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RESUMO

A completa utilizagdo da biomassa lignocelulésica € um dos pré-requisitos
para tornar o processo do etanol de segunda geragcdo economicamente
competitivo. Entretanto, a fermentacdo dos acucares disponiveis na biomassa
celulésica apresenta um desafio unico em decorréncia da presenga de outros
acucares, além da glicose, tais como xilose e arabinose, 0os quais ndo sao
fermentaveis por Saccharomyces cerevisiae, a principal levedura utilizada na
industria. Em leveduras, a conversdo de D-xilose a D-xilulose ocorre em duas
etapas: inicialmente D-xilose é reduzida a D-xilitol pela enzima xilose redutase
(XR); em seguida, D-xilitol € oxidado a D-xilulose pela enzima xilitol desidrogenase
(XDH). Em S. cerevisiae, essas duas enzimas possuem cofatores distintos,
provocando assim um desequilibrio redox na célula, impedindo a utilizagcao
anaerdbica de pentoses. Uma alternativa para que S. cerevisiae possa produzir
etanol através destes acucares €& modifica-la geneticamente com genes
provenientes de micro-organismos que naturalmente realizem esta converséo.
Dessa forma, este projeto isolou e caracterizou as leveduras Rhodotorula
dairenensis TABO1 e Pseudozyma brasiliensis sp.nov. GHG001, a partir do
intestino de insetos parasitas da cana-de-agucar, através da analise de expressao
dos genes xyl1 e xyl2 que codificam, respectivamente, as enzimas XR e XDH.
Adicionalmente, foi avaliada a hiper-expressao destes na cepa industrial de S.
cerevisiae PE-2 e na cepa PE-2 super-expressando o gene XKS17 de S. cerevisiae
(PE-XKS), o qual codifica a enzima xilulose quinase (XK). P. brasiliensis GHG001
e R. dairenensis TABO1 mostraram-se promissoras para o estudo. Estas duas
espécies sado otimas assimiladoras de xilose e seus genes de XR e XDH foram
expressos heterologamente em S. cerevisiae, gerando as cepas PE Rd, PE Pb,
PE-XKS Rd e PE-XKS Pb, que foram testadas quanto a capacidade de utilizar
xilose para crescimento. Porém, essas cepas recombinantes ndo conseguiram
utilizar xilose como unica fonte de carbono, o que evidencia o quio importante é o

desbalanco de cofatores das enzimas no metabolismo de xilose. Além disso,
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devido a uma notavel importancia biotecnoldgica, também foi caracterizada uma
enzima xilanolitica produzida por P. brasiliensis GHG001 a qual apresentou uma
alta atividade xilanolitica. Essa xilanase, pertencente a familia GH11, apresentou
pH e temperatura 6timos iguais a 4 e 55°C, respectivamente, sendo sua estrutura
secundaria constituida de folhas beta. A sua atividade enzimatica € influenciada
por alguns ions como Ca’* e os resultados de sua cinética indicaram um
comportamento sigmoidal caracteristico de enzimas alostéricas. Usando xilano
como substrato, esta xilanase produz xilooligossacarideos que podem ser usados
industrialmente como prébidticos, que junto a outras aplicabilidades desta enzima

na industria, demonstram seu alto potencial biotecnologico.
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ABSTRACT

Full utilization of lignocellulosic biomass is one of the prerequisites to make
the process of second generation ethanol economically competitive. However, the
fermentation of sugars available in cellulosic biomass presents a unique challenge
due to the presence of other sugars besides glucose, such as xylose and
arabinose, which are not fermentable by Saccharomyces cerevisiae, the main
yeast used in the industry. In yeasts, the conversion of D-xylose to D-xylulose
occurs in two steps: first D-xylose is reduced to xylitol by the enzyme D-xylose
reductase (XR), and then D-xylitol is oxidized to D-xylulose by the enzyme xylitol
dehydrogenase (XDH). In S. cerevisiae, these two enzymes have different
cofactors, thereby causing a redox imbalance in the cell, preventing the use of
pentoses anaerobically. An alternative to S. cerevisiae can produce ethanol by
these sugars is genetically modifying it with genes derived from microorganisms
that naturally carry out this conversion. Thus, this project characterized the yeasts
Rhodotorula dairenensis TABO1 and Pseudozyma brasiliensis GHG001, isolated
from the gut of insects pests of sugarcane, through the analysis of genes
expression of xyl/1 and xyl2 which encoding respectively, the XR and XDH
enzymes and measured the enzymatic activity of the same. Additionally, was
evaluated the overexpression of these in S. cerevisiae industrial strains PE-2 and
PE-2 XKS1 overexpressing xks1 gene of S. cerevisiae, which encodes the enzyme
xylulokinase (XK). P. brasiliensis GHG001 and R. dairenensis TABO1 shown
promise for this study as they are great xylose assimilators and their assimilating
xylose genes are expressed in the presence of this sugar. XR and XDH were
heterologously expressed in S. cerevisiae, generating strains Rd PE, PE Pb, PE-
XKS Rd and PE-XKS Pb, which were tested for the ability to utilize xylose for
growth. However, these recombinant strains were unable to utilize xylose as sole
carbon source, which shows how important is the imbalance of cofactors of the
metabolize xylose enzymes. Moreover, due to a remarkable biotechnological

