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RESUMO

A produgao de etanol de segunda geracdo depende muito da fermentagéo
da xilose, o segundo agucar mais abundante nos hidrolisados
lignocelulésicos, pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Mas essa
levedura ¢é incapaz de fermentar essa pentose, uma vez que nao dispde
de enzimas e transportadores eficientes para a sua metabolizacdo.
Assim, € importante identificar enzimas e transportadores de xilose de
diferentes organismos para a expressdo em células de S. cerevisiae.
Contudo, pesquisadores tém demonstrado que essa levedura requer
modificagdes genéticas adicionais para uma efetiva fermentacdo de
xilose; entre elas, a sobre-expressdo do gene XKS/ (que codifica a
xilulocinase) e a dele¢do do gene PHO!3 (que codifica uma fosfatase
alcalina) melhoram a fermentagdo de xilose em linhagens
recombinantes. Assim sendo, o presente trabalho se propds a
desenvolver linhagens de S. cerevisiae recombinantes por meio da
sobre-expressdo do gene XKS/ e/ou delecdo do gene PHOI3, com o
intuito de que essas linhagens possam ser utilizadas como plataformas
para a analise de enzimas e transportadores heterologos envolvidos no
metabolismo da xilose. Primeiramente, foi construida a linhagem ASY-
1, com a finalidade de servir como plataforma para testes de enzimas
heterologas, ja que esta linhagem foi obtida a partir da sobre-expressao
do gene XKSI na linhagem wild-type CEN.PK2-1C. A seguir, foi
construida a linhagem ASY-2, a partir da dele¢do do gene PHOI3 na
linhagem ASY-1. As linhagens CEN.PK2-1C, ASY-1 e ASY-2 foram
transformadas com plasmideos contendo genes que codificam as
enzimas Xxilose redutase e xilitol desidrogenase provenientes das
leveduras Spathaspora arborariae e Spathaspora passalidarum,
respectivamente, e a performance fermentativa das linhagens
transformantes foi avaliada. Nossos resultados mostram que a sobre-
expressdo do gene XKS/ foi necessaria para haver consumo de xilose
em crescimentos aerobios e para a producdo de etanol a partir dessa
pentose em fermentacdes microaerdbias, indicando que essa sobre-
expressdo ¢ crucial para o metabolismo da xilose em S. cerevisiae. A
deleg¢do do gene PHOI3 permitiu um consumo mais rapido e¢ maior da
xilose, tanto em crescimentos aerdbios quanto em fermentagdes
microaerobias, além de ter aumentado a produgdo de xilitol e alterado a
produgdo de glicerol em todos os ensaios. Ainda, os efeitos vantajosos
causados pela delecdo do gene PHOI3 no consumo de xilose e na
produgao de etanol se mostraram mais evidentes em meios contendo alta
concentracao (100 g.L'l) de xilose. Paralelamente, contruimos também a



linhagem ASY-3, com a finalidade de servir como plataforma para testes
de transportadores heterdlogos, sendo que esta linhagem foi construida a
partir da dele¢do do gene PHO13 na linhagem DLG-K1, uma linhagem
hxtnull (hxti-hxt7 e gal2) que possui 0s genes necessarios a
metabolizagdo de xilose sobre-expressos mas incapaz de transportar
monossacarideos. As linhagens DLG-K1 e ASY-3 foram transformadas
com plasmideos contendo genes que codificam os transportadores Sut4
e Xutl provenientes das leveduras Spathaspora arborariae e
Scheffersomyces stipitis, respectivamente, ¢ a performance fermentativa
das linhagens transformantes foi avaliada. Em ensaios de crescimento
aerobios, nossos resultados mostraram que a delecdo do gene PHOI3
permitiu consumo mais rdpido e maior da xilose, além de maior
producdo de etanol. No entanto, em fermenta¢des microaerdbias, ndo
houve diferenca no consumo de xilose entre as linhagens contendo ou
ndo o gene PHOI3 e expressando os transportadores heterdlogos. A
delegdo do gene PHOI3 também alterou a producdo de glicerol pelas
cepas em todos os ensaios fermentativos realizados utilizando
transportadores heterdlogos. Portanto, as linhagens recombinantes
desenvolvidas constituem importantes ferramentas para a clonagem e
identificagdo de novos genes envolvidos no transporte e fermentagdo de
xilose por S. cerevisiae.

Palavras-chave: XKSI. PHOI3. Saccharomyces cerevisiae. Xilose.
Etanol 2G.



ABSTRACT

Second-generation ethanol production depends greatly on the xylose
fermentation, the second most abundant sugar in the lignocellulosic
hydrolysates, by the yeast Saccharomyces cerevisiae. But this yeast is
incapable of fermenting this pentose, since it does not have efficient
enzymes and transporters for its metabolization. Therefore, it is
important to identify xylose enzymes and transporters of different
organisms for the expression in S. cerevisiae cells. However, researchers
have shown that this yeast requires additional genetic modifications for
an effective xylose fermentation; among them, XKS1 gene (which
encodes xylulokinase) overexpression and PHO13 gene (encoding
alkaline phosphatase) deletion to improve xylose fermentation in
recombinant strains. Thus, the present work aimed to develop
recombinant S. cerevisiae strains by XKS1 gene overexpression and/or
PHO13 gene deletion, so that these strains could be used as platforms
for the analysis of enzymes and transporters involved in xylose
metabolism. Firstly, the ASY-1 lineage was constructed to serve as a
platform for heterologous enzyme tests, since this lineage was obtained
from the XKS1 gene overexpression in the wild-type strain CEN.PK2-
1C. The ASY-2 yeast was then constructed by PHO13 gene deletion in
the ASY-1 strain. The CEN.PK2-1C, ASY-1 and ASY-2 strains were
transformed with plasmids containing genes for xylose reductase and
xylitol dehydrogenase from Spathaspora arborariae and Spathaspora
passalidarum yeasts, respectively, and the fermentative performance of
transformants was evaluated. Our results show that XKS1 gene
overexpression was required for xylose consumption in aerobic growths
and for ethanol production from this pentose in microaerobic
fermentations, indicating that this overexpression is crucial for xylose
metabolism in S. cerevisiae. PHO13 gene deletion allowed a faster and
greater xylose consumption, both in aerobic growth and microaerobic
fermentations, in addition to increasing the production of xylitol and
altering the production of glycerol in all the assays. Furthermore, the
advantageous effects caused by PHO13 gene deletion on xylose
consumption and ethanol production were more evident in media
containing high xylose concentrations (100 g.L™). At the same time, we
also built the ASY-3 lineage, in order to serve as a platform for
heterologous transporter tests. This strain was constructed by the
PHO13 gene deletion in the DLG-K1 strain, a hxt-null yeast (hxt1-hxt7
and gal2) which has the genes necessary for xylose metabolization
overexpressed, but incapable of transporting monosaccharides. The



DLG-K1 and ASY-3 yeast were transformed with plasmids containing
genes encoding the Sut4 and Xutl transporters from Spathaspora
arborariae and Scheffersomyces stipitis yeasts, respectively, and the
fermentative performance of the transformants was evaluated. In aerobic
growth assays, our results showed that PHO13 gene deletion allowed for
faster and greater xylose consumption, in addition to higher ethanol
production. However, in microaerobic fermentations, there was no
difference in xylose consumption between strains containing or not the
PHO13 gene and expressing the heterologous transporters. PHO13 gene
deletion also altered glycerol production by the strains in all
fermentative assays performed using heterologous transporters. Thus,
the developed recombinant strains are an important tool for cloning and
identification of new genes involved in Xxylose transport and
fermentation by S. cerevisiae.

Keywords: XKS1. PHO13. Saccharomyces cerevisiae. Xylose. Ethanol
2G
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1 INTRODUCAO

1.1 O ALCOOL COMBUSTIVEL NO BRASIL

Desde a revolugdo industrial, o aumento na utilizagdo de
combustiveis fosseis como o carvao e os derivados do petréleo para a
geracdo de energia vem promovendo a liberacdo de um excesso de
carbono na atmosfera. Como consequéncia, nos Gltimos anos, 0s niveis
atmosféricos de didxido de carbono tém aumentado e as reservas de
petroleo tém diminuido, o que trouxe a busca da sociedade por
substitutos para os combustiveis fosseis (DASHTBAN; SCHRAFT;
QIN, 2009; FRENCH, 2009). Nesse contexto, 0s biocombustiveis
transformaram-se em potenciais alternativas renovaveis, principalmente
com vistas a diminuir a dependéncia do petréleo e pelo compromisso de
muitos paises na reducdo das concentracBes de didxido de carbono na
atmosfera. Atualmente, os biocombustiveis mais utilizados no mundo
sdo o etanol e o biodiesel (LIEW; HASSIM; NG, 2014).

O etanol é produzido no Brasil em grande escala desde a crise do
petroleo da década de 1970. Na época, em meio a alta nos precos nos
barris de petroleo e com um extenso cultivo de cana-de-aglcar para a
producdo de sacarose, 0 governo brasileiro criou o Programa Nacional
do Alcool (Proalcool), buscando incentivar a producéo de alcool a partir
da cana-de-agUcar e substituir a gasolina utilizada como combustivel em
veiculos leves pelo etanol (GOLDEMBERG, 2006). Com o estimulo do
governo e o desenvolvimento de tecnologias, o Brasil ganhou destaque
mundial na producdo desse biocombustivel, tendo o &pice da producdo
no ano de 1986, quando menos de um terco do total de carros fabricados
no pais ainda utilizava gasolina como combustivel (GOLDEMBERG,
2008). Contudo, nos anos seguintes a producdo brasileira de etanol
sofreu forte declinio, principalmente devido a problemas apresentados
pelos automoéveis movidos a alcool e a estabilizacdo do preco do
petroleo (ZANIN et al., 2000).

Um novo estimulo para a producdo de etanol surgiu em 2003, com o
desenvolvimento dos motores bicombustiveis ou flex (os quais podem
utilizar etanol e/ou gasolina em seus motores). A chegada dos carros
flex aliada a crescente preocupacdo ambiental causada pelo uso de
combustiveis fosseis fez com que a producdo de etanol combustivel
ganhasse novamente for¢a no Brasil (GOLDEMBERG, 2008). De
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acordo com dados recentes do “Acompanhamento da safra brasileira:
Cana-de-acucar”, disponibilizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento — CONAB (2016), na safra 2015/2016, o Brasil bateu
recorde na producdo de etanol, com um total de 660 milhdes de
toneladas de cana-de-acUcar processadas e 30,5 bilhdes de litros de
etanol produzidos, aumento de 6,3% do biocombustivel em relagdo a
safra anterior. Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor de
etanol do mundo, atrds apenas dos Estados Unidos (ANALISE DE
CONJUNTURA DOS BIOCOMBUSTIVEIS, 2016).

A producdo de etanol combustivel no pais tem como matéria-prima
o0 caldo da cana-de-acUcar, um material fermentavel e que possui como
principal componente o dissacarideo sacarose. A estrutura da sacarose
permite que esta fonte de carbono seja utilizada prontamente pelo
microrganismo do processo, a levedura Saccharomyces cerevisiae, sem
a necessidade, portanto, de hidrolise prévia do material (PEREIRA Jr. et
al., 2008). Assim, o etanol produzido hoje no Brasil (chamado de etanol
de primeira geragao) ¢ resultado da fermentacdo direta da sacarose pela
levedura S. cerevisiae (DOS SANTOS et al., 2016).

Como consequéncia da grande producdo brasileira de etanol de
primeira geracdo, tem-se a crescente producdo de residuos do setor.
Segundo a Unido da Inddstria de Cana-de-aglcar (UNICA) — (2012),
cada tonelada de cana-de-agUcar moida para a fabricacdo de aglcar e
etanol gera, em média, 250 kg de bagaco e 200 kg de palha. Desses
residuos de cana produzidos, a maior parte é queimada para a produgdo
de energia nas usinas (calor e eletricidade) e uma pequena parte é
deixada no campo para ser decomposta (CORTEZ et al., 2008).
Entretanto, o bagaco e a palha da cana-de-aglicar sdo constituidos de
polissacarideos fermentaveis que também podem ser utilizados para a
producdo de etanol, neste caso, chamado de etanol de segunda geragédo
ou etanol 2G (PESSOA Jr. et al., 2005). O Brasil pode ser muito
favorecido no desenvolvimento dessa tecnologia, uma vez que a
producdo pode ser anexada as unidades produtoras de etanol de primeira
geracdo, que sdo as proprias geradoras do bagaco e da palha de cana-de-
acucar, proporcionando, dessa forma, menos investimento em
infraestrutura, energia e logistica. Além disso, o etanol de segunda
geracdo pode aumentar a producdo do combustivel sem aumentar a area
de cana-de-agUcar plantada — uma vantagem econdmica e também
ambiental (SOCCOL et al., 2010).

Através da utilizacdo da biomassa proveniente da cana-de-agUcar
pode-se alcancar uma producdo bastante alta de etanol de segunda
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geracdo. Se considerarmos uma eficiéncia na fermentagcdo dos
carboidratos presentes nessa biomassa de 90%, o bagaco e a palha
podem aumentar em mais de 50% a produgéo de etanol por tonelada de
cana-de-acucar plantada (ZANIN et al., 2000; STAMBUK et al., 2008).
Conforme ilustrado na Figura 1, a partir de uma tonelada de cana-de-
acucar, sdo gerados aproximadamente 80 litros de etanol de primeira
geracdo. Contudo, com a utilizagdo do bagaco e da palha dessa parcela
de cana-de-aglcar, e com a eficiéncia descrita acima, pode-se chegar a
aproximadamente 47 litros a mais de etanol, aumentando o montante
final para aproximadamente 127 litros (STAMBUK et al., 2008).

Figura 1 — Produgdo de etanol a partir da cana-de-agUcar. A tecnologia atual de
processamento de cana de aglcar e producdo de etanol combustivel a partir da
sacarose € ilustrada a esquerda na figura, enquanto que 0s avangos tecnoldgicos
necessarios para a producdo de etanol a partir de bagaco e palha de cana séo
ilustrados no lado direito da figura.

1 tonelada de
Cana-de-agicar

e Melago
80 litros
de Etanol

~30 litros de Etanol

~60kg de Glicose
Celulose ~3kg de Manose

l e Galactose

~33kg de Xilose
~3kg de Arabinose

~17 litros de Etanol

Fonte: Adaptado de Stambuk et al., 2008.



22

A principal vantagem brasileira na producdo de etanol de
segunda geracdo é a utilizacdo de um residuo gerado em grande
guantidade no pais. Além disso, residuos da agricultura, como o bagago
e a palha da cana-de-agucar, sdo renovaveis, abundantes, ndo demandam
de terra separada para producédo, ndo necessitam de maior utilizacdo de
agua e ndo competem com a industria de alimentos (SALKAR et al.,
2012). No entanto, mesmo com grandes vantagens provenientes da
utilizacdo dos residuos da cana-de-acUcar para a producdo de etanol, a
viabilidade industrial desse processo ¢ afetada por custos com operacao
e condicbes de processamento (MACRELLI; GALBE; WALLBERG,
2014). Algumas empresas brasileiras de combustivel tém trabalhado na
busca pela viabilidade e produgdo industrial do etanol de segunda
geracdo, e, desde 2014, duas usinas de etanol 2G ja estdo em operacdo
no Brasil (DOS SANTOS et al., 2016).

12 A BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E O ETANOL DE
SEGUNDA GERACAO

O etanol de segunda geracdo a partir da cana-de-aclcar é
dependente da fermentacdo dos carboidratos presentes no bagaco e na
palha dessa graminea. Essa biomassa lignoceluldsica esta relacionada
com a parte da planta que forma a parede celular, sendo composta
basicamente por polissacarideos de celulose (40%-60%) e hemicelulose
(20%-40%), que estdo associados a uma estrutura macromolecular, a
lignina (15-25%) (PEREIRA Jr. et al. 2008).

A celulose, 0 maior componente da biomassa lignocelulésica,
consiste em um polimero longo e linear formado por monémeros de
glicose, unidas por ligagdes glicosidicas 3-1,4 (ZHANG et al., 2012). A
hemicelulose, o segundo maior componente dessa biomassa, € um
polimero heterogéneo e muito ramificado, formado pelas pentoses xilose
e arabinose, e pelas hexoses manose, glicose e galactose (SARKAR et
al., 2012). Esse heteropolimero geralmente é classificado de acordo com
o carboidrato mais abundante em sua cadeia principal, sendo que o0 mais
encontrado em gramineas como a cana-de-aglcar é a Xilana, um
polissacarideo formado por unidades de xiloses unidas por ligagdes
glicosidicas -1,4, sendo a xilose, portanto, a pentose predominante na
biomassa lignoceluldsica em questdo (ARO; PAKULA; PENTTILA,
2005; GIRIO et al., 2010). A lignina é um polimero complexo, cuja
natureza hidrofébica e as fortes ligacfes quimicas com a celulose e a
com a hemicelulose fazem com que ela desempenhe um papel de
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protecdo na estrutura da biomassa contra 0 ataque de microrganismos
(SARKAR et al., 2012).

Para que esses carboidratos presentes na biomassa
lignoceluldsica estejam acessiveis & fermentagdo, sdo necessarios dois
processos. O primeiro consiste no pré-tratamento da lignocelulose e o
segundo compreende a hidrélise da celulose e da hemicelulose
(GALBE; ZACCHI, 2002). Para o pré-tratamento, 0s principais
processos utilizados incluem o uso de é&cidos, agentes alcalinos,
solventes organicos, dgua quente e explosdo a vapor (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000; GIRIO et al., 2010). O objetivo desse
processo € desestruturar a biomassa através da ruptura da matriz
lignoceluldsica, diminuindo a cristalinidade do material, liberando os
carboidratos da ligacdo com a lignina e, consequentemente, preparando
a biomassa para a etapa de hidrélise. O pré-tratamento deve, sobretudo,
preservar 0s monossacarideos que serdo posteriormente fermentados,
além de evitar a formacdo de produtos que possam ser inibidores da
fermentacdo, como éacido férmico, acido acético, furfural e hidroximetil
furfural (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010; SARITHA; ARORA,
LATA, 2012).

Apls o pré-tratamento, as etapas de hidrdlise e fermentacdo
podem ser realizadas separadamente ou por meio da sacarificacdo e
fermentacdo simultdnea (SSF- Simultaneous Saccharification and
Fermentation). Uma das caracteristicas da SSF é que os agUcares
liberados pela hidrdlise sdo simultaneamente consumidos, integrando 0s
processos em um Unico reator, diminuindo a probabilidade de
contaminagdo por outros microrganismos e, também, os custos do
processo (GALBE; ZACCHI, 2002; OLOFSSON; BERTILSSON;
LIDEN, 2008; KOPPRAM; OLSSON, 2014). No entanto, a SSF
apresenta também algumas desvantagens: alguns subprodutos gerados
com a degradagdo da lignina podem ser inibidores para a fermentacéo
subsequente, dificultando a utilizacdo, pelas leveduras, dos agUcares
provenientes do processo de hidrélise. Além disso, a temperatura 6tima
para a fermentacdo é diferente da temperatura 6tima de hidroélise, sendo
necessario o uso de uma temperatura combinada, o que pode interferir
no metabolismo das leveduras (LI; WENG; CHAPPLE, 2008;
OLOFSSON; BERTILSSON; LIDEN, 2008).

A etapa de hidrolise da celulose e da hemicelulose pode ser
realizada com métodos quimicos ou através de enzimas como
catalisadores. Os métodos quimicos normalmente envolvem a utilizagdo
de é&cidos, o que tem demonstrado corrosdo dos equipamentos do
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processo e a formacdo de produtos téxicos que podem inibir a
fermentacdo posterior (STAMBUK et al., 2008). Devido a isso, 0
método enzimatico possui um potencial de rendimento maior,
apresentando a vantagem da especificidade enzimatica e a reduzida
formacéo de produtos toxicos (GALBE; ZACCHI, 2002). Na hidrélise
enzimatica da celulose, existe a acdo sinérgica de enzimas que agem nas
ligagdes R-1,4 da celulose e de residuos de glicose, liberando glicose
como produto principal (LYND et al., 2002). Em relagdo a hidrdlise da
hemicelulose, que, como visto, estd principalmente sob a forma de
xilana na biomassa da cana-de-aglcar, as enzimas envolvidas no
processo clivam as ligagdes B-1,4 da xilana e de xilooligossacarideos,
resultando em mondmeros de xilose (GIRIO et al., 2010). Apds o
processo de hidrélise, os aglcares devem entdo ser fermentados para a
producgdo do produto esperado: etanol.

Os hidrolisados resultantes do processo de hidrolise possuem,
portanto, dois monossacarideos majoritariamente: a glicose e a xilose.
Estima-se que a xilose pode compor até 25% dos agUcares
fermentesciveis totais em alguns hidrolisados (GIRIO et al., 2010; DOS
SANTOS et al., 2016). Assim, essa pentose configura uma importante
parcela dos aglcares provenientes da biomassa da cana-de-agUcar a
serem convertidos em etanol de segunda geracdo. Devido a isso, 0S
esforcos iniciais para uma producéo de etanol 2G comercialmente viavel
estdo destinados a encontrar e/ou produzir um organismo que fermente
eficientemente ndo sé o monossacarideo glicose, mas também a xilose
(HO et al.; 1999; GRAY, ZHAO, EMPTAGE, 2006; DOS SANTOS et
al., 2016).

1.3 LEVEDURAS FERMENTADORAS DE XILOSE

Para uma eficiente producdo de etanol a partir da biomassa
lignoceluldsica, sdo necessérias leveduras capazes de fermentar bem em
condices industriais. A levedura S. cerevisiae, principal microrganismo
utilizado na producdo de etanol de primeira gera¢do, possui
singularidades que a tornaram a mais utilizada nesse tipo de processo,
conseguindo sobreviver e se adaptar as condi¢fes adversas do meio
fermentativo industrial, tais como elevados niveis de etanol, baixo pH e
a pressdo osmética devido a elevada concentracdo de aglcar — fatores
que eliminam outros microrganismos (LANDRY et al., 2006). Além
disso, essa levedura se destaca também por estar entre as melhores
fermentadoras de glicose, principal componente da biomassa
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lignoceluldsica, e por fermentar mesmo estando na presenca de
oxigénio, quando estd submetida a concentracbes altas de glicose
(MERICO et al., 2007). Devido a todas essas caracteristicas, S.
cerevisiae vem sendo escolhida também para a producdo de etanol de
segunda geracdo. No entanto, embora essa levedura seja capaz de
fermentar eficientemente a glicose, as células de S. cerevisiae sdo
naturalmente incapazes de fermentar a xilose (0 segundo aglcar mais
abundante na biomassa em questdo), devido a uma deficiéncia das suas
enzimas envolvidas na metabolizacdo dessa pentose (PITKANEN et al.,
2003).

Em contrapartida, diferentemente de S. cerevisiae, existem
outros organismos capazes de utilizar a xilose como fonte de carbono,
entre bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Leveduras capazes de
metabolizar a xilose ja foram documentadas entre os géneros Candida,
Pachysolen, Debaryomyces, Scheffersomyces, Spathaspora, entre outros
(SCHNEIDER et al., 1981; 1983; JEFFRIES, 1981; DU PREEZ; VAN
DER WALT, 1983; HAHN-HAGERDAL et al., 1994; TAVARES et
al., 2000; DEBUS et al., 1983; GARDONYI et al., 2003; STAMBUK et
al., 2003; NGUYEN et al., 2006; CADETE et al., 2012; CADETE et al.;
2013). Uma das primeiras leveduras fermentadoras de xilose descritas
foi Pachysolen tannophilus (SCHNEIDER et al.,, 1981; 1983).
Leveduras como Scheffersomyces shehatae (antigamente denominada
Candida shehatae) e Candida tropicalis também foram descritas como
fermentadoras de xilose ainda nos anos 1980 (JEFFRIES, 1981; DU
PREEZ; VAN DER WALT, 1983). Outra levedura capaz de metabolizar
a xilose é Scheffersomyces stipitis, uma das melhores fermentadoras de
xilose ja descritas, sendo capaz de produzir niveis altos de etanol a partir
dessa pentose (DU PREEZ; BOSCH; PRIOR, 1986; AGBOGBO et al.,
2008). No entanto, essa levedura apresenta baixa tolerancia ao etanol, é
incapaz de crescer em ambientes anaerobios e sua capacidade
fermentativa depende da micro-oxigenacdo do meio — fatores dificeis de
controlar em meios fermentativos industriais (SLININGER et al., 2014).
Contudo, com seu genoma sequenciado em 2007 (JEFFRIES et al.,
2007), S. stipitis vem sendo uma das leveduras mais estudadas e mais
bem caracterizadas em relacdo ao metabolismo da xilose.

Na Ultima década, novas leveduras fermentadoras de xilose vém
sendo descritas, sobretudo do género Spathaspora, como S. allomyrinae,
S. roraimanensis, S. xylofermentans, S. passalidarum, S. arborariae e S.
brasiliensis (NGUYEN et al., 2006; CADETE et al., 2009; CADETE et
al. 2013; WANG et al., 2016). Spathaspora passalidarum, uma levedura
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isolada do intestino de besouros digestores de madeira (NGUYEN et al.,
2006), se mostrou capaz de converter xilose em etanol em anaerobiose
com eficiéncia (HOU, 2012), além de co-utilizar xilose e glicose
aerobicamente (LONG et al., 2012). Spathaspora arborariae, isolada a
partir de madeira em decomposicdo (CADETE et al., 2009), além de
apresentar boa fermentacgdo de xilose, é tolerante a compostos inibidores
da fermentagdo, como furfural e hidroximetilfurfural (CUNHA-
PEREIRA et al., 2011). Recentemente, os genomas das leveduras S.
passalidarum e S. arborariae foram sequenciados, 0 que pode auxiliar
na descoberta de novos genes para o0 metabolismo de xilose
(WOHLBACH et at., 2011; LOBO et al., 2014).

