5x, HXT5Mx e HXT7Mx, parece ser promissora

no aumento da produtividade dos processos fermentativos com a levedura JPXIXK.F1.

131



Conclusoes

6. CONCLUSOES

Os objetivos do presente trabalho foram alcancados, com o desenvolvimento da
primeira levedura industrial desenvolvida no pais, capaz de fermentar hidrolisado
lignoceluldsico, com vias integradas ao genoma e sem marcas de resisténcia, portanto,

adequada a aplicagdao nos processos para etanol de segunda geragao.

A linhagem JPXIXK.F1 se mostrou uma levedura robusta com taxas de
rendimento de etanol superior ao reportado na literatura até a presente data para

fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos com alta concentracdo de acido acético.

A integracao dos genes da Xl e da XK com delegao de GRE3 associado a
adaptacdo metabdlica se mostrou suficiente para o desenvolvimento de uma boa

linhagem cofermentadora.

A adaptacdo metabdlica exerceu um papel fundamental no ajuste metabdlico
necessario a melhora de crescimento e da capacidade fermentativa da levedura

selecionada.

A etapa de isolamento dos clones apds a adaptagdo, e o screening dos mesmos
exige especial atencdo, uma vez que em meio a populacdo existem fendtipos diferente

coexistindo.

De forma inédita, a partir do desenho racional, foi desenvolvido um
transportador HXT3 mutado capaz de transportar xilose com melhor eficiéncia que os
demais transportadores testados. Corroborando a importancia do residuo T210 no
transporte da xilose. E esta caracteristica é conservada entre os transportadores da

mesma familia.

Foram gerados transportadores de alta, média e baixa afinidade por glicose com
aparente melhora no transporte de xilose e possiveis muta¢des que os tornaram mais
eficientes no transporte de xilose. Entretanto, as mutacdes envolvidas no aumento
relativo da afinidade do transportador por xilose em detrimento a glicose, parecem
estar de alguma forma relacionadas, aonde a reducdo da afinidade a glicose afeta

também a capacidade de transporte de xilose.

132



Conclusoes

O presente trabalho, além de apresentar um componente académico pelas
informagdes novas que foram geradas sobre as alteragdes no metabolismo de S.
cerevisiae necessarias para utilizacdo de xilose, também tem um forte componente de
inovacgdo tecnoldgica com aplicagdo em uma das dreas mais importantes da economia
nacional, a produgdo de biocombustiveis. A linhagem desenvolvida é considerada uma
tecnologia estratégica pela Petrobras, e fortalece a interacdo entre a industria e
academia, no sentido de buscar a viabilidade econémica e aumento da escala da

producado de etanol de segunda geragao no pais.
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ANEXOS

8. Anexos

8.1 Anexo 1: Lista de Linhagens desenvolvidas no trabalho

Linhagens Caracteristica Referéncia

MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8c SUC2 hxt17A hxt13A::loxP
hxt15A::loxP hxt16A::loxP hxt14A::loxP hxt12A::loxP hxt9A::loxP hxt11A::loxP
hxt10A::loxP hxt8A::loxP hxt514A::loxP hxt2A::loxP hxt367A::loxP gal2A stl1A::loxP

EBY.VW4000 agtlA: :loxP ydI247wA: :loxP yjri60cA::loxP snf3A::loxP rgt2A::loxP Wieczorke et al. ,1999
EBYXI EBY.VW4000 + pYXIXK (Xy/A, XKS1, Kan") presente trabalho
EBY280 EBY.VWA4000 + pY280 ( Ka nR) presente trabalho
EBY280HXTS5 EBY280 + Y2STEF5 (HXT5, URA3) presente trabalho
EBY280HXT5M EBY280 + Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3) presente trabalho
EBYHXT5 EBYXI + Y2STEFS5 (HXT5, URA3) presente trabalho
EBYHXT5x EBYHXT5 adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho
EBYHXT5A EBYHXTS5X evoluida em xilose e 2-DOG presente trabalho
EBYHXTSM EBYXI+ Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3) presente trabalho
EBYHXT5Mx EBYHXT5M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho
EBYHXT5Mi EBYHXT5MX evoluida em xilose e até 0,5% 2-DOG presente trabalho
EBYHXT5MA EBYHXTSMX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho
EBYHXT3 EBYXI+ Y2STEF5 (HXT3, URA3) presente trabalho
EBYHXT3x EBYHXT3 adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho
EBYHXT3A EBYHXT3X evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho
EBYHXT3M EBYXI+ Y2STEF5 (HXT3 mutado T210V, URA3) presente trabalho
EBYHXT3Mx EBYHXT3M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho
EBYHXT3MA EBYHXT3MX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho
EBYHXT7M EBYXI+ Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3) presente trabalho
EBYHXT7Mx EBYHXT5M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho
EBYHXT7Mi EBYHXT5MX evoluida em xilose em até 0,5% 2-DOG presente trabalho
EBYHXT7MA EBYHXTSMX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho

JP1 linhagem industrial, dipléide, homotalica (MAT a/a) Silva-filho et al., 2005
JPAGRE gre3A::loxP/gre3A::loxP presente trabalho
JPXI JP1 + XylA presente trabalho
JPXIXK1 JPXI + gre3A4::XKS1 / gre34::XKS1 presente trabalho
JPXIXK30.1 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho
JPXIXK30.2 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho
JPXIXK.F1 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho

152



ANEXOS

8.2 Anexo 2: Artigo publicado

153



ANEXOS

Intermtonal Journal of
. Molecular Sciences r‘n\by
Review
Xylose Fermentation by Saccharomyces cerevisiae:
Challenges and Prospects

Danuza Nogueira Moysés -2, Viviane Castelo Branco Reis !, Jodo Ricardo Moreira de Almeida3,
Lidia Maria Pepe de Moraes ! and Fernando Araripe Gongalves Torres '

T Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF 70910-900, Beazil;
danuzamoyses@petrobras com br (DN.M.); vireis@unb br (VCB.R ); Imoans@unb.be (LM.EM.)

