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RESUMO

O aumento na demanda por energias sustentaveis impulsiona o
desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas para a producdo de biocombustiveis.
Neste contexto, o aproveitamento eficiente da biomassa lignocelulosica como matéria
prima é fundamental para a producdo de etanol de segunda geracdo. A levedura
Saccharomyces cerevisiae, organismo mais utilizado na producdo industrial de
bioetanol, é incapaz de utilizar pentoses, como a xilose, que € o segundo agucar mais
abundante em algumas biomassas. Neste trabalho, plasmideos epissomais foram
construidos para expressdao de genes codificadores para Xilose isomerase (XI) de
Piromyces sp. e xiluloguinase (XK) de S. cerevisiae. As linhagens laboratoriais de S.
cerevisiae CEN.PK 113.14A Atrp1-289 (L2) e CEN.PK 113.3C Atrpl1-289, Aura-52
(L7) foram transformadas com os plasmideos gerados. Desta forma, foram
construidas linhagens recombinantes de S. cerevisiae expressando XI isoladamente
(L2X1) ou em conjunto com XK (L7XIXK). Uma terceira linhagem, L7XI®,
expressando XI e com o segundo plasmideo vazio foi construida como controle. A
linhagem L7XIXK apresentou melhores taxas fermentativas que as demais linhagens,
confirmando o efeito positivo da expressdo de XK. As linhagens L2XI, L7XI® ¢
L7XIXK obtidas foram submetidas a um processo de condicionamento em meio
seletivo contendo xilose como Unica fonte de carbono. Ao final do condicionamento,
guando comparadas com as originais, apresentaram menor fase lag de crescimento e
maior taxa de crescimento, maior consumo de xilose (entre 1,8 e 18,5 vezes) e
rendimento de etanol (47% para L7X1XK), concomitante a diminuicéo do rendimento
de xilitol (entre 87,6% e 91,8%). A linhagem L2XI, investigada anaerobicamente,
também apresentou aumento no consumo especifico de xilose (49,8%), rendimento de
etanol (19%) e reducdo no rendimento de xilitol (75%). As linhagens condicionadas
foram submetidas entdo a um processo de cura para remoc¢do dos plasmideos. Uma
das linhagens obtidas, LC7, derivada de L7XIXK perdeu a capacidade de crescer em
meio minimo, indicando a perda dos plasmideos. Entretanto o gene para XI ainda foi
identificado na levedura. A retransformacao desta levedura curada com os plasmideos
originais demonstrou que as melhorias da levedura condicionada podem estar

associadas a mutacdes fora do plasmideo. Esta linhagem curada tem grande potencial



para desenvolvimento de uma linhagem de selecdo para novas enzimas da via do

catabolismo de xilose.

Palavras-chave: Xilose isomerase, Saccharomyces cerevisiae, Engenharia metabolica,

Etanol.
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ABSTRACT

The increasing demand for sustainable energy drives the development of
biotechnological strategies for the production of biofuels. In this context, efficient
utilization of lignocellulosic biomass as feedstock is essential for the production of
second generation biofuels. The yeast S. cerevisiae, main organism utilized in the
industrial production of bioethanol, is unable to use pentoses, such as xylose, which is
the second most abundant sugar in some biomasses. In this work, multi-copy plasmids
were constructed for the expression of genes coding xylose isomerase (XI) from
Piromyces sp. and xylulokinase (XK) from S. cerevisiae. The laboratory strains of S.
cerevisiae CEN.PK 113.14A AtrpI-289 (L2) and CEN.PK 113.3C AtrpI-289, Aura-
52 (L7) were transformed with the generated plasmids. Thus, recombinant strains of
S. cerevisiae expressing solely XI (L2XI), or combined with XK (L7XIXK) were
obtained. A third strain, L7XI®, expressing XI and with an empty second plasmid,
was constructed as control. The L7XIXK strain presented better fermentative rates
than the other strains, confirming the positive effect of XK expression. The obtained
strains L2XI, L7XI® and L7XIXK underwent a conditioning process in selective
medium with xylose as sole carbon source. At the end of the process, when compared
to the original strains, conditioned strains presented shorter lag growth phase, and
increased growth rate, increased xylose consumption (1,8 to 18,5 fold) and ethanol
yield (47% for L7XIXK), along with reduction in xylitol production (between 87,6
and 91,8%). The strain L2XI was investigated under anaerobic conditions and also
has presented improved xylose specific consumption (49,8%), ethanol yield (19%)
and xylitol reduction (75%). The conditioned strains underwent a curing process, in
order to remove the plasmids. One of the obtained strains, LC7, which derived from
L7XIXK, has lost its ability to grow on minimal medium, a result consistent with the
loss of plasmids. However the XI gene was still identified in the yeast. The
retransformation of this curated yeast with the originally constructed plasmids showed
that the improvements observed in conditioned strains may be associated with
mutations outside of the plasmids. The curated strain has a great potential for the

development of a screening strain for new enzymes of the xylose catabolic pathway.

Keywords: Xylose isomerase, Saccharomyces cerevisiae, Metabolic engineering,
Ethanol.
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INTRODUCAO

1. Petréleo como fonte de energia mundial

O desenvolvimento industrial e social no século XX ocorreu em boa parte devido ao
desenvolvimento da indudstria petroquimica. O petroleo se tornou uma fonte de energia de
baixo custo, abundante e eficiente, tanto para a industria, agricultura, e na producdo de
produtos quimicos derivados. Adentramos o século XXI, portanto, cada vez mais dependentes
de combustiveis fosseis (ANP, 2014).

Combustiveis fosseis atualmente representam aproximadamente 80% da energia
produzida no mundo, incluindo petréleo, carvéo e gas natural (HOOK; TANG, 2013). Ainda
que tenha havido um crescimento da producédo de petréleo de 85,7 milhGes de barris por dia
em 2009 para 90,88 milhdes em 2013, a demanda aumentou quase proporcionalmente, de
84,97 para 91,19 milhdes de barris por dia no mesmo periodo (EIA, 2014a). E a demanda
mundial de energia esté calculada para crescer cerca de 37% até 2040 (IEA, 2014).

A utilizacdo de combustiveis fosseis tem suscitado varias discussdes. Aléem de
disputas geopoliticas e crises econdémicas (HE; WANG; LAI, 2010), também a crescente
preocupacdo com os efeitos negativos dos derivados de petr6leo para 0 meio ambiente, como
a emissdao de gases que contribuem para o efeito estufa (PETERSON; CONNOLLEY;
FLECK, 2008), e o dano causado por contaminacfes subterréaneas e eventuais derramamentos.
Adicionalmente, o distante, porém inevitavel fato de que o petroleo tem disponibilidade
limitada, tém incentivado estudos para o desenvolvimento de combustiveis alternativos
(HOOK; TANG, 2013).

Ainda que a preocupacdo com 0 esgotamento do petréleo e com a utilizacdo de
combustiveis sustentaveis pareca uma discussdo moderna, Henry Ford, fundador da Ford
Motors Company, em 1916, ja fazia previsdes para o fim da gasolina durante a Primeira

Guerra Mundial, apostando no etanol como substituto:

A gasolina esta indo; o alcool, chegando [...]. E olhe que esta chegando para ficar, pois é uma fonte
ilimitada. E é bom nds nos prepararmos para recebé-la. O mundo espera por um substituto para a
gasolina. E, quando ele chegar, ndo havera mais gasolina; dentro em pouco, 0s precos da gasolina
subirdo tanto que sera inviavel consumi-la como combustivel de motor. Nao tarda o dia em que cada
tambor de gasolina devera ser substituido por um tambor de &lcool.

Henry Ford, 1916

Wheels for the World: Henry Ford, His Company, and a Century of Progress

(Traducéo retirada de GORDINHO, 2010)
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2. Biocombustiveis: Etanol

Biocombustiveis sdo combustiveis derivados de biomassa e, portanto alternativos aos
de origem féssil (IEA, 2015). Em outras palavras, sdo definidos como fontes de energia
provenientes de processo bioldgico por fixacdo recente de carbono. Uma vez que o petréleo
também ¢é formado por fixacdo de carbono, mas em um periodo de eras, e na producdo de
biocombustiveis o carbono torna-se disponivel em um intervalo de safras, € importante
distinguir temporalmente os dois processos (VAN MARIS et al., 2006).

Adicionalmente, no uso dos biocombustiveis, o carbono presente na atmosfera é
fixado pela planta, e volta a atmosfera quando queimado, ndo havendo introducdo de mais
carbono no sistema (PUPPAN, 2002). Ao contrario, a queima de combustiveis fosseis
reintroduz na atmosfera milhdes de toneladas de carbono antes enterradas sob a superficie
terrestre por milhares de anos (HOOK; TANG, 2013; VAN MARIS et al., 2006).

Se comparadas a outras fontes de energia renovaveis atualmente disponiveis, como
hidrelétrica, etlica e solar, a utilizacdo de biomassa como matéria-prima para producao de
biocombustiveis tém se destacado como principal alternativa aos combustiveis fdsseis
(NYLUND; AAKKO-SAKSA; SIPILA, 2008). Além de se basear em uma matéria prima
amplamente disponivel, biocombustiveis derivados de biomassa diminuem as emissfes de
gases responsaveis pelo efeito estufa, auxiliam no processo de sequestro de carbono, séo
sustentaveis e renovaveis, além de economicamente reduzirem a dependéncia de combustiveis
fosseis e suas decorrentes importacdes (DEMIRBAS, 2009; NIGAM; SINGH, 2011).

Sendo assim, biocombustiveis tém progressivamente ganhado espaco no mercado
mundial (CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012; MENON; RAO, 2012), tendo destaque o
bioalcool (metanol, etanol, butanol), biodiesel, biogas, entre outros (DEMIRBAS, 2008;
NIGAM; SINGH, 2011).

O etanol é um biocombustivel derivado da fermentacdo de aglcares, extraidos, dentre
outras fontes, de milho, beterraba e cana-de-acucar (CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012).
Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), o etanol proveniente da cana-de-
acucar tem capacidade de reduzir 61% da emissdo de gases causadores de efeito estufa
quando comparado a gasolina, enquanto o etanol de milho, produzido nos Estados Unidos,
apresenta 21% de reducdo (GORDINHO, 2010).

Atualmente, o bioetanol representa aproximadamente 80% de todo o mercado de
biocombustiveis, seguido pelo biodiesel (CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012), e sua
producdo em 2013 foi estimada em aproximadamente 75 bilhGes de litros (NIELSEN et al.,



2013). O Brasil é hoje o segundo maior produtor de etanol do mundo, com 27,6 bilhdes de
litros em 2013, atras apenas dos Estados Unidos com 50,4 bilhdes de litros (ANP, 2014).

Em veiculos, este pode ser utilizado em sua forma pura ou combinada a gasolina
(DEMIRBAS, 2008), e se destaca como uma das alternativas mais promissoras na reducéo da
dependéncia de gasolina. O potencial do etanol como combustivel ndo é visionado apenas
para veiculos terrestres, em 2014 foi lancado o VS-30, primeiro foguete nacional movido por

uma combinacdo de etanol e oxigénio liquido, na base de Alcantara, MA (FAB, 2014).

2.1. O cenério brasileiro

O Brasil, apesar de ter grande potencial na industria petroquimica e da recente
descoberta de jazidas como o pré-sal, ainda é dependente da importacdo de petréleo para
abastecer o mercado interno (EIA, 2014b). Ainda assim, desde 2008, o Brasil se destaca como
0 Unico pais do mundo em que o consumo de gasolina é superado por um combustivel
alternativo, o etanol (JANK, 2009; UNICA, 2010).

No Brasil, a industria sucroalcooleira é bem desenvolvida, e do periodo colonial até os
anos 70 era principalmente voltada para producdo de agucar. Diante da crise do petroleo de
1973, o governo brasileiro criou em 1975 o Proalcool (Programa Nacional do Alcool). Com o
programa, foram dados incentivos fiscais para 0 aumento do uso de etanol como combustivel,
além de tornar obrigatoria a mistura do mesmo na gasolina, visando uma menor dependéncia
da importacdo do combustivel (MOREIRA; GOLDEMBERG, 1999).

Em 2012 no Brasil, o etanol ja representava 70% de todo o combustivel utilizado em
veiculos, sendo boa parte representada pelos 20% de etanol adicionados a gasolina comum
(CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012). Em 2010, atingimos uma frota de 10 milhdes de
carros “flex”, ou seja, capazes de utilizar tanto gasolina como etanol como combustivel.
Desde 2003, com o lancamento deste tipo de veiculo, a utilizacdo do etanol evitou o
lancamento de mais de 100 milhGes de toneladas de CO. na atmosfera (UNICA, 2010).
Contudo, segundo estimativas de crescimento da frota de veiculos no Brasil, em 2020 sera
preciso dobrar a oferta de combustiveis para atender a demanda, assim como aumentar a
producéo de cana-de-agucar de 555 milhGes para 1,2 bilhdes de toneladas por ano (UNICA,
2011a).

E necessério discutir a seguranca energética brasileira, de forma que se reduza a
dependéncia da importacdo de petroleo, e 0 mercado esteja menos sujeito a flutuacGes de

precos. A demanda e as estimativas para o futuro impulsionam ndo apenas a industria como
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também pesquisas biotecnoldgicas com o intuito de aumentar o rendimento e a produtividade

do etanol.

2.2. Producdo de etanol: Primeira e segunda geracoes

Ainda no inicio do século XX, Albert Jan Kluyver ja& predizia a utilizacdo de

carboidratos e 0leos presentes em plantas como matéria-prima para a industria quimica:

Assim, a intensificacdo da agricultura, e seu desenvolvimento associado a industria moderna, ira, no
futuro, tornar-se cada vez mais comum. Isto significa que a industria quimica sera abastecida
principalmente com alguns produtos agricolas basicos, cujo valor deriva em grande parte de seu
contetdo dos trés principais grupos de substancias, os carboidratos, 6leos e proteinas. E assim,
particularmente os hidrocarbonetos - 0s aglcares, amidos, e componentes da parede celular, - se
tornard@o proeminentes como matérias-primas.

Albert Jan Kluyver

Albert Jan Kluyver, His Life and Work, 1959)

(Traducéo Livre)

Existe hoje a tendéncia de classificacdo dos biocombustiveis em primeira e segunda
geracdo, baseada nas suas matérias primas (LENNARTSSON; ERLANDSSON;
TAHERZADEH, 2014; MACHADO, 2013), tal como previsto por Kluyver. Combustiveis de
primeira geracdo sdo aqueles derivados de acUcares e 6leos, de fontes vegetais como cana-de-
acucar, milho, beterraba, sementes e oleaginosas, entre outras. De forma geral, da extracdo ao
produto final, sdo combustiveis relativamente faceis de obter (NIGAM; SINGH, 2011). No
caso do etanol, pode-se utilizar qualquer matéria prima contendo carboidratos, seja ela
sacarina (cana-de-acucar, beterraba) ou amilacea (milho, trigo, arroz). Depois da extra¢do dos
acucares fermentesciveis, a levedura Saccharomyces cerevisiae € responsavel pela
fermentacdo dos acucares a etanol. A Ultima etapa consiste na destilacdo do caldo, para
purificacdo do etanol (MACHADO, 2013). As fontes de matéria prima para o etanol de
primeira geracdo costumam entrar em conflito econémico e social, uma vez que também s&o
usados na industria alimenticia (CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012; NIGAM; SINGH,
2011).

Os combustiveis de segunda geracdo sao derivados de acUcares e 0leos encontrados na
biomassa lignocelulésica de plantas, e convertidos a combustiveis por meio de processos
biologicos de esterificacdo (biodiesel) ou fermentagdo (etanol), ou ainda processos

termoquimicos (pirdlise) (TAYLOR, 2008). Geralmente, esses combustiveis sdo produzidos a
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partir de residuos agroindustriais, como bagaco de cana, palha de milho e de trigo, ou de
residuos das industrias madeireiras e de papel (CHERUBINI, 2010; SLUITER et al., 2010).

Uma vez que a producdo de etanol de segunda geracdo utiliza os residuos
(principalmente) agroindustriais como fonte de matéria prima, o aumento da producdo de
etanol independe do aumento de &reas cultivaveis. Adicionalmente, ndo competem com o
mercado de alimentos, como ocorre com o etanol de primeira geracdo(NIGAM; SINGH,
2011), e apresentam vantagens de distribuicdo, uma vez que esta matéria prima € comumente
disponivel para processamento no local de producéo, quando comparada a dificil localizacéo
geogréfica, acesso e transporte do petroleo (MENON; RAO, 2012).

O etanol brasileiro é produzido a partir de carboidratos presentes no caldo da cana-de-
acucar e classificado como combustivel de primeira geracdo (DELLA-BIANCA; GOMBERT,
2013). Estima-se que a producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos da
producdo de etanol de primeira geragdo (especialmente bagago da cana) poderia aumentar em
até 50% por unidade de area plantada (STAMBUK et al., 2008). Atualmente este bagaco ndo
é desperdicado. De cada tonelada de cana, cerca 288kg sdo aproveitados na producdo de
energia elétrica de importancia fundamental uma vez que a queima para producao de energia
coincide com a seca dos reservatdrios de usinas hidrelétricas (UNICA, 2011b). Nas safras de
2013/2014, foram produzidas 653.519 mil toneladas de cana de acglcar no Brasil, ou seja,
aproximadamente 188213 mil toneladas de bagago (UNICA, 2014).

A producdo de etanol de segunda geracdo, a partir de residuos lignoceluldsicos é
significativamente mais complexa do que a producdo de primeira geracdo. Antes da
fermentacdo, a biomassa lignoceluldsica precisa passar por pré-tratamento, afim de reduzir a
recalcitrancia do material, e liberar os monémeros de agucar para fermentacdo (ALMEIDA et
al., 2011).

3. Composicao da Biomassa

A biomassa lignocelulésica é o principal componente estrutural de plantas e a maior
fonte de matéria organica terrestre. Os principais componentes da lignocelulose séo: celulose,
hemicelulose e lignina, sendo que as porcentagens desta composicdo variam
significativamente entre diferentes espécies de plantas (ALMEIDA et al., 2011). A celulose é
um polimero homogéneo linear composto por mondémeros de D-glicose (agUcares de seis

carbonos). A hemicelulose € um polimero heterogéneo, sendo formado por pentoses como
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xilose e arabinose (acglcares de cinco carbonos) e hexoses (manose, glicose e galactose)
(SAHA, 2004), conforme a Figura 1.

A utilizacdo da biomassa lignocelulésica como matéria prima para producédo de etanol
esbarra em dois principais impasses relacionados a sua composi¢do. Primeiramente, 0s
mondmeros de acUcar precisam ser liberados para fermentagdo, o que requer um pré-
tratamento quimico, fisico, térmico e/ou enzimatico da biomassa a fim de reduzir sua
recalcitrancia (PARACHIN; ALMEIDA, 2013).

Extrativos
1-5%

Cinzas
0-2%

Celulose 35-51% Hemicelulose 19-34% Lignina 21-32%
Glicose Galactose Manose CH,0H
CH,OH CH,OH CH,OH |

H H H y—0
< ¥ 09 Q ¥4 E AVAN
OH OH OH O OH H 0
OH OH OH OH H
OH OH H OH
Arabinose Xilose Alcoois

o) CH,OH Aromaticos
0 o. §H
OH oH \¢H
OH
OH

Figura 1: Composi¢do percentual da biomassa lignocelulésica, com seus principais
mondmeros constituintes.
Adaptado de (ALMEIDA et al., 2007).