Mesmo que leveduras como essas utilizem a xilose como fonte
de carbono e algumas produzam etanol a partir desse agucar, elas ndo
demonstram a mesma performance fermentativa de S. cerevisiae diante
de processos industriais de fermentacdo alcodlica. Essas leveduras, de
maneira geral, demonstram baixa tolerdncia ao etanol, a presséo
osmotica, a valores baixos de pH e, em sua maioria, requerem condicfes
controladas de oxigenacdo para uma fermentagdo eficiente (HAHN-
HAGERDAL et al.,, 2001). No entanto, as leveduras naturalmente
fermentadoras de xilose vém sendo utilizadas em pesquisas para o
entendimento de suas vias metabolicas envolvidas na utilizacdo desse
monossacarideo, em busca dos genes responsaveis por esse
metabolismo. Muitos pesquisadores tém trabalhado com genes
provenientes de algumas dessas leveduras, principalmente de S. stipitis,
para expressao em S. cerevisiae — 0s genes que codificam as enzimas
responsaveis pela fermentacdo da xilose podem ser amplificados dos
seus genomas e inseridos no nicleo das células de S. cerevisiae em
plasmideos recombinantes ou diretamente no genoma dessa Ultima, por
recombinacdo homologa (JIN et al., 2000; WALFRIDSSON, 1997;
ELIASSON et al., 2000; MATSUSHIKA et al., 2008; HA et al., 2010).
Essa estratégia tem se mostrado uma das melhores alternativas para
permitir a fermentacéo de xilose nessa levedura e melhorar a producédo
de etanol 2G.

1.4 VIAS DE METABOLIZACAO DA XILOSE

Ao longo das pesquisas envolvendo organismos capazes de
metabolizar a xilose, as vias metabodlicas para a utilizagdo dessa pentose
foram sendo elucidadas. Em algumas leveduras e fungos filamentosos,
0s passos internos para a metabolizacdo da xilose iniciam-se com duas
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reacdes de oxirreducdo (Figura 2): ao ser internalizada pela célula, a
xilose é reduzida pela enzima xilose redutase (XR) a xilitol, que por sua
vez é oxidado pela enzima xilitol desidrogenase (XDH) a xilulose
(PITKANEN et al., 2003). Alternativamente, em via metabolica
encontrada principalmente em bactérias e fungos anaerobios, a xilose é
convertida diretamente em xilulose pela enzima xilose isomerase (XI)
(HAHN-HAGERDAL; KARHUMAA; GORWA-GRAUSLUND,
2007). Em ambas as vias, ap6s a formacdo da xilulose, esse
monossacarideo é substrato da enzima xilulocinase (XK), que fosforila a
xilulose em xilulose-5-fosfato com o consumo de uma molécula de
ATP. A xilulose-5-fosfato segue, entdo, pela Via das Pentoses-Fosfato
(VPF) onde, conforme demonstrado a seguir, pode ser direcionada para
a formac&o do etanol (PITKANEN et al., 2003).

Na via metabdlica da xilose encontrada em leveduras (via que
utiliza uma XR e uma XDH), é necessario um balanco entre as reacdes
de oxidacdo e de reducdo nas duas primeiras reacOes da via (Figura 2).
A enzima XDH utiliza NAD* como co-substrato (que, na reago, é
reduzida a NADH), no entanto, a enzima XR pode utilizar tanto NADH
quanto NADPH (que, na reacdo sio oxidados a NAD" ou a NADP")
(WATANABE; KODAKI; MAKINO, 2005). Em leveduras que a XR
utiliza NADPH, passa a haver um desbalanco que, pela falta da
reciclagem do NAD", acaba por interromper a metabolizagio de xilose,
0 que ocasiona um acumulo de xilitol (STAMBUK et al., 2008). Esse
desequilibrio de cofatores € ainda mais afetado em anaerobiose, uma vez
que, enquanto o NADPH pode ser produzido na Via das Pentoses-
Fosfato, 0 NADH ndo pode ser reoxidado na auséncia de oxigénio
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994). Quando ha oxigénio disponivel, o
cofator NADH pode ser reoxidado pela cadeia transportadora de
elétrons (JIN; JEFFRIES, 2004). Assim, a fermentacdo de xilose em
condiges limitadas de oxigénio pode melhorar o fluxo metabdlico dessa
pentose (VAN MARIS et al., 2007). Contudo, essa condicdo especifica
de oxigenacdo € dificil de ser obtida em ambientes fermentativos
industriais, sobretudo na fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos
(JEFFRIES, 2006). Uma alternativa interessante é a busca por xilose
redutases com afinidade por ambos os cofatores (NADH e NADPH) ou
com afinidade maior pelo NADH, o que poderia evitar ou diminuir o
deshalanco de cofatores (HAHN HANGERDAL et al. 1994; JEFFRIES,
2006).
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Figura 2 — Vias metabdlicas iniciais para a utilizagdo da xilose. Via XR-XDH
(xilose redutase e xilitol desidrogenase), encontrada em leveduras e fungos
filamentosos. Via Xl (xilose isomerase), encontrada principalmente em
bactérias.

Xilose
g NAD(P)H Xilose
Xilose NAD(P)* redutase
isomerase Xilitol ~
g NAD* Xilitol
NADH desidrogenase
Xilulose

l Xilulocinase

- ~
Xilulose-5P Via das Pentoses
v Fosfato

: )
| Glicolise
Etanol

Fonte: Adaptado de Kim et al., 2013.

A Via das Pentoses-Fosfato (VPF) é essencial para o
metabolismo da xilose, uma vez que o liga, por meio de metabdlitos
intermediarios, & via glicolitica (MATSUSHIKA et al., 2009). A rota
metabdlica VPF é sabida por possuir duas fases: uma fase oxidativa e
uma fase ndo oxidativa. Na fase oxidativa sdo gerados a ribose-5-
fosfato, importante para a formacgéo de nucleotideos e coenzimas, e 0
NADPH, necessario para a biossintese de diversos constituintes
celulares (KRUGER; VON SCHAEWEN, 2003). Na fase ndo-oxidativa
da via é que a xilulose-5-fosfato (proveniente do metabolismo da Xilose)
pode entrar nas reagdes bioquimicas (Figura 3): essa molécula,
juntamente com uma molécula de ribose-5-fosfato, € convertida em
sedoeptulose-7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, reacdo catalisada pela
enzima Transcetolase (TKL); apds, a enzima Transaldolase (TAL) é
responsavel por catalisar a conversdo de sedoeptulose-7-fosfato,
juntamente com o gliceraldeido-3-fosfato, em frutose-6-fosfato e
eritrose-4-fosfato; esta Ultima, por fim, é substrato da enzima TKL que a
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converte, juntamente com uma molécula de xilulose-5-fosfato, em
gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato (NELSON; COX, 2014).
Essas duas ultimas moléculas podem, entéo, entrar como intermediarios
na via glicolitica e serem direcionadas para a producdo de etanol
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994; PITKANEN et al, 2003;
WOHLBACH, 2011.).

Figura 3 — Visdo geral da via de assimilacdo da xilose em Saccharomyces
cerevisiae recombinante. AbreviacGes: BPGA, 1,3-bifosfoglicerato; DHAP,
dihidroxiacetonafosfato; E4P, eritrose-4-fosfato; FBP, frutose-1,6-bifosfato;
F6P, frutose-6-fosfato; GAP, gliceraldeido-3-fosfato; Glycerol3P, glicerol-3-
fosfato; G6P, glicose-6-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; 6PG, 6-fosfogluconato;
2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; R5P, ribose-5-fosfato; Ru5P,
ribulose-5-fosfato; S7P, sedoheptulose-7-fosfato; X5P, xilulose-5-fosfato.
Enzimas sdo indicadas pelo seu simbolo genético atribuido: GND, 6-
fosfogluconato  desidrogenase; SOL,  6-fosfogluconolactonase;  TAL,
transaldolase; TDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; TKL, transcetolase;
RPE, ribulose-5-fosfato 4-epimerase; RKI, ribose-5-fosfato isomerase; XI,
xilose isomerase; XK, xilulocinase; XDH, xilitol desidrogenase; XR, xilose
redutase; ZWF, glicose-6-fosfato desigrogenase.
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Fonte: Adaptado de Hasunuma et al., 2011.
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A levedura S. cerevisiae possui em seu genoma 0S genes
necessarios para a metabolizacdo da xilose; o gene GRE3, que codifica a
enzima Xxilose redutase endégena, e XYL2, que codifica a enzima xilitol
desidrogenase enddgena, estdo presentes no genoma dessa levedura
(RICHARD, TOIVARI, PENTTILA, 2000). Contudo, a expressao
dessas enzimas é extremamente baixa, ndo suportando o crescimento em
xilose (HAHN-HAGERDAL et al. 2007). Alguns trabalhos ja
realizaram a sobre-expressdo desses genes, no entanto, ndo houve
melhora significativa no consumo de xilose pelas leveduras
recombinantes (TOIVARI et al., 2004; ATTFIELD; BELL, 2006). Além
disso, a XR de S. cerevisiae é estritamente dependente do cofator
NADPH (KUHN et al., 1995) o que dificulta a producéo de etanol ao
invés de xilitol. Por outro lado, S. cerevisiae é naturalmente capaz de
fermentar a xilulose (CHIANG et al., 1981, YU; JEPPSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1995) uma vez que ja que possui em seu genoma o gene
XKS1, que codifica a enzima xilulocinase, que é funcional nessa
levedura e que, como demonstrado por Richard, Toivari e Penttila
(2000), a torna capaz de crescer em meio contendo Xilulose como Unica
fonte de carbono.

A habilidade natural de S. cerevisiae em fermentar a xilulose
fez com que os esforcos iniciais dos pesquisadores fossem voltados a
andlise de enzimas XR e XDH de diferentes leveduras, em busca dos
genes que codificam tais enzimas e de suas caracteristicas de atividade e
cofatores, com vistas a introducdo desses genes em S. cerevisiae.
Algumas espécies de leveduras apresentam xilose redutases que utilizam
estritamente o cofator NADPH, como Candida tropicalis e Pachysolen
tannophilus (BOLEN; DETROY, 1985; YOKOYAMA et al., 1995).
Contudo, em espécies como Scheffersomyces shehatae e
Scheffersomyces stipitis, a enzima em questdo utiliza ambos os
cofatores, porém a preferéncia permanece sendo o cofator NADPH
(VERDUYN et al., 1985; HO et al., 1990). No caso de S. stipitis,
embora essa levedura prefira NADPH como cofator, a enzima exibe boa
afinidade pelo NADH (VERDUYN et al., 1985). Em virtude disso e da
otima capacidade de fermentar a xilose dessa levedura, em 1993, dois
grupos de pesquisadores independentes demonstraram que a introducdo
dos genes XYL1 e XYL2 (que codificam, respectivamente, XR e XDH)
de S. stipitis em S. cerevisiae permitem esta Ultima utilizar xilose como
fonte de carbono (KOTTER; CIRIACY, 1993; TANTIRUNGKIUJ et al.,
1993). A partir dai, outros grupos de pesquisas construiram S. cerevisiae
recombinantes a partir de genes de S. stipitis, porém, embora as
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leveduras sejam capazes de crescer e consumir a xilose, pouco etanol é
gerado, e o produto principal foi o xilitol (WALFRIDSSON, 1997; JIN
et al., 1999). A levedura Spathaspora passalidarum, por outro lado,
apresenta uma xilose redutase com preferéncia pelo cofator NADH
(HOU et al., 2012), o que torna essa levedura de grande interesse para
ter seus genes expressos em S. cerevisiae.

O problema do desbalanco de cofatores tem sido também
explorado por meio da engenharia de proteinas, através de mutagénese
sitio dirigida. Essa técnica ja foi empregada para modificar a
preferéncia das enzimas pelos cofatores, tanto da enzima XR, alterando
sua preferéncia para o NADH (BENGTSSON et al, 2009;
WATANABE et al,, 2007a; 2007b; XIONG; CHEN; BARFORD,
2011); quanto da XDH, alterando sua preferéncia para o NADP*
(WATANABE et al.,, 2007c; MATSUSHIKA et al., 2008a; 2008b;
2009b). Essas estratégias demonstram maior producdo de etanol e
menor producdo de xilitol pelas linhagens de S. cerevisiae
recombinantes portando as enzimas mutantes. Adicionalmente, o nivel
de expressdo das enzimas XR e XDH também tem sido objeto de
estudo. Alguns trabalhos ja demonstraram que a otimizagdo na razéo
entre as expressdes dessas enzimas minimiza a acumulacéo de xilitol
(ELIASSON et al., 2000; MATSUSHIKA; SAWAYAMA et al., 2008;
KIM et al., 2012).

A via alternativa de fermentacdo da xilose, na qual a xilose é
convertida diretamente em xilulose pela enzima xilose isomerase (XI),
possui a vantagem de ndo requerer cofatores em suas rea¢fes. Contudo,
em muitos casos, quando os genes que codificam Xxilose isomerases
foram expressos em S. cerevisiae, ndo houve atividade das proteinas
heter6logas resultantes (HO et al., 1983; AMORE; WILHELM;
HOLLENBERG, 1989, MOES; PRETORIUS; VAN ZYL, 1996;
GARDONYI; HAHN-HAGERDAL, 2003). Isso tem sido atribuido a
modificagBes pods-traducionais e erros de dobramento das proteinas
(VAN MARIS et al., 2007). Alguns trabalhos obtiveram sucesso nessa
expressdo heterdloga, como é o caso das xiloses isomerases
provenientes das bactérias Thermus thermophilus e Clostridium
phytofermentans, e do fungo Piromyces sp. E2, cujos genes foram
funcionalmente expressos em S. cerevisiae (WALFRIDSSON et al.,
1997; KUYPER et al., 2003; BRAT; BOLES; WIEDEMANN, 2009;
MA; LEWIS LIU; MOON, 2012). Entretanto, a produtividade de etanol
pelas células recombinantes ainda permanece baixa com essa estratégia.
Além disso, em experimento comparando as duas vias, a via de
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metabolizacdo da xilose que utiliza as enzimas XR e XDH resultou em
maior produtividade de etanol do que utilizando a via XI, apesar da
formacéo de subprodutos como o xilitol e requerer cofatores nas reacfes
(KARHUMAA et al., 2007a).

1.5 TRANSPORTE DE XILOSE

Um passo essencial no metabolismo da xilose é o seu transporte
para o interior das células. Esse transporte ocorre por meio dos
transportadores de agUcares, que sdo proteinas ancoradas na membrana
celular (LAGUNAS et al., 1993; MARTIN-GALIANO; FRISHMAN,
2006; HORAK, 2013). O funcionamento dos transportadores pode
ocorrer através de um mecanismo de difusdo facilitada, sem gasto de
energia e pelo qual o aglcar € direcionado para o interior da célula
devido ao gradiente de concentracdo; ou por um sistema de transporte
ativo, por cotransporte (simporte) com prétons (H") — neste Gltimo,
ocorre a captacdo do aglcar juntamente com um préton, cujo gradiente
gera a forca necessaria para esse processo (WEUSTHUIS et al., 1994;
HORAK, 1997; STAMBUK et al., 2008).

Sabe-se que, na levedura S. cerevisiae, a xilose é captada pelas
células por meio de transportadores de hexoses, como a glicose e a
frutose (LEE et al., 2002; SUBTIL; BOLES, 2012). Essa levedura
possui uma familia de 18 genes (HXT1-HXT17 e GAL2) que codificam
transportadores de hexoses que realizam esse transporte por difusdo
facilitada e possuem diferentes afinidades pela glicose (HAMACHER et
al., 2002; GOLCALVES et al., 2014). Por outro lado, o transporte de
xilose por essa familia de transportadores é feita com uma afinidade
muito baixa em comparagdo com a glicose (KOTTER; CIRIACY, 1993;
SALOHEIMO et al., 2007), e a competicdo pelo transporte (quando
esses dois acUcares estdo presentes no meio fermentativo) reduz a
captagdo de xilose (RUNQUIST et al.,, 2010). Devido a isso, 0
transporte de xilose limita a utilizagdo desse carboidrato, principalmente
guando a via intracelular de fermentacdo é melhorada por meio da
engenharia genética (SUBTIL; BOLES, 2012).

Algumas leveduras naturalmente fermentadoras de Xxilose,
diferentemente de S. cerevisiae, exibem sistemas de transporte de alta e
baixa afinidade para a captacdo dessa pentose, que compreendem
difusio facilitada e simporte com H* (LUCAS; VAN UDEN, 1986;
KILIAN; VAN UDEN, 1988; GARDONY!I et al., 2003; STAMBUK et
al., 2003; LEANDRO, FONSECA; GONCALVES, 2009). Devido a
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isso, muitos pesquisadores tém trabalhado na identificacdo de
transportadores de aclcares dessas leveduras e analisado suas
propriedades de transporte de Xilose, visando a expressao em células de
S. cerevisiae recombinantes capazes de fermentar esse aclcar. Entre
eles, ja foram expressos em S. cerevisiae 0s transportadores Sutl, Sut2,
Sut3, Sut4, Xutl, Xut3, Xut7 e Rgt2 de S. stipitis (WEIERSSTALL et
al., 1999, KATAHIRA et al., 2008; RUNQUIST et al., 2010; YOUNG
et al., 2011; MOON et al., 2013); o transportador XylHP de
Debartyomyces hansenni (FERREIRA et al., 2013); e os transportadores
Gxsl e Gxfl de Candida intermedia (LEANDRO; SPENCER-
MARTINS; GONGALVES, 2008). Adicionalmente, alguns
transportadores de fungos filamentosos também foram expressos em S.
cerevisiae, como o transportador An25 de Neurospora crassa (DU;
ZHAOQO, 2010) e XtrD de Aspergillus nidulans (COLABARDINI et al.,
2014). Contudo, a maior parte destes transportadores clonados até agora
ndo sdo especificos para a xilose, além de também serem
transportadores de glicose. Recentemente, em trabalho realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, foram identificados dois novos transportadores
de xilose (Hxt2.6 e Qup2), além do ja estudado Xutl, na levedura S.
stipitis, e o transportador Sutl na levedura S. passalidarum. Esses
transportadores se mostraram capazes de mediar o transporte de xilose e
promover producdo de etanol pelas células recombinantes (SALES et
al., 2015; SALES, 2015).

Em paralelo, a engenharia evolutiva também tem sido utilizada
para melhorar o desempenho do transporte de Xxilose em leveduras
geneticamente modificadas que fermentam essa fonte de carbono. Apel
et al. (2016) utilizaram essa metodologia e selecionaram fendtipos
desejaveis apds geracdes de células de S. cerevisiae crescidas em meio
seletivo com xilose. Nesse trabalho, apds o experimento de engenharia
evolutiva, os pesquisadores verificaram uma levedura resultante com
mutacdo no transportador Hxt7, responsavel por aumentar a velocidade
de transporte de xilose. Young et al. 2012 expressaram em S. cerevisiae
os transportadores Gxfl de C. intermedia e Xut3 de S. stipitis, e
utilizaram as leveduras resultantes em experimento de engenharia
evolutiva. As leveduras, apos geracfes de células crescidas em xilose,
apresentaram aumento na velocidade méxima de transporte de xilose e
por consequéncia na taxa de consumo dessa pentose. Estudos mais
detalhados com essas leveduras demonstraram mutagdes pontuais em
amino4cidos dos transportadores, responsaveis pelo aumento da
velocidade de transporte.
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Tanto a expressdo de transportadores heter6logos em S.
cerevisiae quanto a engenharia evolutiva tém sido apontados como
caminhos promissores para a melhora na captacdo de xilose pelas
leveduras. Contudo, ainda é necessario identificar novos transportadores
de diferentes organismos que contenham uma alta afinidade pela xilose
e que, também, sejam especificos para a pentose em questdo (MOYSES
et al., 2016). Novas leveduras fermentadoras de xilose que foram
isoladas recentemente, como as do género Spathaspora, podem ser
analisadas quanto a suas propriedades para o transporte de xilose.

1.6 MODIFICACOES GENETICAS ADICIONAIS EM S.
CEREVISIAE

A introducdo de enzimas heterdlogas para o metabolismo de
xilose permite, de fato, que a levedura S. cerevisiae seja capaz de
fermentar essa fonte de carbono. Além disso, a expressdo de
transportadores de xilose heterdlogos também se mostra importante para
melhorar o fluxo metabdlico dessa pentose. Contudo, muitos estudos
tém identificado modificacGes genéticas extras em S. cerevisiae que
melhoram a producdo de etanol a partir de xilose. Essas modificagdes
serdo detalhadas as seguir.

Uma das mais importantes modificacbes genéticas em S.
cerevisiae para melhorar a fermentacao de xilose é a sobre-expressao da
enzima Xilulocinase (XK) enddgena, codificada pelo gene XKS1.
Embora S. cerevisiae possua essa enzima funcional e, como ja citado,
seja capaz de utilizar a xilulose como fonte de carbono, alguns estudos
ja demonstraram que a atividade dessa enzima na levedura em questdo é
muito baixa (YANG; JEFFRIES, 1997; RICHARD, TOIVARI,
PENTTILA, 2000). Modelos cinéticos, no entanto, demonstram a
necessidade de uma alta atividade de XK para um eficiente fluxo
metabdlico na fermentacdo da xilose (PARACHIN et al., 2011). Devido
a isso, uma estratégia utilizada tem sido a sobre-expressdo desse gene
em linhagens recombinantes capazes de consumir a xilose. Pesquisas
mostram que a sobre-expressdao de XK em linhagem de S. cerevisiae
recombinante expressando XR e XDH (XYL1 e XYL2 de S. stipitis)
aumentam a taxa de utilizacdo da xilose e a producdo de etanol e
diminuem a producdo de xilitol (HO; CHEN; BRAINARD, 1998;
TOIVARI et al, 2001). Da mesma forma, a introducdo de XK
heteréloga, como a codificada pelo gene XYL3 de S. stipitis, também
melhora o crescimento em xilose, haja vista que a atividade especifica
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da XR dessa levedura é maior do que a codificada pelo gene XKS1 de S.
cerevisiae (JIN et al., 2003). Em estudo de Jin et al. (2005), uma
biblioteca de fragmentos gendmicos de S. stipitis foram introduzidos em
linhagem de S. cerevisiae (por meio de plasmideos de expressao) com
0s genes XYL1 e XYL2. Foram, entdo, selecionados 16 mutantes com
alta taxa de crescimento em xilose, dois quais, 10 apresentaram o gene
XYL3 de S. stipitis no inserto dos plasmideos. Adicionalmente,
Wahlbom et al. (2003) reportaram uma linhagem mutante com
melhorada habilidade de crescer em Xxilose que continha mutacdo no
gene XKS1, responsavel por promover uma alta atividade de XK,
corroborando com a importancia dessa enzima para a utilizagdo de
xilose.

Em contrapartida, outros trabalhos tém observado que a sobre-
expressdo de XK pode afetar negativamente o crescimento em xilose por
linhagens recombinantes. Rodriguez-Pena et al. (1998) demonstraram
gue a sobre-expressdo do gene XKS1 em S. cerevisiae inibiu o
crescimento em Xxilulose como Unica fonte de carbono. Jin et al. (2003)
observaram que em linhagem de S. cerevisiae expressando XYL1 e XYL2
de S. stipitis, a sobre-expressao de XYL3 inibiu o crescimento em xilose,
enquanto que a expressdo moderada desse gene permitiu o crescimento
da levedura recombinante. De maneira similar, Johansson et al. (2001)
verificaram que a sobre-expressdo de XKS1 reduziu o consumo de xilose
pela metade em linhagem recombinante, contudo, aumentou a produgdo
de etanol e diminuiu a producéo de xilitol. A sugestdo desses estudos &
gue esse possivel efeito inibitério da sobre-expressdo de XKS1 se deve a
descontrolada atividade de fosforilacdo de XK, acumulacéo de xilulose-
5-fosfato e consequente deplecdo dos niveis de ATP, necessario para
outras atividades da célula. Outros trabalhos, entretanto, néo
encontraram esse efeito inibitorio (RICHARD; TOIVARI; PENTTILA,
2000; MATSUSHIKA, SAWAYAMA, 2008).