2 Petrobras Research and Development Center, Biotechnology Management, Rio de Janeiro,
RJ 21941-915, Brazil

7 Embrapa Agroenergia, Laboratorio de Genética e Bicteenologia, Parque Estagao Bioldgica s/ n, Av. W3 Norte,
Beasilia, DF 70770-901, Brazil; joao.almeida@embrapa br

*  Comespondence: ftormes@unb. br; Tel: +55-61-3107-3119

Academic Editor ChulHee Kang

Received: 30 November 2015; Accepted: 27 January 2016; Published: 25 February 2016

Abstract: Many years have passed since the first genetically modified Sacdiaromyces cerevisiae strains
capable of fermenting xylose were obtained with the promise of an environmentally sustainable
solution for the conversion of the abundant lignocellulosic biomass to ethanol. Several challenges
emerged from these first experiences, most of them related to solving redox imbalances, discovering
new pathways for xylose utilization, modulation of the expression of genes of the non-oxidative
pentose phosphate pathway, and reduction of xylitol formation. Strategies on evolutionary
engineering were used to improve fermentation kinetics, but the resulting strains were still far
from industrial application. Lignocellulosic hydrolysates proved to have different inhibitors derived
from lignin and sugar degradation, along with significant amounts of acetic acid, intrinsically related
with biomass deconstruction. This, associated with pH, temperature, high ethanol, and other stiess
fluctuations presented on large scale fermentations led the search for yeasts with more robust
backgrounds, like industrial strains, as engineering targets. Some promising yeasts wem obtained
both from studies of stress tolerance genes and adaptation on hydrolysates. Since fermentation times
on mixed-substrate hydrolysates were still not cost-effective, the more selective search for new or
engineered sugar transporters for xylose are still the focus of many recent studies. These challenges,
as well as under-appreciated process strategies, will be discussed in this review.

Keywords: xylose; lignocellulosic ethanol; fermentation; Sacdiaromyces cerevisiae

1. Introduction

The rapid depletion of fossil fuel reserves, global warming, and geopolitical issues has triggered a
worldwide quest for sustainable renewable energy sources. Several biofuels have been considered
but bicethanol remains as the most widely used alternative to conventional fuels for several reasons,
including its high octane value and efficient combustion.

Although some bacteria, such as Zymomanas mohlis and genetically-modified Escherichia coli,
are capable of fermenting sugars [1], the yeast Sacclaronmyces cerevisige is still the organism of choice
for industrial production of ethanol. This is essentially due to its high ethanol tolerance and the
ability to ferment under strictly anaerobic conditions. Additionally, unlike its prokaryotic counterparts,
S. cerevisiar withstands low pH and is insensitive to bacteriophage infection, which is particularly
melevant in large industrial processes.
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Currently, bicethanol is produced either from starch or from the sucrose fraction of some edible
agricultural crops, such as com, sugar cane, and sugar beet. For economic and environmental reasons
agricultural residues and other low-value sources of carbohydrates are highly considered for bioethanol
production [2]. These include com stover, sugar cane bagasse, wheat straw, non-recyclable paper,
and switchgrass. Lignocellulosic biomass is essentially composed of cellulose, hemicellulose, pectin,
and lignin [3], with glucose being the main sugar constituent, but pentose sugars, such as D-xylose
and i-arabinose, may represent up to 20% [4]. Despite its immense potential, the use of lignocellulosic
substrates for bicethanol production faces three main challenges:

1. A pretieatment step involving the use of extreme physicochemical conditions and hydrolytic

enzymes is required to release fermentable sugars [5,6];

2.  Some compounds derived from the pre-treatment steps (e.g, furaldehydes, acetate, formate,

phenolic derivatives) are known to inhibit fermentation [7,8];

3. Pentoses are not readily fermented by S. corenisiar [3,9).

Although pentose fermentation is accomplished by non-Saccharomyces yeasts, such as
Kiuyveromyces marxignus, Scheffersomyces (Fidia) stipitis, Pachysalen tanmophilus, and Candida
shehatae, [10,11] they have not been considered for large-scalke processes. Hence, most work involving
pentose fermentation in yeast is focused on generating genetically-modified S. cerevisiae strains with
heterologous xylose metabolic pathways. The challenges are innumerous and will be discussed in

2. Xylose Metabolic Pathways

Xylose catabolism occurs through three different pathways in microorganisms, but only two
have been introduced into S. cerevisige (Figure 1) [12,13). Filamentous fungi and some yeasts use
an oxidoredutive pathway which involves two reactions. First, xylose is reduced to xylitol by a
NAIXP)H-dependent xylose reductase (XK} encoded by XYI1 [14]. Then, xylitol is oxidized to
S-xylulose by a NADP*-dependent xylitol dehy drogenase (XDH) encoded by XY1.2 [15]. Bacteria use
axylose isomerase pathway (XI) to convert xylose directly to 5-xylulose (reviewed in [16]). In both
pathways, 5-xylulose is phosphorylated to 5P-xylulose, which is further metabolized through the
pentose phosphate pathway (PPP) and glycolysis.