Em segundo lugar, nem todos os acucares (hexoses) liberados sdo facilmente
convertidos a etanol pelos microrganismos hoje empregados no processo industrial (GONG et
al., 1983).

Como mostrado na Figura 1, a hemicelulose é composta por diferentes pentoses, como
arabinose e, principalmente xilose (PARACHIN; ALMEIDA, 2013). A Tabela 1 mostra a
composicao percentual de algumas fontes de biomassa ricas em pentoses.
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Tabela 1: Composicdo percentual de residuos lignocelul6sicos agroindustriais.

Material Glucano Manano Galactana Xilana Arabinana Lignana Referéncia
(FERREIRA-
Bagaco de cana- .
41,4 3,4 13 22,5 1,3 23,6 LEITAO etal.,
de-agUcar
2010)
Bagago de cana- (CARRASCO
43,3 N.D N.D 24,3 2,0 22,8
de-agucar etal., 2010)
Residuo de milho (OHGREN et
36,1 18 2,5 21,4 3,5 17,2
(Americana) al., 2007)
Residuo de milho Ohgren et al.,
) 36,8 0,3 2,9 22,2 55 21,2
(Italiana) 2007
: (REMOND et
Palha de trigo 41,2 N.D N.D 26,12 -- 19,1
al., 2010)
(LINDE;
GALBE;
Palha de cevada 36,8 N.D 2,2 17,2 53 14,3
ZACCHI,
2007)
(HSU et al.,
Palha de arroz 36,6 N.D N.D 16,1 N.D 14,9
2010)

N.D. ndo determinado; 2 = inclui arabinana
Adaptado de ALMEIDA, JOAOR M et al., 2011.

A xilana é um polissacarideo composto por monémeros de xilose. Esta, por sua vez, é
uma pentose, e 0 segundo acUcar mais presente na lignocelulose, atrds apenas da glicose
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006). No bagaco de cana, glicose e xilose podem representar
respectivamente 62% m/m e 33% m/m do total de agucares (FERREIRA-LEITAO et al.,
2010). Sua grande disponibilidade faz com que seja um importante alvo para
desenvolvimento de estratégias de aproveitamento para producdo de compostos de valor
agregado, dentre eles o etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Nesse contexto, um dos principais alvos de melhoramento do processo de utilizagdo
de biomassa para producéo de etanol, é o desenvolvimento de linhagens de microrganismos
capazes de fermentar hidrolisados contendo todos os diferentes agucares (pentoses e hexoses)
componentes da biomassa (PARACHIN; ALMEIDA, 2013).
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3.1. Microrganismos e vias do catabolismo de xilose

Microrganismos naturalmente capazes de fermentar xilose apresentam duas principais
vias de catabolismo de xilose: a via da oxirreducéo e a via da isomerizacdo (Figura 2).

A via da oxirredugdo da xilose € encontrada principalmente em leveduras e fungos
filamentosos, e é composta de duas etapas: na primeira a xilose é reduzida a xilitol pela xilose
redutase (XR) e este, oxidado a xilulose pela xilitol desidrogenase (XDH - Figura 2: A). Na
via da isomerizacdo a xilose é isomerizada a xilulose pela xilose isomerase (XI - Figura 2: B)
encontrada principalmente em procariotos, mas também presente em fungos filamentosos. Em
ambas as vias a Xilulose é fosforilada a xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase (XK). A
xilulose-5-fosfato € metabolizada pela via das pentoses fosfato até entrar na via glicolitica
(KARHUMAA et al., 2007; KUYPER et al., 2003).

Xilose Xilose
l Xilose < NAD(P)H
Redutase NAD(P)*
i - XILOSE
M ISOMERASE
Xilitol <"“"“
Desidrogenase NADH 'L
Xilulose Xilulose
1l K”P ATP
Xiluloguinase : ;
v q + | Xiluloguinase K
Xilulose — 5P Xilulose — 5P
v v
A PPP B PPP

Figura 2: Vias metabdlicas de catabolismo da xilose: A = oxirreducdo e B =
isomerizacao.
Adaptado de: KARHUMAA et al., 2007.

Na via de oxirredugdo, as duas enzimas envolvidas na conversdo de xilose a xilulose,
utilizam diferentes cofatores. Enquanto XDH utiliza unicamente NAD+, XR utiliza
preferencialmente NADPH (KOTTER; CIRIACY, 1993). Esta diferenca gera um desbalanco
de cofatores, levando ao excesso de formagdo de NADH (BRUINENBERG et al., 1983).
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Anaerobicamente, o excesso de NADH pode ser reoxidado, por meio da formagéo de xilitol
(TOIVARI et al., 2004). O desbalanco de cofatores € um dos responsaveis pela redugdo da
produtividade de etanol (KUYPER et al., 2004). Enquanto isso, a xilose isomerase depende
da presenca de cations divalentes para atuar, frequentemente Co?*, Mn?" ou Mg?,
dependendo da origem da enzima (BHOSALE; RAO; DESHPANDE, 1996).

As duas vias metabdlicas sdo encontradas em diversos microrganismos entre archaeas,
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, capazes de fermentar xilose (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006). Pelo interesse na utilizagdo de xilose como fonte de carbono para
producdo de etanol, a expressdo heterloga e a modificagdo destas vias em diferentes
organismos tém sido amplamente exploradas (revisado por HAHN-HAGERDAL et al.,
2007).

Atualmente j& foram construidas linhagens recombinantes de Zymomona mobilis,
Klebsiella oxytoca e Escherichia coli entre outras, capazes de fermentar xilose a etanol
(revisado por HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Entretanto, 0 organismo mais comumente
utilizado em processos fermentativos industriais de producdo de etanol é a levedura
Saccharomyces cerevisiae (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

4. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura amplamente conhecida e utilizada pelos
seres humanos. Desde a antiguidade é aplicada na panificacdo e na producdo de vinhos e
cervejas (NEVOIGT, 2008). Atualmente, € o eucarioto mais bem descrito e conhecido
genética, fisioldgica e metabolicamente (revisado por PAES; ALMEIDA, 2014). Seu genoma
foi o primeiro de eucariotos a ser completamente sequenciado (GOFFEAU et al., 1996).

A quantidade de conhecimentos acumulado sobre este organismo, e disponivel em
bancos de dados, o torna uma plataforma atraente para melhoramentos genéticos e para
engenharia metabdlica (NEVOIGT, 2008; PAES; ALMEIDA, 2014; VAN MARIS et al.,
2006). Atualmente é aplicado em industrias para a producdo dos mais diversos compostos,
dentre eles propanodiol, farneseno, metil- ésteres, butanol, acido succinico, lactato, glicerol, e
claro, etanol (NEVOIGT, 2008; PAES; ALMEIDA, 2014).

Apesar de conhecermos o potencial de bactérias e outros microrganismos como
possiveis produtores de etanol em escala industrial, a S. cerevisiae € hoje 0 microrganismo
mais comumente utilizado na producgdo de biocombustiveis (VAN MARIS et al., 2007).

Algumas caracteristicas intrinsecas a S. cerevisiae sdo amplamente desejaveis, como sua
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capacidade de produzir etanol a altas taxas e com alto rendimento a partir de agucares simples
em diferentes condicdes de aeracdo (PAES; ALMEIDA, 2014).

A S. cerevisiae € a principal levedura que apresenta crescimento rapido em hexoses
em condicdo de anaerobiose (KUYPER et al., 2003). Esta caracteristica € fundamental para
aplicacdo industrial da levedura, uma vez que a producdo de etanol se d& em reatores, onde a
aeracdo do sistema é considerada economicamente inviavel (VAN MARIS et al., 2006). Além
disso, S. cerevisiae apresenta alta tolerancia a etanol, e é capaz de crescer em baixo pH, o que
reduz problemas de contaminacdo do sistema por bactérias (NEVOIGT, 2008; PAES;
ALMEIDA, 2014). Outro fator relevante para a producdo de etanol de segunda geragéo, a S.
cerevisiae também apresenta maior tolerdncia a compostos inibidores formados durante o
processo de pré-tratamento da biomassa quando comparada a outros microrganismos
(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1993).

Uma vez que a S. cerevisiae é a principal levedura utilizada para producdo de etanol
de primeira geracdo, ao tentar aplicar a mesma levedura para producdo de etanol de segunda
geracdo, esharramos em restricdes quanto a sua capacidade de fermentar todos os acUcares
presentes na biomassa (GONG et al., 1983). Dentre os carboidratos encontrados na fracdo
lignocelulosica, as linhagens selvagens de S. cerevisiae sdo capazes de fermentar outras
hexoses além da glicose, como manose, frutose e galactose, por vias acopladas a via das
pentoses fosfato. Entretanto estas linhagens s@o incapazes de fermentar ou assimilar pentoses
(xilose e arabinose) (BATT et al., 1986; GONG et al., 1983), com excec¢do da D-xilulose, um
isdbmero de xilose, que pode ser lentamente metabolizado na via das pentoses fosfato (UENG
et al., 1981) ao ser fosforilada a D-xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase (XK) (RODRIGUEZ-
PENA et al., 1998).

4.1. Engenharia metabdlica de S. cerevisiae

A engenharia metabdlica, ou seja, a manipulacdo de fluxos metabolicos para producao
de compostos desejados baseia-se em conhecimentos de genética, biologia molecular e
bioquimica, como estratégia de melhoramento de organismos (NEVOIGT, 2008; VAN
MARIS et al., 2007). Dentre as estratégias de engenharia metabolica de microrganismos
podemos destacar quatro principais alvos frequentemente abordados no melhoramento de
linhagens para o aproveitamento de xilose na producdo de etanol de segunda geragéo: i)
aumento de afinidade e especificidade dos transportadores para internalizacdo de Xxilose
(HAMACHER et al., 2002; SUBTIL; BOLES, 2012) e a cofermentacéo de acucares (KIM et
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al., 2012); ii) expressdo heterdloga de genes da via da isomerizagdo e iii) da via de
oxirredugdo da xilose (revisado por CAl; ZHANG; LI, 2012; SAUER, 2001; VAN MARIS et
al., 2007) e iv) outros genes envolvidos com o metabolismo de xilose (revisado por VAN
VLEET; JEFFRIES, 2009; NEVOIGT, 2008).

Outra estratégia que pode ser utilizada para melhoramento genético é a evolucao
adaptativa. Refletindo os principios da sele¢do natural, a evolugdo adaptativa se aproveita da
variacdo genética existente entre individuos para selecionar aqueles mais aptos diante de
determinada pressdo seletiva (SAUER, 2001). No caso de microrganismos utilizados em
biotecnologia, a evolucdo adaptativa pode ser utilizada para obter linhagens mais tolerantes a
compostos inibidores, linhagens com maior eficiéncia na producdo de compostos desejaveis e
na utilizacdo de diferentes substratos (NEVOIGT, 2008; PAES; ALMEIDA, 2014; VAN
MARIS et al., 2007).

Para que a S. cerevisiae seja capaz de utilizar outros carboidratos que néo a glicose sdo
necessarios trés requisitos principais. Primeiramente, a levedura deve ter transportadores
funcionais para o carboidrato, caso contrario, este sera fisicamente impossibilitado de
participar de qualquer via metabdlica. Em segundo lugar, € necessario que exista uma via
ativa de catabolismo do carboidrato que se conecte com a via glicolitica para utilizacdo deste
carbono. Adicionalmente, é necessario que o balanco redox da célula seja mantido durante a
utilizacdo desses carboidratos (VAN MARIS et al., 2006).

A S. cerevisiae apresenta um conjunto de genes que possibilitariam a assimilacdo da
xilose pela via de oxirreducdo (BATT et al., 1986; GONG et al., 1983). Na presenca de
xilose, genes essenciais para 0 metabolismo deste agUcar sdo induzidos, o que sugere que S.
cerevisiae ja foi capaz de crescer em xilose (TOIVARI et al., 2004). Entretanto, os baixos
niveis de expressdo destes genes, ocasionando a impossibilidade de converter eficientemente
xilose a xilulose, inviabilizam o crescimento da levedura em xilose como Unica fonte de
carbono (BATT et al., 1986; MATSUSHIKA et al., 2009).

E importante ressaltar que, 0 gene responsavel pela enzima xiluloquinase, presente em
ambas as vias de metabolismo de xilose, é enddgeno da levedura S. cerevisiae
(RODRIGUEZ-PENA et al., 1998), e responsavel pela capacidade desta levedura de
metabolizar xilulose (UENG et al., 1981) Figura 2).

Imagina-se que S. cerevisiae tenha evoluido de forma que a atividade das enzimas
enddgenas envolvidas no metabolismo de xilose seja tdo baixa que impossibilitem o seu
crescimento (TOIVARI et al., 2004; VAN MARIS et al., 2007).
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Duas principais solugdes tém sido propostas para possibilitar o eficiente uso de xilose
para producédo de etanol pela S. cerevisiae. Primeiramente, selecionar ou engenheirar uma
linhagem de S. cerevisiae capaz de utilizar o mesmo conjunto de cofatores tanto para XR
quanto para XDH, evitando acimulo de xilitol. Outra alternativa seria a expressao heteréloga
de uma XI sem a necessidade de enfrentar os problemas de desbalanco de cofatores da
oxirredugdo, uma vez que essa enzima utiliza cations divalentes como cofator (revisado por
VAN MARIS et al., 2007; VAN VLEET; JEFFRIES, 2009).

5. X1 Piromyces

Dado o potencial no desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae capazes de utilizar
xilose para a producdo de etanol, ha também um grande interesse na identificacdo e
caracterizacdo de novos genes codificadores de XI. Diferentes XI foram identificadas em
grupos de archaea (JOHNSEN; SCHONHEIT, 2004; JOHNSEN et al., 2009) e bacteria,
animais (DING et al., 2009), além de algumas plantas. O banco de dados de proteinas Interpro
(HUNTER et al., 2012) tem registradas atualmente mais de 3165 sequéncias da familia das
xiloses isomerases, sendo 5 de archaeas, 200 de eucariotos e mais de 2960 de bacteérias, além
de algumas sequéncias nao classificadas (INTERPRO, 2015).

Durante décadas, ndo houve sucesso nas tentativas de expressdo de xiloses isomerases
de diferentes microrganismos em S. cerevisiae (revisado por VAN MARIS et al., 2007). No
estudo de Sarthy de 1987, em que a xilose isomerase de E. coli foi expressa em S. cerevisiae,
diferentes hipéteses foram propostas para explicar o fracasso da expressdo da XI na levedura,
tal como modificacbes pds-traducionais, mal dobramento de proteina, pH intracelular ou
inespecificidade de cofatores. Entretanto, nenhum fator determinante foi encontrado
(GARDONY I; HAHN-HAGERDAL, 2003; MOES; PRETORIUS; ZYL, 1996; SARTHIY et
al., 1987).

Em 1996 foi obtida uma linhagem de S. cerevisiae com atividade significativa de XI, a
partir da expressdo heterdloga do gene de Thermus thermophilus. Entretanto, a temperatura
Otima para funcionamento da enzima, compativel com a origem termofilica do organismo, era
inviavel para S. cerevisiae (WALFRIDSSON et al., 1996).

Em 2003, KUYPER e colaboradores descreveram a expressao funcional de uma xilose
isomerase eucaridtica em S. cerevisiae. O fungo filamentoso anaerdbio obrigatério Piromyces
sp., do qual se originou o gene utilizado, foi isolado das fezes do elefante indiano. No entanto,

ndo foi identificada a atividade das enzimas da via de oxirreducdo. Os autores demonstraram
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que a via da xilose presente no fungo era de isomerizagdo, e ndo oxirreducdo como
comumente encontrada em eucariotos. Apo6s identificar o possivel gene codificador para XlI, e
expressa-lo em linhagem laboratorial de S. cerevisiae, observou-se o crescimento da levedura
em meio minimo com Xxilose com taxa de crescimento de 0,005 h't. A expressdo de XI de
Piromyces em Saccharomyces cerevisiae, apesar de ndo ser a Unica funcional descrita,
impulsionou estudos na area de expressdo da via de XI para fermentacdo anaerdbia de xilose
para producéo de etanol.

Neste trabalho, os genes XylA de Piromyces sp. e XKS1 enddgeno de S. cerevisiae
foram clonados em vetores epissomais sob controle dos promotores constitutivos fortes GPD
(BITTER; EGAN, 1984) e TEF (COTTRELLE et al., 1985) de S. cerevisiae, respectivamente.
Os vetores epissomais permitem um maior nivel de expressdo dos genes devido as maltiplas
copias do plasmideo que podem ser mantidas no citoplasma. O alto nivel de expressdo dos
genes é desejavel para possibilitar o crescimento dos transformantes em xilose.

O desenvolvimento de linhagens laboratoriais eficientes na conversdo anaerébia de
xilose a etanol é fundamental para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no
processo, e aplicacdo destes conhecimentos em leveduras industriais. Adicionalmente,
considerando a diversidade microbiolégica, a identificacdo e caracterizagdo de novas Xl
podem revelar enzimas ainda desconhecidas, e com potencial para aplicagdo biotecnolégica
na producao de etanol.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
e Construcao de linhagens recombinantes de S. cerevisiae para aproveitamento de

xilose na producao de etanol.

Obijetivos especificos

Construcdo de linhagens transformantes capazes de utilizar xilose através da via de

isomerizacao;

Evolucdo adaptativa das linhagens transformantes para utilizacdo de xilose como Unica

fonte de carbono;

Caracterizacéo fisioldgica das linhagens recombinantes geradas

Desenvolvimento de linhagens para sele¢do de novas XI.
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MATERIAIS E METODOS

1. Microrganismos

Linhagens de bacteérias e leveduras congénicas utilizadas no trabalho (Tabela 2).

Tabela 2: Linhagens de microrganismos utilizados neste trabalho.

Bactérias
Linhagens Genotipo Referéncia
E. coli XL 10 Gold Tet'A(mcrA)183 A(mcrCB Strategene
hsdSMR-mrr)173 endAl (ROTHEN et al., 1998)
SUpE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F
proAB lacl9ZAM15 Tn10
(Tet") Amy Cam']
Leveduras
Linhagens Genotipo Referéncia
S. cerevisiae MATa, trp1-289, MAL2-8C, SUC2  (ENTIAN; KOTTER,
CEN.PK 113.3C 2007)
S. cerevisiae MATa, ura3-52, trp1-289, MAL2-
CEN.PK 113.14A 8C, SUC2 (ENTIAN; KOTTER,
2007)
2. Genes

Genes da via de catabolismo de xilose utilizados na construcdo de cassete para
expressao em S. cerevisiae.
XylA: gene codificador para xilose isomerase de Piromyces sp.

XKS1: gene enddgeno de S. cerevisiae para expressdo de xilulogquinase.

3. Oligonucleotideos

Conjunto de oligonucleotideos utilizados neste trabalho (Tabela 3).
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Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados na construcgéo de cassetes de expressao.