Em busca de resultados mais promissores na fermentagdo da
xilose, alguns pesquisadores tém realizado experimentos de engenharia
evolutiva, selecionando fenétipos desejaveis de linhagens de S.
cerevisiae recombinantes fermentadoras de xilose apds geracbes de
celulas crescidas nessa fonte de carbono. Trabalhos paralelos tém
realizado mutagénese em linhagens recombinantes, e os fenotipos
selecionados tém sido avaliados. Essas abordagens sédo importantes uma
vez que permitem descobrir novos genes alvo relacionados & melhora no
consumo e fermentacéo da pentose em questdo (MOYSES et al., 2016).
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Dentre os genes alvos descobertos através de engenharia
evolutiva e mutagénese, o gene PHO13 tem sido recentemente
relacionado ao metabolismo de xilose. Esse gene, em S. cerevisiae,
codifica um polipeptidio de 312 aminoécidos, uma enzima classificada
como fosfatase alcalina (KANEKO et al.,1989; GALABOVA et al.,
2000). As enzimas classificadas como fosfatases alcalinas sdo enzimas
gue removem grupos fosfatos de diversos tipos de moléculas, como
nucleotideos e proteinas; processo, este, conhecido como
desfosforilagio (NELSON; COX, 2014). Em S. cerevisiae, essas
proteinas sdo codificadas por dois genes: PHO8 e PHO13, ambos
localizados no cromossomo 1V. A expressdo de PHO8 é regulada pela
presenga ou auséncia de fosfato inorgénico (Pi) no meio celular,
enquanto que PHO13, por outro lado, tém expressdo constitutiva
(KANEKO; TOH-E; OSHIMA, 1982; KANEKO et al.,1989). Embora a
proteina Phol3p exiba atividade de fosfatase, ainda ndo se conhecem
todas as suas fungoes fisioldgicas na célula. No entanto, a delecdo do
gene PHO13 tém resultado em fendtipos de grande interesse em
linhagens de S. cerevisiae capazes de fermentar a xilose (NI;
LAPLAZA; JEFFRIES, 2007; VAN VLEET; JEFFRIES; OLSSON,
2008; FUJITOMI et al., 2012; KIM et al., 2013; LEE; JELLISON;
ALPER, 2014; LI et al., 2014; KIM et al., 2015; SAKIHAMA et al.,
2015; BAMBA; HASUNUMA; KONDO, 2016; XU et al., 2016)

Ni, Laplaza e Jeffries (2007) foram os primeiros a relacionar o
gene PHO13 com o consumo de xilose em linhagens de S. cerevisiae
recombinantes. Neste trabalho, uma linhagem de S. cerevisiae sobre-
expressando as enzimas XR, XDH e XK de S. stiptis foi submetida a
mutacBes randdmicas com transposons, e 0s melhores fendtipos
resultantes de crescimento em xilose foram selecionados, 0s quais
cresceram muito melhor em xilose do que a linhagem parental,
apresentando mutacdo no gene PHO13. Neste mesmo trabalho, um
experimento de delecdo do gene PHO13 resultou em um fendtipo
similar ao encontrado nas leveduras mutantes: a melhora no consumo da
xilose. No ano seguinte, Van Vleet, Jeffries e Olsson (2008)
demonstraram que o crescimento celular, o consumo de xilose e a
producdo de etanol foram marcadamente aumentados em células de S.
cerevisiae recombinantes phol3A.

Anos mais tarde, um trabalho utilizando engenharia evolutiva
em meio contendo altas concentracdes de xilose revelou uma linhagem
de S. cerevisiae recombinante evoluida que continha uma Gnica mutacédo
no gene PHO13 (causando a perda de sua funcdo). Essa levedura
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mutante apresentou um aumento de cinco vezes na taxa de consumo de
xilose (KIM et al., 2013). Estes pesquisadores observaram que a enzima
Phol3p tem atividade de desfosforilacdo sobre a xilulose-5-fosfato, e
sugerem que a sobre-expressdo da enzima Xilulocinase (formando
xululose-5-fosfato) juntamente com a atividade de Phol3p
(desfosforilando a xilulose-5-fosfato) pode formar um ciclo fatil de
atividade enzimatica que leva a deplecdo nos niveis de ATP e inibi¢do
do consumo de xilose. Portanto, mutantes phol3A parecem ter o efeito
inibitorio da sobre-expressdo de XKS1 aliviado (KIM et al., 2013). Dall
Agnollo (2014) também obteve cepas industriais phol3A que
apresentaram melhora na fermentacdo de xilose em meios com grandes
concentragdes desse aglicar, chegando até a 100 g.L™". Adicionalmente,
outros trabalhos relacionaram a delecdo do gene PHO13 com um
aumento na tolerdncia aos compostos inibidores da fermentacdo
formados durante o pré-tratamento da biomassa, como acido férmico,
acido acético e furfural (FUJITOMI et al., 2012; LI et al., 2014).

Mais recentemente, Kim et al. (2015) demonstraram que a
delecdo do gene PHO13 parece ativar um sistema de resposta ao
estresse oxidativo, possivelmente através do fator de transcricdo Stb5,
relacionado a essa resposta celular. Nesse trabalho, uma analise do
transcriptoma de leveduras phol3A revelou um aumento na expressao
de genes relacionados a Via das Pentoses-Fosfato e a regeneracdo do
NADPH, além do aumento na expressdo do fator de transcricdo Stb5.
Em outro trabalho recente, Xu et al. (2016), analisando metabdlitos
produzidos e acumulados por linhagens de S. cerevisiae fermentadoras
de xilose e phol3A, verificaram uma diminuicdo na acumulagdo de
sedoeptulose, um intermediario da Via das Pentoses-Fosfato. Nesse
estudo, foi visto que as concentracdes de sedoeptulose-7-fosfato (um
dos substratos da enzima transaldolase, codificada pelo gene TAL1)
foram reduzidas nas linhagens phol3A, o que sugere que a atividade de
desfosforilacdo de Phol3p novamente pode estar causando ciclos de
perda de ATP e, consequentemente, prejudicando o consumo de xilose
(XU et al., 2016). Lee, Jellison e Alper (2014) e Bamba, Hasunuma e
Kondo (2016), demonstraram que a delecdo de PHO13 também melhora
as taxas de crescimento em xilose por linhagens recombinantes
expressando xilose isomerases heter6logas.

Embora o exato mecanismo pelo qual a dele¢do do gene PHO13
auxilia na metabolizacdo da xilose ainda ndo esteja completamente
esclarecido, todos esses diferentes grupos de pesquisa citados
anteriormente confirmam que a delecdo desse gene traz resultados
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positivos na utilizacdo da pentose em questdo. Além disso, leveduras
com o gene PHOL13 deletado ndo apresentam nenhum problema na
esporulacéo, crescimento ou viabilidade celular (KANEKO et al.,1989),
bem como, alguns trabalhos ja demonstraram que o seu crescimento e 0
consumo de glicose ndo sdo afetados (VAN VLEET; JEFFRIES;
OLSSON, 2008; KIM et al., 2015). Dessa forma, a delecdo desse gene
parece ser uma estratégia simples e promissora na busca pelo
melhoramento da fermentacgdo de xilose.

1.7 LINHAGENS DE S. CEREVISIAE PARA MANIPULAGAO
GENETICA

Os estudos que utilizam transformagdes genéticas em leveduras
para a otimizacdo da fermentacdo de xilose tém sido usualmente
realizados utilizando cepas de S. cerevisiae laboratoriais. As linhagens
de laboratério geralmente sdo provenientes de trabalhos com engenharia
genética pela qual adquiriram um ou mais defeitos em alguma via
biossintética essencial — esses defeitos sdo conhecidos como marcadores
auxotréficos (SHERMAN, 2001; AUSUBEL et al., 2003). Uma das
cepas amplamente utilizada para estudos de engenharia molecular na
area em questdo é a CEN.PK2-1C, uma linhagem haploide e mutante
auxotrofica incapaz de sintetizar os aminoacidos histidina, leucina e
triptofano e a base nitrogenada uracila (ENTIAN; KOTTER, 1998).
Essa caracteristica permite a introducéo de plasmideos e/ou DNA linear
carregando a sequéncia génica desejada a ser expressa e um gene
marcador que complementa a marcagdo auxotrdfica, possibilitando a
selecdo de transformantes em meio de cultura carente do aminoéacido ou
base em questdo (SHERMAN, 2001). Além disso, essa linhagem
apresenta crescimento 6timo em varias fontes de carbono e esporula
eficientemente (ENTIAN; KOTTER, 1998). Por isso, estudos tém
utilizado essa levedura para experimentos de clonagem e expressdo de
genes que codificam xilose redutases e xilitol desidrogenases, o que tém
possibilitado a anélise da atividade das enzimas e seu desempenho no
catabolismo da xilose (KONISHI et al. 2015; MOURO, 2016).

Existem também cepas de S. cerevisiae utilizadas como
ferramentas para a andlise de transportadores heter6logos.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma linhagem de
S. cerevisiae deletada nos principais genes para o transporte de hexoses
(hxt-null) e com sobre-expressdo (através de um plasmideo integrativo)
dos genes XYL1 e XYL2 de S. stipitis e 0 XKS1 endégeno, obtendo uma
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cepa com alta atividade de XR, XDH e XK, mas incapaz de transportar
monossacarideos como a Xxilose (GONCALVES et al., 2014). Essa
linhagem também é haploide e mutante auxotréfica para a base
nitrogenada uracila, e esta sendo utilizada para analisar novas permeases
heterdlogas, haja vista a possibilidade de analisar a contribui¢do
especifica de cada transportador expresso na fermentagdo de xilose
(GONCALVES et al., 2014; SALES et al., 2015).

Embora ndo sejam aplicadas diretamente nas dornas de fermentacéo
para a producdo industrial de etanol, as linhagens de S. cerevisiae
laboratoriais tém sido excelentes ferramentas para identificar novos
genes heter6logos, como por exemplo, genes que codificam enzimas e
transportadores de xilose. Contudo, como visto anteriormente,
pesquisadores tém demonstrado que S. cerevisiae requer modificagdes
genéticas adicionais para uma efetiva fermentacdo de xilose. Assim, é
importante que, antes das linhagens de S. cerevisiae laboratoriais
receberem enzimas ou transportadores de Xxilose heter6logos, elas ja
estejam com as modificagdes genéticas adicionais que auxiliam na
eficiente utilizacdo da pentose em questdo. Diante disso, 0 presente
projeto se propOs a desenvolver linhagens recombinantes de S.
cerevisiae por meio da sobre-expressdo do gene XKS1 e/ou delecdo do
gene PHO13 (modificacdes genéticas que, como visto, sdo capazes de
melhorar a fermentacdo de xilose em linhagens recombinantes), para
gue essas linhagens possam ser utilizadas como plataformas para testes
de enzimas e transportadores heter6logos envolvidos no metabolismo da
xilose. Com isso, espera-se colaborar no aprimoramento da fermentacéo
de xilose e, consequentemente, na producdo do etanol 2G.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver
linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae como
plataformas de andlise de enzimas e transportadores heter6logos
envolvidos na metabolizacdo de xilose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter linhagens de S. cerevisiae recombinantes com o gene XKS1
sobre-expresso e/ou com o gene PHO13 deletado, a partir da linhagem
laboratorial com multiplas auxotrofias CEN.PK2-1C;

- Deletar o gene PHO13 na linhagem de S. cerevisiae recombinante
DLG-K1, linhagem sobre-expressando 0S genes necessarios a
metabolizacdo de xilose (genes XYL1, XYL2 e XKS1) e com o0s
principais genes para o transporte de xilose deletados (hxt-null);

- Transformar as linhagens recombinantes acima com plasmideos
contendo genes que codificam enzimas ou transportadores de Xxilose
heterélogos, e analisar as suas performances fermentativas em meios
contendo xilose como fonte de carbono.



41

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MEIOS DE CULTURA

As leveduras foram cultivadas em meios ricos YP (10 g.L™ de
extrato de levedura, 20 g.L™* de peptona), em meios sintéticos (16,7 g.L?
de base nitrogenada), em meios sintéticos sem uracila (6,7 g.L™ de base
nitrogenada sem aminodcidos, suplementado com 2 g.L™ de meio Drop
Out sem a base uracila — Sigma Aldrich), ou em meios sintéticos sem
uracila e sem histidina (6,7 g.L™ de base nitrogenada sem aminoacidos,
suplementado com 1,4 g.L? meio Drop Out sem os aminoécidos
leucina, triptofano e histidina e a base uracila — Sigma Aldrich;
acrescidos de 400 mg.L™ de leucina e 320 mg.L™ de triptofano). Todos
os meios foram suplementados com a fonte de carbono de interesse (20
g.L" de maltose, glicose ou xilose) e tiveram o pH ajustado para 5,0
com HCI ou NaOH. Para a preparacdo de meios sélidos foi adicionado
20 g.L™" de 4gar. Quando necessario, os meios foram suplementados
com 200 mg.L™" de Geneticina (G418 - Sigma), ou 500 mg.L™ de
Zeocina (Invivogen) ou 0,5 mg.L™" de Aureobasidina-A (Takara-Bio),
em condi¢des assépticas. Quando utilizada a Zeocina, o pH do meio foi
ajustado para 8,0. Todos os meios foram esterilizados por calor umido
(autoclave a 120°C por 15 min) ou por filtragdo com membranas de
nitrocelulose com 0,22 um de porosidade. Para a propagacdo de
plasmideos, foi utilizada a linhagem DH50 da bactéria Escherichia coli
crescida em meio Luria Bertani LB (10 g.L™ triptona, 5 g.L™ extrato de
levedura, 5 g.L™ cloreto de sédio) suplementado com 100 mg.L™" de
Ampicilina

3.2 LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho estdo
descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho

Linhagens

Gendtipo ou descricdo

Fonte

CEN.PK2-1C

DLG-K1

BSY?21-34B3

GMY08

ASY-1

ASY-2

ASY-3

CEN.PK2-1C
-xr-xdh

ASY-1-xr
xdh
ASY-2-xr-
xdh
ASY-1-xr-
xdh-B

ASY-2-xr-
xdh-B

MATa MAL2-8c ura3-52 his3Al
leu2-3/112 trp1-289

MATa hxt1A::HIS3::Ahxt4
hxt2A::HIS3 hxt3A::LEU2::hxt6
hxt5::LEU2 hxt7::HIS3 gal2A ura3-
52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2
SUC2 AUR::pAUR-XKXDHXR

MATa MAL2-8c his3A1 trp1-289
loxP-KanMX-10XP-Papy;::iSUC2

Isogénica a CAT-1 (Linhagem
industrial, isolada na Usina VO
Catanduva, SP, 1998/1999), mas
loxP-KanMX-10XP-Pap1::iSUC2
suc2::LoxP-Ble"-LoxP Pgpp ::AGT1

Isogénica a CEN.PK2.1C, mas loxP-
KanMX-1oxP-Papp;::XKS1
Isogénica a ASY-1, mas
phol3A::LoxP-Ble"-LoxP

Isogénica a DLG-K1, mas
pho13A::LoxP-Ble"-LoxP

Isogénica a CEN.PK2.1C + pPGK-
XR + pTEF-XDH

Isogénica a ASY-1 + pPGK-XR +
pTEF-XDH
Isogénica a ASY-2 + pPGK-XR +
pTEF-XDH
Isogénica a ASY-1 + pGPD-XR +
pPGK-XDH

Isogénica a ASY-2 + pGPD-XR +
pPGK-XDH

Entian; Kotter
(1998)
Gongalves et
al. (2014)

Muller (2013)

Muller (2013)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Mouro (2016)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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Tabela 1 — Linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho (continuagéo)

Linhagens Gendtipo ou descricdo Fonte

DLG-K1- Isogénica a DLG-K1 + pGPD-SUT4 LBMBL-UFSC?
Sut4

ASY-3- Isogénica a ASY-3 + pGPD-SUT4 Este trabalho
Sut4

DLG-K1-  Isogénicaa DLG-K1 + pPGK-Xutl Sales et al. (2015)
Xutl

ASY-3- Isogénica a ASY-3 + pPGK-Xutl Este trabalho
Xutl

NOTA:? Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras
— UFSC.

3.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.3.1 Extragdo de DNA gendmico

Para a extracdo do DNA das leveduras inicialmente, as células
foram pré-crescidas em 3 mL de meio liquido YP contendo 20 g.L™ de
glicose ou maltose como fontes de carbono durante um periodo de 24
horas a 28°C com agitacdo de 160 rpm. Logo ap6s, a cultura foi
centrifugada (3.000 g, 5 min), o sobrenadante foi descartado e as células
foram utilizadas em um kit comercial de extracdo de DNA de leveduras
(YeatStar Genomic DNA Kit™, Zymo Research) seguindo as instrugdes
do fabricante. Em seguida, o DNA gendmico foi ressuspenso em 60 pL
de agua deionizada (MilliQ) autoclavada e a amostra foi armazenada em
freezer a -20 °C para utilizagéo posterior.

3.3.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction)

No intuito de se obter os médulos de sobre-expressdo e de
delecdo, foram realizadas rea¢fes de PCR (Polymerase Chain Reaction).
Para isso, utilizou-se a enzima de alta fidelidade Phusion® High Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific) e o termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorf). As condicdes utilizadas para as reages de PCR
foram as seguintes: 50 ng DNA, Tampédo Phusion HF® 5x (F518),
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dNTPs 10 mM, 5 uM de cada iniciador, 1 U da enzima Phusion e agua
deionizada para completar o volume para 600 pL. A mistura total foi
dividida em 24 tubos Eppendorfs com capacidade para 200 pL
(Eppendorf para PCR) contendo 25 uL da mistura em cada. As reagdes
de amplificacdo do mddulo de sobre-expressdo foram realizadas no
termociclador com os seguintes passos: desnaturacdo inicial de 98 °C
por 20 segundos; seguida de 30 ciclos com desnaturacdo de 98 °C por 10
segundos, anelamento dos iniciadores com temperatura de 50 °C por 20
segundos e mais um passo de extensdo das fitas de 72 °C por 15-30
segundos/Kb, além de um passo final de extensdo de 72 °C por 7 min.
Para a amplificacdo dos moddulos de delegdo, foram utilizados os
mesmos passos descritos acima, com excecdo da temperatura de
anelamento dos iniciadores, que foi de 59 °C. Também foram utilizadas
reacOes de PCR para clonagem do gene que codifica a enzima XR de S.
arborariae no plasmideo pGPD, conforme serd detalhado nas secfes
abaixo. Para essas reacdes, também foi utilizada a enzima Phusion®
High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) com 0s mesmos
passos anteriormente descritos, com exce¢do da temperatura de
anelamento, que foi de 51 °C.

Foram utilizadas também reacgdes de PCR para a verificagdo das
construcbes gendmicas. Para as verificacOes, as reagdes de PCR foram
realizadas utilizando a enzima GoTag® DNA Polimerase (Promega). As
condigdes utilizadas para estas reagdes foram as seguintes: 50 ng de
DNA, Tampao Green® 5x, dNTPs 200 uM, 5 uM de cada iniciador,
0,75 U da enzima GoTag® e agua deionizada para completar o volume
total de 50 pL. As reacBes de verificagdo para 0 modulo de sobre-
expressdo foram realizadas no termociclador com os seguintes passos:
desnaturagdo inicial de 95 °C por 2 minutos; seguida de 30 ciclos com
desnaturagdo de 95 °C por 1 min, anelamento dos iniciadores com
temperatura de 55 °C por 1 min e um passo de extensao das fitas de 72
°C por 30-60 segundos/Kb, com extensdo final de 72 °C por 5 min. Para
a verificacdo do médulo de delecdo foram utilizados os mesmos passos
descritos acima, com exce¢do da temperatura de anelamento dos
iniciadores, que foi de 50 °C.

3.3.3 Eletroforese em Gel de Agarose

A analise dos fragmentos de DNA lineares obtidos por meio das
reacOes de PCR e os plasmideos utilizados e/ou construidos foi realizada
por meio de eletroforese em gel de agarose. Para isso, o gel utilizado
consistiu numa mistura de 1% de agarose em tampao TBE (45 mM Tris-
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borato, 1 mM EDTA em pH 8,0) contendo 2,5 pg.mL™ de brometo de
etidio (intercalante de DNA) — este altimo foi utilizado para observacdo
das bandas em luz ultravioleta. Apdés a obtencdo dos fragmentos
desejados, um volume de 10 L (diluidos em tampédo de corrida 6x
concentrado) da amostra foi aplicado em pocgos do gel de agarose, e 6
ML do marcador de peso molecular de 1 kb ladder (BioLabs®) foram
corridos conjuntamente em pogos paralelos. Em seguida, o gel foi
submetido a eletroforese em mesmo Tampédo TBE, a 100 V por 60-90
min. Apds o término do tempo, o gel foi analisado e fotografado sob luz
ultravioleta em fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR+
System (BioRad).

3.3.4 Obtencao dos Mddulos de Sobre-expressao e de Delecao

Para a obtencdo dos médulos de sobre-expressao e de delegéo,
inicialmente, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores. Para isso,
foi utilizada a ferramenta auxiliar para desenho de iniciadores
disponibilizada online pela empresa Integrated DNA Technologies
(IDT) (www.idtdna.com) e o banco de dados Saccharomyces Genome
Database (SGD) (www.yeastgenome.org) — este Gltimo foi utilizado
para obter as sequéncias de nucleotideos das regides de interesse no
genoma das leveduras. Os iniciadores para recombinagdo homologa
foram desenhados para conter regides de homologia a uma regido do
DNA alvo no genoma da levedura (aproximadamente 40 nucleotideos),
seguidos de uma sequéncia (aproximadamente 20 nucleotideos) que
permitiu amplificar os mddulos de sobre-expressao e delecdo presentes
nos genomas das linhagens BSY21-34B3 e GMY08, respectivamente.
Adicionalmente, foram desenhados também iniciadores para a
verificag8o das recombinagBes realizadas com os mddulos de sobre-
expressdo e de delecdo génica. Todos os iniciadores utilizados e suas
sequéncias estdo descritos na Tabela 2. Alguns dos iniciadores
utilizados neste trabalho ja haviam sido desenhados em outros projetos,
conforme referenciados na Tabela 2.


http://www.yeastgenome.org/
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Tabela 2 — Oligonucleotideos (iniciadores) utilizados neste trabalho

Iniciador

A b
Sequéncia 5°— 3’

Referéncia

Recombinacéo

XKS1-Kanr-F

XKS1-PADH1-R

DE-PHO13-F1

DE-PHO13-R1

Verificagéo

V-XKS1-F
V-XKS1-R

V-kanr-F
IE-PHO13-F
VE-PHO13-F
V-Bler-F
Clonagem

XR foward

XR reverse

ATTCGGCCAATGCAATCTCAG
GCGGACGAATAAGGGGGCCC
CAGCTGAAGCTTCGTACGC

AAACCTCTCTTGTCTGTCTCT
GAATTACTGAACACAACATTG
TATATGAGATAGTTG

CTTATAGCTTGCCCTGACAAA
GAATATACAACTCGGGAAACC
AGCTGAAGCTTCGTACGC

TTCAAAAAGTAATTCTACCCC
TAGATTTTGCATTGCTCCTGC
ATAGGCCACTAGTGGATC

CAAGCGACGCAGGGAATAGCC
CTTCGTTCAGTCTCTGTTGTGA
GC

CCGGTTGCATTCGATTCC
GGAAGTAGATTGTTCGACGC

GATACGCCGTTCGATGCAG
CCTTCTATGAAAGGTTGGGC

ATGAATTCATGGCTACTATTAA
ATTATCC

TTGGATCCTTAAACAAAGATTG
GAATGTT

Este trabalho

Este trabalho

Dall Agnolo (2014)

Dall Agnolo (2014)

Este trabalho
Este trabalho

Bucker (2014)
Dall Agnolo (2014)

Dall Agnolo (2014)
Dall Agnolo (2014)

Mouro (2016)

Mouro (2016)

NOTA: ° Os iniciadores F (forward) sdo complementares as fitas 3°—5’, os
iniciadores R (reverse) sdo complementares as fitas 5°—3”. Nos iniciadores para
Recombinacdo, as sequéncias sublinhadas permitem a amplificagdo dos
médulos de delegdo e sobre-expressdo, enquanto que as sequéncias em negrito
sdo para a recombinacdo homologa. Nos iniciadores para Clonagem, as
sequéncias sublinhadas representam sitios para as enzimas de restricdo
BamH1(GGATCC)e EcoR1 (GAATTC).
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Para a obtencdo do modulo de sobre-expressao, utilizou-se o
DNA extraido da linhagem de levedura recombinante BSY?21-34B3
(MULLER, 2013). Essa linhagem possui em seu genoma o gene iSUC2
(gene que codifica a enzima invertase intracelular) que estd sendo
controlado pelo promotor forte e constitutivo do gene ADH1 (Paph1),
gene que codifica a enzima alcool desidrogenase em S. cerevisiae, e,
imediatamente a montante do promotor Papn; desta linhagem, estd o
gene Kan', que confere resisténcia ao antibidtico geneticina em
leveduras. Com o intuito de amplificar o gene Kan" juntamente com o
promotor do gene ADH1, realizaram-se reacdes de PCR utilizando o
DNA extraido da levedura BSY21-34B3 e os iniciadores XKS1-Kanr-F
e XKS1-PADH1-R (Tabela 2). Os fragmentos de DNA lineares obtidos,
com aproximadamente 2394pb e contendo o gene Kan' e o promotor do
gene ADH1, foram denominados “Modulos de Sobre-expressdo” (Figura
4). Esses fragmentos possuem em suas extremidades regides de
homologia & montante (correspondente aos 40 nucleotideos anteriores
ao codon de iniciacdo) e ao inicio (correspondente aos 40 nucleotideos
posteriores ao cddon de iniciacdo) do gene XKS1.