D-xyfose —

MADPH
t XR

Dexylulose-5P

Figure 1. Xylose fermentation in S. cyemsiae. The fungal pathway uses xylose reductase (XR)
and xy litol dehydrogenase (XDH,) whereas the bacterial pathway uses xylose isomerase (XI). Both
pathw ays produce D-xylulose which is converted to D-xylulose-5P by endogenous xylulokinase (XK).
D-Xylulose-5P then enters the pentose phosphate pathway (PPP) when: it is furthe r metabolized to
form ethanol under appropriate conditions. Arrows indicate the direction of the chemical reactions.
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Unlike fungi and bacteria, Archae possess an oxidative xylose catabolic pathway. In this pathway,
xylose is oxidized exclusively to the tricarboxylic acid cycle intermediate a-ketoglutarate through
upon the action of xylose dehy drogenase, xylonate dehydratase, 2-keto-3-deoxyxylonate dehydratase,
and o-ketoglutarate semialdehyde dehydrogenase [17]. This pathway shows similarities to propesed
oxidative pentose degradation pathways to a-ketoglutarate found in few bacteria, e.g., Azospirillum
brasilense and Canlobacter crescontus, and in the Archaeon Sulfolobus solfataricus [13]. Since this pathway
involves many genes it has not been used yet to engineer 5. cerevisiage. On the other hand, as will
be discussed below, both XR/XDH and XI pathways have been extensively employed to construct
S. coremisige strains capable of fermenting xylose with different rates of success.

3. Engineering Saccharomyces with the XR/XDH Pathway

Despite orthologous genes encoding functional XR and XDH have been identified in S. corevisize,
this yeast is not able to grow solely on xylose [18,19]. Overexpression of native aldose reductase
and xylitol dehydrogenase genes allowed growth on xylose, albeit with limited growth rates [20].
Even before this native pathway for xylose consumption was identified, heterologous pathways from
naturally xylose-assimilating yeasts were used toengineer S. cerevisie. The 5. stipitis XR/XDH pathway
is the most frequently used to engineer yeast for xylose fermentation, although an important limitation
was identified; while XR preferentially uses NADPH as a cofactor, XDH exclusively uses NAD" [15]
(Figure 1). This leads to xylitol excretion due to cofactor imbalance, reducing carbon assimilation
and ethanol production in the engineered strains. Several strategies have been employed to solve
this problem, the redirection of carbon fluxes from NADPH to NADH consuming reactions being the
most common denominator. This includes an adding external electron acceptor to the fermentation
media [21,22], connecting furaldehyde reduction with xylose metabolism [23], altering the ammonium
assimilation pathway [24], channeling carbon fluxes through s recombinant phosphoketolase pathway
in axylose-consuming strain [25], and altering cofactor preference of XR and XDH [26]. These strategies
normally result in engineered strains with lower yields of xylitol production.

4. Engineering Saccharomyces with the X1 Pathway

Despite presenting the advantage of not requiring pyridine nucleotide cofactors many prokaryotic
XI {encoded by xylA) showed no activity when expressed in 5. cerevisiae [27-30]. This was attributed
to several reasons, including protein misfolding, post-translational modification, improper disulfide
bridge formation, sub-optimal internal pH, and absence of specific metal ions [31].

The first functional xylA expressed in yeast was that from Thermus thermopiiiles which showed
low activity at 30 C because its maximal activity occurs at 85 'C [32]. A mutant Ttxy@dA showed an
improvement in ethanol yield at 40 - C, but no production occurred at 30 'C [33]. Since then, other
prokaryotic XI were expressed in 5. cerenisiar with moderate success [31,34-36].

The first successful recombinant 5. cerevisiae carrying a X1 pathway was obtained with the
expression of the eukaryotic xylA from the anaerobic fungus Piromyces sp E2 [37]. The recombinant
strain showed considerably high X1 activity of 1.1 U-mg *, but still low growth rates in xylose under
aerobic conditions and no grow th in anaerobiosis. Prolonged adaptation in xylose under anserobic
conditions resulted in the isolation of a strain (RWB202- AFX) which showed a specific growth rate of
0.03 h !and ethanol yield of 042 g. g ! [38].

The poor rates of xylose fermentation in S. cerenisiae have been attributed to xylitol formation, by
the activity of an endogenous non-specific aldose reductase {Gre3) and limited activity of xylulokinase
(XK} and non-oxidative PPP enzymes [30]. In an attempt to overcome these metabolic bottlenecks,
the genes encoding XK, ribulose 5-phosphate isomerase, ribulose 5-phosphate epimerase, transketolase,
and transaldoiase were overexpressed in strain KWB202-AFX and GRE3 was deleted [39]. The resulting
strain was submitted to anaerobic adaptation in xylose and a clone (RWB218) was cbtained with a
specific growthrate of 0.12 h ! and ethanol yield of 0.41 g g ! [40]. Additionally, in batch fermentation
in wheat straw hydrolysate the ethanol yield approached the theoretical vatue (051 g-g 1) in 55 h and
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xylitol production was not observed; in fed-batch fermentation on com stover hydrolysate, ethanol
yield was 046 g g ! after 35 h [30]. Likewise, xidA from the fungus Orpinommices was functionally
expressed in S. cerevisiae showing high activity (191 U mg 1), but the resulting strain showed slow
growth inxylose [41]. This strain w as further modified by overexpressing XKS1 (which encodes XK)
and a heterologous sugar transporter (PsSUTT) follow ing evolutionary engineering. When grown in a
complex medium supplied with 0,01 M borate at 35 “C the resulting strain showed an increment on
the growth rate (0.133 h 1), ethanol production (Yg=04Sg g 1and Qp=0191g L L h 1), and low
xylitol production (0.04 g g 1y [41,42).