,Ollgonucleot Sequéncia (3 Descricéo Referéncia
ideo —3%)
Amplificacéo de cassete de
BamHI-GPD CG GGATCC  expressao a partl_r do_ (MUMBERG;
. F agtttatcattatcaa promotor GPD inserindo MULIER,;
tactgc sitio de restricdo BamHI na FUNK, 1994)
regido 5’ do gene.
Amplificacdo de cassete de
CG GGATCC  expressdo a partir de (MUMBERG;
BamHI-Cyc- . . .
2 R ggccgeaaattaaa  terminador Cyc inserindo MULIER;
gc sitio de restricdo BamHI na FUNK, 1994)
regido 5’ do gene.
CG GGATCC  Amplificacdo de cassete de (MUMBERG;
BamHI-TEF- ) :
3 . catagcttcaaaatg expressdo a partir de MULIER;
tttct promotor TEF FUNK, 1994)
GTGGCCCA S
GCCGGE- Amplificacdo do gene para
Spel -XylA — XIPiro (XylA) inserindo sitio  (KUYPER et
! F CAAAATGG de restrigédo Spel ido 5’ al., 2003)
CTAAGGAA ene‘? pel na regido "
TATTTC gene.
AATC- Amplificacdo do gene para
TAGATATTG XIPiro (XylA) inserindo sitio  (KUYPER et
8 Sal-XylA-R - o
GTACATGGC de restrigdo Sall naregido 3’ al., 2003)
AACAATAG  do gene.
Amplificacdo do gene para
o SpelS ?TcttTcaAfaz?ttS; XK (XKS1) inserindo sitio de (KUYPER et
XKS1-F gigticag restricdo Spel na regidao 5°do  al., 2005)
g gene.
Amplificacdo do gene para
o 3XKSI- ;%;?::ngact XK (XKSL1) inserindo sitio de  (KUYPER et
Sall-R gatgagag restricdo Sall naregido 3’ do al., 2005)
cttttcc
gene.
caccagaacttagtt Amplificacdo de porcdo da
11 paz3F tcgac regido 3’ do promotor GPD Este trabalho
tgaatgt Amplificaca a
12 P423-R gegrgaatglaage m? ! |(,:a(;ao de porgao da Este trabalho
gtgac regido 5’ do terminador TEF
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4, Vetores

Vetores utilizados no trabalho (Tabela 4).

Tabela 4: Vetores em E. coli e S. cerevisiae.

Plasmideo Descricéo Referéncia

p424 Peep Tcye, ampR , TRP1, 2 p origin (MUMBERG; MULIER,;
FUNK, 1994)

P426 Pter Tcye, ampR , URAS, 2 L origin (MUMBERG; MULIER;
FUNK, 1994)

pRH218 pBluescript 11 SK+, URAS3, 2 pu origin  (HECTOR et al., 2011a)
+ PHXT7-Piromyces XI-THXT7

pRH195 pBluescript Il SK?, TRP1, CEN6, (HECTOR etal., 2011b)
ARSH4 ? PHXT7-XKS1-THXT7

5. Enzimas

5.1. Enzimas de restricéo

As enzimas de restrigdo utilizadas foram Fast Digest Restriction Enzyme (Thermo

Scientific), sequindo recomendac6es do fabricante.

5.2. Tag Polimerase

Enzima Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific) utilizada nas reacdes de PCR,

conforme recomendacdes do fabricante.

5.3. Pfu Polimerase

Enzima Pfu Polimerase (Thermo Scientific) utilizada nas reacdes de PCR, conforme

recomendacdes do fabricante.

5.4. T4 DNA Ligase

Enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) utilizada nas ligacGes de fragmentos de
DNA, conforme recomendacfes descritas pelo fabricante.

5.5. RNAse A
Enzima RNAse A, DNAse and protease-free (10 mg/mL) (Thermo Scientific)

utilizada conforme recomendagdes descritas pelo fabricante.
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6. Marcador molecular

Em géis de agarose foi utilizado o marcador molecular GeneRuler DNA Ladder Mix

0,5 pg/uL (Thermo Scientific) como referéncia de peso molecular e concentracao de DNA.

7. Solucdes

As solugdes utilizadas séo descritas abaixo.

7.1. Antibioticos
Ampicilina
Ampicilina dissolvida em agua Milli-Q (concentracdo final 50 mg/mL) e esterilizada

por filtracdo com membrana Millipore 0,22 um. Concentracéo final de uso: 50 pg/mL.

7.2. Analise em gel de agarose

Tampéo SB
NaOH 0,8% (p/v)
Acido Borico 4,5% (p/v)

pH ajustado com &cido borico até atingir 8,0.

Brometo de etidio (EtBr)
Brometo de etidio foi diluido em &4gua Milli-Q (concentracao final 62,5 pg/mL).

Concentracao final de uso: 5ug/mL

7.3. Solucéo de aminoéacidos
Triptofano (Trp)
L-triptofano 1,0% (p/v)

Dissolvido em agua Milli-Q, esterilizado por filtragdo com membrana Millipore 0,22 um.

7.4. Solucéo para Anélise em HPLC (Cromatografia liquida de alta performance)

Acido Sulfurico (H2S04) 5mM
H2SO4 0,049%

Completar com agua Milli-Q.
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7.5. Solucéo de Sais (10X)

Sulfato de amonio ((NH4)2S04) 50 g/L
Sulfato de magnésio (MgSQO4-7H20) 5¢g/L
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 30 g/L

7.6. Solucdo de Vitaminas (1000X)

Dissolver 0,005g de biotina em 1ml de NaOH 0,1M (hidroxido de sédio) e adicionar
80mL de H.O. Ajustar pH para 6,5 com HCI 1M/ NaOH 1M. Dissolver as seguintes
vitaminas nas solucfes de biotina, uma de cada vez. O pH é ajustado para 6,5 apds cada
adicéo:

Pantotenato de célcio ((CaH16NOs)2Ca) 0,19

Niacina (CsHsNO,) 01g
Inositol (CsH1206) 2,59
Cloridrato de tiamina (C12H17CIN4Os) 0,19
Cloridrato de piridoxina (CgH1:NO3) 0,19

Acido papa-aminobenzéico (C7H7NO) 0,02 g
Riboflavina (C17H20N4Os) 0,02¢g
Acido f6lico (C19H19N70s) 0,0002 g

Ajustar volume para 100mL com &gua e pH = 6,5. Esterilizar por filtracdo com

membrana Millipore 0,22 pum, e dividir o volume em tubos de 50mL. Armazenar na geladeira.

7.7. Solucdo de Elementos Traco (1000x)

Dissolver 1,5 g de EDTA dissédico (etilenodiamino tetracético) em 50mL de H-O.
Adicionar 0,45 g de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4-7H20). Ajustar pH para 6,0 e
adicionar os seguinte componentes, ajustando pH apds cada adicéo:

Cloreto de manganés dihidratado (MnCl>-2H.0) 0,1 ¢

Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl>-6H20) 0,03 g

Sulfato de cobre pentahidratado (CuS0s.5H20) 0,039

Molibidato de sédio hidratado (NazMo0O4-H20) 0,04 g

Cloreto de célcio dihidratado (CaCl.-2H20) 0,459
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4-7H.0) 0,39
Acido boérico (H3BO3) 01lg
lodeto de potassio (KI) 0,01g
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Ajustar pH para 4,0 e o0 volume para 100mL. Com filtro estéril (Millipore 0,22 pum),
dividir em tubos de 50mL e armazenar a solugdo na geladeira.

7.8. Ergosterol/Tween 80

Dissolver 1,6 g de ergosterol em 64mL de etanol puro em banho-maria a 70°C,
adicionar 67,2 g de Tween 80 e ajustar o volume para 200mL com etanol puro. Esterilizar por

filtracdo com membrana Millipore 0,22 pm.

8. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados sdo descritos abaixo. Todos foram esterilizados por
calor imido a 120°C por 15 min em autoclave.

8.1. Meios de cultura para bactéria

LB (Luria-Bertani)

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

pH ajustado para 7,2 com solugcdo de NaOH

Esterilizado por autoclave.

Meio LB-Agar
Meio LB adicionado de &gar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

8.2. Meios de cultura para levedura

Meio YPD (Meio extrato de levedura peptona glicose)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Esterilizado por autoclave.
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Meio YPD-4agar
Meio YPD adicionado de &gar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

Meio YPX (Meio extrato de levedura peptona xilose)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Xilose 2% (p/v)

Esterilizado por autoclave.

Meio YPX-agar

Meio YPX adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

Meio YNB 10X (estoque)

YNB: meio sintético

YNB 1,7% (p/v)
Sulfato de amoénia 5% (p/v)

Meio YG20 (YNB 1X + Glicose 20g/L)

YNB 10X 10%
Glicose 2% (p/v)
Meio YG20 agar

Meio Y G20 adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

Meio YX40 (YNB 2X + Xilose 40g/L)

YNB 10X 20%
Xilose 4% (p/v)
Meio Y X40 agar

Meio Y X40 adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

Meio YG20/YX40 (YNB 2X + Glicose 20g/L + Xilose 40g/L)
YNB 10X 20%
Glicose 2% (p/v)
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Xilose 4% (p/v)

Meio YG20/X40 agar
Meio YG20/X40 adicionado de agar 2% (p/v) antes de ser autoclavado.

Meio minimo para fermentagdo em biorreator

Solucéo de Sais 25%
Solucéo de Vitaminas 0,25%
Solucédo de Elementos Traco 0,25%
Ergosterol/Tween 80® 0,125%
Glicose 20 g/L
Xilose 40 g/L

9. Protocolos

9.1. PCR (Polimerase Chain Reaction)

As PCRs foram feitas de acordo com as especificacbes do fabricante da enzima
(Thermo Scientific).

Cada reacdo de PCR com volume final de 50 pL continha: Tampdo de PCR 10X
(Thermo Scientific) concentracdo final 1X, MgCl> 50 mM (Thermo Scientific) concentracdo
final 1,5 mM, dNTPs (Thermo Scientific) concentracdo final 0,2 mM, oligonucleotideos
(Tabela 3) concentragdo final 0,2 uM, enzima Taq SU/uL (Thermo Scientific) concentragdo
final 1,25 U/ml, 1 a 3 uL de DNA molde, que quando purificado, variou de concentracdes
entre 10 e 100 ng por reagdo, e 4gua Milli-Q completando ao volume final da reacéo.

No caso da PCR de colbnia de bactéria para confirmacdo de transformante, a
quantidade equivalente & uma coldnia de células foi diluida em 10 pL de agua destilada
estéril, em tubos de 0,2mL. Para a cada rea¢do foram utilizados, 2 puL das células em
suspensdo como DNA molde.

No caso da PCR de colbnia de levedura para confirmacdo dos transformantes, a
quantidade equivalente a uma coldnia de celulas foi misturada a 10 pL de agua destilada
estéril, ou 10 pL da cultura liquida foi centrifugada e ressuspendida em 100 pL de agua
destilada estéril, em microtubos de 1,5mL. O contetdo celular foi aquecido a 94 °C por seis
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minutos e em seguida resfriado em freezer -80 °C por 15 minutos. Essa variagdo de
temperatura tem por objetivo lisar as células, liberando seu contetdo celular, incluindo DNA.
Posteriormente os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 3 minutos para precipitacdo de
componentes celulares, € do sobrenadante, 2 uLL foram utilizados como molde para reagdes de
PCR.

As PCRs foram realizadas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems) com o seguindo o programa: “1? fase - desnaturacao inicial: 95 °C por 5 minutos,
2% fase — desnaturacgdo: 95 °C por 30 segundos, 3% fase — anelamento: Tm do oligonucleotideo
por 30 segundos, 42 fase — extensdo: 72° C por 4 minutos, 52 fase — extensdo final: 72 °C por
10 minutos. As etapas 2, 3 e 4 foram repetidas por trinta ciclos, antes da 5 etapa.

A verificacdo do funcionamento das PCRs foi feito pela aplicacdo dos produtos finais

da reacdo e andlise por eletroforese em géis de agarose.

9.2. Eletroforese em gel de agarose

Verificagbes de integridade e quantificacio de DNA, funcionamento de PCR, e
extracdo de DNA foram feitos por eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de
etidio. As corridas foram feitas em cubas de eletroforese Thermo Scientific, contendo tampéo
SB 1X. Os resultados dos géis foram visualizados e fotografados em foto documentador

modelo L-P1X Chemi com auxilio do programa L-Pix Image.

9.3. Restricoes

As reacOes de restricdo foram feitas com as enzimas de restricdo Thermo Scientific
utilizando 0,2 ug a 5 pg de DNA. As reagdes foram feitas em termociclador Veriti™ Thermal

Cycler (Applied Biosystems) seguindo tempo definido pelo fabricante para cada enzima.

9.4. Ligacao

As reacOes de ligacdo inserto com vetor foram feitas com proporgdo 3:1
(inserto:vetor), utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) segundo as
especificacOes do fabricante.
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9.5. Purificacdo de fragmento de DNA em gel de agarose

As purificacdes de DNA das bandas de gel de agarose foram feitas com o Kit

Nucleospin Gel and PCR cleanup (Macherey-Nagel) segundo as especificagdes do fabricante.

9.6. Purificacdo de plasmideos e PCR

As purificacbes de DNA de PCR e também de plasmideos extraidos por
midipreparagdo caseira foram feitos com o kit GeneJET PCR purification kit da Thermo

Scientific, segundo especificacbes do fabricante.

9.7. Preparo de células eletrocompetentes

O preparo de células eletrocompetentes foi feita de acordo com protocolo “High-
Efficiency Transformation by Electroporation” encontrado no manual do eletroporador da
Bio-Rad “MicroPulser™ Electroporation Apparatus Operating Instructions and Applications
Guide,” 2000.

9.8. Preparo e transformacao de Levedura

O preparo e transformacdo de levedura (S. cerevisiae) para choque térmico foi feito
segundo protocolo “Large-scale high-efficiency yeast transformation using the LiAc/SS
carrier DNA/PEG method’ descrito por GIETZ; SCHIESTL (2007).

9.9. Transformacao de Bactéria por eletroporacéo (E. coli)

A transformacéo por eletroporacdo foi realizada em Electroporator 2510 (Eppendorf).
Foram adicionados entre 1 e 5 pL do plasmideo a 50 pL de células eletrocompetentes
retiradas do freezer -80 °C e descongeladas no gelo. As células com o DNA foram
transferidos para cuveta de eletroporacdo de 0,1 cm Gene Pulser Cuvette (Bio-Rad) estéril e
previamente resfriada. No eletroporador, a cuveta com células foi submetida a um pulso de
1,8 kV. Apos o pulso foi imediatamente adicionado 1mL de meio LB para recuperacdo das
células, e este, transferido para tubo (1,5mL) , e incubado a 37 °C por uma hora. Aliquotas de
100 pL, 200 pL e todo o restante do meio foram plaqueados em meio LB sdlido contendo o

antibidtico adequado. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante a noite.

9.10. Extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina (Midipreparacao de Bactéria)

A extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina de E. coli foi feita segundo protocolo
descrito no Protocol 2: Preparation of plasmid DNA by alkaline lysis with SDS:
Midipreparation, encontrado em Molecular Cloning - A Laboratory Manual (“Molecular
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Cloning - Sambrook & Russel”, 2001). Os plasmideos foram purificados com RNAse A
(concentracéo final 2 pg/pL).

9.11. Extracdo de DNA plasmidial (Minipreparacao de Levedura)

A extracao de DNA plasmidial de levedura foi feito segundo o protocolo adaptado “A
simple and highly eficiente procedure for rescuing autonomous plasmids from yeast” descrito
em ROBZYK; KASSIR, (1992).

O cultivo da cultura de levedura foi feito em 5mL de meio, e nas seguintes etapas, foi
seguido protocolo conforme descrito pelos autores supracitados. Na etapa de precipitacao,
apos adicionar o etanol gelado, o DNA foi incubado 30 minutos a 20 °C antes de ser

centrifugado, lavado e ressuspendido.

10. Curva de crescimento em tubo de ensaio

O teste de crescimento de coldnias isoladas das linhagens de transformantes foi feito
por fermentacdo Gnica em meio minimo com xilose liquido, em tubos de ensaio de 50mL.

As colbnias foram plaqueadas em meio YX40 agar a partir de estoque de glicerol e
incubadas em estufa bacterioldgica a 30 °C por 144 horas. Coldnias aleatérias foram
escolhidas e replicadas em placa de meio YG20 agar, e crescidas durante a noite em estufa a
30 °C. A partir das placas, foi feito o mesmo procedimento de tratamento de in6culo utilizado
nas fermentacbes em erlenmeyer. As seis colonias de cada uma das linhagens de
transformante foram inoculadas em meio YG20 e crescidas por 48 horas a 28 °C em shaker
rotativo a 180 rpm (MAX Q8000 Thermo Scientific). Apds o crescimento, as células foram
centrifugadas (1200 g por 5 minutos), o sobrenadante de meio de glicose descartado, e as
células ressuspendidas em Y X40, incubado a 28 °C por a 180 rpm em shaker rotativo.

A fermentacdo foi feita em tubos de ensaio de 50 mL, com ODeqo inicial igual a 0,5 e
contendo 7,5 mL de meio YX40, a 28° C em shaker rotativo por 200 horas. Diversos pontos
de 200ul foram retirados em diferentes tempos de crescimento, e a densidade celular foi lida
em placas de 96 pogos (ELISA) por ODgoo em espectrofotometro Spectramax 3 (Molecular

Devices).
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11. Fermentacdo em erlenmeyer

Os testes de crescimento das linhagens foram realizados por fermentagdes em meio
minimo com xilose liquido YX40, para analise do perfil de crescimento e producdo de
metabolitos.

As linhagens foram retiradas de estoques de glicerol em freezer -80°C, plaqueadas em
meio YG20 &gar e incubadas a 28 °C por 48h em estufa bacteriologica. Posteriormente, as
placas foram utilizadas como fonte para o pré-indculo liquido, onde as leveduras foram
inoculadas em 5 mL de meio YG20 e crescidas por 48h a 28 °C em shaker rotativo a 180 rpm
(MAX Q8000 Thermo Scientific). Apds este crescimento, as células foram centrifugadas
(1200 g por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e lavado com agua destilada estéril, e
as células foram adicionados 5 mL de YX40, incubado a 28 °C por a 180 rpm em shaker
rotativo.

As fermentacbes foram realizadas em triplicata, em frascos erlenmeyers contendo 50
mL de meio Y X40, a 28° C em shaker rotativo por 120 horas, em que a cada 24h uma amostra
(600 pl) da cultura foi retirada e guardada em freezer -20 °C para futuras analises. A ODsoo
do inéculo de xilose foi medida e calculada forma que ODesgo inicial das amostras da
fermentacao fossem 0,5.

A densidade celular foi medida por ODsoo em espectrofotdmetro Spectramax 3

(Molecular Devices) em cuvetas de 1 mL.

12. Fermentacdo em Biorreator

As cofermentacdes foram feitas em biorreator New Brunswick ™ BioFIo® 115, em
900 mL de meio minimo de sais suplementado com vitaminas, elementos traco e ergosterol,
contendo 40 g/L de Xilose e 20 g/L de glicose.

As amostras foram retiradas de estoque de glicerol em freezer -80°C e plaqueadas em
meio YG20 agar, incubadas a 28 °C por 48h em estufa bacterioldgica. Posteriormente as
placas foram transferidas para 5 mL de meio YG20 e incubadas durante a noite a 28 °C em
shaker rotativo (180 rpm). Trés mililitros deste pré-inoculo foram entdo inoculados em 100
mL de meio YG20/X40, crescidos também durante a noite a 28°C em shaker rotativo 180
rpm.