importance, has also been characterized a xylanolytic enzyme produced by P.
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brasiliensis GHG001 which showed a high activity, yet unreported by other
eukaryotic microorganism. This xylanase belonging to family GH11, showed pH
and temperature optima equal to 4 and 55°C, respectively, and its secondary
structure consists of B-sheets. This enzyme has influence of some ions such as
Ca*" and showed a sigmoidal kinetic behavior, characteristic of allosteric enzymes.
From xylan, the xylanase produces xylooligosacharides which can be used
industrially as prebiotics, which together with other applicability of this enzyme in

the industry, demonstrate their high biotechnological potential.
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1. Introducgao

A queima de combustiveis fosseis € um grande contribuinte para o aumento
do nivel de CO;, na atmosfera, que esta diretamente associada ao aquecimento
global observado nas ultimas décadas. Os efeitos adversos de gases de efeito
estufa (GEE) no meio ambiente, em conjunto com declinio das reservas de
petréleo e a continua volatilidade dos mercados do mesmo, tém levado as nagdes
do mundo todo a adotarem politicas que promovam o uso de fontes renovaveis de
energia (ARGUESO et al., 2009; NAIK et al., 2010). Uma das principais fontes de
energia renovavel pensando-se em biocombustiveis trata-se da conversdo de
hidratos de carbono de origem vegetal em bioetanol através de fermentagéo
microbiana. Nesse contexto, industrias dos EUA e Brasil tém desenvolvido
processos que usam o amido de milho e a sacarose da cana-de-agucar,
respectivamente, para produzir bioetanol. Como resultado, esses dois paises
lideram atualmente o ranking de producdo mundial de etanol (SOUZA et al., 2012).
Entretanto, por ser derivada, principalmente, de culturas agricolas, a produgao de
biocombustiveis por essas tecnologias (Primeira Geragdo) causa preocupagao
com relagdo ao possivel impacto na biodiversidade local, origem da matéria-prima
e uso da terra, que tém como consequéncia a competicdo com culturas
alimentares (NAIK et al., 2010). Assim, para acompanhar a demanda crescente
pelo combustivel etanol faz-se necessario o desenvolvimento de novas
tecnologias (DIAS, et al., 2012; HAHN-HAGERDAL, et al., 2006), surgindo entao,
os biocombustiveis de Segunda Geragdo, que sdo gerados a partir de materiais
lignoceluldsicos, tais como residuos agricolas, florestais ou industriais
(RODRIGUES, 2011). O bagago da cana-de-agucar € o principal residuo do
agronegocio brasileiro, pois uma tonelada de cana-de-agucar moida resulta em
cerca de 250 kg desse residuo (SOUZA, 2013). Desta forma, embora uma parte
do bagaco seja utilizada pelas usinas para a co-geragao de energia elétrica, o uso
de aproximadamente 25% para a produgao do etanol lignocelulésico (Segunda
Geracgao), ja representaria um aumento consideravel na produgédo mundial desse