X1 from the anserobic bacterium Clostridium phytofermentans (CpXylA) was successfully expressed
in an industrial S. corevisiae strain [43]. The main advantage of CpXyiA is that it shows low susceptibility
to xylitol inhibition with a K, three times smaller than that of PyXyiA. Anaerobic batch fermentation
with the recombinant yeast strain expressing CpXyiA showed ethanol productivity of 0.03 g L *.h !
and ethanol yield of 0.43 g- g !, with xylitol production of 0.18 g g '. XI and XK from Prevoteila
riminicoln were co-expressed in S. corewisiae, which was also submitted to evolutionary engineering,
resulting in a 3.8-fold increase in specific growth rate (0.23 h 1). Microaerobic fermentation using the
adapted strain in xylose showed 0.041 g-g '-h ! productivity, 48 g-L ! xylitol, and 82.9% of the
theoretical ethanol yield [44).

An evolved recombinant yeast expressing Burkhalderia comocepaca xy A showed the best ethanol
yield (045 g g 1) and productivity (042 g-cell 1-h ¥)described so far. This strain does not accumulate
xylitol and co-consumes glucose and xylose under anserobic conditions [45,46]. Recently, the activity
of four xyfA genes from mammal gut bacteroidetes (Bacteraides oulgatus, Tannereila sp., Paraprevotella
xylaniphila, and Alistipes sp.) were assessed in two 5. cerevisiae strains: one overexpressing XK
and non-oxidative PPP enzymes and with a disrupted GRE3 gene, and another with an additional
disruption of CYC3 [47]. Both strains were evolved in xylose medium with a plasmid expressing XI
from B. vulgatus. After that, the adapted strain was cured and transformed with plasmids expressing
xyiA from the other different sources described above. All recombinant clones were able to ferment
xylose, thus highlighting the usefulness of a xylose-adapted strain to screen for X1 activity in 5. crevisiae.

It is known that 5. cereisine naturally metabolizes xylulose [48]. This observation led to an
interesting approach for ethanol production which is based on the secretion of XK. The cell surface
display of XyA from Clostridium cellulovorans, together with overexpression of 5cXKS1, led the
recombinant yeast to produced 0.5 g- L ! ethanol under anaerobic conditions [49].

5. Additional Genetic Modifications

From the results shown above it is clear that the simple introduction of the XR/XDH or XI
pathways is not enough to ensure effective xylose fermentation by the recombinant yeast. Kinetic
modeling shows that a higher level of XK expression and overexpression of sugar transporters {which
will be discussed later) are the most advantageous modifications in recombinant yeast [50). However,
overexpression of XK may affect yeast growth and ethanol production [51]. Other important enzymes
for xylose metabolism are non-oxidative PPP enzymes with transaldolase playing a key role as it limits
xylose flux [52].

Other important genetic modifications involve the elimination of competitive pathways and
the increase of cofactor regeneration in axidoreduction pathway. Competitive pathways can convert
intracellular xylose to xylitol, thus leading to xylitol accumulation. In the case of the XI pathway,
xylitol accumulation is undesirable not only by draining intracellular xylose, but also it inhibits
most X1 and breaks metabolic fhux [53). In S ceremisiae the deletion of GRE3, an unspecific aldose
reductase that can convert xylose to xylitol [54], is an important step to decrease xylitol production [55].
In the case of the oxidoreduction pathway, the overexpression of GDFP1 (a fungal NADP"-dependent
D-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from Kluyveramyces lactis) regererates NADPH without
CO; production, thus facilitating anaerobic xylose fermentation. Additionally, deletion of ZWF1
(glucose-6-phosphate dehy drogenase), which catalyzes the first step of the pentose phosphate pathway,
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avoids competition for NADPH production [56]. Additionally, deletion of PHO13 (a phosphatase) in
recombinant yeast overexpressing S. stiptis X Y13 (XK}, increased yeast growth and ethanol production
in a xylose medium [57].

In sifico models are an important tool to analyze an engineered microorganism for the
efficient production of a desired product from new substrates. One such model proposes that in
recombinant yeast for the oxidoreduction pathway, the deletion of the NADP*-dependent glutamate
dehydrogenase gere (GDHI) and overexpression of the NAD*-dependent GDH2 increases the
specificity of XR for NADH [23]. This strategy led to decreased xylitol byproduct and increased
ethanol yield. Other examples show that when GAPN (non-phosphorylating NADP*-dependent
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase) is expressed in xylose-recombinant yeast, ethanol yield
increases up to 25% in a glucose /xylose mixture with reduction in glycerol and xylitol formation [58].

Furthermore, these genetic modifications more directly linked to xylose consumption pathway,
and there are some others genes detected through synthetic genomic array (SGA) whose modification
affected xylose consumption SCA identified four genes (ALPI, arginine transporter; 15C1,
mitochondrial membranelocalized inositol phosphasphingolipid phospholipase; RPL20B, component
of 60S larger ribosomal subunit; BUD21, a component of small ribosomal subunit) that, when
individually deleted, improved xylose consumption to levels similar to those of recombinant XI/XK
yeasts [59]. Although it is not clear how these genes act on xylose metabolism this result shows
that adjustments on these unpredicted targets are important in order to obtain improvements in
xylcse consumption.

6. Evolutionary Engineering

As mentioned previously, the introduction of a xylose pathway in S. corenisiae is not enough to
promote efficient conversion of xy lose to ethanol since it is often the case that a desired phenotype is not
associated to a single gene or to any cbvious modification [60]. Pathway networks often interact with
each other, as well as with the exogenous pathway, promoting many challenges for the production of
the desired product {61]. Additionally, overexpression or gene knockout is not sufficent to obtain the
expected outcome, as it is ofen needed to perform extensive transcription re-programming according
to metabolic flux.