A ODeoo do indculo foi medida e calculada de forma que a ODsoo inicial no biorreator

fosse igual a 0,5. O crescimento foi feito por 120 horas, a 28° C, 200 rpm e pH igual a 5,5
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mantido por adi¢do de base (KOH 3M) quando necessario. Ndo houve oxigenagdo durante a
fermentacdo (fermentacdo anaerdbia). As fermentacGes foram feitas em duplicatas, e a
densidade celular medida por ODeoo de amostras retiradas em diferentes tempos de cultura e
congeladas para futuras analises. As ODs foram medidas em espectrofotdmetro Spectramax 3

(Molecular Devices) em cuvetas de 1 mL.

13. Condicionamento de Leveduras

O condicionamento das leveduras transformantes foi feito por transferéncias
sucessivas das leveduras em meio minimo seletivo (YX40). Inicialmente, cada vez que a
levedura atingia ODeoo igual a trés, 1ml do crescimento era transferido para novo meio. Apds
dez ciclos, a cada vez que a levedura atingia crescimento de ODsoo igual a trés, era transferida
para novo meio com ODego final igual a 0,2. O processo de condicionamento foi executado
por aproximadamente nove meses em quarenta e trés ciclos de transferéncia. Nos ultimos dez
ciclos, a levedura era transferida para novo meio a cada 24 horas. Ao final, a linhagem gerada

foi denominada “condicionada”.

14. Cura de Leveduras

A cura dos plasmideos presentes no citoplasma das leveduras transformantes foi
realizada através de transferéncias sucessivas das leveduras transformantes crescidas em meio
completo suplementado com aminoacido de selecao.

Os transformantes condicionados foram inoculados em tubos de centrifuga de 50 mL
contendo 5 mL de YPD suplementado com L-triptofano (concentragdo final 60 mg/L) e
crescidos a 28 °C durante a noite em shaker rotativo (180 rpm). No dia seguinte, 100 pL do
crescimento foram transferidos para novo tubo contendo meio suplementado. Apos 10 ciclos
de transferéncia, as leveduras foram plaqueadas em YPD para isolamento de col6nia e
incubadas durante a noite em estufa a 28 °C. No dia seguinte, com as colénias crescidas, 52

coldnias de cada levedura transformante foram escolhidas e isoladas no teste de cura.

14.1. Teste de Cura

O teste da cura foi feito em placas de meio YPD e YG20 agar, utilizando mapa de
placa de Petri quadriculado e numerado. Cada coldnia isolada da placa de YPD foi resgatada

com palito e plagqueada em um mesmo espago numerado tanto em meio YG20 quanto em
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YPD, nesta ordem. As placas com o mapa foram incubadas em estufa a 28 °C até que as

colbnias crescessem.

14.2. Teste fisioldgico de confirmacao da cura

As linhagens curadas foram submetidas a um teste fisioldgico para confirmar a perda
de capacidade de crescer em meio minimo e de utilizar xilose como fonte de carbono.

As amostras das trés linhagens condicionadas e curadas foram plaqueadas em meio
YG20 e incubadas em estufa bacterioldgica a 30 °C durante a noite. A partir das placas, uma
quantidade equivalente a uma coldnia de cada uma das linhagens foi inoculada em trés tubos,
cada um contendo 5 mL de meio YPX, YG20 ou Y X40.

Amostras de 200 pL foram retiradas a cada 24 horas, e a densidade celular foi lida em
placas de 96 pogos (ELISA) por ODesoo em espectrofotdbmetro Spectramax 3 (Molecular
Devices).

15. Analise de metabolitos — HPLC

A andlise quantitativa dos metabdlitos produzidos (etanol, glicerol, &cido acético e
xilitol) e consumo de substrato (glicose e/ou xilose) nas fermentacGes foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As amostras retiradas nos diferentes tempos
das fermentagdes foram centrifugadas, diluidas duas vezes em agua Milli-Q e injetadas em
cromatografo Agilent 1260 Infinity utilizando coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) aquecido
a 45°C, como fase mével 5 mM H,SOa, fluxo de 0,6 mL/minuto. A detec¢do dos compostos
foi efetuada por detector de indice de refracdo. O software utilizado foi o Agilent Openlab
Control Panel para analise dos cromatogramas. A quantificacdo dos compostos foi realizada
ao comparar 0s mapas gerados com mapas de padrdes com concentragbes definidas dos
compostos de interesse.

16. Atividade enzimatica

16.1. Preparo de extrato celular

As amostras foram plaqueadas em meio YG20 e incubadas em estufa bacterioldgica a
30 °C por 48 horas. A partir das placas foi feito um in6culo em 20 mL de meio YG20 em
erlenmeyers de 100 mL, incubados por 48 horas a 28 °C em shaker rotativo a 180 rpm (MAX
Q8000 Thermo Scientific). As células foram entdo centrifugadas, lavadas com agua destilada

estéril e inoculadas em 20 mL de Y X40 nas mesmas condic¢des por 24 horas. Apos incubacao,
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as células foram centrifugadas (10.000 X g por 5 minutos) e lavadas com agua destilada
estéril. As células foram ressuspendidas em 500 pyL de Y-PER ™ (Yeast Protein Extraction
Reagent — Life Technologies) e incubadas por 30 minutos em plataforma oscilante a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, mantido em gelo, e utilizado como

substrato do ensaio enzimatico.

16.2. Atividade enzimatica

O ensaio de atividade enzimatica de XK foi feito segundo protocolo descrito em
LUCCIO et al. (2007).

O ensaio foi realizado a temperatura ambiente, em tampdo Hepes 50mM contendo
10mM MgClz, 50mM KCI e BSA 1mg/mL. Ao tampéo, foram adicionados os seguintes
reagentes, (com suas respectivas concentracbes finais na reacdo) NADH 0,3mM,
Fosfoenolpiruvato 1mM, ATP 5mM, D-xilulose 4,3mM, Piruvato quinase 3U/mL, Lactato
desidrogenase 5,4U/mL. Ao final foi adicionado 50 uL, 75 puL ou 100 pL de extrato celular

para os ensaios. O volume final da reacéo foi de 1mL.

A reacdo ocorre uma vez que o substrato (D-xilulose) é convertido a D-xilulose-5-
fosfato pela XK presente no extrato celular, ao custo de um ATP. O ADP liberado é utilizado
pela piruvato quinase para converter o fosfoenolpiruvato a piruvato, e este é reduzido a D-
lactato pela lactato desidrogenase, ao custo de um NADH. A deplecdo do NADH ¢é medida a

340 nm por 10 minutos.

O controle da atividade enzimatica foi feito ao adicionar todos os componentes da
reacdo exceto o extrato celular, em que nédo deve haver deple¢do do NADH.
16.3. Normalizagéo por curva de Bradford

O ensaio foi normalizado pela quantidade de proteina presente no substrato, através de
curva de Bradford (Sigma - Aldrich) feita com BSA, medido a 595nm com
espectrofotbmetro, de acordo com as instrugdes do fabricante.

16.4. Andlise estatistica

Foi aplicado um teste estatistico One-Way ANOVA com pos teste Tukey para
comparar se as diferencas entre as atividades de XK das diferentes linhagem eram
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estatisticamente significativas. O nivel de significAncia adotado para as analises foi de 5%. O
teste foi realizado em plataforma online (VASAVADA, 2014).

17. Sequenciamento da XIPiro condicionada

As amostras foram sequenciadas atraves de metodologia Sanger (SANGER;
COULSON, 1975) pela empresa Eurofins Genomics, utilizando o par de oligonucleotideos
11/12 (Tabela 3) para amplificacéo de XI.

O software utilizado para anélise do sequenciamento foi o Geneious 8.1 (disponivel
em Geneious website - http://www.geneious.com/ (KEARSE et al., 2012).

No Geneious as sequéncias foram visualizadas e as extremidades de baixa qualidade
foram removidas. Para os plasmideos das linhagens L7XI® e L7XIXK foram gerados contigs
a partir das dos dez fragmentos (cinco 5’ terminal e cinco 3’ terminal) sequenciados. Para o
plasmideo da linhagem L2XI e p424-XI foi montado um contig a partir dos fragmentos (5’
terminal ¢ 3’terminal) sequenciados. Os contigs foram alinhados utilizando a ferramenta
MUSCLE.

Foi feito um BLASTX da sequéncia consenso formada pelo alinhamento dos quatro
contigs (p424, L2XI, L7XI®, L7XIXK contra banco de dados de proteina (nr).

17.1. Preparacao de amostras para sequenciamento

Os plasmideos das leveduras condicionadas a serem sequenciados foram extraidos
através do protocolo de extracdo de DNA plasmidial de levedura. O DNA extraido foi
utilizado para transformar a E. coli por eletroporacéo, e, a partir das placas da transformacao,
foram selecionadas colonias de cada grupo transformado.

Para anélise do gene da amostra de L2XI condicionado, DNA foi extraido da levedura
e amplificado por PCR com par de oligonucleotideos 11/12 (Tabela 3) para XI.

Todas as amostras de DNA sequenciadas foram previamente purificadas com Kkit
GeneJET PCR purification Kit (Thermo Scientific).
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RESULTADOS

1. Construcao de linhagens de Saccharomyces cerevisiae capazes de consumir xilose

1.1. Clonagem dos genes XKS1 e XylA

Para construcdo de linhagens recombinantes de S. cerevisiae capazes de consumir
xilose, foi escolhida a via da xilose isomerase. Além disso, 0 efeito da superexpressao da
enzima Xxiluloquinase foi avaliado. Os genes XylA e XKS1 foram clonados nos vetores p424 e
p426, respectivamente. Para tanto, o gene XylA de Piromyces sp. (XIPiro), previamente
descrito foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos para amplificacdo de XIPiro (7/8
- Tabela 3) utilizando plasmideo pRH218 (Tabela 4) como molde. O gene XKS1 que codifica
XK de S. cerevisiae também foi amplificado por PCR com o par de oligonucleotideos para
amplificacdo de XK (9/10 - Tabela 3), utilizando o plasmideo pRH195, como molde (Tabela
4). Para ambos os genes, os sitios de restricdo para Spel e Sall foram inseridos nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente. A banda XI de Piromyces de aproximadamente 1,4 kb
referente ao gene XIPiro e a banda de aproximadamente 1,8 kb referente ao gene de XK
(Figura 3).

XIPiromyces

Figura 3: Confirmacdo da amplificacdo dos genes XIPiro (1,4kb) e XK (1,8kb). Anélise
eletroforética em gel de agarose 1%. Marcador de massa molecular Gene Ruler DNA Ladder
Mix (Thermo).
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Posteriormente plasmideos epissomais para a expressdo dos genes de interesse na
levedura foram construidos (Figuras 4 e 5). O gene de XIPiro foi clonado no plasmideo p424
(Tabela 4) linearizado previamente nos sitios de restricdo Sall/Spel, sob controle do promotor
GPD, terminador Cyc e marca de selecdo para TRP. O gene XK foi clonado no plasmideo
p426 (Tabela 4) linearizado previamente em Spel/Sall sob controle do promotor TEF,

terminador Cyc e marca de selecdo para URA (Figura 5).

Os sistemas de ligacéo de p424-X1 e p426-XK foram transformados por eletroporacéo
em E. coli e plaqueados em LB com ampicilina. A confirmacdo da clonagem foi realizada por
restricdo dos mesmos com o par de enzimas Sall e Spel utilizados na construcdo e analise

eletroforética em gel de agarose.

Amplificagao
por PCR
pRH 218
(HECTOR; MERTENS; et al., 2011)
Digestdo
XylA

_—
|Sall Spel|

Clonagem

v

Restricao
Sall-Spel

4600

Spel

Figura 4: Estratégia de construcdo do plasmideo p424-XI. O plasmideo p42a apresenta 6,5
kb e 0 gene XKS1 1,4 kb. O plasmideo gerado (p424-XIPiro) tem 7,8 kb.
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Amplificacao

por PCR
pRH 195
(HECTOR; DIEN; et al., 2011)
Digestdo
XkS1
[rE——)
| Sall Spel|
Spel

Clonagem

e

,‘?‘F 1 pro motér

A 4

Restricao
Sall-Spel

Figura 5 Estratégia de clonagem para a construcéo do plasmideo p426-XK. O plasmideo
p426 apresenta 6,6 kb e 0 gene XKS1 1,8 kb. O plasmideo gerado (p426-XK) tem 8,3kb.

1.2. Transformacgdo em de Levedura

Os vetores de expressdo construidos foram utilizados para transformar duas linhagens
isogénicas de S. cerevisiae, CEN.PK 113-3C (Levedura 2) e CEN.PK 113-14A (Levedura 7)
conforme Tabela 2. Os transformantes obtidos foram selecionados por sua capacidade de
crescer em meio minimo sem aminoacidos (YNB) contendo glicose como Unica fonte de

carbono. As linhagens construidas estdo descritas na Tabela 5.

Também foram gerados dois controles negativos, através da transformacdo das
mesmas linhagens, com o0s vetores de expressdo p424, e p424 combinado com p426, porém
sem os genes para Xl e XK (L2® e L7®, Tabela 5).
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Tabela 5: Linhagens de S. cerevisiae transformantes geradas no trabalho, pela insergdo

dos vetores construidos.

Linhagem Linhagem original ~ Gendtipo

L2® CEN.PK 113.C CEN.PK113.C MATa, trpl-289, MAL2-
8C, SUC2, p424::TRP

L2XI CEN.PK 113.C CEN.PK113.C , MATa, trp1-289, MAL2-
8C, SUC2, p424-XylA::TRP

L7® CEN.PK 113.14A CEN.PK113.14A MATa, ura3-52, trpl-
289, MAL2-8C, SUC2 p424:TRP
p426::URA

L7XI® CEN.PK 113.14A CEN.PK113.14A MATa, ura3-52, trpl-
289, MAL2-8C, SUC2 p424-XylA::TRP
p426::URA

L7XIXK CEN.PK 113.14A CEN.PK113.14A MATa, ura3-52, trpl-
289, MAL2-8C, SUC2 p424 - XylA::TRP
p426 — XKS1::URA

Os transformantes, contendo o plasmideo com o gene responsavel por complementar a
marca auxotrofica, foram capazes de crescer em glicose. Os controles (L2® e L7®) ndo
cresceram em meio minimo com xilose como a Unica fonte de carbono. A seguir foi feito um
teste de crescimento com as cinco linhagens em meio minimo (YNB) com xilose (40 g/L)

como Unica fonte de carbono (Figura 6).
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Figura 6: Teste de crescimento das leveduras transformantes geradas. Transformantes
L2® (vermelho) e L7® (laranja) contendo respectivamente os plasmideos p424 e p424/p426,
vazios e as amostras transformantes L2XI (cinza) L7XI® (verde) e¢ L7XIXK (azul)
expressando genes do catabolismo de xilose. Cada grafico € um exemplo representativo de

fermentacdo aerdbica feito em duplicata por 120 horas.

Como esperado, ndo houve crescimento para as amostras controle L2® ¢ L7®. A
linhagem a L7XIXK iniciou crescimento exponencial por volta de 72 horas (Figura 6),
enquanto o crescimento das linhagens L2XI ¢ L7XI ®, sO iniciou apos 120 horas de

crescimento (dados ndo mostrados).

1.3. Melhoramento genético por evolugdo adaptativa

As linhagens obtidas ap0s as transformag6es foram submetidas a processo de evolucao
adaptativa (condicionamento), em meio minimo com Xxilose como Unica fonte de carbono,
como estratégia de melhoramento genético para o consumo de xilose. O condicionamento
consistiu de sucessivas transferéncias da levedura crescida para um novo frasco contendo o

mesmo meio.

Inicialmente, 1 mL do crescimento foi transferido cada vez que atingiu ODeqo igual a
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trés. Ap0Os dez ciclos com esta abordagem, as transferéncias foram feitas para que a ODeoo

inicial no novo frasco fosse de 0,2 para todos.

Nos ultimos dez ciclos de condicionamento, foi adotada a estratégia de transferir a
levedura para novo meio a cada 24 horas, com a pressdo seletiva voltada para aquelas que
comecassem a crescer mais rapidamente. No total, o processo de condicionamento foi feito
por aproximadamente nove meses. Ao final foram obtidas as linhagens condicionadas dos trés
transformantes L2XI, L7XI® e L7XIXK condicionados.

Um teste de crescimento foi realizado para comparar as trés populacdes de leveduras
condicionadas, com os trés transformantes originais de L2XI, L7XI® ¢ L7XIXK e avaliar 0s

efeitos do processo adaptativo (Figura 7).

16
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pL2Xl pop =£=L7XI® pop L7XIXK pop L2XI original L7XI® original =#=L7XIXK original

Figura 7: Teste de crescimento entre transformantes isolados originais L2XI (cinza)
L7XI® (verde) e L7XIXK (azul) e populagao de transformantes condicionados L2XI (laranja)
L7XI® (vermelho) e L7XIXK (turquesa). Cada linha ¢ um exemplo representativo de
fermentacdo aerdbica (50 mL YX40 em frasco de 100 mL, ODsoo inicial: 0,5) feito em

duplicata por 120 horas.

Foram observadas duas principais diferencas no padrdo de crescimento entre 0s

isolados de transformantes originais e as populagdes de transformantes condicionadas.

Para todas as linhagens condicionadas, o crescimento em xilose comegou apos 24
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horas de incubagdo, enquanto o crescimento de L7XIXK original comegou apo6s 72 horas, e

L2XI e L7XI® tiveram crescimento, ainda muito lento, apds 120 horas.

A segunda diferenca marcante, também para todas as linhagens, se refere a densidade
celular final alcancada. Todas as linhagens condicionadas atingiram ODeoo final igual ou
maior que 10. L2XI e L7XI® entraram em fase estacionaria por volta de 96 horas, enquanto
L7XIXK continuou em fase exponencial até 120 horas. A linhagem original L7XIXK, que
teve maior crescimento dentre todas, chegou a ODgoo méaxima igual a 7,3 £ 1,2 em 120 horas.
As linhagens L2XI ¢ L7XI® originais atingiram ODego igual a 0,62 = 0,1 e 0,77 + 0,05,

respectivamente.

Considerando que as populagdes condicionadas apresentam variabilidade genética,
procedeu-se com o isolamento de clones que representassem o perfil melhorado da populacéo.
As amostras condicionadas foram plaqueadas em meio minimo Y X40, e seis col6nias de cada
uma das linhagens foram selecionadas baseado na sua capacidade de crescer em xilose ap6s

incubacéo de 48 horas.

Posteriormente, o perfil de crescimento em Xxilose das coldnias isoladas de cada uma
das populacdes foi analisado (Figura 8). As colénias ndo tiveram aparente diferenca
significativa no perfil de crescimento em nenhum dos trés grupos. Entretanto, a colonia de
namero seis, nos trés crescimentos, foi a Ultima a atingir fase estacionaria. Portanto, de cada
linhagem (L2, L7XI® ¢ L7XIXK), a colbnia isolada de numero seis foi escolhida como
fenotipo representativa da populacdo para desenvolvimento das etapas posteriores do
trabalho.

A confirmacdo de que os isolados selecionados apresentavam o gene de XIPiro foi
feita por PCR de col6nia, pela amplificacdo de XI com par de oligonucleotideos 11/12
(Tabela 3, Figura 9).
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Figura 8: Curva de crescimento de seis colbnias isoladas das linhagens obtidas a partir
de cada populagdo de condicionadas: L2XI Condicionada (A), L7XI @ Condicionada (B) ¢
L7XIXK Condicionada (C).
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Figura 9: Confirmacao da presenca do gene XIPiro nos isolados condicionados. Analise
eletroforética em gel de agarose 1%. PCR de col6nia das amostras condicionadas de L2XI,
L7XI® e L7XIXK, com oligonucleotideos 11/12. As bandas de aproximadamente 1,4kb séo
referentes ao gene XIPiro. Marcador de massa molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Thermo).