biocombustivel (LIMA, 2011).
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No entanto, desafios biotecnolégicos devem ser superados para garantir
que o etanol lignoceluldsico seja produzido de forma comercialmente viavel,
dentre eles destaca-se a completa utilizacdo de todos os tipos de agucares que
compdem a celulose e a hemicelulose (HAHN-HAGERDAL et al.,, 2007). A
fermentacdo desses acucares representa um desafio unico, pois além dos
polissacarideos da parede celular formarem uma arquitetura extremamente
complexa, recalcitrante, a levedura Saccharomyces cerevisiae, o principal micro-
organismo utilizado na produgédo de etanol, é incapaz de naturalmente fermentar
pentoses como a xilose, o segundo agucar mais abundante da biomassa
lignoceluldsica (ALVIRA et al., 2010). Em consequéncia disso, a S. cerevisiae tem
sido extensivamente engenheirada geneticamente (CAl et al., 2012) com o intuito
de gerar um micro-organismo capaz de converter eficientemente pentoses a
etanol em condi¢des industriais (HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Neste sentido,
com o objetivo de gerar uma cepa de S. cerevisiae que fermente xilose a etanol
eficientemente, este trabalho propés a expresséo heterdloga dos genes xyl/1 e xyl2
da via da reducido/oxidagdo do metabolismo de xilose na cepa industrial
Saccharomyces cerevisiae Pedra-2 (PE-2). Esses genes foram obtidos a partir das
leveduras assimiladoras de xilose, Rhodotorula dairenensis TABO1 e Pseudozyma
brasiliensis GHGO001, isoladas do trato intestinal de insetos parasitas da cana-de-
acucar. Além disso, este trabalho também caraceterizou bioquimicamente uma

enzima xilanase produzida pela P. brasiliensis GHG001.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Os combustiveis fosseis e os biocombustiveis

A crescente preocupagao com as mudancas climaticas, a necessidade de
reducao de emissao de gases efeito estufa (evidenciada desde o Protocolo de
Kyoto em 1997), a busca pela sustentabilidade, associada ao aumento continuo
dos precos dos combustiveis fosseis fazem com que a procura por fontes de
energia mais limpas seja uma medida essencial e inevitavel (BUCKERIDGE et al.,
2010). Entre as opgbes mais viaveis, o bioetanol se destaca como um
biocombustivel de referéncia por se tratar de uma fonte inesgotavel de energia,
considerada de baixo impacto ambiental (ARGUESO et al., 2009), sendo uma
alternativa a gasolina (BABRZADEH et al., 2012).

As culturas energéticas (culturas onde sua biomassa pode servir para a
obtencao de energia) sdo capazes de compensar as emissdes de gases do efeito-
estufa através da conversdo do didéxido de carbono atmosférico em carbono
organico na biomassa e no solo. Em teoria, a mesma quantidade de carbono que
€ liberado quando o bioetanol é queimado, é absorvida da atmosfera pela colheita
do proximo ano através da fotossintese, completando assim o ciclo do carbono
(BABRZADEH et al., 2012). Em fevereiro de 2010, a Environmental Protection
Agency (EPA) dos Estados Unidos, designou o etanol de cana-de-agucar como
um biocombustivel avangado, capaz de reduzir consideravelmente as emissdes de
gases do efeito estufa (GEE) em comparagdo com a gasolina (RODRIGUES,
2011). A utilidade das plataformas de producdo de biocombustiveis depende tanto
sua viabilidade econbémica quanto ambiental, sendo assim, o etanol de cana
brasileiro tem se mostrado plenamente competitivo com a gasolina devido a varias
conquistas biotecnoldgicas (BABRZADEH et al., 2012).

O bioetanol é produzido por meio da fermentagao de carboidratos derivados
de matérias primas agricolas, principalmente do amido de milho, muito utilizado

pelas industrias nos EUA, e da sacarose da cana-de-agucar, pelas industrias no
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Brasil (ARGUESO et al., 2009). Como resultado, esses dois paises s&o
atualmente os dois maiores produtores de bioetanol do mundo, compartilhando
cerca de 70% do mercado mundial, sendo que os EUA ocupam o primeiro lugar no
ranking (ARGUESO et al., 2009; SOUZA et al., 2012).