One method which permits the selection of simultaneous genetic modifications in network
pathw ays in arder to improve its performance is evolutionary engineering, involving reprogramming
the cell's innate metabolism at different levels. This method is based on adaptive evolution, a natural
process in which organisms undergo mutations that confer a tolerance to environmental changes [62].
Natural evolution is slow, but there are means to accelerate this process, mainly for microorganisms
because of their fast growth. The microorganism is placed under environmental selection and after
some time the survived population will exhibit the desired phenotype due to "natural” mutations
which permitted adaptation. Another approach involves yeast mutagenesis (chemical or physical),
followed by selection of the desired phenotype. For example, when 5. crewsige with no genetic
maodifications for xylose consumption was evolved in xylose medium, the resulting strain had the
activities of endogenous XR and XDH increased seven- and &60-fold, respectively [63].

Combining mutagenesis and evolutionary engineering approaches is often the best choice to
obtain the desired phenotype. For example, after recombinant TMB3001 yeast strain expressing
XYI1, XYL2], and XKS1 was submitted to EMS mutagenesis, followed by three rounds of metabolic
adaptation, some isolated clones had improved ethanol production and others only consumed
xylose [64]. Other works involving adaptive evolution of the oxidoreduction pathway report improved
ethanol production [65-67].

A recombinant industrial strain for CpXylA was submitied to IMS mutagenesis, genome shuffling,
and evolutionary engineering in a complex medium with D-xylose [68]. The resulting strain produced
32% more ethanol than the parental strain and XI activity had a 17-fold improvement. In another
study, a recombinant strain for PyXylA was obtained with overexpression of PPP enzymes and XK and
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was further submitted to evolutionary engineering. The final strain showed one of the best ethanol
productions so far (Yg=0438g g 1, Q=0687 g g ! h 1), witha specific growth rate of 0.148 h !
and very low xylitol production (Yx < 0.01 g-g ') [69]. Inverse metabolic engineering identified
32 copies of PyXylA in the final evolved strain and global transcriptional analysis showed that the
xylose pathway and PPP had overexpressed genes. Additionally, the fermentative pathway and amino
acids metabolism genes showed aliered levels of expression in the evolved strain.

The amplification of gene-encoding XI seems to be an important consequence of yeast evolutionary
adaption on xylose. Recently, it was shown that the adaptation on xylose of an industrial yeast strain
carrying integrated CpXyiA involved the formation of an extrachromosomal circular DNA element
(eccDNA ) intermediate {70]. This intermediate, which carried CpXwiA and an ARS (autonomous
replicating sequence) element, eventually integrated in tandem at the original locus, resulting ina
strain with high xylose fermentation capacity.

A powerful genetic tool called global transcription machinery engineering (gTME), which allows
reprogramming the innate metabolism of the cell by creating mutations in key proteins involved
in transcription, has been successfully used to perform global transcription changes. For example,
an improvement in ethanol and glucose tolerance in yeast was obtained by using a spfl15 mutant
library [71). SPT15 is a TATA-binding protein which has an important role in promoter specificity:
Additionally, new genes involved in ethanol tolerance were identified by using gTME {72]. Despite
its usefulness, few works have described the use of this technique for xylose consumption. When
g TME was applied in 5. cerevisige for xylose fermentation, the final strain had improved the capadty
to consume xylose, but ethanol production had decreased [73]. In another work, g TME was used to
adapt §. cerevisiae to comn cob hydrolysate as a substrate [74]; the resulting strain produced 11.9g- L !
ethanol after 71 h

7. Xylose Uptake

Many S. cerevisiae strains have been genetically engineered for the conversion of xylose into
ethanol by improving metabolic flux for xylose utilization {75). Most of them rely on the capacity of
endogenous hexose transporters for xylose uptake, since 5. coreisiar lacks a xylose-specific transport
system. Studies using evolutionary engineering strategies to obtain fast xylose-utilizing yeast resulted
in increased expression of hexose transporters in the evolved strain [40,46,76]. Overexpression of both
heterologous and native transporters may improve ethanol productivity [77-80]. However, the lack of
efficient xylose transporters is only evident w hen xy lose metabolism is not rate-limiting or when xylose
concentration decreases down to 0.05%—0.4%, due to the low affinity of nonspedific transporters [75,78].

S. cerenisiae has 18 hexose transporters (Hxt1-17 and Gal2) capable of transporting glucose into
the cell, although only seven (Hxt1-7) are responsible for glucose internalization acting as facilitators.
They are divided into three types of glucose transporters according to their affinities for ghicose:
high-affinity transporters Hxt6, Hxt7, and Gal2 (with K, 1-2 mM); inermediate-affinity transporters
Hxt2, Hxt4, and Hxt5 (with Ky ~10 mM); and low-affinity transporters Hxt1 and Hxt3 {with Ky
50-100mM) [81,82]. The Hx@, Hxt5, Gal2, Hxtl, and Hxt4 transporters are xylose-permissive, taking
up xylose with 200-fold lower affinity and slower rates, depending on the concentration of xylose
and glucose outside the cell {83,84]. Hxt7 and Hxt5 seem to be the main transporters responsible for
xylose uptake when xylose is the only carbon source available or in co-fermentation when glucese
reaches low levels [84]. High concentrations of glucose (>200 mM) severely represses HXT7 and
HXTS5 transcription, while inducing transcription of HXT1 and HXT3, but when glucose concentration
drops below 2% in the mixed sugar medium, HXT4 transcription is induced and, as fermentation
proceeds and xylose progressively becomes more available than glucose, HXTS is de-repressed and
HXT7 transeription is induced (by low levels of glucose) [83]. HXTS and HXT7 are also expressed
in the absence of glucose when HXT4 and HXT1 transcription decrease. HXT? showed the highest
level of expression when glucose was fermented, while HXT7 had the highest level when xylose was
fermented [80,83]. It was shown that a low concentration of glucese (0.5 g L *) could improve xylose
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utilization, when compared with xylose alone [85]. This should be due to the inducible increase in the
expression of HXT7 by low glucose levels. GAL2 transcription is repressed in the presence of glucose,
but when constitutively expressed, Gal2 and Hx17 exhibited the highest xylose uptake rates between
the endogenous hexose transporters [84] (Table 1).