Figura 4 - Construgdo do Mddulo de Sobre-expressdo. Iniciadores contendo
regides homdlogas a montante (em azul) e no inicio (em vermelho) do gene
XKS1 e que também possuem regides complementares ao inicio do gene Kan'
(em verde) e ao fim do promotor do gene ADH1 (em cinza) produziram, por
reacdo de PCR com o DNA extraido da levedura BSY21-34B3, um fragmento
de DNA com aproximadamente 2394pb, denomina Mddulo de Sobre-expresséo.

XKS1-Kanr-F

BSY21-34B3 * Paonr F

PCR XKS1-PADH1-R

2394pb

e o [

Médulo de Sobre-expressao

Fonte: Este trabalho
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Para a obtencdo do modulo de delecdo, utilizou-se o DNA
extraido da linhagem de levedura recombinante GMY08 (MULLER,
2013). Essa linhagem possui em seu genoma o gene Suc2 (gene que
codifica a enzima invertase extracelular) truncado (ndo funcional) por
conter em seu interior o gene Ble", que confere resisténcia ao antibiotico
zeocina em leveduras. Para amplificar o gene Ble', realizaram-se reagdes
de PCR utilizando o DNA extraido da levedura GMY08 e os iniciadores
DE-PHO13-F1 e DE-PHO3-R1 (Tabela 2). Os fragmentos de DNA
lineares obtidos, com aproximadamente 1265pb e contendo o gene Ble',
foram denominados “Mddulos de Delegdo” (Figura 5). Esses fragmentos
possuem em suas extremidades regides de homologia a montante
(correspondente aos 40 primeiros nucleotideos logo apds o codon de
iniciacdo) e a jusante (correspondente aos 40 nucleotideos anteriores ao
cdédon de terminacdo) do gene PHO13.

Figura 5 - Construgdo do Mddulo de Delecédo. Iniciadores contendo regibes
homélogas a regido no inicio (em roxo) e no fim (em amarelo) do gene PHO13
e que também possuem regides complementares ao inicio e ao fim do gene Ble'
(laranja) produziram, por reacdo de PCR com o DNA extraido da levedura
GMY-08, um fragmento linear de DNA com aproximadamente 1265pb,
denominado Mdédulo de Delegéo.

DE-PHO13-F1

GMY-08 e Suc2 _ Suc2 e——
<

PCR DE-PHO13-R1

‘ 1265pb >

Médulo de Delecao
Fonte: Este trabalho

3.3.5 Concentracao dos fragmentos de DNA amplificados

Confirmado a obtengdo dos modulos de sobre-expressao e de
delecédo génica com o tamanho esperado (através de eletroforese em gel
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de agarose), os produtos amplificados por PCR em 24 tubos (25 pL
cada) foram concentrados em um Unico Eppendorf através da
precipitacdo do DNA, conforme descrito por Dall Agnolo (2014). Para
isso, ao tubo contendo os mddulos de delecdo adicionou-se 30 uL de
solucdo 3 M de cloreto de sodio e 750 uL de etanol absoluto gelado
(etanol 100% a -20°C), e em seguida foi estocado em freezer -20 °C por
cerca de 16 horas. A seguir, o tubo foi centrifugado (10.000 g, 15 min, 4
°C), o sobrenadante desprezado, e 0 DNA lavado com 1 mL de etanol
70% gelado (a -20 °C). Apds, foi realizada nova centrifugacéo (10.000
g, 7 min, 4°C), o sobrenadante foi desprezado e o tubo mantido em
capela de fluxo laminar por 30 min para a secagem do etanol
remanescente. Finalmente, o DNA precipitado dos 24 tubos de PCR foi
ressuspendido em 50 uL de 4gua deionizada estéril, e a solugdo
contendo o mddulo de delegdo foi mantida a -20°C até sua utilizacdo
para transformacéo das linhagens.

3.3.6 Modificacbes gendmicas em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae

As leveduras foram modificadas através de recombinagédo
homologa, conforme metodologia descrita por Gietz e Woods (2006).
Inicialmente, as linhagens de interesse foram pré-crescidas em meios YP
contendo 20 g.L™ de glicose ou maltose como fontes de carbono em um
volume de 3 mL a 28 °C e 160 rpm. Em seguida, 1,5 mL do pré-cultivo
foi transferido para um frasco Erlenmeyer com capacidade para 250 mL
com 50 mL de meio YP contendo 20 g.L™" de glicose ou maltose. O
meio de cultura foi incubado a 28 °C e 160 rpm até atingir absorbancia
(ABSgonm) de aproximadamente 1 (fase exponencial de crescimento
celular). Entdo, a cultura foi centrifugada (3.000 g, 5 min), o
sobrenadante descartado, e as células foram gentilmente ressuspensas
em 1 mL de solugdo 0,1 M de acetato de litio estéril. Em seguida, as
células foram centrifugadas (3.000 g, 5 min), o sobrenadante descartado
e as células foram gentilmente ressuspenas em 400 uL de 0,1 M de
acetato de litio estéril. Logo ap6s, 50 pL dessa suspenséo celular foi
adicionada a um novo tubo (Eppendorf) e foi acrescentado 300 uL de
solucdo PLI (0,1 M de acetato de litio, 40% de Polietileno glicol - PEG),
além de 5 puL de DNA de fita simples (10 g.L ™~ de DNA de esperma de
salmdo, previamente incubado em Banho Maria a 100 °C por 5 min e
resfriado rapidamente em banho de gelo) e 50 uL do DNA do médulo
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para transformacdo (mddulo de sobre-expressdo ou de delecdo), ou o
mesmo volume de &gua deionizada estéril nos controles negativos. As
suspensoes celulares foram gentilmente agitadas e em seguida incubadas
em Banho Maria a 42 °C por 40 min (sendo gentilmente agitadas a cada
5 min).

Ap6s a incubacdo em banho maria, os tubos foram
centrifugados (3.000 g, 5 min) e o sobrenadante desprezado. Em
seguida, um volume de 1 mL de meio YP contendo 20 g L-1 de glicose
ou maltose foi adicionado ao tubo para ressuspender as células
(gentilmente). Os tubos foram incubados a 28 °C por 4 h sob agitacdo
orbital de 160 rpm, e entdo centrifugados (3.000 g, 5 min) e o
sobrenadante desprezado. As células foram, entdo, ressuspensas
utilizando 200 uL de agua deionizada estéril, e inoculadas na superficie
de placas de Petri com meio YP contendo 20 g.L™* de glicose ou
maltose, acrescidos de 200 mg.L™ de geneticina ou 500 mg.L" de
zeocina. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C de
3 a 5 dias, até surgirem col6nias de células na superficie do meio. As
col6nias que cresceram foram repicadas para novas placas contendo o
mesmo tipo de meio e condi¢cdes de cultivo utilizado anteriormente.
Ap0s o crescimento, as células foram utilizadas para confirmagdo da
inser¢do das modifica¢es no genoma das linhagens, conforme descrito
a seguir.

3.3.6.1 Sobre-expressdo do gene XKS1

Como detalhado anteriormente, as linhagens foram modificadas
através do processo de recombinacdo homologa. Utilizando essa
metodologia, inicialmente, a linhagem CEN.PK21-C teve a regido
promotora do gene XKS1 modificada. Para isso, os fragmentos de DNA
lineares chamados “Modulos de Sobre-expressao” (amplificados a partir
do genoma da linhagem BSY?21-34B3, conforme descrito na secéo
3.3.4) foram inseridos a montante do gene XKS1 na linhagem CEN.PK-
1C (Figura 6). Ap6s recombinacdo homdloga, a linhagem recombinante
foi selecionada em placas de Petri com meio de cultivo contendo
geneticina, e foi denominada ASY-1. A verificacdo da transformacéo foi
realizada utilizando reag¢fes de PCR com os iniciadores V-XKS1-F, V-
XKS1-R e V-Kanr-F (Tabela 2, Figura 6).
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Figura 6 - Sobre-expressdo do gene XKS1. O fragmento de DNA linear
“Modulo de Sobre-expressdo” contendo regides de homologia & regido a
montante (em azul) e no inicio (em vermeho) do gene XKS1, por recombinagdo
homologa, foi inserido a montante desse gene na linhagem CEN.PK2-1C,
originando a linhagem ASY-1. Apds a sobre-expressao, os iniciadores V-
XKS1-F, V-XKS1-R e V-Kanr-F foram utilizados para a verificacdo da
presenca ou nao do médulo nas células.

Médulo de Sobrexpressao

- -l

<
V-XKS1-R

RECOMBINAGAO
HOMOLOGA

V-XKS1-F V-Kanr-F

— —>
hov1 R 50 e, [
<+

V-XKS1-R

CEN.PK2-1C

Fonte: Este trabalho

3.3.6.2 Delecdo do gene PHO13

A linhagem recém construida ASY-1 teve, entdo, seu gene
PHOL13 deletado. Para isso, os fragmentos de DNA lineares chamados
“Moébdulos de Delegdo” (amplificados a partir do genoma da linhagem
GMY-08, conforme descrito na secdo 3.3.4) foram inseridos, por
recombinagdo homologa, no local do gene PHO13 na linhagem ASY-1
(Figura 7). Apds recombinacdo homdloga, a linhagem recombinante foi
selecionada em placas de Petri com meio de cultivo contendo zeocina, e
foi denominada ASY-3. A verificacdo da transformacdo foi realizada
utilizando reacGes de PCR com os iniciadores IE-PHO13-R, IE-PHO13-
F, VE-PHO13-F e V-Bler-F (Tabela 2). O mesmo procedimento de
delecéo do gene PHO13 foi realizado na linhagem DLG-K1, originando,
apos recombinacdo homologa, a linhagem ASY-3 (Figura 7).
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Figura 7 - Dele¢do do gene PHO13. O fragmento de DNA linear “Modulo de
Delego” contendo regides de homologia a regido no inicio (em roxo) e no fim
(em amarelo) do gene PHO13, por recombinacdo homologa, substituiu esse
gene pelo gene Ble" nas linhagens ASY-1 e DLG-K1, originando,
respectivamente, as linhagens ASY-2 e ASY-3. Ap6s a delegdo, os iniciadores
IE-PHO13-R, IE-PHO13-F, VE-PHO13-F e V-Bler-F foram utilizados para a
verificagdo da presenca ou ndo do médulo nas células.

Médulo de Delecao

gt \}\ VE-PHO13-F X
IE-PHS).U-F ->
—il —

DLG-K1
4-IE-PH01 3-R
RECOMBINAGCAO
HOMOLOGA
ASY-2
IE-PHO13-F V-Bler-F
- -
<
IE-PHO13-R

Fonte: Este trabalho

3.3.7 Transformacdo das linhagens recombinantes com plasmideos
de expresséo

As linhagens recombinantes construidas (ASY-1, AYS-2 e
ASY-3), bem como as linhagens parentais (CEN.PK.21-C e DLG-K1)
foram transformadas com plasmideos multicopia contendo genes que
codificam enzimas ou transportadores heterélogos, por meio de método
com acetato de litio (GIETZ et al., 1992). Para isso, inicialmente, as
linhagens de interesse foram pré-cultivadas em meios YP contendo 20
g.L ™" de glicose ou maltose como fontes de carbono em um volume de 3
mL. Em seguida, 1,5 mL do pré-cultivo foi transferido para um frasco
YP com 20 g.L™ de glicose ou maltose. O meio de cultura foi incubado
a 28 °C e 160 rpm até atingir ABSggonm de aproximadamente 1. 9 mL da
cultura foram centrifugados (3000 g, 5 min), lavados com &gua destilada
estéril, seu sobrenadante descartado, e as células foram gentilmente
ressuspensas em 300 pL de solucdo TE/AcLi (110 pL de solucdo de 1
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mM de EDTA e tampdo 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 110 L acetato de
litio 1 M e 780 pL H20 miliQ estéril). Aproximadamente 50 pL da
suspensdo celular formada com TE/AcLi foram adicionados a um novo
tubo (Eppendorf) e foram acrescentados 5 pL de DNA de fita simples
(10 g.L" de DNA de esperma de salmio, previamente incubado em
Banho Maria a 100 °C por 5 min e resfriado rapidamente em banho de
gelo), 20 uL do plasmideo de interesse (aproximadamente 1-5 ng de
plasmideo), além de 340 L de solugdo PEG/AcLi (125 pL de solugdo
de 1 mM de EDTA e tampédo 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 125 pL acetato
de litio 1 M e 1 mL de polietileno glicol — PEG a 50%). Para os
controles negativos foram utilizados 20 pL de dgua destilada estéril ao
invés do plasmideo. Os tubos foram, entdo, incubados a 30 °C por 30
min com agitacdo de 160 rpm. Em seguida, foram adicionados aos
tubos 40 puL de DMSO (Dimetilsulfoxido), os mesmos foram agitados
gentilmente e incubados em Banho Maria a 42°C por 40 min (sendo
gentilmente agitados a cada 5 min).

Ap6s a incubacdo em Banho Maria, o0s tubos foram
centrifugados (3000 g, 2 min) e o sobrenadante desprezado. Em seguida,
um volume de 1 mL de meio YP contendo 20 g L™ de glicose ou
maltose foi adicionado aos tubos para ressuspender as células
(gentilmente). Os tubos foram incubados a 28 °C por 90 min sob
agitacdo de 160 rpm, e entdo centrifugados (3000 g, 2 min) e o
sobrenadante desprezado. As células foram, entdo, ressuspensas
utilizando 200 pL de agua destilada estéril, e inoculadas na superficie de
placas de Petri com meios minimos contendo 20 g.L™ de glicose ou
maltose, sem uracila ou sem uracila e sem histidina (dependendo das
marcagdes autoxtroficas presentes nos plasmideos de interesse). As
placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 28 °C de 3 a 5 dias,
até surgirem coldnias de células na superficie do meio. As colbnias que
cresceram foram repicadas para novas placas contendo o mesmo tipo de
meio e condicbes de cultivo utilizado anteriormente. Apds o
crescimento, as células foram utilizadas para confirmacdo da insercédo
dos plasmideos. Todos os plasmideos utilizados neste trabalho estdo
descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo Gendtipo relevante Fonte  ou
referéncia
pPGK URA3 PGK1p-PGK1t Watanabe et
al. (2007c)
pPGK-XR PGK1p-XR(S. arborariae 19.1a)-PGK1t Mouro
(2016)
pPGK-XDH PGKp-XDH(S. passalidarum H.M.D.- Mouro
16.2)-PGK1t (2016)
pTEF-423 HIS3 TEFp-CYC1t ATCC®
pTEF-XDH TEFp-XDH(S. passalidarum H.M.D.- Mouro
16.2)- CYCL1t (2016)
pGPD-423 HIS3 GPDp-CYCLt ATCC®
pGPD-XR GPDp-XR(S. arborariae 19.1a)-GPDt Este trabalho
pGPD-SUT4  GPDp-SUTA4(S. arborariae 19.1a)-CYC1t LBMBL-
UFSC?
pPGK-XUT1  PGK1p-XUTL(S. Stipitis NBRC1687)- Sales et al.
PGK1t (2015)

NOTA: ®Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras —
UFSC

3.3.8 Clonagem do gene que codifica a enzima XR de S. arborariae
no plasmideo pGPD.

Foi realizada também a clonagem do gene que codifica a
enzima XR de S. arborariae no plasmideo pGPD. Para isso,
inicialmente, foi amplificado o gene que codifica a enzima XR de
interesse utilizando DNA extraido da linhagem S. arborariae 19.1a e
reacdes de PCR (vide se¢do 3.1.2) com os iniciadores XR foward e XR
reverse (Tabela 2) contendo, em suas extremidades, sitios de restri¢do
para as enzimas EcoRl e BamHI. Apos, foi verificada a correta
amplificacdo do fragmento de ~1000pb através de eletroforese em gel de
agarose. Posteriormente, os fragmentos de DNA amplificados foram
purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band purification
(GE Healthcare) e foram, entdo, digeridos com as enzimas de restricdo
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EcoRIl e BamHI por 1 hora a 37 °C. Conjuntamente, foi também
digerido com as mesmas enzimas de restricdo o plasmideo pGPD. Em
seguida, o plasmideo pGPD e os fragmentos de DNA previamente
digeridos foram ligados com a enzima T4 ligase (Thermo Scientific) por
3 horas a 22 °C. Os plasmideos com seus respectivos fragmentos foram
inseridos em E. coli DH5a, através do método de cloreto de calcio
(AUSUBEL et al., 2003). Para isso, 1-5 g de plasmideo foi adicionado
a 80 pL de células de E. coli DH5a competentes (previamente tratadas
com 60 mM CaCl, contendo 15% glicerol em tampdo 10 mM Pipes, pH
7,0) e mantidas no gelo por 10 min. Em seguida, as células foram
incubadas a 42°C por 2 min, resfriadas em gelo por 1 min, adicionado
500 pL de meio LB e incubados a 37°C por 1 hora a 160 rpm. Apds a
incubacdo, as células foram centrifugadas e ressuspesas em 200 pL de
meio LB. Apos, a suspensdo celular foi plagueada em placas de meio
LB sélido contendo 100 mg.L™" de ampicilina. Os plasmideos foram
extraidos das bactérias por protocolo de lise alcalina (AUSUBEL et al.,
2003), e foram denominados pGPD-XR (Tabela 3).

3.4 DETERMINACOES ENZIMATICAS

Para determinagdo da atividade das enzimas xilose redutase
(XR), xilitol desidrogenase (XDH) e xilulocinase (XK), foi utilizado o
extrato celular das linhagens de S. cerevisiae de interesse. Para obtencdo
do extrato celular foi utilizado protocolo descrito por Mouro (2016).
Para isso, as linhagens foram, inicialmente, crescidas em 5 ml de meio
YP, ou de meios minimos sem uracila e sem histidina contendo 2% de
glicose ou maltose como fontes de carbono, por 24 h & 30°C. Entéo, as
células foram centrifugadas e lavadas com agua destilada a 4 °C e
ressuspensas em agua destilada de modo a atingirem a concentragdo de
20 g.L". Uma aliquota de 100 pL da suspensdo célular foi centrifugada
(3.000 g, 5 min) e lavada com 500 pL do tampdo A (100 mM Mops-
NaOH pH 6,8). Logo apds, as células foram novamente centrifugadas
(3.000 g, 5 min) e ressuspensas em 200 uL de tampdo B (100 mM
MOPS pH 6,8, contendo 20% glicerol, 0,5mM EDTA, 0,5M DTT) e foi
adicionado a suspensdo celular 200 pL de bolinhas de vidro (425-600
pum lavadas em 4cido - Sigma Aldrich). A mistura foi vortexada para
lisar as células e, entdo, foi centrifugada (12.000 g, 5 min), e o
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sobrenadante utilizado para as dosagens de atividade enzimética da XR,
XDH e XK.

As concentragdes protéicas nos extratos celulares foram
determinadas pelo método de Bradford (1976), em que 25 pL de
amostra foi incubada com 225 pl de reagente Bradford por 15 min a 37°
C. Em seguida, a mistura foi lida em placas de 96 pogos a 595 e 465 nm
no equipamento TECAN Infinite M2000. A razdo das absorbancias
(595/465 nm) foi utilizada para os calculos posteriores. A concentragdo
de proteina foi determinada pela correlagdo das absorbancias das
amostras com a equacdo da reta obtida através de uma curva padréo
construida com soluges padrao de albumina entre 0 e 200 pg.mL™.

Para a determinacédo da atividade da enzima XR, foi monitorada
a oxidacdo dos cofatores NADPH ou NADH a 340 nm e 30°C em
espectrofotdmetro, conforme metodologia descrita por Smiley e Bolen
(1982) e Walfridsson et al. (1997). O tampé&o utilizado para essa anélise
foi 0 seguinte: 45 mM de tampédo Fosfato de Potassio (pH 6,0), 200 mM
de xilose, 0,15 mM de NADPH ou NADH e 10 pL de extrato
enzimatico. O volume final das reac@es foi de 1 mL.

Para a determinacdo da atividade da enzima XDH, foi
monitorada a reducdo do cofator NAD" a 340 nm e 35°C, conforme
metodologia descrita por Smiley e Bolen (1982) e Walfridsson et al.
(1997). O tampéo utilizado para essa analise foi o seguinte: 50 mM de
tampao Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM de MgCl,, 300 mM de xilitol, 1 mM
de NAD" e 10 pL de extrato enzimatico. O volume final das reacdes foi
de 1 mL.

Para a determinacdo da atividade da enzima XK, foi utilizado
um protocolo que envolve uma série de reagdes acopladas, conforme
descrito por Eliasson et al. (2000). Nessas reacdes, adenosina difosfato
(ADP) liberado pela atividade da enzima XK é utilizado pela enzima
piruvato cinase (PK) para a sintese de piruvato, que é, entdo, reduzido a
lactato pela enzima lactato-desidrogenase (LDH), com produgdo de
NAD" e utilizacdo do cofator NADH — a utilizacdo deste dltimo &,
entdo, quantificada em espectrofotdmetro a 340 nm. O tampao utilizado
para essa andlise foi o seguinte: 100 mM de tampéo Tris-HCI (pH 7,0),
2 mM de MgCl,, 8 mM de NaF, 2 mM de adenosina trifosfato (ATP),
0,2 mM de fosfoenol piruvato, 3 mM de glutationa reduzida, 10 U de
PK, 10 U de LDH, 0,2 mM de NADH, 8,5 mM de D-xilulose, e 10 pL
de extrato enzimatico. O volume final das reacBes foi de 1 mL. Para
todas as analises enzimaticas, o resultado foi expresso em U.mg™ de
proteina. Uma unidade de atividade enziméatica (U) corresponde a
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quantidade de enzima capaz de reduzir ou oxidar 1 umol de NAD" ou
NAD(P)H por minuto.

3.5 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO CELULAR

As linhagens de S. cerevisiae parentais e as recombinantes (com
sobre-expressdo do gene XKS1 e/ou dele¢do do gene PHO13), apos
serem transformadas com plasmideos de expressdo contendo os genes
de interesse, foram submetidas a andlise dos perfis de crescimento
celular, consumo de glicose e/ou xilose e producdo de metabdlitos. Para
isso, as leveduras foram, primeiramente, pré-cultivadas por 48 h em
meios sintéticos sem uracila ou sem uracila e sem histidina contendo 2%
de glicose, xilose ou maltose como fontes de carbono. Em seguida, as
leveduras do pré-cultivo foram inoculadas em novos frascos Erlenmeyer
com meios sintéticos sem uracila ou sem uracila e sem histidina
contendo 2% de glicose e/ou xilose como fontes de carbono e com 1/5
do volume do frasco preenchido com meio de cultura. Todas as culturas
foram incubadas a 28°C e 160 rpm. Em tempos pré-determinados,
amostras foram retiradas desses meios para determinacdo do
crescimento  celular por densidade Optica ABSgonm €M
espectrofotdbmetro e, ainda, outras amostras foram retiradas,
centrifugadas e seus sobrenadantes armazenados em microtubos para
posterior determinacdo do consumo dos aglcares e producdo
metabdlitos.

3.6 ENSAIO FERMENTATIVO

Para o0 ensaio de fermentacdo em batelada, as leveduras foram
cultivadas em 100 mL (em frasco Erlenmeyer com capacidade para 500
mL) de meios sintéticos sem uracila ou sem uracila e sem histidina
contendo 2% de glicose, xilose ou maltose como fontes de carbono.
Apos aproximadamente 30 horas, as células foram lavadas com agua
destilada estéril a 4 °C e ressuspensas em agua destilada estéril até
atingir uma concentracdo de 20 g.L™*. Uma aliquota de 10 mL da
suspensdo celular foi adicionada a 10 mL de meio sintético sem uracila
ou sem uracila e sem histidina contendo 2% de glicose e/ou xilose como
fontes de carbono, porém duas vezes concentrado, em frascos de 20mL
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com tampa fechada. A concentracdo inicial de células para a
fermentacdo foi, entdo, de 10 g.L ™. O frasco foi incubado sob agitac&o
com barra magnética a 28 °C, conferindo condi¢do microaerébia. Em
tempos pré-determinados, amostras foram retiradas desses meios para
determinacdo do crescimento celular por densidade Optica ABSgoonm €m
espectrofotdbmetro e, ainda, outras amostras foram retiradas,
centrifugadas e seus sobrenadantes armazenados em microtubos para
posterior determinacdo do consumo dos acgucares e producdo de
metabdlitos. Para as fermentacfes em batelada, quando necessério, o
valor de absorbancia (ABS) medido em espectrofotdmetro a 600nm foi
convertido em biomassa seca em g.L™, por meio da multiplicagdo do
valor de ABSgwnm pelo fator de conversdo 0,27 para S. cerevisisae
(DARIO, 2012).

Para as fermentagBes, o consumo de Xilose e a producdo de
etanol foram transformadas em velocidades de consumo (Vs) ou
velocidade de produto formado (Ve), por meio do célculo da velocidade
média. Para esse célculo, utilizou-se o total méximo consumido e/ou
produzido, em g.L™, dividido pela total de horas de incubagéo.