As PCRs confirmaram a presenca dos genes para Xl nas leveduras condicionadas.
Para verificar a presenca de XK nos isolados L7XI® e L7XIXK, foi feita uma PCR com par
de oligonucleotideos 3/2 (Tabela 3). Neste caso, foi feita tanto a PCR de col6nia, como a PCR

do plasmideo extraido da levedura (Figura 10).

A PCR de colonia apresentou banda de aproximadamente 750 bp referente a
amplificacdo do promotor, sitio de clonagem mdltipla (MCS) e terminador, para ambas
linhagens L7XI® (L7XI0b) e L7XIXK (L7XIXKb), mas nenhuma banda indicando a
presenca do gene de XK. Entretanto, a PCR do plasmideo extraido da levedura condicionada
L7XIXK, revelou banda de aproximadamente 2,5 kb, referente ao gene para XK (1,8 kb), o
promotor, MCS e terminador (L7X1XKa). A mesma banda de 750bp foi encontrada na PCR
do plasmideo extraido de L7XI®, indicando que este possui o plasmideo, entretanto sem o

gene para XK, enquanto a L7XIXK apresenta o plasmideo construido com XK (L7X10a).
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C+ L7Xloa L7XIXKa L7XIob L7XIXKb

Figura 10: Confirmacdo da presenca do gene XK nos isolados condicionados. Analise
eletroforética em gel de agarose 1% para verificacdo da presenca do gene de XK (2,5 kb) nos
isolados condicionados L7XI® (“a” e “b”) e L7XIXK (“a” e “b”) com oligonucleotideos 2/3.
As amostras “a” sdo referentes aos plasmideos extraidos da levedura por mini-preparacdo
como molde para PCR. As amostras “b” sdo referentes a PCR de col6nia. O controle da PCR
(C+) é referente a amplificacdo do gene no plasmideo construido p426-XK como molde.

Marcador de massa molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo).

A amostra L7XIXKb, em que ndo houve amplificacdo do gene de XK em L7XIXK
observada na amostra L7X1XKa, pode ser devido a um problema na preparacdo das células
para a PCR de col6nia. Precisamente por ter tido problemas na PCR de coldnia em eventos

anteriores, foram adotadas duas estratégias para analise da presenca do gene.
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1.4. Avaliagdo do perfil de crescimento e capacidade fermentativa das linhagens

construidas

Apbs a selecdo do isolado de cada linhagem condicionada, foram realizadas
fermentacdes para avaliar o perfil de crescimento e producdo de metabolitos das linhagens

originais e condicionadas (Figura 11).
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Figura 11: Teste de crescimento das linhagens transformantes originais (A, C, E) e
condicionadas (B, D, G). Consumo de xilose (vermelho), formacdo de biomassa (azul),
xilitol (verde), etanol (laranja), e glicerol (roxo), durante fermentagdo aerobica das linhagens
L2XI1 Original e Condicionada (A, B), L7XI® Original e Condicionada (C, D), e L7XIXK
Original e Condicionada (E, F). Ndo houve producdo de &cido acético em nenhuma das
linhagens. Cada grafico € um exemplo representativo de fermentagcdo aerobica com ODeoo
inicial de 0,5 feito em triplicata.
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A principal diferenga observada entre as linhagens originais e condicionadas foi o
consumo da xilose. Enquanto as linhagens condicionadas utilizam xilose, e tem crescimento
de biomassa (ODsoo) iniciado por volta de 24 horas, as leveduras originais levaram pelo
menos 72 horas para comecar a consumir Xilose e crescer. Esta diminui¢cdo da fase Lag de
crescimento € observado nas trés linhagens do grupo de condicionadas quando comparadas
com as originais. E importante notar que o crescimento final foi maior para todas as linhagens
condicionadas, com maior diferenca na densidade celular (ODsoo) entre as linhagens L2XI
condicionada (19,3 * 2,3) e original (0,84 + 0,1).

Nenhum dos dois grupos consome totalmente os 40 g/L de xilose disponiveis no meio
ao final das 120 horas, entretanto, enquanto as linhagens condicionadas consumiram entre
50% e 60% do total de xilose, as linhagens originais consumiram 2,97% (L2XI), 6,06
(L7XID) e 32,23% (L7XIXK).

A linhagem L7XI® foi a tinica do grupo de condicionadas a ndo produzir etanol.
Entretanto, sua produgdo de xilitol foi maior que todas as outras linhagens, chegando a
concentracdo final de 2,12 + 0,86 g/L. O rendimento de xilitol da linhagem condicionada

reduziu 12 vezes quando comparado com a original.

As concentragdes finais de produtos, rendimentos, produtividade e taxa de consumo de
substrato estdo resumidos nas Tabelas 6 e 7.

Com o intuito de investigar melhor os metabdlitos produzidos por cada uma das
linhagens, fermentacdes anaerébicas com alta densidade celular foram realizadas (ODsoo

inicial igual a 10, Figura 12).

Nenhuma das linhagens consome totalmente xilose, entretanto as linhagens originais
tém consumo entre 27,9% e 46,24% enquanto as condicionadas tém consumo entre 53,4% e

78,7%, sendo que a linhagem L7XI® foi novamente a que menos consumiu.
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Tabela 6: Concentracéo final de xilose consumida e de produtos formados.

. Xilose consumida g/L Etanol g/L P SRR L Glicerol g/L Xilitol g/L Biomassa g/L
Linhagem
Média | Desv Pad Média | Desv Pad Média | Desv Pad Média | Desv Pad Média Desv Pad Média Desv Pad

L2XI Original 1,19 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,38 0,05 0,18 0,05
L2XI Condicionada 22,07 3,19 0,60 0,41 0,02 0,03 0,70 0,37 0,85 0,73 11,91 4,03
L7XI® Original 2,43 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,27 0,03 0,11 0,01
L7XI® Condicionada 19,93 3,75 0,21 0,37 0,03 0,06 0,55 0,12 2,12 0,86 511 0,53
L7XIXK Original 12,89 5,45 0,49 0,57 0,01 0,02 0,37 0,16 0,76 0,13 3,24 0,56
L7XIXK Condicionada 24,21 5,29 1,18 0,64 0,03 0,05 1,24 0,67 0,13 0,03 5,32 0,40

Médias referentes a triplicatas biologicas. “Desv Pad” ¢ referente a desvio padrao.

Tabela 7: Taxa de crescimento e rendimento em gramas de produto formado por grama de substrato (xilose) consumido em

fermentacao aerdbia de baixa ODsoo inicial.

Taxa de crescimento Rendimento (g. g%) Taxa, c_je consu_mo
Linhagem () Etanol Glicerol Xilitol Biomassa ESpeC(IS;I;?l ?:?1;( Hlose

Media Desv Pad | Média | DesvPad | Média | DesvPad | Média | DesvPad | Média | Desv Pad Média Desv Pad
L2XI Original 0,02** 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,34 0,11 0,15 0,05 0,05 0,01
L2XI Condicionada 0,03 0,02 0,03 0,02 0,03 0,01 0,04 0,04 0,53 0,10 0,02 0,00
L7XI® Original n.c. n.c. 0,00 0,00 0,03 0,04 1,27 2,06 0,46 0,73 0,19 0,19
L7XI® Condicionada 0,01** 0,00 0,01 0,02 0,03 0,00 0,10 0,03 0,26 0,04 0,03 0,01
L7XIXK Original 0,01 0,00 0,03 0,03 0,03 0,01 0,06 0,02 0,27 0,09 0,03 0,01
L7XIXK Condicionada 0,03 0,00 0,05 0,02 0,05 0,02 0,01 0,00 0,23 0,05 0,04 0,01

Médias referentes a triplicatas bioldgicas. “Desv Pad” ¢ referente a desvio padrao.

n.c.: taxa nao calculada

*0 rendimento de acido acético, produtividade de acido acético, etanol, glicerol e xilitol ndo foram detectados.

** Taxa de crescimento calculado a partir de duplicata de fermentacoes.

50




ORIGINAISE 5o CONDICIONADASH

100 - 10l

- 8|

- 6@

Xilitol,®&Glicerol,Etanoldg/L)2

L2XIE
28 28
o - 0B
1208 120
= - -
= - 108 55 Y, 100
o)
= jasg =
ol 80 ) 8
o 7]
3 = o
= 6z © % 61
7xion 2 w2 4@
o
3 w g & 28
% FoE g = oz
m 08 247 487 728 96@ 120 @; ® 08a
a o 4
© 108 = £ 102
5 - .
o : @
- 6a 6a
L7XIXKR
- 4@ 49
- 2 28
- om o
08 247 487 728 96@ 1207 02 248 483 723 968 1201
Temnaof@h\R Temno@h\PI
=¢-Biomassa (OD600) -“Xilose Xilitol =*Glicerol Etanol

Figura 12: Teste de crescimento com indculo inicial alto das linhagens
transformantes Originais (A, C, E) e Condicionadas (B, D, G). Consumo de xilose
(vermelho), e formacéo de biomassa (azul), xilitol (verde), etanol (laranja) e glicerol
(roxo), durante fermentacdo aerdbica das linhagens L2XI Original e Condicionada (A,
B) L7XI® Original e Condicionada (C, D), e L7XIXK Original e Condicionada (E,
F). N&o houve producéo de acido acético em nenhuma das linhagens. Cada gréfico e
um exemplo representativo de fermentacdo aerdbica, 96 horas, com ODsgo inicial

igual a 10,feito em duplicata.

Uma vez tendo comecado com a densidade celular maior, ndo ha tanto
crescimento celular, e o grande ndmero de células utilizam a xilose e produzem

metabolitos mais rapidamente.
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Um dos principais produtos das linhagens condicionadas foi o etanol.
Enquanto para L2XI e L7XIXK a quantidade final de etanol produzida foi de 4,40 £
1,4 g/L e 6,05£0,12 g/L e o rendimento igual a 0,19+0,01 g/g e 0,15+0,03 g/g
respectivamente, a linhagem L7XI® teve o menor rendimento (0,016+0,023 g/g) e
concentracdo final de etanol (0,37+0,052 g/L). Entretanto, novamente a quantidade de
xilitol produzida foi maior que todas as linhagens (3,62 + 0,62 g/L) e o rendimento

comparavel ao das linhagens originais.

As linhagens originais tiveram rendimento minimo de etanol, chegando ao
maximo de 0,03£0,04 g/g na linhagem L7XIXK. Os rendimentos de glicerol
aumentaram para todas as linhagens condicionadas, entre duas (L7XIXK) e sete vezes
(L7XI®).0s dados referentes a concentracdo final de produto, produtividade,
consumo de substrato e rendimento das leveduras transformantes, no crescimento de

alta densidade celular estdo resumidos nas Tabelas 8, 9 e 10.

Visando uma analise mais minuciosa das linhagens L2XI original e
condicionadas, foram realizadas fermentacGes anaerdbicas em biorreator (Figura 13).
Também para avaliar o efeito da cofermentacdo, a levedura dispds tanto de glicose
(20 g/L) quanto de xilose (40 g/L) como fontes de carbono.

Era esperado que o investimento da levedura em anaerobiose fosse menos
voltado para crescimento, e houvesse maior producao de metabolitos secundarios. De
fato, isto foi observado na fermentacéo feita no biorreator. Como observado, ambas as
linhagens apresentaram capacidades idénticas de metabolizar glicose, resultando em
concentracdes de biomassa semelhantes. As duas linhagens consumiram
completamente a glicose. A linhagem original consumiu 3,62 + 2,27 g/L xilose,
enquanto a linhagem condicionada consumiu 7,04 + 1,07 g/L deste agUcar (Figura 13
e Tabela 11), o que resultou no aumento da producdo de etanol de 6,98 + 0,41 para
9,58 + 0,09. Também observou que a producdo de xilitol diminui 72% quando
comparado com a linhagem original. Desta forma, enquanto o rendimento de etanol

aumentou a de xilitol diminuiu. (Figura 13 e Tabela 13).

Para ambas as linhagens, foram produzidas aproximadamente 6,6 g/L de
etanol a partir da glicose. O rendimento de glicerol aumentou apenas 0,29 vezes. Para

ambas as linhagens, os rendimentos de acido acético permaneceram proximos (0,038
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g/g e 0,048 g/g), entretanto, a concentragdo final de &cido acético produzida pela

linhagem condicionada foi 40% maior.

As Tabelas 11, 12 e 13 resumem os valores de rendimento, produtividade
especifica, taxa de crescimento, taxa de consumo de substrato e balanco de carbono

das fermentacdes feitas no biorreator.
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Tabela 8: Concentracéo final de xilose consumida e produtos formados, em fermentagdo em xilose com alta ODeoo inicial.

Linhagem Xilose consumida g/L Etanol g/L Acetato g/L Glicerol g/L Xilitol g/L Biomassa g/L
Média DesvPad | Média | Desv Pad Média DesvPad | Média | DesvPad | Média | Desv Pad Média | Desv Pad

L2XI Original 15,38 2,95 0,17 0,24 0,00 0,00 0,26 0,37 3,87 0,03 3,44 1,34
L2XI Condicionado 31,41 0,98 6,05 0,12 0,01 0,01 1,19 0,10 0,34 0,00 10,48 4,84
L7XI® Original 11,17 7,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,16 2,86 0,41 1,46 1,66
L7XI® Condicionada 21,37 1,65 0,37 0,52 0,00 0,00 0,79 0,11 3,62 0,62 4,81 0,97
L7XIXK Original 18,50 4,20 0,66 0,94 0,05 0,02 0,58 0,03 3,42 0,10 511 2,20
L7XIXK Condicionada 30,03 2,83 4,40 1,40 0,00 0,00 1,21 0,04 0,19 0,04 4,81 0,09

Meédias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” € referente a desvio padrao.

Tabela 9: Rendimento em gramas de produto formado por grama de substrato (xilose) consumido em fermentacéo aerdbia de alta

ODsoo inicial.
Rendimento (g. g*)
Linhagem Etanol Glicerol Xilitol Biomassa
Média Desv Pad Média Desv Pad Média Desv Pad Média Desv Pad

L2XI Original 0,010 0,014 0,015 0,021 0,256 0,047 0,219 0,045
L2XI Condicionado 0,193 0,010 0,038 0,004 0,011 0,000 0,336 0,165
L7XI® Original 0,000 0,000 0,007 0,010 0,338 0,254 0,105 0,081
L7XI® Condicionada 0,016 0,023 0,037 0,002 0,171 0,042 0,224 0,028
L7XIXK Original 0,031 0,044 0,032 0,005 0,189 0,038 0,270 0,058
L7XIXK Condicionada 0,145 0,033 0,040 0,005 0,006 0,001 0,161 0,012

*QO rendimento de 4cido acético ndo foi mensuravel.
Médias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” é referente a desvio padréo.
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Tabela 10: Produtividade especifica de produto em fermentacdo de xilose com alta ODsoo inicial.

Taxa de consumo especifico Produtividade (g.g™.h?)
. de xilose ) -
Linhagem (g.ghY) Etanol Glicerol Xilitol
Média Desv Pad Média Desv Pad Média Desv Pad Média Desv Pad

L2XI Original 0,050 0,011 0,000 0,001 0,001 0,001 0,013 0,005
L2XI Condicionada 0,036 0,017 0,007 0,003 0,001 0,001 0,000 0,000
L7XI0 Original 0,148 0,116 0,000 0,000 0,000 0,001 0,065 0,077
L7XI® Condicionada 0,049 0,007 0,001 0,001 0,002 0,000 0,008 0,003
L7XIXK Original 0,041 0,009 0,001 0,002 0,001 0,001 0,008 0,003
L7XIXK Condicionada 0,067 0,004 0,010 0,003 0,003 0,000 0,000 0,000

* A produtividade de &cido acético ndo foi mensuravel

Médias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” ¢ referente a desvio padrao.
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Figura 13: Cofermentacdo de glicose e xilose pelas linhagens L2XI Original e
Condicionada (A, B) em biorreator em anaerobiose. Consumo de glicose (preto) e xilose
(vermelho), formagdo de biomassa (azul), glicerol (roxo), acido acético (turquesa),
xilitol (verde) e etanol (laranja) durante fermentacao anaerobica em biorreator. Cada
grafico é um exemplo representativo de uma fermentacdo anaerodbica (900 mL de
solucé@o de sais + Xilose 40 g/L + Glicose 20g/L) em reator de 1 L, ODeoo inicial: 0,5)

feito em duplicata.
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Tabela 11: Concentracdo final de agUcares consumidos e produtos formados por cofermentacdo em biorreator.

Glicose Xilose . - .
_ constmida consumida g/L Etanol g/L Acetato g/L Glicerol g/L Xilitol g/L Biomassa g/L
Clliyguely Desv Desv Desv Desv Desv Desv Desv
Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad
L2XI Original 19,76 0,65 3,62 2,27 6,98 0,41 0,90 0,21 1,75 0,26 1,21 0,13 1,98 0,02
LZXI. . 19,50 0,23 7,04 1,07 9,58 0,09 1,26 0,03 2,28 0,09 0,33 0,01 2,50 0,09
Condicionado

Médias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” ¢ referente a desvio padrao.

Tabela 12: Taxa de crescimento, balanco de carbono e rendimento em gramas de produto formado por grama de agucar consumido de
cofermentacao em biorreator.

Taxa de crescimento (h?)

Rendimento (g. g%)

Balanco de
Glicose Xilose Etanol Acido Acético Glicerol Xilitol Biomassa carbono
Linhagem i Desv i Desv i Desv i Desv i Desv i Desv i Desv o o
Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média %
L2XI Original 0,145 0,039 0,002 0,000 | 0,302 0,055 0,038 0,004 0,076 0,021 0,052 0,001 0,086 0,011 0,860 85,99
LZXI. . 0,148 0,048 0,003 0,000 | 0,361 0,008 0,048 0,000 0,086 0,006 0,013 0,000 0,094 0,000 0,965 96,54
Condicionado
Médias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” é referente a desvio padrao.
Tabela 13: Produtividade especifica de produtos formados por cofermentacdo em biorreator.
Taxa de consumo Taxa de consumo Produtividade (g.g™.h"%)
especifico de glicose | especifico de xilose _
(g.g%.h?) (g.g%h?) Etanol Acido Acético Glicerol Xilitol
Linhagem o Desv o Desv i Desv i Desv i Desv i Desv
Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad Média Pad
L2XI Original 0,089 0,010 0,017 0,012 0,031 0,001 0,004 0,001 0,008 0,001 0,005 0,001
L2XI Condicionado 0,070 0,008 0,025 0,001 0,034 0,003 0,005 0,000 0,008 0,001 0,001 0,000

Médias referentes a duplicatas biologicas. “Desv Pad” ¢ referente a desvio padrao.
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1.5. Teste de atividade enzimatica

A atividade da xiluloquinase é fundamental no metabolismo da xilose uma vez
que permitiriam a entrada da xilulose fosforilada na via da pentose fosfato. Os niveis da
atividade enzimatica de XK foram determinados, utilizando extrato celular das trés
linhagens originais, e trés condicionadas (Figura 14).

Os resultados demonstram que todas as seis linhagens apresentaram atividade
especifica em torno de 30 U/mg, com excecdo da linhagem L2XI original que apresentou
atividade cerca de duas vezes maior (Figura 14). O teste estatistico confirmou que a Unica
amostra com diferenca significativa, foi a linhagem L2XI, quando comparada com sua
respectiva condicionada ou outras linhagens. As outras linhagens néo tiveram diferencas

significativas na atividade enzimatica entre si.