Clucose and xylose should be co-consumed to reduce fermentation time and to reach productivity
compatible to industrial economically-viable processes. However, xylose is usually consumed only
after significant glucose depletion from the medium, therefore displaying diauxic fermentation [65].
Simultaneocus utilization of xylose and glucose was shown to be limited due to inhibition of xylose
uptake by glucose. Since the endogenous hexose transport system favors glucose even when glucose
metabolism was disrupted, the inhibitory effect of glucose over the use of xylose remains [86].
To avercome this, several putative genes or known heterologous xylose transporters and engineered
endogenous transporters were expressed in S. cerevisiae in the last decade [87-92) (Table 1). The
development of hexose transporter-nuli strains, such as EBY.VW4000 in w hich more than 20 hexose
transporter genes wemwe deleted, was an important tool for screening and characterization of new
transporters by functional complementation of growth on glucose [93], or xylose when a xylose
pathway is introduced [84,87,89,61,94]. A strain was used for transporter screening and evolution
based on a hexcse transporter-null strain with an introduced xylose pathway and distupted glucose
metabolism [95]. The resulting strain was unable to grow on glucose alone, even when a functional
hexose transporter was expressed. However, it could grow on mixed sugars if the transporter favored
the uptake of xylose over glucose This was a useful tool for developing transporters with new
properties, like enhanced affinity for xylose with no inhibition by glucose.

Unlike S cenisiar, there are many natural pentose-assimilating species having both low-affinity
and high-affinity sugar transport systems for xylose uptake, comprising proton symporters and
facilitated-diffusion transporters. Numerous putative genes emerging from increasing genome
data seems to be good candidates for new xylose-specific heterologous transporters. More than
80 heterologous transporters have already been expressed in S. cereoisiae. SUTI, SUT2, XUT1, XUT3
(Xyp33), XUT4, Xyp29 (STL12), SUT3 (Xyp37) from S. stiptis [89-91,96,97], GXS1 and GXF1 from
Candida mtermedia [87 90], At5g59250 from Arabidopsis thaliana [77), An29-2 and An25 from Neurospora
crassa [89], and xtrD) from Aspergilius nidulans [92], MgT05196 from Meyerazyma gualliermondii [98] and
Xuylh from Debaryomyces hansenii [99] have been shown to enable the HXT-null 5. ceremisiae strains to
transport xylose. More than 80 percent of these surveyed genes annotated as putative or known sugar
transporters were not functional in 5. cerevisine, probably due to misfolding or improper localization.
While most of them showed preference for glucose over xylose, just three of them were characterized
as xylose-specific transporters: An25 and Xyp29 are xylose facilitators, with no glucose uptake
activity [89], and recently-reported Xutl, also transport glucose, but with lower affinity and lower
Vo when compared with xylose uptake kinetic parameters (Table 1) [%7]. Gxs], a glucose/xylose H+
symporter, was the first proton sympaorter from yeast reported that could transport xylose against the
concentration gradient [87]. As expected for this type of transporter, it had a high affinity for xylose
compared with other transporters (Table 1), but the uptake activity was very slow and the affinity for
glucose was higher than for xylose. A conserved motif (G-G/ F-XXXC) was identified based on the
sequence similarity of GXS51 with other xylose transporter genes and were able to improve the V.,
two-fold by modifying residues F**I**M¥ [01). This approach was responsible for changing selectivity
of the transporter which no longer transported glucose. This result could be used to rewire the native
hexose transporter Hx@ and Rgt2 from S. stipitis into xylose-specific transporters (by modifying PYM¥
M3 and F¥M¥ | espectively). However, in all these cases, the uptake activities of these heerologous
transporters were too low to dramatically improve co-fermentation productivity [78,89,91 9G]
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Table 1. Kinetic parameters of yeast glucose/ xylose transporters.
Xylose Glucose Referenae
Transporter Strain/Plasmid Construction Strain Characte ristics - Vena Ve
K (mM) (nmol/min/mg) Ken (mM) {mmol/min/mg)
ScHxt] H2219/ pYX212-HXT1 Alxt1-7Agal2 8% : B 750 + 94 NR NR 188}
ScHxt] KY73/ HX TTmnX-pVT Alxe1-7Agal2 NR NR % NR (100}
ScHxt2 H2219/pYX212-hxt2 Alrxt1-7Agal2 260 - 130 240+ 10 NR NR (58]
ScHxt2 KY73/ HX T2mnX-pVT Alxe1-7Agu2 NR NR 13 NR (100}
2-HX'] - 10 . 2
Schixth H2219/pYX212-HX T4 A1 7 g2 170 + 120 19023 NR NR 5]
ScHxt? H2219/pYX212-HXT7? 130 10 10+ 7 NR NR
ScHxt7 EBY.VW4000/ pRS&2N-HXT7 Ahxt1-17 Agu2 2003 + 132 6742 050l 26+ 11
Astl] Aagtl Amph2 (34]
: S . Amph3 Aydie7w
ScHxI7 (NI70S)  EBY.VW4000/ pRS62N-HX17-N370S . 1699 + 263 21-16 10810 73:12
2
ScHxt? NR NR 067 + 0.06 610 60°* (100}
ScHixt? (1213V) Y7/ HXI70miX-pVE Alt1-7Ag2 NR NK 040 - a2 120+ (101}
ScHx@ (D340C) NR NR 043 - 0.05 430 - 40° (100}
ScGal2 EBY. VW4000; pRS&2N-GA L2 Nxt1-17 Agul2 256+ 158 913132 15:02 2.2 .09 194]
Astl] Aagel Amph2
ot o e X Amph3 Apdiag7w )
ScGal (NI76F)  EBY.VW4000/ pRSEIN-GAL2-N376F Ayrisoc 014/ 89 V3413 ND BD ©1)
GiCxfl TEM3201/ pHx7-GXF1 Nuxt1-17 Agal2 186+ 65 6419 20+ 0.6 105
Ast] Aagel Amph2 %]
CiGxsl TBM3201/ pHXT7-GXS1 Amph3 04+ 01 65: 15 0.012 - 0.004 4303
CiGsxl Ahxt1-17 Agad2 0.026 - D.066 0.0072 NR NR
C , 2
EBY.VWA000/ pd14 TEF CIGXS! ‘:’;,’p,:f;m‘i'fﬁ‘ 1)
CiGasx1 PEIPM% : LAY 0721 - 0116 0.015 NR NR
Ayriéoc
SaSutl RE700/ YEpSUTI Ahxt1-7 145 - 10 122 10 1501 450+ 10 6]
It | Md Sc 20e, 17, X7 9ofls
Table 1. Cont.
Xylose Glucose Reference
Transporter Strain/Plasmid Construction Strain Characte ristics Vam L.
Keu tmM) (nmol/min/mg) Kia (=M} (mmol/min/mg)
SeSutd EBY.VW4000/ pRS316- TDHp-SUTI X117 Agut2 166 : 03 122+ 24 13:01 105+ 42 199]
SaXutl EBY.VW4000/pRS316-TDHp-XUT1 Astl] Aagt] Amph2 046+ DR 116 : 58 091 ¢ 0.01 80+ 10
SaXyp2d EBY.VWA4000/ pRS423-HXT7p-X YP29 “”’V‘:‘z ‘r‘j"gf"' "' 56+ 94 0.69 - 0.0 8D 8D (591
NcAn25 EBYVW 4000/ pRS429-HXT7p-ANZS 1757 + 214 061 + 005 BD BD '
DhXylh W33 1A/ pRS42K-XYLH 14t L6t NR NR 199)
ScHxt36 108 625 6 @
ScHt (N3&FT)  DS715054/ pRS313-HXT7p-HXT36  Aghl Alwkl Akekz Agall 40 n ND ND (102}
ScHx 136 (NIETA) s 2 171 7
V maee = mmol/ min/ myg DW (dry weight); NR. not reported: ND, not determanable; 8D, below detectable limit: ' K, and V., were calculated dismissing the infl of end