3.7 DETERMINACAO DOS SUBSTRATOS E PRODUTOS DOS
CRESCIMENTOS E FERMENTACOES

A partir das amostras retiradas durante os cultivos, foram
efetuadas as dosagens de glicose, xilose, etanol, xilitol, acido acético e
glicerol utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
nas seguintes condigdes: coluna HyperREZ XP acido organico (Thermo
Scientific), fase mdvel com &cido sulfurico 5 mM, fluxo de 0,6 mL min-
1 durante 30 min, temperatura da coluna de 50°C e detec¢do por indice
de refragdo (IR-2031 plus, Jasco). As curvas de calibragdo foram
estabelecidas utilizando quatro concentracfes diferentes de glicose,
xilose, etanol, xilitol, acido acético e glicerol.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODIFICACOES GENOMICAS EM LINHAGENS DE S.
CEREVISIAE

Nos dltimos anos, melhorar a capacidade de S. cerevisiae em
metabolizar a xilose tem sido um dos grandes desafios na busca pela
producdo em grande escala do etanol 2G. Nesse sentido, ainda existem
gargalos que precisam ser eliminados, tais como melhorar o transporte
de xilose e a busca por enzimas eficientes para o metabolismo
intracelular dessa pentose (MOYSES et al., 2016). Entretanto, como
abordado na introdugdo deste trabalho, pesquisadores tém demonstrado
que S. cerevisiae requer modificacdes genéticas enddgenas adicionais
para uma efetiva fermentacdo de xilose; entre elas, a sobre-expressao do
gene XKS1 (que codifica a enzima xilulocinase) e a dele¢do do gene
PHO13 (que codifica uma fosfatase alcalina) estdo sendo demonstradas
como modificagBes capazes de melhorar a utilizacdo de xilose em
linhagens recombinantes (HO; CHEN; BRAINARD, 1998; TOIVARI et
al., 2001; NI; LAPLAZA; JEFFRIES, 2007; VAN VLEET; JEFFRIES;
OLSSON, 2008; FUJITOMI et al., 2012; KIM et al., 2013; LEE;
JELLISON; ALPER, 2014; LI et al, 2014; KIM et al., 2015;
SAKIHAMA et al., 2015; BAMBA; HASUNUMA; KONDO, 2016;
XU et al., 2016)

No presente trabalho, foram desenvolvidas linhagens
recombinantes de S. cerevisiae por meio da sobre-expressdao do gene
XKS1 efou delecdo do gene PHO13 nas linhagens de laboratério
CEN.PK2-1C e DLG-K1; com o intuito de melhorar a metabolizacdo
intracelular da xilose nessas linhagens para que elas possam, apos as
modificacdes propostas, ser utilizadas como plataformas bioldgicas para
testes de enzimas e transportadores heter6logos envolvidos no
metabolismo da xilose. Ademais, as leveduras recombinantes
construidas também foram testadas inserindo enzimas e transportadores
de xilose heretélogos clonados em plasmideos de expressdo, onde foi
avaliado o desempenho fermentativo das linhagens transformantes
expressando os genes heter6logos.
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4.1.1 Obtencao de linhagens recombinantes para anélise de enzimas
heterdlogas

Para a obtencdo das linhagens plataforma para testes de enzimas
heter6logas envolvidas no metabolismo da xilose, este trabalho propds
modificar geneticamente a linhagem CEN.PK2-1C, por meio da sobre-
expressdo do gene XKS1 e dele¢do do gene PHO13. Inicialmente, a
linhagem de laboratério CEN.PK2-1C teve a regido promotora do gene
XKS1 modificada, com o intuito de sobre-expressar esse gene. Para isso,
fragmentos de DNA lineares, chamados “Maddulos de Sobre-expressao”,
foram confeccionados a partir de sua amplificacdo por PCR utilizando
DNA genbmico extraido da linhagem de laboratério BSY21-34B3. Os
madulos resultantes dessas reacdes de PCR apresentavam ~2.394 pb de
comprimento e possuiam o gene de resisténcia kan" e 0 promotor Pappi1
na porcao central, e nas extremidades, sequéncias homologas as regides
cromossdmicas imediatamente a montante (=40 pb) e no inicio (=40 pb)
do gene XKS1. Utilizando os modulos confeccionados e a linhagem
CEN.PK21-C, apés recombinacdo homologa (vide item 3.3.6.1), deu-se
origem a linhagem ASY-1.

A confirmagdo da modificacdo genética realizada foi feita
através de reacGes de PCR com o DNA extraido da linhagem ASY-1
(recombinante). Para fins comparativos, 0 DNA extraido da levedura
CEN.PK2-1C (parental) também foi utilizado nas reacBes de PCR. A
verificagdo da construcdo pode ser observada no gel de agarose
apresentado na Figura 8. Observando a Figura 8, vé-se que, utilizando
0s iniciadores V-XKS1-F e V-XKS1-R (que hibridizam a montante e no
fim do gene XKS1, respectivamente, vide Figura 6) em reacfes de PCR
com o DNA da levedura CEN.PK2-1C (parental), foi possivel
amplificar um fragmento linear de 1557pb (linha 2), compativel com a
presenga do gene XKS1 no genoma dessa linhagem; por outro lado,
quando utilizados os mesmos iniciadores e 0 DNA da linhagem ASY-1
(recombinante), foi verificada a amplificacdo de um fragmento de
3871pb (linha 4), demonstrando a correta integracdo do moédulo de
sobre-expressdo no genoma da levedura recombinante. Adicionalmente,
foi utilizado também o par de iniciadores V-Kanr-F e V-XKS1-R (que
hibridizam dentro do gene de resisténcia Kan" e no fim do gene XKS1,
vide Figura 6). Em reagBes de PCR utilizando esse par de iniciadores e o
DNA da levedura CEN.PK2-1C (parental), ndo houve amplificacdo
(linha 3), o que comprova a auséncia do modulo de sobre-expressdo no
genoma da levedura parental; em contrapartida, os mesmos iniciadores
amplificaram um fragmento de 2889pb a partir da linhagem ASY-1
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(linha 5), confirmando a presenca do mddulo no genoma dessa
linhagem.

Figura 8 - Confirmagdo da construcdo gendmica em gel de agarose: sobre-
expressdo do gene XKS1 na linhagem CEN.PK2-1C. O evento de recombinacdo
homologa inseriu 0 médulo de sobre-expressdo na regido promotora do gene
XKS1 da linhagem CEN.PK2-1C, originando a linhagem ASY-1. No gel de
agarose: linha 1 (marcador molecular 1kb Fermentas); linhas 2 e 4 (iniciadores
V-XKS1-F e V-XKS1-R); linhas 3 e 5 (iniciadores V-Kanr-F e V-XKS1-R).
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Fonte: Este trabalho

A fim de avaliar se de fato 0 gene XKS1 estava sendo sobre-
expresso na linhagem recombinante ASY-1 apds a modificagdo na
regido promotora desse gene, foi verificada a atividade da enzima
xilulocinase (enzima codificada pelo gene XKS1), conforme descrito na
secdo Material e Métodos. Adicionalmente, essa atividade foi avaliada
também na linhagem CEN.PK2.1-C (linhagem parental onde o gene nao
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estd sendo sobre-expresso). Para comparacdo, também foi avaliada a
atividade de XK na linhagem DLG-K1 (linhagem modificada
geneticamente, conforme ja citado, que ja possui esse gene sendo
controlado por um promotor forte e constitutivo Ppgk). Os resultados
das analises enzimaticas podem ser visualizados na Tabela 4.

A partir da Tabela 4 pode-se verificar que a linhagem
recombinante ASY-1 apresentou atividade XK =3,7 vezes maior do que
na linhagem parental CEN.PK2.1C, demonstrando o aumento na
atividade especifica da enzima XK quando sua expressao € controlada
pelo promotor forte e constitutivo Papn:. A atividade minima de XK
apresentada pela cepa CEN.PK2.1C corresponde provavelmente a
atividade dessa enzima quando sua expressdao é controlada pelo seu
préprio promotor nativo (RICHARD et al., 2000). Matsushika et al.
(2008), que sobre-expressaram a enzima XK utilizando um plasmideo
integrativo e sob o controle do promotor forte e constitutivo Ppg,
obtiveram atividade enzimatica cerca de 2,5 vezes maior do que as
linhagens parentais, e apresentaram valores similares ao encontrado pelo
presente trabalho. De forma semelhante, a linhagem DLG-K1 também
apresentou atividade de XK maior do que a linhagem CEN.PK2-1C,
visto que a primeira ja possui o0 gene XKS1 sobre-expresso em seu
genoma (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade especifica da enzima xilulocinase em leveduras

o o Atividade especifica
Caracteristica genotipica

Levedura relevante para o gene XKS1 Xilulocinase
(U.mg* proteina)
CEN.PK2-1C wild-type 0,04 +0,01
ASY-1 Paph1::XKS1 0,15+0,04
DLG-K1 PPGK&::XKSI 0,12 + 0,03

NOTA: Os valores sdo a média e o desvio padrdo de dois experimentos
independentes.

Apo6s a construcdo da linhagem ASY-1 (com o gene XKS1
sobre-expresso), essa linhagem foi submetida a um novo evento de
recombinacdo homdloga, a fim de que seu gene PHO13 fosse deletado.
Para isso, fragmentos de DNA lineares, chamados “Moddulos de
Delecéo", foram confeccionados a partir de sua amplificacdo por PCR
utilizando o DNA extraido da linhagem de laboratério GMY08
(conforme detalhado na secdo Material e Métodos, item 3.3.4). Os
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maodulos resultantes dessas reacdes de PCR apresentavam =1265 pb de
comprimento e possuiam o gene Ble" em sua porgdo central, e nas
extremidades, sequéncias homdlogas as regides cromossémicas
correspondente aos primeiros nucleotideos logo ap6s o codon de
iniciacdo (=40pb) e aos nucleotideos anteriores ao cédon de terminagao
do gene PHO13 (=40pb). Utilizando os mddulos confeccionados e a
linhagem ASY-1, ap6s recombinagdo homologa (vide item 3.3.6.2),
deu-se origem a linhagem ASY-2.

A confirmacgdo da delecdo génica pode ser observada no gel
apresentado na Figura 9. Essa verificacdo foi realizada por meio de
reacdes de PCR utilizando o DNA extraido da levedura ASY-2 e da
linhagem parental (neste caso, a linhagem parental é a ASY-1) para
comparacdo. Observando a Figura 9, vé-se que, utilizando os iniciadores
IE-PHO13-F e IE-PHO13-R (que hibridizam & montante e a jusante do
gene PHO13, respectivamente, vide Figura 7) em reagGes de PCR com o
DNA da levedura ASY-1 (parental), houve a amplificacdo de um
fragmento de 1654pb (linha 2), demonstrando a presenca do gene
PHO13 no genoma dessa linhagem; por outro lado, os mesmos
iniciadores amplificaram um fragmento maior (1900pb) quando
utilizado o DNA extraido da levedura recombinante ASY-2 (linha 5),
indicando a presenca do gene Ble' no local antes ocupado pelo gene
PHO13. Além disso, quando utilizado o par de iniciadores VE-PHO13-
F e IE-PHO13-R (que hibridizam dentro do gene PHO13 e posterior ao
mesmo, respectivamente, vide Figura 7) houve amplificacdo de um
fragmento de 827pb (linha 3) a partir da linhagem parental, e ndo houve
amplificacdo a partir da linhagem transformante ASY-2 (linha 6),
confirmando a nédo existéncia do gene PHO13 no genoma desta Gltima
linhagem. Por fim, utilizando outro par de iniciadores, V-BLE-F e IE-
PHO13-R (que anelam dentro do gene de resisténcia Ble' e posterior ao
gene PHO13, respectivamente, vide Figura 7), ndo houve amplificado a
partir da levedura parental ASY-1 (linha 4); por outro lado, foi possivel
amplificar um fragmento de 985pb a partir da linhagem transformante
ASY-2 (linha 7), confirmando, assim, a presenca do médulo de delecdo
no genoma dessa levedura.
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Figura 9 - Confirmag&o da construgdo gendmica em gel de agarose: dele¢éo do
gene PHO13 na linhagem ASY-1. O evento de recombinagdo homéloga inseriu
0 modulo de delegdo na linhagem ASY-1, originando a linhagem ASY-2. No
gel de agarose: linha 1 (marcador molecular 1kb Fermentas); linhas 2 e 5
(iniciadores IE-PHO13-F e IE-PHO13-R); linhas 3 e 6 (iniciadores VE-PHO13-
F e IE-PHO13-R); linhas 4 e 7 (iniciadores V-BLE-F e IE-PHO13-R).
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Fonte: Este trabalho

412 Obtencdo de linhagem recombinante para analise de
transportadores heterélogos

Para a obtengdo da linhagem plataforma para testes de
transportadores envolvidos no metabolismo da xilose, a linhagem DLG-
K1 (linhagem sobre-expressando as enzimas para o metabolismo da
xilose e deletada nos principais transportadores de monossacarideos)
teve 0 gene PHO13 deletado. Para isso, assim como realizado
anteriormente, fragmentos de DNA lineares, chamados “Modulos de
Delecdo", foram confeccionados a partir de sua amplificacdo por PCR
utilizando o DNA extraido da linhagem de laboratério GMYO08
(conforme detalhado na secdo Material e Métodos, item 3.3.4). Os
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modulos  resultantes  dessas reagbes de PCR  apresentavam
aproximadamente ~1265 pb de comprimento e possuiam o gene Ble" em
sua porcao central, e nas extremidades, sequéncias homologas as regides
cromossdémicas correspondente aos ~40 primeiros nucleotideos logo
apos o cdédon de iniciacdo e aos ~40 nucleotideos anteriores ao codon de
terminagdo do gene PHO13. Utilizando os médulos confeccionados e a
linhagem DLG-K1, ap6s recombinacdo homéloga (vide item 3.3.6.2),
deu-se origem a linhagem ASY-3.

A confirmagdo dessa delecdo pode ser observada no gel
apresentado na Figura 10. A verificagdo foi realizada por meio de
reacbes de PCR utilizando o DNA extraido da levedura recombinante
ASY-3 e da linhagem parental DLG-K1 para comparagdo. Observando a
Figura 10, é possivel notar que, utilizando os iniciadores IE-PHO13-F e
IE-PHO13-R (que hibridizam & montante e a jusante do gene PHO13,
respectivamente, vide Figura 7) em reacGes de PCR com o DNA da
levedura DLG-K1, foi possivel amplificar de um fragmento de 1654pb
(linha 2), demonstrando a presenca do gene PHO13 no genoma dessa
linhagem; por outro lado, os mesmos iniciadores amplificaram um
fragmento maior (1900pb) quando utilizado o DNA da levedura
transformada ASY-3 (linha 5), indicando a presenca do gene Ble'. Além
disso, quando utilizado o par de iniciadores VE-PHO13-F e IE-PHO13-
R (que hibridizam dentro do gene PHO13 e posterior a0 mesmo,
respectivamente, vide Figura 7) houve amplificacdo de um fragmento de
827pb (linha 3) a partir da linhagem parental, e ndo houve amplificacdo
a partir da linhagem transformante ASY-3 (linha 6), confirmando a nao
existéncia do gene PHO13 no genoma da linhagem desta Ultima.
Finalmente, utilizando outro par de iniciadores, V-BLE-F e IE-PHO13-
R (que anelam dentro do gene de resisténcia Ble" e posterior ao gene
PHOL13, respectivamente, vide Figura 7), ndo houve amplificados a
partir da levedura parental DLG-K1 (linha 4); por outro lado, foi
possivel amplificar um fragmento de 985pb a partir da linhagem
recombinantee ASY-3 (linha 7), confirmando, novamente, a presenca do
modulo de delecdo no genoma dessa levedura.
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Figura 10 - Confirmacdo da construcdo gendmica em gel de agarose: delecdo
do gene PHO13 na linhagem DLG-K1. O evento de recombinagdo homéloga
inseriu 0 moédulo de delecdo na linhagem DLG-K1, originando a linhagem
ASY-3. No gel de agarose: linha 1 (marcador molecular 1kb Fermentas); linhas
2 e 5 (iniciadores IE-PHO13-F e IE-PHO13-R); linhas 3 e 6 (iniciadores VE-
PHO13-F e IE-PHO13-R); linhas 4 e 7 (iniciadores V-BLE-F e IE-PHO13-R).
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4.2 PERFORMANCE FERMENTATIVA DAS LINHAGENS
RECOMBINANTES APOS A EXPRESSAO DE ENZIMAS E
TRANSPORTADORES HETEROLOGOS

Apbs a construgdo das linhagens de S. cerevisiae recombinantes
(ASY-1, ASY-2 e ASY-3), o presente trabalho buscou avaliar a
capacidade fermentativa dessas linhagens apds a expressao de enzimas
ou transportadores de Xxilose provenientes de outros microrganismos.
Com esse objetivo, foi realizada introducdo de plasmideos contendo
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genes que codificam as enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH) heterdlogas na linhagem parental CEN.PK2-1C e
nas duas primeiras linhagens recombinantes construidas a partir dessa
Gltima: ASY-1 (cujo gene XKS1 foi sobre-expresso na linhagem
CEN.PK2-1C) e ASY-2 (cujo gene PHO13 foi deletado na linhagem
ASY-1). Apés a construcdo das linhagens recombinantes expressando as
enzimas XR e XDH, a performance fermentativa das leveduras foi
testada frente as principais fontes de carbono envolvidas na producéo de
etanol 2G: glicose e xilose. Posteriormente, foi utilizada a linhagem
parental DLG-K1 [linhagem sobre-expressando 0s genes necessarios a
metabolizacdo de xilose (genes XYL1, XYL2 e XKS1) e com os
principais genes para o transporte de xilose deletados (hxt-null)] e a
terceira linhagem recombinante construida nesse trabalho, ASY-3 (cujo
gene PHO13 foi deletado na linhagem DLG-K1), para clonagem e
expressao de transportadores de xilose heter6logos. Apés a construcdo
das linhagens recombinantes expressando transportadores heterdlogos,
novamente, a performance fermentativa das leveduras foi avaliada. Vale
lembrar que o intuito da expressdo heterdloga de enzimas e
transportadores de xilose nas linhagens modificadas geneticamente por
esse trabalho foi verificar se as modificagbes gendmicas realizadas
(sobre-expressdo do gene XKS1 e/ou delecdo do gene PHO13) de fato
auxiliam na eficiente utilizacdo da pentose em questao.

4.2.1 Teste das linhagens como plataformas para a expressdo de
enzimas heterologas

Em trabalho recente desenvolvido por Mouro (2016), as
espécies de leveduras S. arborariae e S. passalidarum, naturalmente
fermentadoras de xilose, foram avaliadas em busca de genes que
codificam as enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase
(XDH). No trabalho em questdo, inicialmente, foram identificados genes
gue codificam possiveis XRs das duas leveduras do género Spathaspora
(S. arborariae e S. passalidarum), e posteriormente os genes foram
clonados e expressos (por meio de clonagem em plasmideos de
expressao) na linhagem CEN.PK2-1C de S. cerevisiae para avaliar a
funcionalidade das enzimas. A clonagem e expressdo de uma XR a
partir de S. passalidarum em S. cerevisiae resultou em uma enzima que
exibiu atividade estritamente dependente de NADPH. Por outro lado, a
clonagem e expressdo de uma XR a partir de S. arborariae em S.
cerevisiae demonstrou uma enzima com atividade para ambos 0s
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cofatores (NADH e NADPH), tornando esta Gltima de grande interesse,
visto que a atividade com o cofator NADH poderia diminuir o problema
do desbalango de cofatores (HAHN HANGERDAL et al., 1994;
JEFFRIES, 2006). Mouro (2016) também realizou a clonagem de uma
XDH de S. passalidarum em S. cerevisiae. A atividade da XDH clonada
revelou uma enzima exibindo boa atividade e estrita dependéncia ao
cofator NAD".

Em virtude dos resultados encontrados no trabalho de Mouro
(2016), o presente trabalho se propés a utilizar os plasmideos
construidos pelo autor para expressao em nossas linhagens
recombinantes. Mouro (2016) utilizou o plasmideo pPGK contendo a
sequéncia que codifica a enzima XR (clonada a partir da levedura S.
arborariae) sob o controle do promotor forte e constitutivo do gene
PGK — promotor, este, do gene que codifica a enzima fosfoglicerato
quinase da via glicolitica. Além disso, o autor também utilizou o
plasmideo pTEF contendo a sequéncia génica que codifica a enzima
XDH (clonada a partir da levedura S. passalidarum) sob o controle do
promotor forte e constitutivo do gene TEF — promotor do gene que
codifica um fator de alongamento da traducdo, que participa da sintese
de proteinas. Os plasmideos desenvolvidos por Mouro (2016), contendo
as sequéncias génicas que codificam as enzimas desejadas, foram
inseridos na linhagem de S. cerevisiae CEN.PK2-1C, e, também, nas
duas primeiras linhagens construidas no presente trabalho: ASY-1 (com
0 gene XKS1 sobre-expresso) e ASY-2 (linhagem que além de ter o gene
XKS1 sobre-expresso também tem o gene PHO13 deletado), conforme
detalhado na secdo Material e Métodos, item 3.3.7. As linhagens
transformantes, expressando os plasmideos com os genes que codificam
as enzimas desejadas, foram denominadas CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-
1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh.

A partir das linhagens transformantes contendo os plasmideos
de expressdo com as sequéncias codificantes desejadas, foi verificada a
atividade especifica das enzimas XR e XDR (Tabela 5). Para as trés
linhagens avaliadas, resultados semelhantes foram encontrados:
enquanto que a atividade de XR com o cofator NADPH foi de ~2 U.mg’
! a atividade com o cofator NADH foi de =0,8 U.mg'1 (cerca de 3 vezes
menor que a atividade com o primeiro cofator). Isso corresponde ao
encontrado pelo trabalho de Mouro (2016), que identificou a enzima XR
de S. arborariae com NADH como tendo cerca de um ter¢o da atividade
com o cofator NADPH. A atividade XDH, por sua vez, foi de ~0,4
U.mg™, cerca de 5 vezes menor do que a atividade de XR com o cofator
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NADPH, o que também foi visto pelo trabalho de Mouro (2016). Além
disso, a atividade de XR com o cofator NADH foi =2 vezes maior que a
atividade de XDH. Essas diferengas entre as atividades das enzimas XR
e XDH pode ter ocorrido devido aos vetores de expressdo utilizados
para a clonagem das duas enzimas: o gene que codifica a XR esta
clonado no vetor pPGK, enquanto que o gene que codifica a XDH esta
clonado no vetor pTEF. Embora ambos os vetores tenham promotores
gue ocasionam forte expressdo génica, a expressdo de pTEF é
considerada inferior a de plasmideos que possuem promotores da via
glicolitica, como pGPD e pPGK (MUMBERG et al., 1995).

Tabela 5 - Atividade especifica das enzimas xilose redutase e xilitol
desidrogenase em leveduras portando os plasmideos pPGK-XR e pTEF-XDH

Atividade especifica
Levedura Plasmideos (U.mg* proteina)
Xilitol
desidrogenase

Xilose redutase

NADPH NADH NAD"

CEN.PK2-  pPGK-XR;
1C-xr-xdh ~ pTEF-XDH
ASY-1-xr- pPGK-XR;

2,17+0,06 0,87+0,02 0,42+0,15

241+0,25 0,89+0,23 0,48 + 0,03

xdh pTEF-XDH
ASY-2-xr-  pPGK-XR:
i OTEF.XDH 237022 0812022 048007

NOTA: Os valores sdo a média e o desvio padrdo de dois experimentos
independentes.

No intuito de wverificar as mudancas nas performances
metabolicas da glicose e da xilose causadas pela sobre-expressdo do
gene XKS1 e/ou delecdo do gene PHO13, foram analisados os perfis de
crescimento celular, consumo de glicose e xilose e producdo de
metabdlitos das linhagens de leveduras CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-1-
xr-xdh e ASY-2-xr-xdh, portando os plasmideos com genes que
codificam as enzimas XR e XDH heterélogas clonadas a partir do
trabalho de Mouro (2016). Como pode ser visualizado na Figura 11, as
trés linhagens testadas demonstraram similaridade no perfil metabdlico
em glicose (graficos A, B e C): o crescimento celular, o consumo de
glicose e a producdo de etanol foram muito semelhantes para as trés
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linhagens. Esse resultado sugere que a sobre-expressdo do gene XKS1 e
a delecdo do gene PHO13 ndo afetam a utilizacdo da glicose pelas
linhagens. Isso é condizente com estudos prévios, onde a sobre-
expressdo da enzima xilulocinase ndo demonstrou afetar o metabolismo
da glicose em outras cepas de S. cerevisiae (RODRIGUEZ-PENA et al.,
1998; RICHARD; TOIVARI; PENTTILA, 2000; JIN et al., 2003).
Similarmente, a dele¢do do gene PHO13 também ndo afetou o consumo
de glicose em outros estudos ja reportados que realizaram crescimentos
aerobios com 20 g.L™ e 40 g.L™ da hexose (VAN VLEET; JEFFRIES;
OLSSON, 2008; KIM et al., 2015). Embora Kim et al. (2015) tenham
encontrado mudangas na expressdo de alguns genes em cepas phol3A
crescidas em glicose, os autores também ndo verificaram diferencas
fenotipicas no crescimento e na fermentacédo do acucar.