120

100

A haiia

i}
L2¥1 Original LXK Origimal LIXID LYXIXE Original LIXIEE
~_|:-nu:| iclonado Condiclonado Condicionado

B

Atividade enzimatica (U fmg)
=

Figura 14: Atividade enzimatica de xiluloquinase das linhagens transformantes
Originais e Condicionadas. As barras indicam o desvio padréo das amostras. A unidade
de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzimas necessaria para
converter um micromol de NADH a NAD+ no intervalo de tempo de dez minutos. A
unidade internacional de atividade enzimatica (U) representa a atividade especifica da

enzima.

58



2. Sequenciamento da XIPiro Condicionada

2.1. Preparacgéo de amostras para sequenciamento

Afim de investigar possiveis mutacbes que possam ter ocorrido na Xl
transformada durante o processo de condicionamento, as amostras foram sequenciadas
através da metodologia Sanger (SANGER; COULSON, 1975). Para tanto, os plasmideos
das linhagens L7XI® e L7XIXK foram extraidos de levedura, e transformados por
eletroporacdo em E. coli HB101. Seis colbnias (A; B; C; D; E; F) foram selecionadas de
cada uma das placas da transformacdo. Para confirmar a presenca do gene de XI nas
coldnias escolhidas, foi feita uma PCR com par de oligonucleotideos 11/12 (Tabela 3)
para amplificagdo de XI, utilizando o plasmideo das coldnias de bactéria transformada

com plasmideo extraido de levedura como molde (Figura 15).

O plasmideo extraido da L2XI condicionada nao foi transformado com sucesso
em E. coli, portanto, foi feita uma PCR para amplificacdo do gene de Xl utilizando o
plasmideo extraido da levedura condicionada como molde.

Figura 15: PCR de confirmacéo da presenca do gene XIPiro das coldnias de bactéria
transformada com DNA extraido das leveduras. Analise eletroforética em gel de
agarose. L7XI® (QA; ®B; ®C; ®D; ®E; OF) e L7XIXK (KA; KB; KC; KD; KE; KF). A
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Consensus

Identity
1. L2XI

2. P424XI Con... [OHH
3. L7XIO cons... [T I
4. L7XIXK con... MHH

banda L2X1 é referente a PCR feita a partir da minipreparacdo de DNA da levedura
L2XI. A banda C+ é referente a amplificacdo do gene Xl do plasmideo p424-XI
originalmente construido. Marcador de massa molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Thermo).

A PCR dos plasmideos indicou presenca dos gene XIPiro nas colénias A, B, C, D
e E na levedura L7XI® e nas coldnias A, B, C, D, ¢ F na levedura L7XIXK (Figura 15).

As amostras positivas para o gene foram purificadas e enviadas para sequenciamento.

A PCR de L2XI indicou a presenga do gene no plasmideo extraido da levedura.
Foi entdo realizada uma PCR com a enzima Pfu, utilizando o mesmo DNA extraido da

levedura como molde, que foi purificada e enviada para sequenciamento.

E também foi enviada, a amostra do plasmideo p424-XI originalmente construido

e utilizado para a transformacéo das leveduras laboratoriais.

2.2. Sequenciamento das amostras

O alinhamento das sequéncias de XI das leveduras condicionadas e o plasmideo
original p424-X1 como controle, analisadas no programa Geneious 8.1, mostrada na
Figura 16, ndo indicaram nenhuma diferenca entre as amostras L2XI, L7XI® ¢ L7XIXK
quando comparadas com a sequéncia do plasmideo original (p424-XI controle). As

sequéncias completas e a montagem dos contigs se encontra no anexo 1.

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000 1,100 1,200

consen... [CH_X

= H A &S

Figura 16: Alinhamento entre as sequencias de XIPiro das leveduras condicionadas
L2XI, L7XI®, L7XIXK.

60



3. Investigacdo da melhoria das linhagens condicionadas e geracéo de linhagens de
selecdo

3.1. Obtencao de linhagens curadas

O condicionamento gerou linhagens com melhor capacidade de fermentar xilose
aerobicamente que as originalmente obtidas sem condicionamento (Figuras 7, 11 e 12 ).
A melhor capacidade fermentativa pode ser resultado de mudangas no genoma da
levedura ou a mudancas relacionadas ao numero de copias dos plasmideos ou mutacGes
nos genes inseridos nos mesmos. Foi entdo iniciado um processo de cura das leveduras

como estratégia para investigar os possiveis motivadores desta diferenca observada.

A cura consiste na retirada dos plasmideos do citoplasma das leveduras
transformantes, através de sucessivos cultivos destas linhagens em meio ndo seletivo. Na
eventualidade de obtermos uma linhagem curada, esta pode ser aplicada como linhagem

de selecdo.

Linhagens de selecdo sdo linhagens modelo que se destacam como ideais para
pesquisa de prospeccdo de novos genes. No caso, as linhagens curadas se tornariam
ideais para pesquisas para expressao de novos possiveis genes codificadores de xilose
isomerase, uma vez que as linhagens condicionadas reduzem seu tempo de fase lag,
quando comparadas com as linhagens de CEN.PK originais, e os resultados podem ser

obtidos com maior rapidez.

Neste trabalho as trés linhagens condicionadas, as quais possuem plasmideos
epissomais com marcas de selecdo auxotroficas, foram cultivadas, em ciclos sucessivos,
em meio ndo seletivo (YPD) suplementado com Triptofano. Apos dez ciclos de cultivo
em meio rico suplementado para L7XIXK e vinte ciclos de cultivo para L2XI e L7XI®D
foi feito um teste de cura, em que 52 col6nias do cultivo isolado em placa foram
repicadas em meio YG20 agar (meio minimo), e YPD agar (meio completo). A Figura 17
mostra o resultado do teste de cura, em que € possivel visualizar as coldnias

condicionadas curadas, crescidas em YPD, mas sem crescimento aparente em YG20.
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Figura 17: Teste de crescimento das leveduras condicionadas curadas L2XI (A; B)
L7XI® (C; D) e L7XIXK (E; F) em meio YG20 (A; C; E) e YPD (B; D; F). As setas

brancas apontam as coldnias escolhidas como curadas.
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Ao final, foi escolhida uma colénia com crescimento positivo em YPD e negativo
em YNB, para cada uma das trés linhagens de leveduras condicionadas, sendo elas LC2
(L2XI colonia curada #37) LC7® (L7XI® colonia curada #9) e LC7 (L7XIXK colonia
curada #12).

3.2. Confirmacéo da cura por teste fisiologico e PCR

As colbnias selecionadas foram plaqueadas novamente em meio YG20 4gar para uma
segunda confirmacdo de que ndo haveria crescimento em meio minimo. Ap6s 72 horas de

incubacdo, nenhuma das leveduras selecionadas apresentaram crescimento.

Tambeém foi realizado um teste fisiologico da cura (Figura 18), em que as coldnias
escolhidas foram inoculadas em YPX, YG20 e YX40, para confirmar a cura em meio
minimo, seja ele suplementado com glicose ou xilose, e em meio rico, se a unica fonte de
carbono disponivel for xilose. Como controle, foram inoculadas nos mesmos meios as
leveduras condicionadas L2XI, L7XI® e L7XIXK. O resultado do teste fisioldgico
indicou crescimento das trés linhagens curadas em YPX, porém, pouco menor que 0
crescimento das condicionadas (Figura 17). Em meio Y X40, nenhuma das trés linhagens
curadas cresceu, enquanto as trés condicionadas apresentaram crescimento. Em meio
YG20, a levedura curada LC2 apresentou crescimento, ainda que significantemente
menor que as condicionadas ¢ LC® teve um lento inicio de crescimento apds 72h,

enquanto a LC7 ndo apresentou nenhum crescimento.

O crescimento nos meios seletivos das linhagens LC2 e LC® indicam que estas
ndo perderam os plasmideos ou 0s genes, uma vez que a perda do plasmideo
impossibilitaria o crescimento em meio minimo (YNB) e a perda do gene XIPiro
impossibilitaria crescimento em meios cuja a unica fonte de carbono é xilose. Entretanto,
para a LC7, houve crescimento em YPX, ou seja, meio rico com xilose como fonte de

carbono, enquanto nao houve crescimento em nenhum dos dois meios minimos.
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Figura 18: Avaliagdo do crescimento das leveduras curadas, em diferentes meios
YPX (A ; B), YX40 (B; C) e YG20 (D; E) para as leveduras curadas LC2 (amarelo),
LC® (preto), LC7 (vermelho) e as Condicionadas como controle L2XI (cinza), L7XI®
(verde) e L7XIXK (azul). Cada grafico é um exemplo representativo de um teste feito em
duplicata (em tubo de 50 mL contendo 5 mL de meio, ODsoo inicial = 0,2) por 96 horas.
A escala de E difere dos demais graficos a fim de evidenciar o crescimento das leveduras.

Uma vez que havia a suspeita da presenca do gene nas linhagens submetidas a
cura, inclusive LC7 que ndo cresceu em YNB, foi feita PCR de col6nia das trés
linhagens, utilizando oligonucleotideos 11/12 (Tabela 3) para amplificacdo de X1 (Figura
19).
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Figura 19: PCR de colonia das leveduras curadas LC2, LC® e L7XIXK. Analise
eletroforética em gel de agarose 1%. O controle da PCR (C+) foi feito utilizando
plasmideo p424-XIPiro como molde. Marcador de massa molecular Gene Ruler DNA
Ladder Mix (Thermo).

Todas as linhagens apresentaram banda de aproximadamente 1,4 kb na PCR de
coldnia, indicando ainda a presenca do gene XIPiro ainda nas leveduras. O crescimento
das linhagens LC2 ¢ LC® em meio seletivo, indica que ndo houve perda dos plasmideos
do citoplasma, o que é compativel com a presenca do gene na PCR. Entretanto, para a
linhagem LC7, em que a levedura ndo cresceu em meio seletivo, indicando a perda dos
plasmideos, a presenca do gene pode ser justificada pela integracdo do gene no genoma

da levedura.

Se assumirmos que as modificacBes observadas nas linhagens condicionadas
(quando comparadas com as originais) serdo conservadas nas linhagens curadas

correspondentes, temos entéo possiveis novas linhagens de selecéo .
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3.3. Retransformacéo da linhagem LC7

Mesmo sabendo que a LC7 ainda mantém XIPiro, mas aparentemente perdeu o
plasmideo uma vez que perdeu a capacidade de crescer em meio minimo, para testar a
possivel conservacgdo das caracteristicas observadas na linhagem condicionada L7XIXK,
a LC7 foi transformada novamente com os mesmos plasmideos originalmente inseridos
(p424XI1 e P426XK que ndo passaram por processo de condicionamento), gerando a

linhagem curada e retransformada LC-RT7.

Apo6s a nova transformacdo da linhagem LC7 curada, foram escolhidas cinco
col6nias isoladas (A-E) da placa resultante da transformacdo. Estas foram inoculadas em
5 mL YX40, para testar se iriam readquirir a capacidade de crescer em xilose. Apos 144
horas foi constatado que as cinco colbnias para LC-RT7 readquiriram a capacidade de
crescer em xilose. Foi escolhida aleatoriamente uma col6nia (col6nia B) como isolado

representativo da populacdo LC-RT7.

O padrédo de crescimento da LC-RT?7 foi testado por curva de crescimento (Figura
20), uma vez que era preciso analisar se as caracteristicas diferenciadas da linhagem

condicionada, eram conservadas mesmo ap0s 0 processo de cura e nova transformacao.

Pode ser observado que o perfil da levedura transformada, tanto em crescimento,
quanto em formacdo de metabdlitos, foi mantido quando comparado com a linhagem

condicionada da qual derivou.
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Figura 20: Comparacdo entre teste de crescimento da linhagem retransformada LC-
RT7 (A) e a condicionada L7XIXK (B). Consumo de xilose (vermelho), formagéo de
biomassa (azul), glicerol (roxo), xilitol (verde) e etanol (laranja). Ndo houve producéao de
acido acético em nenhuma das linhagens. Cada grafico é um exemplo representativo de

fermentacdo aerdbica, 96 horas, com ODep inicial igual a 0,5, feito em duplicata.
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DISCUSSAO

A conversao eficiente de xilose a etanol é essencial para o aumento da producéo
de etanol de segunda geracdo (STAMBUK et al., 2008), uma vez que é o segundo aglcar
mais abundante em biomassas lignoceluldsicas (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Para
isso, estratégias de melhoramento genético de microrganismos para fermentacéo eficiente
de xilose tem sido amplamente exploradas.

Duas principais vias tém sido utilizadas para construir linhagens recombinantes de
S. cerevisiae capazes de utilizar xilose: a via da isomerizacdo e da oxirreducgdo (CAI;
ZHANG,; LI, 2012). Ao comparar a expressdo das duas vias em linhagens isogénicas de
S. cerevisiae, Karhumaa e colaboradores demonstraram diferencas importantes. Enquanto
a linhagem expressando X1 produz etanol com rendimento de 0,43 g g* proximo ao
méaximo tedrico (0,51 g/g), a linhagem expressando a via de oxirredugdo apresentou
produtividade duas vezes maior (KARHUMAA et al., 2007). Neste trabalho, a via da
isomerizacao da xilose foi escolhida como alternativa a via de oxirreducdo da xilose para
construgdo de linhagens recombinantes, a fim de evitar os problemas envolvendo o
desbalanco dos cofatores NADPH e NAD™, os quais sao usados preferencialmente pelas
enzimas XR e XDH, respectivamente (BRUINENBERG et al., 1983).

Linhagens recombinantes de S. cerevisiae foram construidas pela expressao da via
de XI de Piromyces sp. Além disso, o efeito da superexpressdo da xiluloquinase (XKS1)
enddgena de S. cerevisiae foi avaliado. As trés linhagens obtidas foram: L2XI (expressa
XI), L7XI® (expressa XI e contém plasmideo vazio) e L7XIXK (expressa XI e XK).
Apesar de L2 e L7® expressarem somente XI, a primeira linhagem demonstrou maior
taxa de crescimento em Xxilose. Isso pode ser explicado porque L2XI é regulado por uma
marca de selecdo, enquanto a levedura L7XI® ¢ regulada por duas, o que pode
influenciar o padrdo metabdlico da levedura (PRONK, 2002). Desta forma, a
dependéncia de dois plasmideos, ao invés de um claramente influencia negativamente a
levedura (KARIM; CURRAN; ALPER, 2013).

As linhagens L2XI e L7XIXIXK originais contendo apenas o gene de XIPiro
apresentaram baixas taxas de crescimento aerébico (0,023h™ + 0,004 e 0,012 h™* + 0,003

respectivamente), porém ainda maiores que em KUYPER et al., 2003 (Tabela 14). Como
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as leveduras apresentam o mesmo background (ENTIAN; KOTTER, 2007), o melhor
desempenho das linhagens deste estudo possivelmente deve-se ao promotor utilizado para
expressdo de Xl (FLAGFELDT et al., 2009). Enquanto Kuyper e colaboradores
utilizaram o promotor TPI1 (triosefosfato isomerase) para expressdo da isomerase, neste
trabalho foi utilizado o promotor GPD (gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase) (BITTER,;
EGAN, 1984). Em glicose, GPD tem maior atividade que TPI1, e o contrario ocorre
quando o etanol é utilizado como fonte de carbono (FLAGFELDT et al., 2009).

A linhagem original L7XI® ndo teve sua taxa de crescimento calculada, uma vez
que o inicio da fase exponencial de crescimento ndo foi atingido no tempo de
monitoramento da fermentacao.

A linhagem L7XIXK original apresentou metade da taxa de crescimento de L2XI
original, entretanto, suas taxas de produgdo de etanol e ODegoo final foram muito
superiores. Isto ocorreu devido ao inicio antecipado da fase exponencial de crescimento,
em aproximadamente 72 horas, enquanto a L2XI sé iniciou crescimento apds 120 horas.
Como demonstrado anteriormente, a superexpressao de XKS1 favorece o crescimento em
xilose e producdo de etanol (JOHANSSON et al., 2001; RICHARD; TOIVARI;
PENTTILA, 2000).

Linhagens melhoradas de L2XI, L7XI® e L7XIXK foram obtidas por
condicionamento em xilose. Uma das vantagens de utilizar esta estratégia de
melhoramento genético, é a regulacdo da expressdo génica a niveis 6timos feito pela
propria levedura, evitando os efeitos ndo esperados da intervencdo por engenharia
genética (RODRIGUEZ-PENA et al., 1998; SAUER, 2001).

A taxa de crescimento da linhagem L2XI permaneceu praticamente a mesma,
enquanto a de L7XIXK duplicou para 0,027 h™t + 0,002. A linhagem L7XI® apresentou
taxa de crescimento de 0,012 h™t + 0,001.

Em contrapartida, em condicdo aerobica todas as linhagens condicionada
apresentaram maior producdo de etanol e consumo de xilose, além da reducdo da
producdo de xilitol. Isto pode ser reflexo de uma mudanga metabdlica, em que menos
energia é investida no crescimento da levedura, e mais, na formacdo dos coprodutos
(CORNISHBOWDEN; HOFMEYR; CARDENAS, 1995).
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O consumo de xilose nas linhagens condicionadas aumentou 1,8 8,2, 18,7 vezes
para L7XIXK, L7XI® e L2XI, respectivamente. A xilose consumida refletiu em uma
maior quantidade de formacdo de coprodutos, especialmente etanol para as linhagens
L2XI e L7XIXK. A linhagem L7XI® produziu grandes quantidades de xilitol, indicando
que talvez, os genes enddgenos envolvidos no catabolismo da xilose estejam sendo
expressos, como o GRE3, uma aldose-redutase endogena, envolvida na formacao de
xilitol (TRAFF- BJERRE; JEPPSSON, 2004).

O condicionamento de linhagens utilizando bateladas repetitivas ja demonstrou
resultados semelhantes de aumento de producdo de etanol e reducdo de xilitol, para
linhagens capazes de fermentar pentoses (KUYPER et al., 2004, 2005; PARREIRAS et
al., 2014).

Além das diferencas nas taxas de crescimento (Tabela 14), as linhagens
melhoradas demonstraram uma forte reducdo na fase lag de crescimento, isto pode estar
relacionado ao aumento da atividade de conversdo de xilose a xilulose e mudangas no
fluxo de carbono (HECTOR et al., 2011a).

Utilizando estratégia de condicionamento semelhante a aplicada neste estudo,
Kuyper e colaboradores obtiveram a linhagem RWB 202-AFX, a qual apresentou
crescimento 0,18 Tabela® (Tabela 14)(KUYPER et al., 2004). As trés linhagens
condicionadas geradas neste trabalho apresentaram taxa de crescimento entre 5 e 15
menor que RWB 202-AFX. Esta diferenca € possivelmente devido as diferentes pressdes
seletivas a que as linhagens foram submetidas.

De forma geral, em condicBes anaerdbicas as taxas e produtividade de etanol
aumentaram para todas as linhagens condicionadas, enquanto o xilitol sofreu a maior

reducdo das mesmas.
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Tabela 14: Comparacdo entre taxas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae

(linhagens isogénicas de CEN.PK) expressando XI de Piromyces sp em fermentacao

aerobica de xilose como fonte de carbono.