me;x'mamr.xm- demwsh;;m
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As summarized on Table 1, the native hexose transporters showed the highest xylose uptake
activities, even when compared with xy lose-specific transporters, like CiGsx1 (F¥P*M*), SsXyp29
NeAn25, and SsXutl. Actually, when HXT7 was constitutively overexpressed in an HXT-null
xylose-consuming strain, it could ferment xylose at similar rates as glucose when each sugar was
the only carbon source. However, as expected, in mixed sugar medium xylose fermentation was
delayed [80]. For Hxt7, substrate affinity (1/K,,, value) is more than 200-fold higher for glucose than for
xy lose, making this sugar a second choice sugar when competing with glucose, even when glucose is in
low concentration. Hence, metabolic engineering strategies to reduce endogenous hexose transporter
affinity for glucose or to raise the affinity for xylose—in a way that xylose becomes the first choice
sugar in co-fermentation—would probably bring the productivity of ethanol to similar rates as glucose
fermentation in a non-xylose-metabolic-rate-limiting strain. Under this scenario, the use of structural
characterization data available for Hxt7 and Gal2, with determination of crucial residues involved in
glucose affinity, selectivity, and translocation of substrate [100,101], together with the strain developed
for evolution and screening of transporters described above [95], boosted studies of evolution of native
transporters. A strain with evolved Hxt7 and Gal2 transporters that were no longer inhibited by
glucose, after mutating a single residue, Hxt7 (N370S) and Gal2 (N376F) were obtained [94] (Table 1).
This substitution led to a decrease in Vi, for both transporters, and completely abolished glucose
uptake from Gal2 All of the mutated transporters uninhibited by glucose had a mutation at either
N370/376 or T213/219 residues already pointed out elsewhere [101]. Using a similar strategy for
transporter evolution, a chimeric Hxt36, a functional glucose transporter constructed by Hxt3-Hxté
fusion, was evolved [102]. That study used a more severe selection pressure (growth on 0.5%1%
xylose with increasing glucose up to 10%) to obtain an Hxt36 (N3671) transporter, which did not
allow growth on glucose (slow grow th on xylose) and, by rational amino acid substitution, an Hxt36
(N367A) transporter with lower affinity for glucose than xylose. A strain harboring Hxt36 (N367A)
was able to co-ferment glucose and xylose, although consumption rates were lower than for glucose
alone, probably due to the reduction in Vi for xylose (Table 1) [102]. The pesition N367 of Hxt36
corresponds to the same N370/376 seen before for Hxt7 and Gal2 [94]. As hexose transporter sequences
are conserved, these studies of structural homology could be applied to predict rational designs for
rew iring new xylose transporters. In conclusion, the strategy of transporter evolution seems to be
a promising way to obtain an effident xylose transporter with high and moderate affinities, such as
those encountered in glucose transporters,