Por outro lado, diferentemente do que foi visualizado em
relacdo & glicose, os perfis de metabolizacdo da xilose foram distintos
nas linhagens testadas. Observando os graficos de crescimento celular e
consumo de xilose (Figura 11 — D e E), vé-se que a linhagem CEN.PK2-
1C-xr-xdh ndo conseguiu consumir Xilose e crescer na presenca desse
aclcar; entretanto, quando teve seu gene XKS1 sobre-expresso,
originando a linhagem ASY-1-xr-xdh, esta Ultima foi capaz de crescer e
consumir essa pentose. Esses resultados sugerem que a sobre-expressao
do gene XKS1 é essencial para o fluxo metabdlico da xilose, 0 que €é
condizente com estudos prévios que demonstraram que a sobre-
expressao desse gene melhora pronunciadamente a utilizagdo da xilose
em linhagens portando XR e XDH heter6logas provenientes de S.
stipitis (HO; CHEN; BRAINARD, 1998; TOIVARI et al., 2001;
MATSUSHIKA; SAWAYAMA, 2008). Desse modo, percebe-se a
importancia de linhagens de S. cerevisiae XKS1 constitutivas em estudos
com expressdo heteréloga de enzimas XR e XDH.

Em contrapartida, nossos resultados contrastam com 0s
encontrados por Johansson et al. (2001), onde foi visto que a sobre-
expressdo do gene XKS1 reduziu o consumo de xilose em S. cerevisiae
recombinantes, e que existe um possivel efeito inibitdrio causado pela
sobre-expressdo desse gene. No entanto, aqueles autores encontraram
um efeito inibitério no crescimento em xilose em cepas com atividades
de XK muito maiores (28-36 U.mg™) do que a atividade observada pela
nossa linhagem XK constitutiva, que foi de 0,15 U.mg™ (vide Tabela 4).
Essa maior atividade encontrada nos resultados de Johansson et al.
(2001) pode ter ocorrido devido ao fato de que o gene XKS1, no trabalho
dos autores, estava clonado em um plasmideo multicopia sob o controle
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de um promotor forte e constitutivo, conferindo, assim, maior expressao
génica do que uma Unica copia sobre-expressa, como no caso da nossa
sobre-expressdo de XKS1 realizada diretamente no genoma da levedura.
Rodriguez-Pefia et al. (1998), que também observaram uma toxicidade
da sobre-expressdao de XK em células cultivadas em xilulose, embora
ndo tenham medido a atividade de XK, também utilizaram um
plasmideo multicopia para a clonagem e expressdo dessa enzima. De
fato, Jin et al. (2003) observaram que, em linhagem de S. cerevisiae
expressando XR e XHD de S. stipitis, a sobre-expressdo do gene XKS1
através de um plasmideo cépia-Unica (conferindo atividade de enzima
XK de 0,30 U.mg™) proporcionou maior crescimento e consumo de
xilose pela linhagem; contudo, utilizando um plasmideo multicépia e
tendo, portanto, atividade de XK aumentada para 1,27 U.mg*, a
linhagem apresentou inibicdo do crescimento celular. Ho, Chen e
Brainard (1998) e Toivari et al. (2001), por outro lado, relataram que a
sobre-expressdo de XKS1 aumenta significativamente a utilizagdo de
xilose em vez de causar efeitos toxicos, assim como foi visto em nossos
resultados. Aqueles autores encontraram atividades de XK de 0,1 e 0,42
U.mg™, respectivamente; valores préximos do encontrado pelo presente
trabalho.

A respeito da sobre-expressdao do gene XKS1, em suma, 0S
resultados encontrados pelos autores citados anteriormente juntamente
com os do presente trabalho, indicam que a sobre-expressdo desse gene
€ necesséria para o fluxo metabolico da xilose, e, assim, para haver
maior consumo de xilose é importante que a atividade de XK seja
superior a nativa de S. cerevisiae. Contudo, o nivel de expressdo dessa
enzima deve ser cuidadoso para que ndo ocorra efeito deletério nas
células. Esse efeito deletério visto por alguns pesquisadores €
possivelmente causado pelo excesso de xilulose-5-fosfato formada a
partir de grandes atividades de XK e & grande utilizagdo de ATP pela
enzima. S. cerevisiae provavelmente ndo possui um sistema que impede
0 consumo excessivo de ATP pela enzima XK sobre-expressa, de forma
gue esta molécula pode se esgotar das células, inibindo, assim, o
crescimento celular haja vista que ATP é essencial para diversas
atividades celulares (ELIASSON et al., 2001; JIN et al., 2003).
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Figura 11 — Crescimentos aerébios das linhagens CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh em meios sintéticos sem
uracila e sem histidina contendo 2% de glicose (A, B, C) ou 2% de xilose (D, E, F) como fontes de carbono. Na figura, séo
apresentados o crescimento celular (A, D), o consumo de glicose ou xilose (B, E) e a produgdo dos metabdlitos etanol (C) e xilitol
(F) durante os crescimentos. As linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando os plasmideos pPGK e pTEF
contendo, respectivamente, os genes que codificam as enzimas XR e XDH heterdlogas: linhagem CEN.PK2-1C-xr-xdh,
representada por triangulos com linhas pretas; linhagem ASY-1-xr-xdh (Papn1::Xksl), representada por quadrados com linhas

azuis; e linhagem ASY-2-xr-xdh (Pap1::Xks1; phol3A), representada por circulos com linhas vermelhas.
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E possivel observar também através dos graficos D e E da
Figura 11 que, embora ASY1-1-xr-xdh tenha sido capaz de consumir
xilose, seu crescimento foi lento e com uma extensa fase lag, iniciando,
de fato, crescimento e consumo do acUcar apenas em 30 horas de
incubacdo. Em contrapartida, quando essa linhagem teve seu gene
PHO13 deletado (originando a linhagem ASY-2-xr-xdh), houve um
crescimento mais rapido da levedura e um consumo mais acelerado do
aclcar: a cepa ASY-2-xr-xdh iniciou sua fase exponencial em
aproximadamente 20 horas de incubagdo e consumiu a xilose mais
rapidamente que a sua parental. Esse resultado indica que a delegéo do
gene PHO13 auxiliou na utilizacdo de xilose pela linhagem de S.
cerevisiae phol3A desenvolvida neste trabalho. Isso esta de acordo com
estudos realizados por Van Vlet, Jeffries e Olsson (2008) e Kim et al.
(2015), que, em crescimentos aerébios com 20 g.L™ e 40 g.L™ de xilose,
respectivamente, revelaram linhagens de S. cerevisiae phol3A que com
melhora na velocidade de crescimendo em xilose e no consumo dessa
pentose quando expressando as enzimas XR e XDH de S. stipitis.

Como citado na introducdo do presente trabalho, os beneficios
para 0 metabolismo da xilose causados pela delegdo do gene PHO13
estdo sendo ainda compreendidos. De acordo Kim et al. (2013), a
atividade de fosfatase da proteina Phol3 sob a molécula de xilulose-5-
fosfato poderia formar um ciclo futil de fosforilacdo e desfosforilacdo
guando acoplado as altas atividades de XK (desfosforilando a xilulose-
5-fosfato), causando, assim, diminuicdo de ATP e interferindo no
crescimento da célula. De fato, nossa linhagem phol3A também possui
0 gene XKS1 sobre-expresso e atividade maior de XK (vide Tabela 4).
Embora a sobre-expressao desse gene ndo tenha aparentemente causado
efeito toxico para o crescimento e consumo de xilose nos Nossos ensaios
(Figura 11 - D e E), a delecdo de PHO13 pode ter aliviado o gasto de
ATP se algum ciclo fatil existisse devido a aumentada atividade de XK
guando acoplada a atividade da proteina Phol3. Dessa forma, esse
poderia ser o motivo do melhor crescimento e consumo da Xilose
apresentado por nossa cepa phol3A. Ademais, estudos mais recentes
tém demostrado que a delecdo do gene PHO13 regula positivamente
alguns genes da Via das Pentoses-fosfato, incluindo genes relacionados
a regeneracdo do NADPH (KIM et al, 2015, BAMBA,
HASUNUMA; KONDO, 2016; XU et al., 2016). E sabido que S.
cerevisiae exibe baixo fluxo na parte ndo oxidativa da via das pentoses-
fostato quando comparado com esse fluxo em leveduras naturalmente
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fermentadores de xilose (KOTTER; CIRIACITY, et al., 1993), além
disso, a producao de NADPH é necesséria para a resisténcia ao estresse
oxidativo (LAROCHELLE et al., 2006) e também como cofator para a
enzima XR clonada em nossas linhagens. Estes, portanto, também
podem ser os motivos pelos quais as células phol3A deste trabalho
apresentaram melhor desempenho em metabolizar a xilose.

As cepas ASY-1-xr-xh e ASY-2-xr-xdh, embora tenham
crescido e consumido quase toda a xilose presente no meio no tempo de
incubac&o estudado, ndo produiram etanol a partir de xilose (dados néo
mostrados). Em contrapartida, a producdo de xilitol foi pronunciada para
as duas cepas (Figura 11- F), sobretudo para a linhagem ASY-2-xr-xdh,
que produziu quase 6 g.L™ desse metabélito. Uma possivel explicacio
para a producéo de xilitol em detrimento da producgéo de etanol poderia
ser a diferenca entre a atividade das enzimas XR e XDH clonadas nas
leveduras: a atividade de XR foi cerca de 5 e 2 vezes maior utilizando os
cofatores NADPH e NADH, respectivamente, do que a atividade de
XDH (Tabela 5). De fato, um estudo que analisou vérios niveis de
expressao das enzimas XR e XDH sugeriu que a melhora na produgdo
de etanol e a dininuicdo da excrecdo de xilitol, deve-se uma alta razdo de
atividade XDH/XR (TAMAKAWA,; IKUSHIMA; YOSHIDA, 2013).
Kim et al. (2012) também verificaram que baixos niveis de expresséo de
XDH é um importante gargalo na eficiente fermentacdo de xilose. Além
disso, Walfridsson et al. (1997) e Eliasson et al. (2001) demonstraram
também que baixa razdo XR/XDH promove a dimuicdo do acumulo de
xilitol; o segundo trabalho, inclusive, sugere que a atividade de XDH
deve ser cerca de 10 vezes maior do que a atividade de XR.

No trabalho de Eliasson et al. (2001) supracitado, que sugeriu
gue a atividade de XDH deve ser pelo menos 10 vezes maior do que a
de XR, as duas enzimas utilizadas eram da levedura S. stipitis. A enzima
XDH dessa levedura possui uma velocidade méxima de formacéo de
xilulose de 64,85 U.mg™, enquanto que a velocidade da reagdo inversa
(formacdo de xilitol a partir de xilulose) é de 872,1 U.mg™, além de uma
constante de equilibro Ke, de 6,9.10™ mol.L™" (RIZZI et al., 1989;
ELIASSON et al., 2001). Isso indica que a formacgdo de xilitol a partir
de xilulose é favorecida para a enzima XDH de S. stipitis e, portanto,
como salientam os autores, pode ser por isso a necessidade de alta razéo
de atividade XDH/XR. Por outro lado, a enzima XR de S. stipitis,
embora utilize NADH, tem como cofator de preferencia o NADPH
(VERDUYN et al., 1985), assim, o desbalanco de cofores também pode
ser 0 ponto crucial para a necessidade de altas atividades de XDH em
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comparacao com a XR. Sobre a enzima XR de S. arborariae clonada em
nossas linhagens, sabe-se que ela possui maior afinidade pelo cofator
NADPH e maior atividade com esta coenzima do que com o cofator
NADH (MOURO, 2016). Dessa forma, possivelmente é necessaria uma
maior atividade de XDH em comparacao com a atividade de XR.

Apos as analises de crescimento celular e consumo de glicose e
xilose, as cepas CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh
foram submetidas a ensaios de fermentacéo de xilose com alta densidade
celular e condigdes microaerdbias. Nessa condicdo, a fermentacdo €
favorecida e a alta densidade celular se aproxima da encontrada em
condi¢des industriais de producdo do etanol (AMORIM et al., 2011). Os
resultados dessas analises estdo apresentados na Figura 12 e a
comparacao entre os dados de consumo de xilose e producdo de etanol a
partir dessa fermentacéo estdo resumidos na Tabela 6.

Nesse ensaio fermentativo, observou-se que a linhagem
CEN.PK2-1C-xr-xdh foi capaz de consumir ~30% da xilose presente no
meio (Figura 12: gréfico B; Tabela 6), entretanto, ndo foi capaz de
produzir etanol (grafico C), mas produziu ~4 g.L™ de xilitol (grafico D).
Por outro lado, a linhagem ASY-1-xr-xdh foi capaz de consumir ~70%
de xilose, mais que o dobro de sua linhagem parental, ressaltando a
importancia da sobre-expressdo do gene XKS1 na fermentagdo. Ainda,
vé-se que a linhagem ASY-1-xr-xdh foi capaz de produzir ~2 g.L™ de
etanol, diferentemente de sua parental (onde a enzima XK estad com o
nivel basal de expressdo), que ndo produziu esse metabolito.
Adicionalmente, a velocidade de consumo de xilose para a cepa ASY-1-
xr-xdh foi mais que o dobro da velocidade vista para a cepa CEN.PK2-
1C-xr-xdh (Tabela 6). De fato, dados observados por Eliasson et al.
(2001) mostram que, em microaerobiose, a sobre-expressdo de XK foi
necessaria para a producdo de etanol a partir de xilose. De modo similar,
Toivari et al. (2001) verificaram que a sobre-expressdo da enzima XK
aumentou as velocidades de utilizagdo de xilose em linhagens sobre-
expressando as enzimas XR e XDH de S. stipitis, bem como os
rendimentos de etanol sobre xilose em condi¢des de microaerobiose.
Estes Ultimos autores ainda verificaram que os niveis de xilulose-5-
fosfato e ribulose-5-fosfato foram maiores para a linhagem XKS1
constitutiva. Muito provavelmente, a sobre-expressdo de XK ocasiona a
conversao mais eficiente de xilulose em xilulose-5-fosfato, permitindo o
fluxo desta Ultima para a Via-das-Pentoses-fosfato mais eficientemente,
0 que possibilitou a formacao de etanol a partir da xilose.
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Figura 12 — Fermentagdo em batelada de meios sintéticos sem uracila e sem histidina contendo 2% de xilose como fonte de
carbono pelas linhagens CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh. Na figura, sdo apresentados a biomassa celular
(A), o consumo de xilose (B) e a produgdo dos metaholitos etanol (C), xilitol (D), acido acético (E) e glicerol (F) durante a
fermentacdo. As linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando os plasmideos pPGK e pTEF contendo,
respectivamente, os genes que codificam as enzimas XR e XDH heter6logas: linhagem CEN.PK2-1C-xr-xdh, representada por
triangulos com linhas pretas; linhagem ASY-1-xr-xdh (Papni::xksl) representada por quadrados com linhas azuis; e linhagem
ASY-2-xr-xdh (Papp1::xks1; phol3A), representada por circulos com linhas vermelhas.
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Tabela 6 — Comparacéo entre as performances fermentativas de 20 g.L™ xilose
pelas cepas CEN.PK2-1C-xr-xdh, ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh

Consumo de 1p-ha 1 p-1yb
Levedura xilose (%) Vs (g.L".h™) Ve (g.L".h™)
CEN.PK2-1C-xr- 30,60 0.11 0
xdh
ASY-1-xr-xdh 69,97 0,26 0,04
ASY-2-xr-xdh 87,71 0,33 0,03

NOTA: *Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
®Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol.

Ainda, é possivel observar através das analises apresentadas na
Figura 12 e na Tabela 6 que, embora a linhagem ASY-1-xr-xdh tenha
consumido xilose, o remanecente no meio ainda foi de 30% desse
carboitrado no final do tempo de incubacgdo utilizado. Em contrapartida,
a linhagem ASY-2-xr-xdh conseguiu consumir ~88% da xilose presente
no meio. Além disso, a velocidade de consumo de xilose foi maior para
a linhagem ASY-2-xr-xdh do que para a linhagem ASY-1-xr-xdh
(Tabela 6). Por outro lado, a excre¢do de xilitol foi novamente maior
para a cepa phol3A, enquanto que a producdo de etanol ndo foi maior
para esta Ultima linhagem recombinante, e também, a velocidade de
producdo de etanol foi levemente maior para a cepa parental ASY-1-xr-
xdh (Tabela 6). Esses dados sdo semelhantes aos resultados encontrados
por Dall Agnolo (2014), que verificou que, em fermentacdes
microaerobias com 20 g.L™ de xilose, a sua linhagem de S. cerevisiae
phol3A foi responsavel por aumentar consideravelmente a producdo de
xilitol, enquanto que a linhagem parental (com o gene PHO13 intacto)
apresentou ligeira vantagem na producéo de etanol. Como salienta Dall
Agnolo (2014), essa vantagem poderia ser atribuida, em partes, ao
excesso de xilitol produzido (e que posteriormente ndo foi consumido)
pela linhagem phol3A. Esses resultados encontrados no trabalho de Dall
Agnolo (2014) e pelo presente trabalho contrastam com os obtidos por
Van Vleet, Jeffries e Olsson, (2008). Esses autores viram a producédo de
etanol foi marcadamente maior na linhagem phol3A em ensaios
microaerobios, contudo, a linhagem também apresentou aumento na
producdo de xilitol.

Embora as linhagens ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh tenham
produzido etanol a partir de xilose, o produto principal desse ensaio
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fermentativo, como j& mencionado acima, foi o xilitol: as duas linhagens
produziram, respectivamente, ~7g.L" e ~10 g.L™ desse metabdlito
(Figura 12, grafico D). Uma possivel explicacdo para essa grande
producdo de xilitol em detrimento da baixa produgdo de etanol poderia
ser, assim como foi visualizado para as analises de crescimento celular,
novamente a diferenca entre as atividades enzimaticas de XR e XDH e a
alta razdo XR/XDH. De fato, Van Vleet, Jeffries e Olsson (2008)
observaram, como comentado no paragrafo anterior, que producdo de
etanol foi marcadamente maior na linhagem phol3A portando XR e
XDH heterélogas de S. stipitis, contudo, os autores ndo informaram a
atividade das enzimas para as linhagens. Outra questdo poderia ser a
maior afinidade da enzima XR clonada de S. arborariae pelo cofator
NADPH (MOURO, 2015) que poderia favorecer o desbalango de
cofatores e a alta produgdo de xilitol. Ainda, Eliasson et al. (2001)
sugerem, a partir de modelagem matematica, que diferentes
concentracdes intracelulares de NADH e NAD® em células de S.
cerevisiae recombinantes que utilizam xilose pode ter um alto impacto
na formag&o do xilitol.

Ainda com base nos dados da fermentacdo de xilose (Figura
12), nota-se que algumas cepas analisadas produziram glicerol durante o
tempo de incubacdo (gréfico F). Interessantemente, a linhagem
CEN.PK2-1C-xr-xdh ndo produziu esse metabdlito, enquanto que a
linhagem ASY-1-xr-xdh produziu cerca de 1 g.L™. Isso sugere,
novamente, que a sobre-expressao do gene XKS1 (na segunda linhagem)
pode ter permitido um maior fluxo de carbonos para a Via das Pentoses-
fosfato e, posteriormente, possibilitou a formacdo ndo s6 do etanol, mas
também de glicerol. De maneira similar, Toivari et al. (2001) também
verificaram a producdo de glicerol em suas cepas apenas quando a
enzima XK foi sobre-expressa. A linhagem ASY-2-xr-xdh (phol3A),
por outro lado, produziu menos da metade do glicerol de sua parental
ASY-1-xr-xdh (gréafico F).

Outro metabdlito produzido pelas linhagens foi o acido acético
(Figura 12 - D). Esse acido fraco pode ser produzido pelas leveduras
durante o consumo de xilose para a regeneracdo do cofator NADPH, a
partir da conversdo de acetaldeido a acido acético pela enzima
acetaldeido desidrogenase codificada pelo gene ALDG6, que utiliza
NADP® como cofator (MEADEN et al, 1997, GRABOWSKA;
CHELSTOWSKAUMA, 2003). Assim, a producdo desse metabdlito
pode estar indicando a necessidade de regeneracdo do cofator NADPH,
requerido pela enzima XR que foi clonada e expressa nas linhagens.
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Nossos primeiros resultados obtidos, através do crescimento
celular e perfis fermentativos (Figuras 11 e 12), demonstram que, nas
linhagens ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh, embora haja crescimento
celular e consumo de xilose, esse agucar esta sendo desviado em grande
parte para a producdo de xilitol, tanto no crescimento aerdbio quanto na
fermentagdo com alta densidade celular e microaerobiose.
Paralelamente, foi visto que as atividades das enzimas XR e XDH das
linhagens em questdo se mostraram diferentes (vide Tabela 5), de modo
que a atividade de XR com o cofator NADPH ¢é quase 5 vezes maior do
que a atividade de XDH. Esses resultados sugerem, juntamente com a
alta producdo de xilitol, que a otimizacdo no nivel de expressdo e,
consequentemente, na atividade das enzimas XR e XDH clonadas nas
linhagens deste trabalho poderia ser um dos caminhos para aumentar a
producdo de etanol e diminuir a producdo de xilitol. Como discutido
anteriormente, alguns pesquisadores tém demonstrado que a atividade
de XDH deve ser maior que a de XR para diminuir da producdo de
xilitol e aumentar a producéo de etanol, justamente o contrario do que
aconteceu em nossos resultados iniciais (alta razdo XR/XDH)
(WALFRIDSSON et al., 1997; ELIASSON et al. 2001; KIM et al.,
2012; TAMAKAWA; IKUSHIMA; YOSHIDA, 2013).

Devido a esses primeiros resultados encontrados, este trabalho
se propds a reclonar as enzimas XR e XDH em plasmideos, utilizando,
para as duas enzimas, promotores de genes da via glicolilica, na
tentativa de equiparar a expressdo, e, consequentemente, a atividade das
duas enzimas. Conforme citado anteriomente, embora os vetores pPGK
e pTEF tenham promotores que ocasionam forte expressdo génica, a
expressao de pTEF é considerada inferior se comparada a de plasmideos
com promotores de genes da via glicolitica, como pGPD e pPGK
(MUMBERG et al., 1995). Mouro (2016) ja havia clonado o gene que
codifica a XDH no plasmideo pPGK, por isso, realizamos a
amplificacdo do gene que codifica a enzima XR e a clonagem deste em
um novo plasmideo: pGPD, onde o controle da expressdo génica de XR
¢ feita pelo promotor forte e constitutivo do gene GPD, gene que
codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase da via
glicolitica, além do plasmideo apresentar um marcador auxotréfico
diferente.

A amplificacdo do gene que codifica a enzima XR e sua
clonagem no plasmideo pGPD foram realizadas conforme descrito em
Material e Métodos, item 3.3.8. Apds, os novos plasmideos (pGPD,
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contendo a sequéncia da enzima XR proveniente da levedura S.
arborariae, e pPGK, contendo a sequéncia da enzima XDH proveniente
da levedura S. passalidarum) foram inseridos na linhagem ASY-1 (com
0 gene XKS1 sobre-expresso) e na linhagem ASY-2 (linhagem que além
de ter o gene XKS1 sobre-expresso também tem o gene PHO13
deletado), conforme detalhado na secdo Material e Métodos. N&o
realizamos a insercdo dos plasmideos na linhagem CEN.PK2-1C, uma
vez que esta ndo conseguiu crescer em Xilose sem a sobre-expressdo de
XKS1 (conforme discutido e demonstrado na Figura 11). As linhagens
transformantes, contendo o novo conjunto de plasmideos construidos,
foram denominadas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B.

As novas linhagens transformantes foram, ento, submetidas a
andlise da atividade especifica das enzimas XR e XDR (Tabela 7). Para
as duas linhagens avaliadas (ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B),
resultados semelhantes foram encontrados: enquanto que a atividade de
XR com o cofator NADPH foi de ~5 U.mg™, a atividade com o cofator
NADH foi de ~2 U.mg™ (aproximadamente 2,5 vezes menor que a
primeira). Novamente, assim como encontrado por Mouro (2016),
identificamos a enzima XR de S. arborariae tendo menor atividade com
o cofator NADH do que com o cofator NADPH. A atividade da enzima
XDH, por sua vez, foi de <3 U.mg™, cerca de 1,6 vezes menor do que a
atividade de XR com o cofator NADPH. Por outro lado, com o cofator
NADH a enzima XR apresentou atividade especifica um pouco menor
do que a enzima XDH. Dessa vez, portanto, quando controladas pelos
promotres Pgpp € Ppgk, respectivamente, a atividade das enzimas XR e
XDH se mostraram menos diferentes do que anteriormente (quando
controladas pelos promotores Ppgk € Prer, respectivamente). Contudo,
embora a diferenca entre as atividades seja menor, e, consequentemente,
a razdo XR/XDH tenha diminuido com a construcdo dos novos
plasmideos, a atividade de XR com o cofator NADPH ainda permanece
quase 2 vezes maior do que a atividade de XDH. Em compensagdo, a
razdo XR/XDH (quando XR utiliza o cofator NADH), diminuiu de 2
para ~ 0,66.
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Tabela 7 - Atividade especifica das enzimas xilose redutase e xilitol
desidrogenase em leveduras portando os plasmideos pGPD-XR e pPGK-XDH

Levedura Plasmideos sidade especifica (U.mg™ proteina)
Xilitol
desidrogenase

NADPH NADH NAD"
4,77+0,17 1,70+0,34 3,11+0,04

Xilose redutase

ASY-1-xr- pGPD-XR;
xdh-B pPGK-XDH
ASY-2-xr- pGPD-XR;
xdh-B pPGK-XDH

NOTA: Os valores sdo a média e o desvio padrdo de dois experimentos
independentes.