Linhagem Taxa o Referéncia
crescimento Modificagdes
(aerdbio)
L2 X1 Original 0,023 ht+ Expresséo heter6loga de Este trabalho
0,004 Piromyces sp. XI

L7XI® n.c. Expressao heterologa de Este trabalho
Original Piromyces sp. XI
L7XIXK 0,012 h1+0,003 Expressdo heter6loga de Este trabalho
Original Piromyces Xl, superexpressao

XKS1
L2 XI 0,033 h'1+0,021 Expressdo heteréloga de Este trabalho
Condicionada .

Piromyces sp. Xl e

condicionamento em meio minimo

com xilose.
L7XI® 0,012 h+ Expresséo heterologa de Este trabalho
Rl 0,001 Piromyces sp. XI e

L7XIXK
Condicionada

0,027 h't £0,002

RWB 202 0,005h*
RWB202-AFX 0,18 ht
TMB 3066 0,02 h'

condicionamento em meio minimo

com xilose.
Expressdo heter6loga de
Piromyces sp. XI e

condicionamento em meio minimo
com xilose.
Expressdo heter6loga de
Piromyces sp. XI

RWB-202

condicionamento (158 dias/ 50

Linhagem pos
ciclos em meio com xilose)
Expressédo heter6loga de

Piromyces sp. XI,

Este trabalho

(KUYPER et
al., 2003)
(KUYPER et
al., 2004)
(KARHUMAA
etal., 2007)
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superexpressando XKS1, TKL1,
RPEL, RKI1, HXT7 e delecédo gre3

RWB217 0,22h1+0,01  Expressio heteréloga de (KUYPER,
Piromyces sp. XIl, superexpressaio MARKO et al.,
XKS1, TKL1, RPE1, RKI1 e 2005)
delecdo de gre3

Anaerobicamente, as linhagens originais e condicionadas mantiveram taxa de
crescimento parecidas tanto na fase de consumo da glicose quanto na fase de consumo de
xilose (Tabela 12). As linhagens original e condicionada de L2XI no fermentador,
tiveram taxas parecidas de producao de etanol, acido acético e glicerol, entretanto, houve
uma reducdo na quantidade de xilitol produzida de 72,4% e o aumento de 49,8% na taxa
de consumo especifico de xilose.

Lee e colaboradores mostraram que diversas mutacGes na XI resultam em um
aumento de 71% na atividade da enzima, além de aumentar taxa de crescimento e
consumo de xilose (LEE; JELLISON; ALPER, 2012). Também foi demonstrado que o
aumento da atividade de XK resulta em menor producdo de xilitol (JOHANSSON et al.,
2001). Estas duas principais hipoGteses foram testadas como possiveis justificativas as
melhorias observadas nas leveduras condicionadas.

Inicialmente foi investigado se houve alteracdo nos niveis de atividade de XK. Os
resultados do ensaio da atividade enzimatica indicam que ndo houve diferenca relevante
nos niveis de expressao de XK para as linhagens condicionadas e originais, a excec¢do da
linhagem L2XI1 original, que teve maior atividade que todas as outras. A baixa atividade
de XK pode ser um gargalo para a utilizacdo eficiente de xilose por linhagens
expressando a via da isomerizacdo ou da oxirredugdo (TOIVARI et al., 2001). Entretanto,
uma vez que linhagens selvagens séo capazes de fermentar D-xilulose, significaria que a
XKS1 endbgena de S. cerevisiae pode ter expressdo suficiente para viabilizar o
crescimento de linhagens sem superexpressdo de XK nas condi¢Oes avaliadas neste
estudo (KUYPER et al., 2003).
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E sabido portanto, que a baixa atividade de XK é um fator limitante do
metabolismo de xilulose em S. cerevisiae, e que a sua superexpressao pode aumentar a
utilizacdo de xilose (TOIVARI et al., 2001) e producdo de etanol em fermentacéo
anaerdbica (HO; CHEN; BRAINARD, 1998). Entretanto, a superexpressdo da XK
também pode resultar em niveis toxicos de atividade da enzima que inibem o meta de
producdo de etanol (JIN; JEFFRIES, 2003). Por isso, € necessario compreender
profundamente os efeitos das modificacdes genéticas pontuais nas vias metabodlicas
(JOHANSSON et al., 2001)

Outra hipdtese investigada para explicar os melhoramentos observados, foi a de
possiveis mutacOes terem ocorrido na sequéncia da XIPiro, as quais favoreceram o
desempenho da levedura. Lee e colaboradores demonstraram que a mutagdes provocadas
na sequéncia de XylA de Piromyces sp. podem levar ao aumento da atividade da enzima,
crescimento, consumo de xilose e producao de etanol (LEE; JELLISON; ALPER, 2012).

Contudo, o resultado do sequenciamento neste estudo indicou que ndo ocorreram
mutaces nas sequéncias de XI contidas nas leveduras condicionadas. Porém, as
extremidades das sequéncias do gene tiveram baixa cobertura e precisardo ser
resequenciadas para reconfirmacdo deste resultado. Apesar dos niveis de atividade de XI
ndo terem sido investigados sabe-se que esse tem grande impacto no desempenho de
linhagens expressando tal enzima (LEE; JELLISON; ALPER, 2012).

Uma vez que ndo houve mutacBes no gene de Xl das linhagens condicionadas, o
melhor desempenho pode ter ocorrido por modificacdes fora do plasmideo. Afim de
investigar essa possibilidade, foram feitos experimentos para cura das leveduras. Se de
fato, as modificagdes ocorreram fora do plasmideo (como por exemplo, a nivel
gendbmico), a levedura curada perderia a capacidade de crescer em Xxilose pela auséncia
dos plasmideos, mas quando retransformada com estes, readquiriria esta capacidade,
mantendo as caracteristicas da linhagem condicionada.

Os resultados da cura ndo foram conclusivos. Haja vista, o fato que as leveduras
LC2 e LC® perderam a capacidade de crescer em meio minimo quer em presenga de
glicose como de xilose como Unica fonte de carbono (Figura 18). Entretanto, foram

capazes de demonstrar crescimento em meios YPX e YG20 ainda que o crescimento de
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LC® tenha sido muito lento (Figura 18) indicando que as leveduras ainda possuem a
capacidade de crescer em xilose. Podemos assumir que os plasmideos ndo foram
completamente removidos da levedura, mas o nimero de cdpias foi reduzido, interferindo
na capacidade de crescimento destes em meio seletivo. Esta hipGtese é reforgada pela
presenca do gene XylA nas trés linhagens resultantes da cura.

No caso de LC7 (Figura 18), a auséncia de crescimento em meio minimo quer
suplementado com glicose ou com xilose, sugere que a levedura perdeu a marca de
selecdo. Porém, o crescimento observado em meio YPX, e a presenga do gene
identificada pela PCR, indicam que o gene continua sendo expresso. E preciso investigar
a possibilidade do gene de XIPiro ter sido integrado no genoma das leveduras.

Com a eventual obtengdo de uma linhagem curada e condicionada ao crescimento
em xilose, podemos utilizar esta linhagem como modelo para caracterizacdo de novas
enzimas da via catabolica da xilose, como por exemplo, na investigacdo de potenciais
novas xiloses isomerases. Com a linhagem condicionada e bem descrita, podemos
transforma-las com os novos genes, e obter resultados mais rapidamente que as linhagens
originalmente utilizadas, CEN.PK 113.C ou CEN.PK 14.A.

Mesmo com o gene de XIPiro presente na linhagem LC7, ap0s a retransformacao
desta com os plasmideos p424-XI e p426-XK, foi observado perfil de crescimento e
producdo de metabodlitos se manteve muito préximo da levedura condicionada. Isto pode
indicar que as diferencgas encontradas na levedura podem ter ocorrido a nivel genémico, e
foram conservadas através da cura.

Sabe-se que a superexpressdo de genes da via ndo oxidativa das pentoses fosfato,
favorece o metabolismo de xilose. De fato, isto pode explicar o0 melhor desempenho da
linhagem retransformada e das obtidas por condicionamento (KARHUMAA et al., 2007).
Adicionalmente, outros fatores que limitam o metabolismo de xilose devem ser avaliados
para compreensdo dos fatores que influenciam as melhorias observadas neste trabalho,
tais como transportadores de agucares.

As principais hipoteses de que diferengas observadas nas linhagens condicionadas
tenham ocorrido por: mutagdes na XI, ou mudangas nos niveis de atividade de XK foram
eliminadas. Sendo assim, os principais alvos para futuras investigacdes se tornam eventos

anteriores ou posteriores a Xl. Anteriormente a isomerase na via de catabolismo da
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xilose, pode-se investigar a afinidade dos transportadores de agucares, uma vez que a
xilose utiliza transportadores de glicose para ser internalizada (KOTTER; CIRIACY,
1993; SEDLAK; HO, 2004). Posteriormente a XK na vida de catabolismo de xilose,
temos a via da pentose fosfato. Os efeitos das modificacbes nas enzimas da via da
pentose fosfato ja foram amplamente investigados com efeitos positivos na fermentacao
de xilose (DIAO et al., 2013; KARHUMAA et al., 2007; KUYPER et al., 2005; SHEN et
al., 2012).
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CONCLUSOES

Neste trabalho, foram construidas trés linhagens de S. cerevisiae expressando
somente XI (L2XI), a combinacdo de XI com XK (L7XIXK) e XI com plasmideo vazio
(L7X1®). Diante dos resultados apresentados, fica claro que a expressdo de XK resultou
em linhagem com melhor capacidade de fermentar Xxilose, tendo em vista que houve
maior o consumo do acgucar e formacéo de etanol.

As trés linhagens L2XI, L7XI®, L7XIXK foram submetidas a processo de
condicionamento em xilose e trés linhagens melhoradas geneticamente de cada
subpopulacao foram obtidas. As linhagens condicionadas tiveram melhor desempenho na
conversao de Xxilose a etanol, tanto aerobicamente quanto anaerobicamente. Quando
comparadas com as linhagens originais, as linhagens L2XI, L7XI®, L7XIXK
condicionadas demonstraram taxas mais altas de consumo de xilose e de producdo de
etanol, enquanto a producdo de xilitol foi reduzida. Além disso, observou-se reducéo na
fase lag de crescimento e aumento nas taxas de crescimento aerdbico para as trés
linhagens condicionadas. Dentre as trés linhagens condicionadas, a linhagem expressando
XylA e superexpressando XKS1 demonstrou maior taxa de consumo especifico de xilose e
producdo de etanol.

As melhorias observadas nas linhagens condicionadas ndo estdo relacionadas a
mudancas nos niveis de atividade de xiluloquinase e nem a mutagdes na sequéncia génica
da xilose isomerase. Possiveis mudancas a nivel de transporte de xilose, e niveis de
atividade de xilose isomerase ndo foram investigados nesse estudo.

Apbs processo de cura concluiu-se que as mutacdes resultantes na melhoria da
linhagem curada 7, derivada (L7XIXK) provavelmente ndo ocorreram nivel plasmidial. A
retransformacdo desta levedura com os plasmideos expressando XylA e XKS1 permitiu
que a levedura apresentasse padrdo similar a condicionada. Portanto, a linhagem obtida
demonstra-se como uma excelente ferramenta para a avaliagdo de novas enzimas

relacionadas ao metabolismo de xilose.
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PERSPECTIVAS

Para as proximas etapas do trabalho, o primeiro ponto a ser investigado sdo 0s
alvos das possiveis modificacbes que ocorreram nas linhagens condicionadas. O
sequenciamento total das linhagens condicionadas pode ser feito para avaliar se houve
alguma modificagdo na sequencia gendémica que explique estas diferencas. Além disso,
os principais alvos de futuras investigacGes sdo modificacBes nos transportadores de
acucares, e nas enzimas da via da pentose fosfato. Além disso, as replicatas biologicas da
atividade enzimaética devem ser feitas para confirmar os dados obtidos.

E necessario repetir o sequenciamento das XI dos plasmideos das leveduras
condicionadas para confirmar que ndo houve mutagoes nas regides de baixa qualidade.

Nas linhagens condicionadas, um novo processo de condicionamento pode ser
feito sob diferentes condic6es, incluindo selegdo anaerdbia.

O proximo desafio é transportar os genes e avaliar seu efeito em linhagens
industriais. Vetores integrativos de XIPiro e XK ja foram construidos.

O processo de cura para as linhagens L2XI, L7XI® serd continuado, enquanto
novas colonias de L7XIXK serdo avaliadas para a perda dos plasmideos. Caso seja
encontrada uma linhagem curada, esta seria idealmente uma linhagem de selecéo para
possiveis novas xiloses isomerases. Sequéncias codificadoras de possiveis novas Xl ja
foram identificadas, sintetizadas e transformadas em CEN.PK 113.14A. Serdo feitas
avaliagdes comparando a atividade destes novos genes a linhagem original, e a
condicionada de L2XI.

A linhagem LC7 sera investigada quanto a nossa suspeita de integracdo de XIPiro
e perda do plasmideo. Também seria interessante investigar a atividade enzimatica da XI
inserida na linhagem LC7, e compard-la com as linhagens L7XIXK original e

condicionada, para avaliar os niveis da enzima.
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ANEXOS

:Il lp 2]0 3‘0 4]0 5 p GIU 7‘0
CANANTEECEACEANTTCAAAAGCATTAAGTTCGAAGG TAAGGATTC TAA GAATC CAITACEETTCCAC TACTA
S'D 9I0 10'0 l%ﬂ 1%0 1%0 14'0
CGATGCTGAAAAGGAAGTCATGGGTAAGAAARTGAAGGATITGGTTACGTTTCGCCATEBICCTGGTGGCACACT

150 160 170 180 190 200 210
CTTTGCGCCGAAGGTGCTGACCAATTCGGTGGAGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACGAAGGTACTGATGCTA
ZIZD 2,30 2?0 ZS,IJ 26.0 ZZD 28;0 Z?D
TTGAAATTGCCAAGCAAAAGGTTGATGCTGGTTTCGAAATCATGCAAAAGCTTGGTATTCCATACTACTGTTT

390 BIIO 3?0 3.30 34I0 3?0 BSIU
CCACGATGTTGATCTTGTTTCCGAAGGTAACTCTATTGAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGTCGTTGCT
3?0 3!}0 3?0 490 4!0 4'20 4%0
TACCTCAAGGAAAAGCAAAAGGAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGCTAACGTCTTCGGTCACAAGC
41?0 45.0 AGIO 47IIJ 4?0 4I90 SQO SJIU
GTTACATGAACGGTGCCTCCACTAACCCAGACTTTGATGTTGTCGCCCGTGCTATTGTTCAAATTAAGAACGC
SZIO 53.0 S4|0 SS.D SSIO SZU szlm
CATAGACGCCGGTATTGAACTTGGTGC TGAAAACTACGTCTTCTGGGGTGGTCGTGAAGGTTACATGAGTCTC
SQIO GllJIJ slm SZIO G%O EA‘IO E%O
CTTAACACTGACCAAAAGCGTGAAAAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCGTGACTACGCTCGTT
590 GITU GgD SIQO 790 71‘0 72.0 73‘0
CCAAGGGATTCAAGGGTACTTTCCTCATTGAACCAAAGCCAATGGAACCAACCAAGCACCAATACGATGT TGA
74I0 7?0 71_?0 7.70 7§0 7?0 890
CACTGAAACCGCTATTGGTTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACAAGGACTTCAAGGTCAACATTGAAGTTAAC
B}D SZIU 83.0 8‘40 8?0 S‘GU BI7D
CACGCTACTCTTGCTGGTCACACTTTCGAACACGAACTTGCCTGTGCTGTTGATGCTGGTATGCTCGGTTCCA

8§D S?O QQD 9%0 92'0 9%0 9';0
TTGATGCTAACCGTGGTGACTACCAAAACGGTTGGGATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACGAACTCGT
9‘50 9?0 9?0 9@0 99.0 !,qOU l.OIlB 1,q20
CCAAGCTTGGATGGAAATCATCCGTGGTGGTGGTTTCGTTACTGGTGGTACCAACTTCGATGCCAAGACTCGT

l.q30 1.q40 l.qSO J.qEO 1.D|70 l.qsn I.OIQO
CGTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATGCTATGGCTCGTGCTCTTG
l.lIOO 1.1.10 1'1.20 l,l‘SO 1.1I40 1,1‘50 I.IISO
AAAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCHEITACACCAAGATGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACAG
J.1I70 1.1|80 1.1‘90 l.ZIOO 1.2'10 1.2|20 1.2'30 1.2|40
TGGTATTGGTAAGGACTTTGAAGATGGTAAGC TCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACGGTAAGAAGAACGGH
1,250 1,2‘60 1'2.70 l,ZISU 1'2.90 1'3.00 1,3’04

CANERIAA BIGCAAACTICTGETAAGCAAGAACTCTACIGAA GC T A MNTGIMNE C C ANCTACCAATAR

Figura 21: Sequéncia gerada a partir da montagem de contigs do sequenciamento do
plasmideo p424-XI originalmente construido para transformacéo de linhagens, com par
de oligonucleotideos 11/12.