8. Effects of Lignocellulosic Hydrolysate Inhibitors on Xylose Fermentation

Monosaccharides from cellulose and hemicellulese fibers of biomass must be mleased before
yeast fermentation. For this, a pre-treatment step, which involves the use of extreme physicochemical
conditions and an enzymatic hydrolysis step, is applied. In addition to monomeric sugars, several
other compounds are released and formed during liquefaction of biomass in the pre-treatment and
hydrolysis steps. Indeed, lignocellulosic hydrolysates contain several other compounds and several
of them inhibit yeast metabolism. The common groups are organic acids (most usual is acetic acid,
derived from hemicellulose deacetylation); furaldehydes (furfural and 5-hydroxy methyl-furfural,
formed by dehydration of pentoses and hexoses, respectively); and phenolic derivatives (generated
from lignin breakdown) (reviewed in [103]). The presence and concentration of these compounds will
vary according to the biomass used, pre-treatment, and hydrolysis conditions [103]. However, even
in lower concentrations, these compounds can inhibit yeast metabolism, prolonging the lag phase,
damaging cellular membranes, and leading to cytoplasm acidification, thus reducing ethanol yield
and productivity [6].

Yeast tolerance to lignocellulosic derived inhibitors is not only strain-dependent, but also
dependent of the carbon source to be fermented, once yeast is much more affected when fermenting
xylose than glucose [104-107]. Yeast shows much slower sugar consumption rate for xylese and
this may lead to depletion of key metabolites and cofactors that might be espedially important in
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stressful conditions imposed by lignocellulosic hydrolysates [108]. Thus, a number of strategies to
improve xylose fermentation performance and concurrently reduce the influence of lignocellulosic
hydrolysate inhibitors on recombinant strains have been developed, including construction of
recombinant strains expressing detoxifying eneymes [23], transcription factors [106], mutagenesis
and breeding [105,109], and evolutionary engineering strategies to increase tolerance to single
inhibitors or to the hydrolysate [105,110). In addition, strategies to improve yeast tolerance by
propagation on hydroly sate media before hydrolysate fermentations have been shown to improve
yeast performance [111,112]. Despite the success of some strategies, few of the improvements towards
lignocellulosic hydrolysate inhibitors were performed in industrial strains. Thus, further studies are
needed toelucidate the interactions of xy lose metabolism with inhibitor tolerance, and are especially
important to generate new, robust industrial strains.

9. Insights on Industrial Application

Certainly, there will be no single solution for the development of a yeast (or yeast strains) suitable
to all xylose industrial fermentation processes since the challenges discussed above are more or less
critical depending on process configurations. For example, xylose uptake is still a challenge only if
xylose is co-fermented with glucose; however, adaptation or genetic modification to improve tolerance
to inhibitors presented in the hydrolysate would be a greater challenge. The hy drolysate contains
inhibitors, such as furaldehydes, phenolic compounds, and weak acids, e.g. acetic acid. This acid is
intrinsically related with biomass deconstruction, the advances in pre-treatment process technologies
could avoid high levels of the first two inhibitors; however, acetic acid concentration would increase
with the improved biomass deconstruction [26]. Under large scale fermentations conditions, there
are still more desirable adaptations to tolerate (pH, temperature, high ethanol, and other stress
fluctuations), which Jead the search for yeasts with more robust backgrounds, like industrial strains,
as engineering targets. As presented above, a good fermentation productivity on hydrolysate was
achieved by using a genetically-modified industriai strain submitted to evolutionary engineering on
hydrolysate, and, additionally, genes that are related to stress tolerance were identified [68]. Recently,
the influence of addition of hydrolysate during yeast propagation using an industrial xylose consuming
S. cerevisiae was shown [112]. This strategy had a huge effect on yeast performance, inaeasing the final
ethanol production yields by 80%.

Although there are plenty of studies on the development of new strains for xylose fermentation,
few works have focused on process strategies using these yeasts. A process strategy largely used
in first generation ethanol production from sugar cane for cost reduction is cell recycling. A study
using immobilized recombinant yeast cells for fermentation of corn stover hemicellulosic hydrolysate
showed the possibility of recycling cells for five batches with no significant reduction in ethanol
yield [113). In a process with cell recycling, it would be expected that the diauxic fermentation of
mixed sugars could be, to some extent, desirable to control the replacement of a developed and adapted
xylose consuming strain from some derived population less efficient for xylose fermentation. This
could lead to the selection of a more robust xylose fermenting population.

10. Conclusions

With the global interest in sustainable development with the use of lignocellulosic residues
to produce biofuels and other value-added products in the context of biorefineries, it is of utmost
importance to improve the ability of 5. ceremisiar to metabolize xylose. There are still many metabolic
bottlenecks that need to be addressed, such as xylose uptake, improvement of catalytic efficiency of
xylose isomerases, xylitol formation, and increased specific growth in xylose. In addition to genetic
maodification by the introduction/modification of native or exogenous metabolic pathways, it is
clear that adaptive engineering plays a crucial role in this process. Due to the metabolic complexity
involved in the development of xylose-fermenting yeast it is important to use metabolic engineering
associated with other modern techniques, such as gTME to accelerate physiological adaptation in
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xylose. The careful optimization of the engineered yeast by the use of a combination of different
approaches should represent a forthcoming challenge. Finally, studies on process strategies with
a large variety of newly-developed xylose-fermenting strains should be encouraged in order to
establish an economically viable industrial process for ethanol production from xyiose-containing
lignocellulosic hydrolysates.
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“Ndo sdo as espécies mais fortes que sobrevivem, nem as mais
inteligentes, e sim a que melhor se adapta as mudangas.”

Charles Darwin ( por.Leon C. Megginson)

Nota: Frase proferida por Leon C. Megginson, professor da Louisiana State University, num discurso em
1963, onde apresenta a sua interpretacdo da ideia central de "A Origem das Espécies" de Charles
Darwin.
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