512+134 211+066 295+0,34

Apbs as analises enzimaticas, as cepas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-
2-xr-xdh-B, com 0s novos conjuntos de plasmideos, foram submetidas a
ensaios de fermentacdo de xilose com alta densidade celular e condigdes
microaerdbias. Os resultados destas analises estdo apresentados na
Figura 13 e a comparagdo entre os dados de consumo de xilose e
producdo de etanol a da fermentagéo estdo resumidos na Tabela 8.

Observando os gréaficos da Figura 13, nota-se que as linhagens
ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B apresentaram consumo de xilose e
producdo de etanol e xilitol semelhantes ao visto pelas cepas ASY-1-xr-
xdh e ASY-2-xr-xdh (vide Figura 12). Novamente, a cepa phol3A
(ASY-2-xr-xdh-B) apresentou melhor desempenho em consumir a
xilose do que sua parental (ASY-1-xr-xdh-B): a porcentagem de xilose
consumida e a velocidade de seu consumo foram maiores para a cepa
phol3A (Figura 13: gréfico B; Tabela 8). Dessa vez, no entanto,
diferentemente do que foi visto nas primeiras analises com o conjunto
de plasmideos inicial (vide Figura 12), a producdo de etanol foi
ligeiramente maior para a linhagem phol3A, além da velocidade de
producdo de etanol também ter sido maior (Tabela 8). Esses
dadospodem indicar um melhor balanco entre as atividades das enzimas
XR e XDH. Com a Tabela 7 é possivel notar que as atividades da
enzima XR (com ambos os cofatores) estdo mais proximas das
atividades da enzima XDH com o cofator NAD"; diferentemente das
cepas ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh (que portavam o primeiro
conjunto de plasmideos), as quais apresentaram atividade de XR cerca
de 5 vezes maior que a de XDH (vide Tabela 5).
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De fato, no trabalho de Kim et al. (2013) foi demonstrado que,
guando as enzimas XR e XDH estavam ambas com atividades de ~0,4
U.mg™* com os cofatores NADPH e NAD®, respectivamente, a cepa
phol3A consumiu mais xilose e produziu mais etanol, porém, dobrou a
producdo de xilitol em comparacdo com sua parental ndo deletada nesse
gene. Por outro lado, a cepa phol3A com atividade da enzima XDH
cerca de 10 vezes maior do que a atividade de XR também consumiu
mais xilose e produziu mmais etanol, mas produziu menos xilitol do que
sua parental. Assim, provavelmente o melhor balango entre as enzimas
XR e XDH com o segundo conjunto de plasmideos favoreceu o aumento
na producgdo de etanol aqui apresentado por nossa cepa phol3A ASY-2-
xr-xdh-B na Figural3. Como salienta Kim et al. (2013), as vantagens
para a fermentacdo de xilose causadas pela dele¢do do gene PHO13
parecem estar associadas com a otimizacdo das atividades das enzimas
XR e XDH, o que parece se confirmar com 0s nossos resultados.

De maneira interessante, uma das diferengas mais evidentes
entre o perfil fermentativo das linhagens ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-
xdh, comparado as linhagens ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B, foi a
auséncia de acido acético como produto fermentativo para as duas
Ultimas cepas (dados ndo mostrados). Como comentado anteriormente, a
producdo de &cido acético é uma das formas que as leveduras podem
utilizar para regeneracdo do cofator NADPH (MEADEN et al., 1997;
GRABOWSKA; CHELSTOWSKAUMA, 2003), requerido pela enzima
XR clonada nas linhagens deste trabalho. Assim, a auséncia desse
metabolito no ensaio em questdo pode indicar que a atividade das
enzimas XR e XDH estdo mais balanceadas quanto a seus cofatores. De
fato, de acordo com a Tabela 7, nota-se que a atividade da enzima XR
com o cofator NADH esta maior que nas primeiras linhagens
construidas com o primeiro conjunto de plasmideos (Tabela 5), de forma
gue a razdo entre XR/XDH (quando XR utiliza NADH) passou de ~2
para ~0,66. Vale ressaltar que, embora essa razdo seja menor, Eliasson
et al. (2001) sugerem que a enzima XDH necessita ter atividade 10
vezes maior que XR para alta producdo de etanol e para a auséncia de
xilitol. Dessa forma, pode ser por isso que, ainda, o xilitol permaneceu
como produto principal dos nossos ensaios. Outro dado que pode ser
observado através da fermentacdo em questdo é o aumento da producéo
de glicerol para a cepa phol3A (Figura 13, gréfico E). Fujitomi et al.
(2012) e Dall Agnolo (2015) também observaram que a delegdo do gene
PHO13 aumentou a producdo de glicerol.
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Figura 13 — Fermentagdo em batelada de meios sintéticos sem uracila e sem histidina contendo 2% de xilose como fonte de
carbono pelas linhagens ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B. Na figura, sdo apresentados a biomassa celular (A), o consumo de
xilose (B) e a produgdo dos metabdlitos etanol (C), xilitol (D), e glicerol (E) durante a fermentagdo. As linhagens de leveduras
apresentadas nesta figura estdo expressando plasmideos pGPD e pPGK contendo, respectivamente, 0s genes que codificam as
enzimas XR e XDH heterélogas: ASY-1-xr-xdh-B, representada por quadrados com linhas azuis; e ASY-2-xr-xdh-B (phol13A),
representada por circulos com linhas vermelhas.
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Tabela 8 — Comparacéo entre as performances fermentativas de 20 g.L™ xilose
pelas cepas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B

Consumo de

-1 p-ya -1 |[-1yb

Levedura xilose (%) Vs (g.L".h™) Ve (g.L".h™)
ASY-1-xr-xdh-B 53,21 0,19 0,04
ASY-2-xr-xdh-B 84,67 0,33 0,05

NOTA: ®Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
®Velocidade de produgio volumétrica méaxima de etanol.

As cepas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B também foram
submetidas a ensaios de co-fermentacdo de glicose e xilose com alta
densidade celular e condi¢cBes microaerébias, conforme descrito em
Material e Métodos. Os resultados destas analises estdo apresentados na
Figura 14 e a comparacdo entre os dados de consumo de xilose e
producdo de etanol a partir dessa co-fermentacdo estdo resumidos na
Tabela 9.

Através do grafico B da Figura 14 é possivel observar que a
glicose foi consumida rapidamente tanto pela cepa ASY-1-xr-xdh-B
guanto pela cepa ASY-2-xr-xdh-B. Além disso, 0 consumo da hexose
foi similar para ambas as linhagens. Por outro lado, a velocidade de
consumo de xilose e a porcentagem de aglcar consumido foram maiores
para a cepa phol3A (ASY-2-xr-xdh-B) do que para ASY-1-xr-xdh-B
(Figura 14: gréfico C; Tabela 9). Mais uma vez, vé-se a confirmacéo de
que os beneficios da dele¢do do gene PHO13 foram especificos para o
metabolismo da xilose, mesmo em meios contendo a mistura glicose e
xilose. Van Vleet, Jeffries e Olsson (2007) e Kim et al. (2015) também
notaram esse padrdo em co-fermentagdes de xilose e glicose por
linhagens phol3A, contudo, naqueles estudos as analises foram feitas
sob aerobiose, diferentemente do presente trabalho. Por outro lado,
novamente, a produgdo de xilitol foi maior para a linhagem phol3A
(gréfico E), assim como foi visto por Fujitomi et al. (2012) e Dall
Agnolo (2015) em suas linhagens phol3A.

De maneira interessante, vé-se também que as linhagens ASY-
1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B apresentaram decaimento tanto na
velocidade de consumo de xilose quanto na porcentagem desse aglcar
consumido durante a co-fermentacdo com glicose, em comparagdo com
0 ensaio fermentativo em que havia apenas xilose no meio (vide Figuras
13 e 14 e Tabelas 8 ¢ 9 para comparacao). Isso pode ser atribuido, pelo
menos em partes, ao problema do transporte de Xilose para o interior das
celulas da levedura. De fato, é sabido que a xilose compete com a
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glicose pelos mesmos transportadores de membrana ao ser internalizada
pelas células de S. cerevisiae. Devido a preferéncia dos transportadores
pela glicose, a captacdo de xilose acaba por ser inibida e,
consequentemente, seu consumo é mais lento em co-fermentactes
desses dois acucares (RUNQUIST et al.,, 2010; SUBTIL; BOLES,
2012).

E possivel notar, ainda, através da Figura 14 (graficos D e F),
gue a producdo de etanol e glicerol foi ligeiramente maior para a cepa
phol3A ASY-2-xr-xdh-B. A cepa ASY-1-xr-xdh-B parece ter produzido
etanol apenas a partir do consumo da glicose. Por outro lado, vé-se que a
linhagem ASY-2-xr-xdh-B aumentou em ~3 g.L™" a producéo de etanol
apos a glicose ter sido completamente consumida do meio (=30 horas de
incubacdo), o que indica que essa producéo de etanol foi proveniente do
metabolismo da xilose. Esses dados diferem dos encontrados por Dall
Agnolo (2014), que ndo obteve aumento na producdo de etanol em
células phol3A em co-fermentacdes microaerébias com 40 g.L™ de
xilose e glicose. Por outro lado, Dall Agnolo (2014) notou aumento na
producdo de glicerol pelas linhagens phol3A em comparagdo com a
cepa parental. Essa producdo maior de glicerol também foi observada
pelo presente trabalho (Figura 14; grafico F). E possivel notar, contudo,
qgue a maior parte da produgdo de glicerol observada para ambas as
linhagens (ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B) parece ter sido
proveniente do consumo primario da glicose.
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Figura 14 — Co-fermentacdo em batelada de meios sintéticos sem uracila e sem histidina contendo 2% de xilose e 2% de glicose
como fontes de carbono pelas linhagens ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B. Na figura, sédo apresentados a biomassa celular (A),
o0 consumo de glicose (B) e xilose (C) e a producdo dos metabdlitos etanol (D), xilitol (E) e glicerol (F) durante a fermentagéo. As
linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando plasmideos pGPD e pPGK contendo, respectivamente, os
genes que codificam as enzimas XR e XDH heterélogas: ASY-1-xr-xdh-B, representada por quadrados com linhas azuis; e ASY -
2-xr-xdh-B (pho13A), representada por circulos com linhas vermelhas.
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Tabela 9 — Comparacéo entre as performances fermentativas de 20 g.L™ xilose
em co-fermentagéio com 20 g.L™ glicose pelas cepas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-
2-xr-xdh-B

Consumo de 1p-ha A b

Levedura xilose (%) Vs (g.L".h")* Ve (g.L".h7)
ASY-1-xr-xdh-B 45,01 0,17 0,18
ASY-2-xr-xdh-B 71,96 0,27 0,25

NOTA: ®Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
®Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol.

Como comentado na introducdo deste trabalho, Van Vleet,
Jeffries e Olsson (2008) verificaram uma inibicdo do crescimento de
cepas de S. cerevisiae modificadas genéticamente para consumir xilose
com 0 aumento na concentracdo desse aglcar no meio. Os autores
notaram que em meios com 6% de xilose (60 g.L™) as cepas n&o
apresentavam crescimento, enquanto que em meios com 2% do agUcar
havia crescimento celular. De maneira similar, o estudo de Kim et al.
(2013) obteve um resultado interessante: quando as cepas de S.
cerevisiae portando XR e XDH heterdlogas de S. stipitis eram crescidas
em xilose, a velocidade especifica desse crescimento aumentou até
concentracdes de 10 g.L™ do aglcar; contudo, a partir de 20 g.L™, a
velocidade especifica do crescimento caia drasticamente conforme ia-se
aumentando a concentracdo de xilose. Aparentemente, altas
concentracBes de Xxilose causaram um efeito tdxico para as células.
Buscando, entdo, superar esse problema, um experimento de engenharia
evolutiva daqueles autores relevou uma linhagem evoluida capaz de
crescer mais rapidamente sob concentracdo de 40 g.L™ de xilose. Essa
linhagem apresentou muta¢c6es no gene PHO13 que, entdo, foram vistas
ser responsaveis pela perda da funcéo da proteina Phol3. Experimentos
posteriores, também utilizando 40 g.L™ ou at¢ mesmo 100 g.L™ de
xilose, demonstraram que a delecdo do gene PHO13 parece permitir o
crescimento e consumo da xilose, sobretudo em meios com alta
concentracdo desse agucar (DALL AGNOLO, 2015; KIM et al., 2015;
BAMBA; HASUNUMA; KONDO, 2016). Vale ressaltar que, para
uma producdo industrial de etanol 2G, altas concentracGes de aglicar sdo
desejadas para que resultem em altas concentracdes de etanol a partir da
fermentagio (SANCHEZ NOGUE; KARHUMAA, 2015).
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Devido ao que se observou acima, as cepas ASY-1-xr-xdh-B e
ASY-2-xr-xdh-B  desenvolvidas pelo presente trabalho foram
submetidas a ensaios de fermentacéo de xilose em meios com 100 g.L™
desse aglcar e com alta densidade celular e condi¢des microaerébias. Os
resultados destas andlises estdo apresentados na Figura 15 e a
comparacao entre os dados de consumo de xilose e producéo de etanol a
partir dessa fermentagdo estdo resumidos na Tabela 10. Como pode ser
visualizado na Figura 15 e na Tabela 10, o consumo de xilose em meios
com 100 g.L* do aglicar foi marcadamente alterado com a delecdo do
gene PHO13: a cepa ASY-2-xr-xdh-B conseguiu consumir ~53% da
xilose presente no meio em 50 horas de incubacédo, enquanto que a cepa
ASY-1-xr-xdh-B consumiu apenas ~19%. Além disso, € possivel notar
que a velocidade de consumo da xilose foi ~5 vezes maior para a
linhagem phol3A (ASY-2-xr-xdh-B) do que a velocidade para a
linhagem parental, além da velocidade de producdo de etanol também
ter sido maior (Tabela 10). Esses resultados indicam que as vantagens
da delec¢do de PHO13 no consumo de xilose sdo evidenciadas em meios
com uma alta concentragdo do acUcar. De fato, a maior parte dos estudos
utilizando cepas phol3A tem realizado ensaios de crescimentos celulares
e fermentacBes sob altas concentragdes de xilose (NI; LAPLAZA;
JEFFRIES, 2007; FUJITOMI et al., 2012; KIM et al., 2013; DALL
AGNOLO, 2015; KIM et al., 2015, BAMBA; HASUNUMA;
KONDO, 2016). De maneira similar aos outros ensaios, novamente, a
producdo de xilitol aumentou para a linhagem phol3A (Figura 15,
graficos D e E), o que também foi verificado por Dall Agnolo (2015) e
Fujitomi (2012) utilizando fermentagdes em 100 g.L-1 e 40 g.L-1 de
xilose, respectivamente.

O efeito positivo causado pela delecdo do gene PHO13 em
nossas linhagens sob concentracdes elevadas de xilose parece estar
relacionado a regulacdo positiva da Via das Pentoses-Fosfato (VPF).
Recentemente, Xu et al. (2016), analisando metabélitos produzidos e
acumulados por linhagens de S. cerevisiae fermentadoras de xilose e
deletadas no gene PHOL13, verificaram uma diminui¢do na acumulagédo
de sedoeptulose, um intermediario da VPF. Os pesquisadores ainda
encontraram que as concentracdes de sedoeptulose-7-fosfato (um dos
substratos da enzima transaldolase, codificada pelo gene TAL1) foram
reduzidas nas linhagens phol3A, o que sugere que a atividade de
desfosforilagdo de Phol3 novamente pode estar causando ciclos de
perda de ATP e, consequentemente, prejudicando o consumo de xilose.
Neste trabalho, ainda, os autores verificaram que a sobre-expressao do
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gene TAL1 também preveniu a acumulagdo de sedoheptulose-7-fosfato.
Aliado a isso, Kim et al. (2015) demonstram que um dos genes
regulados positivamente em cepas phol3A é justamente o gene TALL.
Interessantemente, ainda, Erasmus et al. (2003) analisaram a resposta
transcricional global de cepas industriais de S. cerevisiae submetidas a
altas concetragcbes de glicose e frutose (20% de cada hexose), e
verificaram que o estresse causado pela alta concentracdo de agucar
regulou positivamente genes da via glicolitica e genes da VPF. Assim, a
regulacdo positiva dos genes da VPF causada pela delecdo do gene
PHO13 poderia explicar a melhorada performance fermentativa da
xilose por nossa linhagem pho13A sob 100 g.L™ do aglicar em questao.

Novamente, nota-se a maior producdo de glicerol pela cepa
phol3A (Figura 15 - E), assim como foi visto nos ensaios de co-
fermentagdo de 20 g.L™ xilose e glicose e nas fermentacdes de 20 g.L™
de xilose apenas (vide Figuras 13 e 14). O glicerol apenas foi visto ser
excretado em menor quantidade pela cepa phol3A no primeiro ensaio
fermentativo realizado no presente trabalho (Figura 12), onde as
enzimas XR e XDH ainda estavam menos balanceadas quanto as
atividades de XR e XDH. A producdo de glicerol sob condicbes
fermentativas pode estar intimamente ligada ao balanco redox
intracelular, e a producdo desse metabdlito em condi¢cBes de
microaerobiose pode estar relacionada a reoxidacdo do cofator NADH
(VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986). Durante a formacéo do glicerol, o
cofator NADH é utilizado através da reducdo da diidroxiacetona a
glicerol (JEPPSSON et al., 2003), gerando, dessa forma, NAD" que
pode ser utilizado pela enzima XDH. Na literatura, alguns trabalhos vém
relacionando a dele¢do do gene PHO13 com a redu¢do da produgdo de
glicerol (VAN VLEET, JEFFRIES, OLSSON, 2008; SHEN et al.,
2012). Por outro lado, o presente trabalho bem como outros estudos
como o de Fujitomi et al. (2012) e o de Dall Agnolo (2014) obtiveram
aumento na producdo de glicerol pelas cepas phol3A. Esses resultados
contradizentes em relacdo ao glicerol de alguns autores para com 0s
outros pode indicar que a delecdo do gene PHO13 pode influenciar o
balanco redox intracelular.
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Figura 15 — Fermentacdo em batelada de meios sintéticos sem uracila e sem histidina contendo 10% de xilose como fonte de
carbono pelas linhagens ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B. Na figura, sdo apresentados a biomassa celular (A), o consumo de
xilose (B) e a produgdo dos metabdlitos etanol (C), xilitol (D), e glicerol (E) durante a fermentacdo. As linhagens de leveduras
apresentadas nesta figura estdo expressando plasmideos pGPD e pPGK contendo, respectivamente, os genes que codificam as
enzimas XR e XDH heterélogas: ASY-1-xr-xdh-B, representada por quadrados com linhas azuis; e ASY-2-xr-xdh-B (phol13A),

representada por circulos com linhas vermelhas.
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Tabela 10 — Comparacéo entre as performances fermentativas de 100 g.L™*
xilose pelas cepas ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B

Consumo de

-1 -Lya -1 |[-1\b

Levedura xilose (%) Vs (g.L".h™) Ve (g.L".h™)
ASY-1-xr-xdh-B 19,22 0,19 0,05
ASY-2-xr-xdh-B 53,10 1,06 0,07

NOTA: ®Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
*Velocidade de produgao volumétrica méaxima de etanol

Por fim, cabe ressaltar aqui que os beneficios da dele¢do do
gene PHO13 parecem se estender ao aumento da resisténcia das
leveduras aos compostos inibidores da fermentagdo. Fugitomi et al.
(2012) verificaram que a delecdo do gene PHO13 melhorou a producéo
de etanol a partir de xilose na presenca dos trés principais inibitores da
fermentacdo formados a partir do pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica: acido acético, acido formico e furfural. Portanto, seria
interessante também testar as linhagens aqui apresentadas em
fermentagdes contendo esses inibidores, com vistas a entender melhor
os efeitos da delecdo do gene PHO13 sob a resisténcia celular.

4.2.2 Teste das linhagens como plataformas para a expressdo de
transportadores heterélogos

Um dos passos limitantes para a eficiente fermentacéo da xilose
pela levedura S. cerevisiae recombinante é o ftransporte desse
monossacarideo para o interior das células. Estudos tém demonstrado
gue mesmo apds a construcdo de linhagens de S. cerevisiae
recombinantes (por meio da expressdo heteréloga de enzimas para o
metabolismo interno da xilose), essa pentose é consumida pelas células
a uma velocidade insuficiente para uma eficiente produgdo de etanol a
partir desse aclcar, e tem-se visto que isso ocorre principalmente devido
a ineficiéncia da captagdo de xilose através da membrana plasmatica do
meio extracelular para o interior das células dessa levedura (SEDLAK;
HO, 2004; SUBTIL; BOLES, 2012). Em busca de uma solugdo para
esta questdo, muitos pesquisadores tém identificado transportadores de
acucares de diferentes organismos para verificacdo de suas propriedades
de transporte de xilose. Recentemente, 0 nosso laboratorio identificou o
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transportador de acUcar Sut4 na levedura S. arborariae. O transportador
em questdo teve seu gene amplificado e clonado no plasmideo pGPD.
Em seguida, o plasmideo contendo o transportador foi inserido na
linhagem DLG-K1 (hxt-null), originando a linhagem DLG-K1-Sut4.
Essa linhagem foi, entdo, submetida & analise de crescimento celular e
consumo de xilose, no entanto, foi capaz de consumir pouco agucar e
crescer lentamente (dados ainda ndo publicados). Adicionalmente, Sales
et al. (2015), em trabalho também realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, identificaram o transportador de xilose Xutl na levedura S.
stipitis. O gene que codifica esse transportador foi clonado no plasmideo
pPGK, e esse plasmideo foi, entdo, inserido na linhagem DLG-K1,
originando a linhagem DLG-K1-Xutl. A partir dessa linhagem, analises
fermentativas foram realizadas sob diferentes fontes de carbono,
incluindo xilose, para a qual o transportador se mostrou capaz de mediar
0 transporte e promover produgdo de etanol eficientemente (SALES et
al., 2015).

Em virtude dos transportadores identificados e clonados pelo
nosso grupo de pesquisa, decidiu-se testar essas permeases em nossa
linhagem recombinante ASY-3 (linhagem DLG-K1, mas phol3A),
construida através do presente trabalho. Para isso, os plasmideos pGPD
contendo o gene que codifica o transportador heter6logo Sut4, e pPGK,
contendo o transportador heterdlogo Xutl, foram inseridos na linhagem
recombinante construida ASY-3, conforme descrito em Material e
Métodos (item 3.3.7), dando origem as linhagens ASY-3-Sut4 e ASY-3-
Xutl, respectivamente. A seguir, testou-se a performance de
crescimento celular e consumo de Xxilose dessas linhagens e também,
para comparacdo, das cepas ndo deletadas no gene PHO13 (DLK-K1-
Sut4 e DLG-K1-Xutl). Os resultados destas analises estdo apresentados
na Figura 16. Observando a Figura 16, nota-se que a linhagem DLG-K1-
Sut4 foi capaz de crescer em xilose, entretanto, apresentou crescimento
lento com extensa fase lag e consumiu apenas ~4 g.L™" do acticar em 250
horas de incubagdo. A linhagem DLG-K1-Xutl, em contrapartida,
consumiu quase a totalidade da xilose presente ja em 100 horas de
ensaio, além de ter apresentado crescimento expressivo durante esse
periodo e ter produzido ~1,2 g.L™! de etanol e 2 g.L"* de xilitol. Esses
resultados indicam que o transportador Xutl, proveniente da levedura S.
stipitis e presente na linhagem DLG-K1-Xut1, se mostrou mais eficiente
na captacdo de xilose e ainda permitiu a producdo de etanol a partir
dessa pentose. De fato, o transportador Xutl tem sido caracterizado
como uma permease com eficiéncia moderada no transporte, mas alta
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preferencia por xilose (YOUNG et al., 2011; 2012). Por outro lado,
ainda ndo se tem dados na literatura sobre o transportador Sut4 de S.
arborariae; sabe-se apenas que ele é capaz de transportar glicose
eficientemente (dados ainda ndo publicados).