1 10 20 30 40 50 60 70
AEATTTECCACEANT TEAAAA CAMBAAGT TCGAAGGTAAGGATTCTAAGAATCCATTAGGET TCCACTACTA
80 90 100 110 120 130 140
CIGA TECHENAANC GAAGTCATGGG TAA GAAARTGAAGEAMIGGTTACGTTTCGCCATGGCCTGGTGGCACAC
1?0 lGKO 17IU XSIO 19‘0 2(.]0 2]10
TCTTTGCGCCGAAGGTGCTGACCAATTCGGTGGAGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACGAAGGTACTGATGC
22,0 2?0 24[0 25.0 2§D Z}I’O 2%0
TATTGAAATTGCCAAGCAAAAGGTTGATGCTGGTTTCGAAATCATGCAAAAGCTTGGTATTCCATACTACTG
2.90 3q0 BIXU SIZU 3%0 3‘?0 SSIU BGIO
TTTCCACGATGTTGATCTTGTTTCCGAAGGTAACTCTATTGAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGTCGT
3?0 3?0 39.0 4?0 4*0 4?0 4%0
TGCTTACCTCAAGGAAAAGCAAAAGGAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGCTAACGTCTTCGGTCA
4?0 4?0 4IEU 4?0 4IBO 49I0 Sqo
CAAGCGTTACATGAACGGTGCCTCCACTAACCCAGACTTTGATGTTGTCGCCCGTGCTATTGTTCAAATTAA
5}0 52‘0 SBIO S4IU SSIO 56.0 S7IU
GAACGCCATAGACGCCGGTATTGAACTTGGTGCTGAAAACTACGTCTTCTGGGGTGGTCGTGAAGGT TACAT
SBID SQIU Eqﬂ G%Q S?D ESIO G4I0
GAGTCTCCTTAACACTGACCAAAAGCGTGAAAAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCGTGACTA
G‘SO G§0 6?0 GISU 69‘0 790 71|U 72‘0
CGCTCGTTCCAAGGGATTCAAGGGTACTTTCCTCATTGAACCAAAGCCAATGGAACCAACCAAGCACCAATA
7.30 74I0 7S.0 7.50 7?0 7§0 7?0
CGATGTTGACACTGAAACCGCTATTGGTTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACAAGGACTTCAAGGTCAACAT
81?0 BIXU SIZU 8%0 BfU BSIU SGIG
TGAAGTTAACCACGCTACTCTTGCTGGTCACACTTTCGAACACGAACTTGCCTGTGCTGTTGATGCTGGTAT
S?O 83.0 3?0 QIBH 9}0 9.20 9?0
GCTCGGTTCCATTGATGCTAACCGTGGTGACTACCAAAACGGTTGGGATACTGATCAATTCCCAATTGATCA
94.0 9?0 QGIG QZD 9.80 QQIU l.OIDO
ATACGAACTCGTCCAAGCTTGGATGGAAATCATERIGTGGTGGTGGTTTCGTTACTGGTGGTACCAACTTCGA
l.qlﬂ IJ).?U l.DISO 1.q40 1.0[50 l.qGU l.0|70 l.OISD
TGCCAAGACTCGTCGTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCAMEATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATGCTAT
l.qQO l.lIIJU l.lllﬂ l,lIZO 1.1I30 l.l.A‘vlJ X,XISO
GGCTCGTGCTCHMEGAAAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAA GANGARIGAAGGAACGTTA
].l‘GU l.ll70 1.1|30 1,1‘90 1.2]00 1.2|10 l.2|20
CGCTTCCTTCGACAGTGGTATTGGTAAGGA CIIT NGAAIGATGGTAAGCTCACCCTCGAACAAGT T TAC GEENENS
1,230 1‘2'40 1,250 1,260 1,270 1,280 l,ZISG

CGGTAAGAAGAA CEETEAACCAAAGCAAA CINTCIGET AAIGCAA GAAGTET AMGAA G CTA ITG

Figura 22: Sequéncia gerada a partir montagem de contigs do sequenciamento da

PCR de XIPiro utilizando plasmideo extraido da levedura L2XI Condicionada como

molde com par de oligonucleotideos 11/12.
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1 10 20 30 40 50 60 70
AMATTTCCCACAAATTCAAAAGATTAAGT TCGAAGGTAAGGATTCTAAGAATC CAMMIABMCCTTCCACTACTAC
80 a0 100 110 120 130 140
GATGCTGAAAAGGAAGTCATGGGTAAGAAAATGAAGGATTGGTTACGTTTCGCCATGGCCTGGTGGCACACTC

15]0 15‘0 17IO lEIO 19]0 290 2}0
TTTGCGCCGAAGGTGCTGACCAATTCGGTGGAGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACGAAGGTACTGATGCTAT
ZIZD 2’30 2?0 2%0 26.0 ZZB 28[0 2?0
TGAAATTGCCAAGCAAAAGGTTGATGCTGGTTTCGAAATCATGCAAAAGCTTGGTATTCCATACTACTGTTTC

3{:]0 3I10 3%0 3.30 3?0 3?0 BSIU
CACGATGTTGATCTTGTTTCCGAAGGTAACTCTATTGAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGTCGTTGCTT
3?0 3!}0 3?0 490 4|10 4?0 4%0
ACCTCAAGGAAAAGCAAAAGGAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGCTAACGTCTTCGGTCACAAGCE
4?0 4SIU LGIO 4?0 “vIBO 4?0 SqO SIIU
TTACATGAACGGTGCCTCCACTAACCCAGACTTTGATGT TGTCGCCCGTGCTATTGTTCAAATTAAGAACGCC
52|0 53.0 SﬁU SS’U SGIG 57_0 S§0
ATAGACGCCGGTATTGAACTTGGTGCTGAAAACTACGTCTTCTGGGGTGGTCGTGAAGGTTACATGAGTCTCC
SQIG EfI)U EIlO EZIU 6%0 EA‘:U G%O
TTAACACTGACCAAAAGCGTGAAAAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCGTGACTACGCTCGTTC
6?0 G?‘O GX?O 6‘90 790 71‘0 72.0 73‘0
CAAGGGATTCAAGGGTACTTTCCTCATTGAACCAAAGCCAATGGAACCAACCAAGCACCAATACGATGTTGAC
740 750 760 770 780 790 800
ACTGAAACCGCTATTGGTTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACAAGGACTTCAAGGTCAACATTGAAGT TAACC
8}0 SZIU 83.0 8‘40 8?0 SIGO 8I70
ACGCTACTCTTGCTGGTCACACTTTCGAACACGAACTTGCCTGTGCTGTTGATGCTGGTATGCTCGGTTCCAT

EVS’J S?ﬂ 90.0 9%0 9%0 9%0 9’70
TGATGCTAACCGTGGTGACTACCAAAACGGTTGGGATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACGAACTCGTC
9?0 9?0 9.70 9%0 99.0 l,qUU 1.0I10 1,0.20
CAAGCTTGGATGGAAATCATCCGTGGTGGTGGTTTCGTTACTGGTGGTACCAACTTCGATGCCAAGACTCGTC

l.DIZO 1‘0.40 ].DISO 1.q50 1.U|70 l.O'SU 1.0,90
GTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATGCTATGGCTCGTGCTCTTGA
1,lI00 1,1‘10 1.1I20 1,1‘30 1,1I4O l,lISU l.lIEU

AAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAAGATGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACAGT

1.1170 1.1,80 1.1'90 1.2]00 J.Z'lU 1.2|20 1.2'30 1.2]40
GGTATTGGTAAGGACTTTGAAGATGGTAAGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACGGTAAGAAGAACGGTG

l.ZISD 1,2‘60 1.2I70 I,Z.SO 1.2I90 1'3.00 1.3I03

AACCAAAGCAAACTTCTGGTAAGCAAGAACTCTACGAAGCTATTGTTGCCATGTACCAATAA

Figura 23: Sequéncia gerada a partir montagem de contigs do sequenciamento de
XIPiro dos plasmideos A B, C, D e E extraidos das coldnias de E. coli transformadas
com plasmideo da levedura L7XI® Condicionada, com par de oligonucleotideos
11/12.
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1 10 20 30 40 50 60 70
AMATTTCCCACAAATTCAAAAGATTAAGT TCGAAGGTAAGGATTCTAAGAATCCATTAGCCTTCCACTACTAC
80 a0 100 110 120 130 140
GATGCTGAAAAGGAAGTCATGGGTAAGAAAATGAAGGATTGGTTACGT TTCGCCATGGCCTGGTGGCACACTC

1?0 IGIO 17:0 lBIO 19,0 Zqﬂ 2I1IJ
TTTGCGCCGAAGGTGCTGACCAATTCGGTGGAGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACGAAGGTACTGATGCTAT
2‘20 2‘30 2;40 25‘0 ZGIO 27.'0 ZSIO Z?U
TGAAATTGCCAAGCAAAAGGTTGATGCTGGTTTCGAAATCATGCAAAAGCTTGGTATTCCATACTACTGTTTC

3?8 3'10 3%0 3[30 34,0 3?0 3§U
CACGATGTTGATCTTGTTTCCGAAGGTAACTCTATTGAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGTCGTTGCTT
37:0 33_0 3?0 490 4I10 4?0 4%0
ACCTCAAGGAAAAGCAAAAGGAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGCTAACGTCTTCGGTCACAAGCE
44'0 45]0 46|0 47]0 4?0 4?0 SQO S%U
TTACATGAACGGTGCCTCCACTAACCCAGACTTTGATGT TGTCGCCCGTGCTATTGTTCAAAT TAAGAACGCC
SZIU 53.0 SA‘-IO 55.0 SGIG 57.0 SS;O
ATAGACGCCGGTATTGAACTTGGTGCTGAAAACTACGTCTTCTGGGGTGGTCGTGAAGGTTACATGAGTCTCC
SQ'U EIOU 6‘10 52.0 6%0 E4IU G?O
TTAACACTGACCAAAAGCGTGAAAAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCGTGACTACGCTCGTTC
6?0 SIF‘O Ggﬁ SIQU 790 7}0 72’0 7‘3I0
CAAGGGATTCAAGGGTACTTTCCTCATTGAACCAAAGCCAATGGAACCAACCAAGCACCAATACGATGTTGAC
74I0 7?0 7‘60 7]70 7'80 7?0 890
ACTGAAACCGCTATTGGTTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACAAGGACTTCAAGGTCAACATTGAAGT TAACC
3%0 82.0 83.0 S'I‘.D 8?0 SIEO 8?0
ACGCTACTCTTGCTGGTCACACTTTCGAACACGAACTTGCCTGTGCTGTTGATGCTGGTATGCTCGGTTCCAT

B?U SQIU 90.0 9.'Il0 DZIU Q%U 9f0
TGATGCTAACCGTGGTGACTACCAAAACGGTTGGGATACTGATCAATTCCCAAT TGATCAATACGAACTCGTC
9?0 9?0 9I70 9?0 9?0 !.’JPO l.UIlO LU.ZU
CAAGCTTGGATGGAAATCATCCGTGGTGGTGGTTTCGTTACTGGTGGTACCAACTTCGATGCCAAGACTCGTC

1,q30 1.0I40 l,UISO 1.q50 I.UITG l.OIBU l,OIQO
GTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATGCTATGGCTCGTGCTCTTGA
l.]IOO 1.1.10 1.1I20 1‘1‘30 1.1I40 1.1.50 1.1I50

AAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAAGATGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACAGT

1.1I70 l,lIBO 1.1I9IJ I,ZIOO l.ZIlU l,ZIZO 1.2.30 1,2I40
GGTATTGGTAAGGACTTTGAAGATGGTAAGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACGGTAAGAAGAACGGTG

1.2ISU l.Z.GD l.2l70 1.2‘30 1.2|90 l.3|00 1.3'03

AACCAAAGCAAACTTCTGGTAAGCAAGAACTCTACGAAGCTATTGTTGCCAMGTACCAATAA

Figura 24: Sequéncia gerada a partir montagem de contigs do sequenciamento de
XIPiro dos plasmideos A B, C, D e F extraidos das coldnias de E. coli transformadas
com plasmideo da levedura L7XIXK Condicionada, com par de oligonucleotideos
11/12.
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I I I I | I I
=ATATTNCCRNCAAATTCAAAN-GATTAAGTTCGAAGGTAACCGATTCTAAGAATCCATTA
GATATTNCCNNCAAATTCAAAA-GATTAAGTTCGAAGGTAAGGATTCTAAGAATCCATTA
=ATATTTCCCNCAAATTCAAAANGATTAAGTTCGAAGGTAAGCGATTCTARAGAATCCATTA
=ATATTTCCNACAAATTCAAAA-GATTAAGTTCGAAGGTAAGGATTCTAAGAATCCATTA

-GCCTTCCACTACTACGATGCTGARAAGCAAGTCATGGGTAAGARAATCARGGATTGCTT
=GCCTTCCACTACTACGATGCTGAARAGCGAACTCATGGGTARGARAATCGAAGGATTGETT
SNCCTTCCACTACTACGATGCTGARARAGCGAAGTCATGGGTAAGAAAATCGAAGGATTGETT
—GCCTTCCACTACTACGATGCTGAARAGCAACTCATGCGTARGARAATGARGGATTGGTT

ACGTTTCGCCATGECCTGCTGCCACACTCTTTCCGCCGAAGCTCCTGACCAATTCCGTGE
ACGTTTCGCCATGECCTGETGECACACTCTTTGCGCCGAAGCTCCTGACCAATTCGGTGE
ACGTTTCGCCATGECCTGETGGCACACTCTTIGCGCCGAAGECTGCTGACCAATTCGGTGE
ACGTTTCGCCATGECCTCETGGCACACTCTTTGCGCCGAAGGTCCTGACCARTTCGETGE

AGGTACAAACTCTTTCCCATGGAACGAACETACTGATGCTATTGAAATTGCCARGCAAAR
AGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACGAAGETACTGATGCTATTCAAATTGCCAAGCARRA
AGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACCGAAGCTACTGATGCTATTCGAAATTGCCAAGCARRA
AGGTACAAAGTCTTTCCCATGGAACCAAGCTACTGATGCTATTGAAATTGCCAAGCAARS

GGTTGATGCTGETTTCGAAATCATCCARAAGCTTGGTATTCCATACTACTGTTTCCACGA
GGTTGATGCTCCTTTCGAAATCATCCARAACCTTGCTATTCCATACTACTGTTTCCACGA
GGTTGATGCTGCTTTCGAAATCATCCARAAGCTTGGTATTCCATACTACTGTTTCCACGA
GGTTGATGCTGGTTTCGAAATCATCCAAAACCTTGGTATTCCATACTACTGTTTCCACGA

TGTTGATCTTCTTTCCGAAGGTAACTCTATTIGAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGT
TGTTGATCTICTTTCCGAAGGTAACTCTATTCAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTET
TCTTGATCTICTTTCCGAAGGTAACTCTATTCAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTGET
TGTTGATCTICTTTCCGAAGGTAACTCTATTCAAGAATACGAATCCAACCTTAAGGCTET

CGTTGCTTACCTCAAGGAARAGCAARACCAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGC
CGTTGCTTACCTCAAGGAAAAGCAARAGCAAACCGGTATTAAGCTTCTCTGGAGTACTGE
CGTTGCTTACCTCAAGGAAAAGCARAAGCAAACCGETATTARCCTTCTCTGGAGTACTEC
CGTTGCTTACCTCAACGAAAAGCARARCCAAACCGCTATTARCCTTCTCTGGAGTACTEC

TAACGTCTTCGGTCACAAGCGTTACATGAACCETGCCTCCACTAACCCAGACTTTGATET
TAACGTCTTCCGTCACAAGCGTTACATGAACCETGCCTCCACTARCCCAGACTTTGATET
TAACGTCTTCGGTCACAAGCGTTACATGAACCETGCCTCCACTARCCCAGACTTTGATGT
TAACGTCTTCGETCACAAGCGTTACATGAACGETGCCTCCACTARCCCAGACTTTGATET

TGTCG-CCCETGCTATTGTTCAAATTAAGAACCCCATAGACGCCCETATTGAACTTGETG
TGTCG-CCCCTGCTATTGTTCAAATTAACAACCCCATAGACGCCGETATTGAACTTGETG
TGTCGNCCCGTGCTATTGTTCAAATTAAGAACCCCATAGACGCCGETATTGAACTTGGTG
TGTCG-CCCCTGCTATTGTTCAAATTAAGAACCCCATAGACGCCGETATTGAACTTGGTG

CTGAAAACTACCTCTTCTGGGGETGETCCTCAAGGTTACATGACTCTCCTTAACACTGACC
CTGAAAACTACCTCTTCTGGGGTGETCCTGAAGGTTACATGACTCTCCTTAACACTGACC
CTGAARACTACCTCTTCTIGGGETGECTCCTCAAGCGTTACATGACTCTCCTTAACACTGACC
CTGAAAACTACGTCTTCTGGGETGECTCGTGAAGGTTACATGAGTCTCCTTAACACTGACC

AAAAGCGTGAARAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGCCTCGTGACTACGCTCGTT
AAAAGCGTCARRAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCETGACTACGCTCCTIT
AAAAGCGTCAARAGGAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCCTGACTACGCTCGTT
AAAAGCGTGAARAGCAACACATGGCCACTATGCTTACCATGGCTCETGACTACGCTCGTT
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CCAAGGGATTCAACGCCTACTTTCCTCATTCAACCAAAGCCAATCCAACCAACCAAGCACC
CCAAGGGATTCAAGGETACTTTCCTCATTGAACCAAAGCCAATCCAACCAACCAAGCACC
CCAAGGGATTCAACGCETACTTTCCTCATTCAACCARAGCCAATCCAACCAACCAAGCACT
CCAAGGGATTCAACGCETACTTTCCTCATTCAACCARAGCCAATGCAACCAACCAAGCACT

AATACGATCTTGACACTGAAACCGCTATTGETTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACARGG
AATACGATGCTTGACACTGAAACCGCTATTGETTTCCTTAAGCGCCCACAACTTAGACARGE
AATACGATGTTGACACTGARACCGCTATTGETTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACARGG
AATACGATGCTTGACACTGAAACCGCTATTGETTTCCTTAAGGCCCACAACTTAGACARGE

ACTTCAAGGTCAACATTGAAGTTAACCACCCTACTCTTGCTGETCACACTTTCGAACACG
ACTTCAAGCTCAACATTGAAGTTAACCACCCTACTCTTGCTGETCACACTTTCGAACACG
ACTTCAAGGTCAACATTGAAGTTAACCACCCTACTCTTGCTGCTCACACTTTCGAACACG
ACTTCAAGCTCAACATTGAAGTTAACCACGCTACTCTTGCTGETCACACTTTCGAACACG

AACTTGCCTETGCCTCTTGATGCTGECTATGCTCEGTTCCATTGATGCTAACCGTGGTGACT
AACTTGCCTCTGCTETTGATGCTGETATGCTCECTTCCATTCATGCTAACCGTGGTGACT
AACTTGCCTCTGCTETTGATGCTGETATCCTCECTTCCATTGATGCTAACCGTGGTGACT
AACTTGCCTCTGCTETTGATGCTGCTATGCTCECTTCCATTGATGCTAACCGTGGTGACT

ACCAAAACGGTTGCCATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACCAACTCGTCCAAGCTT
ACCAAAACGGTTGECATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACCAACTCGTCCAAGCTT
ACCARAACGGTTGCGATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACCAACTCGTCCAAGCTT
ACCAAAACGGTTGCGATACTGATCAATTCCCAATTGATCAATACCAACTCGTCCAAGCTT

GGATGGAAATCATCCCTGGETGGTGECTITCETTACTGCTGCTACCAACTTCGATGCCAAGA
GGATGGAAATCATCOGCTGCTGETGETTTCCTTACTGGTGGTACCAACTTCGATGCCAAGA
GGATGGAAATCATCCCTGETGETGETTTCETTACTGGTGGTACCAACTTCGATGCCAAGA
GGATGGAAATCATCCETGGETGETGCTTTCETTACTGCTGGTACCAACTTCGATGCCAAGA

CTCGTCGTARCTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATG
CTCGTCGTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTICTGGTATGGATG
CTCGTCGTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATG
CTCGTCGTAACTCTACTGACCTCGAAGACATCATCATTGCCCACGTTTCTGGTATGGATG

CTATGGCTCCTGCTCTTGAAAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAAGA
CTATGGCTCCTGCTCTTGAARACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAAGA
CTATGGCTCCTGCTCTTGAAAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGAATCTCCATACACCAAGA
CTATGGCTCCTGCTCTTGAAAACGCTGCCAAGCTCCTCCAAGARTCTCCATACACCAAGA

TGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACAGTCGTATTGGTAAGCACTT TGAAGATGGCTA
TGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACACTGGTAT TGGTAAGCACTTTGAAGATGGETA
TGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCGACACTGGTAT TGGTAAGCGACTTTGAAGATGGTA
TGAAGAAGGAACGTTACGCTTCCTTCCACAGTGGTATTGGTAAGCGACTTTGAAGATGGTA

AGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACGCETAAGAAGAACCCTCAACCAAAGCAAACTT
AGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACCGCTAAGAAGAACGETCAACCAAAGCAAACTT
AGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACCCTAAGAAGAACCCTGAACCARAGCAAACTT
AGCTCACCCTCGAACAAGTTTACGAATACCETAAGAAGAACGETGAACCAAAGCAAACTT

CTGGTAAGCAAGAACTCTACGAAGCTATTG
CTGGTAAGCAAGAACTCTACGAAGCTATTGNTGCCATGTACCAATAA
CTGGTAAGCARGAACTCTACGAAGCTATTCTTGCCATGTACCARTAR
CTGGTAAGCAAGAACTCTACGAAGCTATTGCTTGCCATGTACCAATAA

Figura 25: Alinhamento entre sequéncias obtidas, dos plasmideos p424-XI, L2XI,
L7XI® e L7XIXK Condicionadas.
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