Figura 16 — Crescimentos aerdbios das linhagens DLG-K1-Sut4, ASY-3-Sut4,
DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl em meios sintéticos sem uracila contendo 2% de
xilose como fonte de carbono. Nos tempos indicados, amostras foram retiradas
dos meios para a determinacdo do crescimento celular (A), do consumo de
xilose (B) e da produgdo dos metabdlitos etanol (C) e xilitol (D) durante os
crescimentos. Duas linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo
expressando o plasmideo pGPD contendo o gene que codifica os transportador
heter6logo Sut4: linhagem DLG-K1-Sut4, representada por quadrados com
linhas azuis; e linhagem ASY-3-Sut4 (phol3A), representada por circulos com
linhas vermelhas. As outras duas linhagens apresentadas nesta figura estdo
expressando o plasmideo pPGK contendo o gene que codifica o transportador
heter6logo Xutl: linhagem DLG-K1-Xutl, representada por losangos com
linhas verdes; e linhagem ASY-3-Xutl (phol3A), representada por tridngulos
com linhas pretas.
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E possivel observar também através dos graficos da Figura 16
que, as linhagens com o gene PHO13 deletado (ASY-3-Sut4 e ASY-3-
Xutl) apresentaram um crescimento mais elevado do que suas
isogénicas mas com gene PHO13 intacto, DLG-K1-Sut4 e DLG-K1-
Xutl, respectivamente (grafico A). Além disso, a cepa ASY-3-Sut4
conseguiu consumir ~6 g.L™* de xilose (=2 g.L™* a mais que sua parental
DLG-K1-Sut4). Ainda, a cepa ASY-3-Xutl, embora tenha consumido
quase a totalidade da xilose no mesmo tempo que DLG-K1-Xutl,
demonstrou um consumo mais rapido do aclcar do que esta Gltima
(gréfico B). Esses resultados indicam que a delegdo do gene PHO13
favoreceu um consumo mais rapido e maior desse carboidrato pelas
linhagens expressando os transportadores heterdlogos Sut4 e Xutl nesse
ensaio de crescimento em condi¢Ges aerobias. Essa melhora no
metabolismo da xilose causada pela delecdo do gene PHO13 poderia ser
atribuida a um alivio num possivel efeito inibitério causado pela sobre-
expressdo de XKS1 (como sugerido por Kim et al., 2013), haja vista que
tanto a linhagem DLG-K1 quanto a ASY-3 possuem esse gene sobre-
expresso. Outra explicacdo poderia ser uma possivel regulacéo positiva
de alguns genes da Via das Pentoses-fosfato, incluindo genes
relacionados a regeneracdo do NADPH, com a delecdo do gene PHO13
e, consequentemente, um fluxo maior de carbonos nessa parte do
metabolismo da xilose (KIM et al., 2015; BAMBA; HASUNUMA;
KONDO, 2016; XU et al.,, 2016). De fato, quando observamos a
producdo de etanol das linhagens (grafico C), vemos que ASY-3-
Xutl(phol3A) produziu mais etanol que DLG-K1-Xutl, o que pode ser
resultado de uma regulacdo positiva da Via das Pentoses-Fosfato.

E importante notar também através da Figura 16 que, embora as
linhagens DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl (phol3A) tenham consumido
quase a totalidade da xilose presente no meio e produzido etanol e xilitol
(gréficos B e C), essa producéo foi baixa para ambas as linhagens. Além
disso, vé-se a auséncia desses metabdlitos tanto para a linhagem DLG-
K1-Sut4 quanto para a cepa ASY-3-Sut4 (phol3A). Essa auséncia de
metabdlitos no meio e/ou a baixa producdo dos mesmos indica que os
carbonos provenientes do consumo da Xxilose foram prioritariamente
metabolizados de forma aerobia. De fato, nesses ensaios 0 oxigénio esta
livremente dissolvido no meio, permitindo esse tipo de metabolismo.
Adicionalmente, alguns pesquisadores demonstraram que, quando 0s
agucares sdo consumidos lentamente (como foi o caso para as linhagens
DLG-K1-Sut4 e ASY-3-Sutd), o metabolismo das leveduras &,
sobretudo, respiratorio (DUVAL et al., 2010).
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Por fim, de maneira interessante, vé-se também por meio da
Figura 16 (graficos C e D) que as cepas DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl
(pho13A) conseguiram produzir quase tanto etanol quanto xilitol a partir
dos ensaios de crescimento celular em aerobiose, diferentemente das
primeiras cepas analisadas quando testamos as linhagens como
plataformas para a introducdo de enzimas heter6logas, ASY-1-xr-xdh e
ASY-2-xr-xdh, que s6 produziram xilitol a partir dos ensaios em
condi¢des semelhantes (vide Figura 11). A cepa da qual tanto DLG-K1-
Xutl quanto ASY-3-Xutl sdo derivadas, é a DLG-K1. Como comentado
no inicio deste trabalho, essa linhagem € utilizada para andlise de
transportadores heter6logos, uma vez que possui 0s principais genes
para o transporte de xilose deletados (hxt-null) e, ainda, possui um
plasmideo integrativo sobre-expressando as enzimas XR e XDH de S.
stipitis e a enzima XK enddgena. Para essa cepa, as atividades das
enzimas XR e XDH, com os cofatores NADPH e NAD,
respectivamente, sdo de 1,7 U.mg™ e 2,0 U.mg™, além de uma atividade
XK de 0,2 U.mg™ (GONGCALVES et al., 2014). Aqui, portanto, vé-se
gue a enzima XDH tem atividade cerca de 1,17 vezes maior do que a
atividade de XR com o cofator NADPH, diferentemente da atividade
quase 5 vezes maior de XR em relacdo a XDH vista em nossas primeiras
cepas (ASY-1-xr-xdh e ASY-2-xr-xdh) — vide tabela 5. Essa observacdo
reforca a ideia de que a enzima XDH deve ter atividade maior que XR
para aumentar a produgdo de etanol e diminuir a produgdo de xilitol,
ideia discutida anteriormente e defendida por diferentes estudos
(ELIASSON et al. 2001; TAMAKAWA,; IKUSHIMA; YOSHIDA,
2013).

Ap06s as andlises de crescimento celular e consumo de xilose, as
cepas DLG-K1-Sut4 e ASY-3-Sut4, bem como as linhagens DLG-K1-
Xutl e ASY-3-Xutl, foram submetidas a ensaios fermentativos com alta
densidade celular e condigdes microaerdbias em meios contendo 20 g.L
! de glicose como fonte de carbono. Os resultados destas anélises estdo
apresentados na Figura 17. Ao observar a Figura 17, é possivel notar
que tanto o consumo de glicose, quanto a producdo de etanol, xilitol,
acido acético e glicerol foram muito similares para linhagens testadas
com ou sem o gene PHO13 (comparando-se as cepas DLG-K1-Sut4
com ASY-3-Sut4 e DLG-K1-Xutl com ASY-3-Xutl). Novamente, a
delecdo de PHO13 parece ndo afetar o metabolismo da glicose, mesmo
na linhagem Hxt-null e expressando os transportadores heterélogos Sut4
e Xutl. Isso vai ao encontro dos proéprios resultados encontrados por



96

esse trabalho ao deletar esse gene nas linhagens CEN.PK2-1C, ASY-1 e
ASY-2 e analisar a utilizacdo de glicose quando as cepas estavam
expressando enzimas XR e XDH heter6logas (vide graficos A, B e C da
Figura 11). Além disso, também corrobora com estudos que vém
demonstrando que linhagens phol3A ndo sdo afetadas fenotipicamente
em seu consumo de glicose (VAN VLEET; JEFFRIES; OLSSON, 2008;
KIM et al., 2015).

As cepas DLG-K1-Sut4 e ASY-3-Sut4, bem como as linhagens
DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl, também foram submetidas a ensaios
fermentativos com alta densidade celular e condi¢Ges microaerébias em
meios contendo 20 g.L™ de xilose como Gnica fonte de carbono. Os
resultados destas andlises estdo apresentados na Figura 18 e a
comparacao entre os dados de consumo de xilose e producdo de etanol a
partir dessa fermentacdo estdo resumidos na Tabela 11.

Observando os graficos da Figura 18 € possivel notar que
apenas as linhagens expressando o transportador Xutl da levedura S.
stipitis (DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl) foram capazes de consumir a
xilose e fermenté-la a etanol, indicando, novamente, a grande eficiéncia
na captacdo da xilose pelo transportador Xutl de S. stipitis em
comparagdo com o transportador Sut4 de S. arborariae, presente nas
linhagens que ndo conseguiram consumir essa fonte de carbono (DLG-
K1-Sut4 e ASY-3-Sut4). As duas linhagens (DLG-K1-Xutl e ASY-3-
Xutl), inclusive, conseguiram consumir ~94% da Xxilose dos meios
(Tabela 11). Conforme ja descrito por Sales et al. (2015), a clonagem do
transportador Xutl em S. cerevisiae com 0s principais genes para 0
transporte de xilose deletados permite eficientes consumo de xilose e
producdo de etanol.
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Figura 17 — Fermentagdo em batelada de meios sintéticos sem uracila contendo 2% de glicose como fonte de carbono pelas
linhagens DLG-K1-Sut4, ASY-3-Sut4, DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl. Na figura, sdo apresentados a biomassa celular (A), o
consumo de glicose (B) e a produgdo dos metaholitos etanol (C), &cido acético (D) e glicerol (E) durante a fermentagdo. Duas
linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando o plasmideo pGPD contendo o gene que codifica os
transportador heter6logo Sut4: linhagem DLG-K1-Sut4, representada por quadrados com linhas azuis; e linhagem ASY-3-Sut-2
(phol13A), representada por circulos com linhas vermelhas. As outras duas linhagens apresentadas nesta figura estdo expressando
o plasmideo pPGK contendo o gene que codifica o transportador heterélogo Xutl: linhagem DLG-K1-Xutl, representada por
losangos com linhas verdes; ASY-3-Xutl (phol3A), representada por triangulos com linhas pretas.

A B Cc
25 16

- o
> o N
n
°
)
5=

Glicose (g.L")
o
g

Biomassa (g.L")
3

> N & O @
o

2'0 3‘0 4’0 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

)
a1

Acido acético (g.L")
o o o
» o ?
Glicerol (g.L")
3

°
Y

o
o
Lo
o N
r?

10 2’0 30 4’0 0 10 20 30 4’0
Tempo (h) Tempo (h)

o



98

Figura 18 — Fermentagdo em batelada de meios sintéticos sem uracila contendo 2% de xilose como fonte de carbono pelas
linhagens DLG-K1-Sut4, ASY-3-Sut4, DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl. Na figura, sdo apresentados a biomassa celular (A), o
consumo de xilose (B) e a produgdo dos metabélitos etanol (C), xilitol (D), &cido acético (E) e glicerol (F) durante a fermentacéo.
Duas linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando o plasmideo pGPD contendo o gene que codifica os
transportador heter6logo Sut4: linhagem DLG-K1-Sut4, representada por quadrados com linhas azuis; e linhagem ASY-3-Sut-2
(phol13A), representada por circulos com linhas vermelhas. As outras duas linhagens apresentadas nesta figura estdo expressando
o plasmideo pPGK contendo o gene que codifica o transportador heter6logo Xutl: linhagem DLG-K1-Xutl, representada por

losangos com linhas verdes; ASY-3-Xutl (phol3A), representada por triangulos com linhas pretas.
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Tabela 11 — Comparagéo entre as performances fermentativas de 20 g.L™ xilose
pelas cepas DLG-K1-Sut4, ASY-3-Sut4, DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl.

Consumo de 1 -ha 4 1-1nb
Levedura xilose (%) Vs (g.L".h™) Ve (g.L".h™)
DLG-K1-Sut4 6,86 0,03 0,00
ASY-3-Sut4
(phol3A) 6,95 0,03 0,00
DLG-K1-Xutl 94,62 0,50 0,13
ASY-3-Xutl
(phol3A) 94,64 0,51 0,13

NOTA: *Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
®Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol

De maneira interessante, no entanto, vé-se que a delecdo do
gene PHO13 ndo alterou o consumo da xilose, nem a producéo de etanol
e xilitol ou &cido acético, quando comparam-se os graficos da Figura 18
(gréficos B, C, D e E) entre as linhagens DLG-K1-Sut4 e ASY-3-Sut4
(pho13A) e entre as linhagens DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl (phol3A).
A Unica diferenca evidente foi 0 aumento na producédo de glicerol para a
cepa ASY-3-Xutl phol3A. Ainda, a delecio desse gene ndo alterou a
porcentagem de aglcar consumido, a velocidade de consumo de Xxilose e
a velocidade de produgdo de etanol entre as linhagens com ou sem o
gene PHO13 (Tabela 11). Esse resultado foi surpreendente, visto que 0s
estudos utilizando cepas phol3A vém demonstrando melhorias no
metabolismo da xilose mesmo em condi¢Bes limitadas de oxigénio
(VAN VLEET; JEFFRIES; OLSSON, 2008). Além disso, esse resultado
contrasta os proprios resultados obtidos anteriormente no presente
trabalho, onde foi visto que a delecdo do gene PHO13 aumentou o
consumo de xilose e a producéo de xilitol, além de ligeiro aumento na
producdo de etanol, nas linhagens expressando XR e XDH heterélogas
(vide Figura 13 e Tabela 8) na mesma condicéo de alta densidade celular
e microaerobiose. Contudo, a principal diferenca entre o ensaio
mencionado e este apresentado agora € que as linhagens agora
analisadas possuem apenas um transportador de monossacarideos
expresso (Sut4 ou Xutl) e é deletada nos transportadores nativos de
xilose (Hxts), diferentemente das cepas derivadas da linhagem
CEN.PK2-1C daquele ensaio, que possuiem todos os transportadores de
hexoses nativos (dos quais, alguns deles também podem transportar
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xilose). Isso sugere a possibilidade de que o fator limitante do presente
ensaio seja a captacdo da xilose. Seria interessante, portanto, analisar a
delecdo do gene PHO13 em linhagens expressando os transportadores
estudados aqui (Sut4 e Xutl), mas com todos os transportadores de
hexoses nativos.

Ao buscarmos na literatura trabalhos relacionados a expressao
de transportadores de xilose heterélogos em linhagens de S. cerevisiae
deletadas no gene PHO13, foi possivel encontrar apenas um recente
estudo apresentando essas condi¢Bes de pesquisa. No trabalho em
questdo, o transportador de xilose Gxfl proveniente da levedura
Candida intermedia foi expresso em linhagem de S. cerevisiae phol3A
e, de maneira similar aos nossos resultados, a cepas portando o
transportador Gxf1 com ou sem o gene PHO13 apresentaram 0 mesmo
perfil em ensaios fermentativos (AHMED, 2016). Os resultados deste
autor, bem como os apresentados no presente trabalho, indicam que a
delecdo do gene PHO13 néo é capaz de melhorar o consumo de Xxilose e
a producdo de etanol em condicBes limitantes de oxigénio quando
transportadores heter6logos sdo expressos, pelo menos para casos em
que as linhagens plataformas sdo hxt-null.

Em trabalho de Shen et al. (2012), foi verificado que a cepa
phol3A teve seu crescimento em xilose e a producdo de etanol
prejudicados quando esta também apresentava alguns genes
responsaveis pela respiracdo celular deletados. Por outro lado, quando a
respiracdo celular ndo estava prejudicada, a cepa phol3A melhorou o
consumo de xilose e a producédo de etanol em comparagao a sua parental
ndo deletada no gene PHO13. Os resultados daqueles autores indicam
que os efeitos positivos da delecdo do gene PHO13 para uma maior
producdo de etanol parecem depender da respiragdo celular. No caso de
nossas linhagens ASY-3-Sut4 e ASY-3-Xutl, elas ndo possuem, a
principio, nenhum gene responsével pela respiracdo celular deletado
e/ou modificado. Contudo, pode ser que haja alguma relacdo entre
microaerobiose (como foi o caso das fermentagfes) e as linhagem Hxt-
null do presente trabalho com os transportadores Sut4 e Xutl expressos,
e isso, por motivos ainda desconhecidos, pode estar interferindo nos
beneficios da delecdo do gene PHO13. Isso explicaria o porqué da
delecdo desse gene ter apresentado efeitos vantajosos na metabolizacdo
da xilose nas analises de crescimento celular em aerobiose (Figura 16) e
ndo ter apresentado essas vantagens nas analises fermentativas em
microaerobiose (Figura 18).
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As linhagens DLG-K1-Sut4 e ASY-3-Sut4 (phol3A), bem
como as linhagens DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl (phol3A), também
foram submetidas a ensaios de co-fermentacdo com alta densidade
celular e condicBes microaerébias em meios contendo 20 g.L™* de
glicose e 20 g.L™ de xilose como fontes de carbono, conforme descrito
em Material e Métodos. Os resultados destas analises estdo apresentados
na Figura 19 e a comparacdo entre 0s dados de consumo de xilose e
producdo de etanol a partir dessa co-fermentacdo estdo resumidos na
Tabela 12. Como esperado, vé-se por meio da Figura 19 que os perfis de
fermentagdo da glicose e produgdo de etanol e glicerol quando
comparados entre as cepas deletadas ou ndo no gene PHO13 foram
muito semelhantes (graficos B, C, D e F), além da producdo de &cido
acético também ter sido similar (dados ndo mostrados). Isso esta de
acordo com os ensaios anteriores do presente trabalho, em que a delecdo
do gene PHO13 pareceu ndo alterar o metabolismo da glicose.
Similarmente, as cepas com ou sem o gene PHO13 e portando o
transportador Xutl de S. Stipitis (DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl)
também apresentaram semelhanca nos perfis de consumo de xilose e
producdo de xilitol (gréaficos C e E, Tabela 12). Novamente, a delecédo
do gene PHO13 pareceu ndo afetar o metabolismo da xilose na cepa
Hxt-null expressando o transportador Xutl, quando em co-fermentagéo
com a glicose.

Por outro lado, curiosamente, observando-se o grafico C da
Figura 19 e a Tabela 12, vé-se que as linhagens DLG-K1-Sut4 e ASY-3-
Sut4 conseguiram consumir ~12% e ~17%, respectivamente, da xilose
presente nos meios quando em co-fermentagdo com a glicose. Em
contrapartida, foi visto que essas mesmas linhagens consumiram apenas
~6% da xilose quando esta era a Unica fonte de carbono do meio (vide
Figura 18 e Tabela 11). De maneira interessante, a presenca da glicose
aumentou a porcentagem de xilose consumida em compara¢do com o
ensaio onde havia apenas xilose no meio. Semelhante a esse padrdo que
observamos com o transportador Sut4, um trabalho com engenharia
evolutiva utilizando cepas de S. cerevisiae fermentadoras de xilose
descobriu um novo transportador, Hxt36 (um hibrido entre os
transportadores Hxt3 e Hxt6), que demonstrou co-transportar glicose e
xilose, mas que ndo foi capaz de transportar xilose quando essa era a
Unica fonte de carbono (NIJLAND et al., 2015). Outro trabalho
utilizando a cepa de S. cerevisiae DLG-K1 (hxt-null) e expressando
apenas o transportador Hxt1 dessa levedura notou que esse transportador
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¢ capaz de co-transportar xilose e glicose, mas é incapaz de transportar
xilose quando essa é a Unica fonte de carbono (GONCALVES et al.,
2014).

Esse perfil de transporte observado por alguns pesquisadores, e
aparentemente também observado no presente trabalho pelo
transportador Sut4 de S. arborariae, pode estar relacionado a
ubiquitinacdo de algumas proteinas de membrana regulada pela presenca
ou auséncia de glicose no meio fermentativo (FINLEY et al., 2012). E
sabido que, em leveduras, diversas proteinas de membrana, incluindo
transportadores de agucares, podem ser removidas da superficie celular
em resposta ao excesso ou a escassez de substrato, e que, em leveduras,
esse mecanismo é realizado por ubiquitinagdo (FINLEY et al., 2012).
De fato, estudos recentes demonstram que o transportador Hxtl de S.
cerevisiae, bem como o transportador evoluido Hxt36, sdo retirados da
membrana celular e degradados quando os niveis de glicose do meio sédo
baixos (O'DONNELL et al., 2015; NIJLAND et al., 2016). Alguns
estudos inclusive vém demonstrando que a dele¢do de alguns genes,
como o gene ROD1 (que codifica uma proteina envolvida na
ubiquitinagdo dos transportadores de membrana) pode evitar essa
endocitose e degradacdo (O'DONNELL et al., 2015). Assim, seria
interessante também a pesquisa e a delecdo de genes relacionados a
degradacdo das proteinas de membrana na nossa linhagem recombinante
ASY-3 (hxt-null e phol3A), a fim de evitar uma possivel ubiquitinacdo
dos transportadores a serem clonados nessa levedura plataforma.
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Figura 19 — Co-fermentagdo em batelada de meios sintéticos sem uracila contendo 2% de glicose e 2% de xilose como fontes de
carbono pelas linhagens DLG-K1-Sut4, ASY-3-Sut4, DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl. Na figura, sdo apresentados a biomassa
celular (A), o consumo de agUcares (B) e a producdo dos metabdlitos etanol (C), xilitol (F), acido acético (D) e glicerol (E)
durante a fermentagdo. Duas linhagens de leveduras apresentadas nesta figura estdo expressando o plasmideo pGPD contendo o
gene que codifica os transportador heterélogo Sut4: linhagem DLG-K1-Sut4, representada por quadrados com linhas azuis; e
linhagem ASY-3-Sut4 (phol3A), representada por circulos com linhas vermelhas. As outras duas linhagens apresentadas nesta
figura estdo expressando o plasmideo pPGK contendo o gene que codifica o transportador heter6logo Xutl: linhagem DLG-K1-
Xutl, representada por losangos com linhas verdes; ASY-3-Xutl (phol13A), representada por tridngulos com linhas pretas.
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Tabela 12 — Comparagéo entre as performances fermentativas de 20 g.L™ xilose
em co-fermentagdo com 20 g.L™ de glicose pelas cepas DLG-K1-Sut4, ASY-3-
Sut4, DLG-K1-Xutl e ASY-3-Xutl.

Consumo de

Levedura ilose (%) Vs (g.L™".h?y? Ve (g.L~h?)°

D"S(i;fl' 12,35 0,06 0,22
A(‘:‘;Zf}}%m 17,50 0,13 0,22

D';gj't*fl' 92,47 0,49 0,41
As(p\;l'os]';i“)tl 91,74 0,50 0,42

NOTA: *Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose.
*Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol

Por fim, vé-se também através da Figura 19 (grafico C) que a
linhagem ASY-3-Sut4 (phol3A) conseguiu consumir ligeiramente mais
xilose do que sua parental ndo deletada nesse gene (DLG-K1-Sut4),
além da velocidade de consumo desse aglcar também ter sido maior
para a cepa phol3A (Tabela 12). Além disso, novamente, nota-se a
maior formacdo de glicerol para a linhagem ASY-3-Xutl (phol3A)
(Figura 19 - F). Essa maior producdo de glicerol, também vista por
Fugitomi (2012) e Dall Agnollo (2014) nas linhagens phol3A dos
autores em fermentagGes de xilose em microaerobiose, pode indicar um
desequilibrio maior no deshalan¢o redox oriundo da delecdo desse gene.



105

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos por meio do presente estudo permitiram

concluir que:

1.

A sobre-expressdo do gene XKS1 [que codifica a enzima
xilulocinase (XK)] na linhagem CEN.PK2-1C, originando a
linhagem ASY-1, é crucial para que esta Ultima possa crescer
em xilose e consumir essa fonte de carbono nos crescimentos
aerohios, apds a expressdo das enzimas xilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH) provenientes das leveduras S.
arborariae e S. passalidarum, respectivamente. Além disso, a
sobre-expressdo da enzima XK é decisiva para a producdo de
etanol a partir de xilose em fermenta¢Ges microaerdbias.

A delecdo do gene PHO13 permite um consumo mais rapido e
maior de xilose, tanto em crescimentos aer6bios quanto em
fermentacfes microaerdbias, pela cepa sobre-expessando as
enzimas XR e XDH heterélogas e a enzima XK enddgena (cepa
ASY-2-xr-xdh). Contudo, os efeitos positivos da dele¢do do
gene PHOL13 para 0 metabolismo da xilose, sobretudo para a
producdo de etanol, parecem depender do balanco entre as
atividades das enzimas XR e XDH.

A delecdo do gene PHO13 melhora ainda mais o consumo da
xilose em meios com elevada concentracdo do agUcar. As
células phol3A também apresentaram maior producéo de xilitol
e alteracbes na producdo de glicerol. Vale ressaltar que, como
perspectiva futura, seria interessante o teste das linhagens
recombinantes ASY-1-xr-xdh-B e ASY-2-xr-xdh-B (phol3A)
em ensaios fermentativos contendo compostos inibidores da
fermentacdo (compostos que podem ser produzidos a partir do
pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica). Esses ensaios
seriam interessantes para ampliar o conhecimento sobre 0s
efeitos da delecdo do gene PHO13 na resisténcia celular.

Todas as linhagens de S. cerevisiae phol3A desenvolvidas por
esse trabalho ndo apresentaram modificacdes fenotipicas no
metabolismo da glicose, tanto em crescimentos aerébios quanto
em fermenta¢6es em microaerobiose.

A delecdo do gene PHO13 também permitiu um consumo mais
rapido e maior de xilose nos crescimentos aerobios pelas
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linhagens ASY-3-Sutd e ASY-3-Xutl, expressando,
respectivamente, os transportadores de aclcares heterélogos
Sut4 da levedura S. arborariae e Xutl da levedura S. stipitis.
Além disso, a producdo de etanol foi maior nessa condicéo
aerobia para a linhagem phol3A expressando a permease Xutl.
Nas fermentacGes em microaerobiose, no entanto, a delegdo do
gene PHO13 ndo alterou o consumo de Xxilose pelas cepas hxt-
null e expressando os transportadores Sut4 e Xutl heterdlogos,
apenas aumentou a excrecao de glicerol.

Em co-fermentaces de glicose e xilose, a linhagem phol3A
expressando o transportador Sut4 de S. arborariae foi capaz de
consumir mais xilose do que nas fermentacfes onde a xilose era
a Unica fonte de carbono do meio. Isso sugere que pode estar
ocorrendo ubiquitinagdo do transportador Sut4 na auséncia de
glicose. Uma vez que recentes trabalhos tém encontrado genes
relacionados a ubiquitinacdo de transportadores de acucares,
seria interessante, como perspectiva futura, deletar alguns
desses genes envolvidos na endocitose das permeases na
linhagem plataforma ASY-3, a fim de evitar uma possivel
ubiquitinagdo dos transportadores a serem clonados nessa cepa.
Seria interessante também, futuramente, avaliar a capacidade
fermentativa das linhagens ASY-3-Sut4 e ASY-3-Xutl em
meios contendo altas concentragdes de xilose.
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