A cana-de-acgucar foi escolhida como substrato para a producédo de etanol
devido a varias razdes, incluindo sua 6tima adaptagdo aos solos e as condig¢des
climaticas brasileiros (SOCCOL et al., 2010). O Brasil € o maior produtor de cana
do mundo, com uma producao equivalente a 600 toneladas por ano (BASSO et al.,
2013), e o maior produtor mundial de etanol produzido a partir da fermentacao do
seu caldo (SOCCOL et al., 2010). Apesar dos Estados Unidos serem os maiores
produtores mundiais de etanol utilizando o milho como matéria-prima, o sistema
brasileiro de agroenergia € o mais eficiente, sendo considerado mais vantajoso por
diversas razdes, entre elas: (1) em um ciclo de vida as emissdes de GEE séao
reduzidas em 84% (em volume), enquanto o etanol de milho reduz as emissdes
em 30%; (2) o custo de producdo € 60% menor do que o custo de produgao a
partir do milho, e (3) o rendimento em litros de etanol por hectare (6470 L/ha) é
significativamente maior do que o rendimento do etanol de milho (4180 L/ha)
(GOLDEMBERG; GUARDABASSI, 2009). Segundo a Uniao da Industria de Cana-
de-Agucar (Unica), na Safra 2012/2013 foram produzidos no pais 21,36 bilhdes de
litros deste combustivel e a estimativa para a safra de 2013/2014 é de 25,37

bilhdes de litros, 17,21% superior a safra anterior.

2.2. Etanol de Primeira e Sequnda Geragéo

Atualmente, toda a producdo mundial dos biocombustiveis se baseia nas
tecnologias de primeira geragao (1G), ou seja, produgao de etanol principalmente
a partir da sacarose da cana-de-agucar e do amido do milho (SIMS et al., 2010).
Como desvantagem, por serem produzidos a partir de matérias-primas utilizadas

também como alimentos para humanos e animais, a produgdo deste combustivel
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compete com as industrias de alimentos pelo uso da biomassa e terras agricolas,
0 que gera questionamentos éticos, politicos e ambientais (RODRIGUES, 2011).

O processo de produgcdo de etanol no Brasil geralmente utiliza alta
densidade de células de levedura em um modo semi-continuo de batelada-
alimentada que também é conhecida como processo Melle-Boinot, adotado em
75% das destilarias brasileiras. Sdo fermentados caldos contendo elevadas
concentragcbes de agucar (caldo de cana e/ou melago diluido), produzindo altas
concentragbes deste combustivel, com alto rendimento (90-92% do maximo
tedrico) e produtividade (cada ciclo fermentativo ciclo dura de 6-10 h)
(BABRZADEH et al., 2012; BASSO, BASSO, ROCHA, 2011).

A fermentacdo do caldo ou melagco é realizada com a levedura
Saccharomyces cerevisiae a partir de uma concentragao inicial de sacarose em
torno de 200 g/L em dornas de 100 a 1000 mil litros de volume total. Apos cada
ciclo obtém-se um teor alcodlico inferior a 100 g/L que é enviado para a unidade
de destilagado, resultando no etanol absoluto (95,5%) ou o anidro com teor de
alcool de no minimo 99,7%. A levedura é separada do fermentado (chamado de
vinho) por centrifugagdo e reciclada para uma nova fermentacdo apds o
tratamento com acido sulfurico concentrado, neutralizagdo e determinacdo de
contaminagao microbiolégica. A contaminagdo por leveduras selvagens e
bactérias € elevada e ha necessidade de combaté-las constantemente com
antibidticos antes da reutilizacdo em novo ciclo fermentativo. Uma parte do
processo € impulsionada pela energia obtida com a queima do bagaco da cana
que alimenta as caldeiras e gera eletricidade (RODRIGUES, 2011).

Embora a produgdo mundial de etanol em 2012 tenha sido de 85,2 bilhdes
de litros (dados da F. O. Licht, divulgados pela Global Renewable Fuels Alliance),
estd cada vez mais evidente que o etanol de primeira geragdo (1G) néo sera
suficiente para atender as demandas futuras por biocombustiveis (SOUZA et al.,
2012). Para contornar este problema, a produgao de etanol de segunda geragao
(2G) vem ganhando crescente interesse. Estes combustiveis sdo produzidos a

partir de uma ampla variedade de fontes n&o alimenticias, e entre eles esta
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incluida a utilizagcdo de materiais lignoceluldsicos, tais como residuos agricolas,
florestais e industriais (RODRIGUES, 2011).

Essas tecnologias utilizam os materiais lignocelulésicos como matéria prima
uma vez que estes sdo mais baratos, abundantes e podem ser produzidos nas
mais variadas condigbes de solo e clima (LEITE, LEAL, 2007). Neste sentido,
residuos, rejeitos ou produtos néo comestiveis como lascas de madeira
provenientes de arvores (eucaliptos) e biomassa de gramineas (palha de milho e
bagaco de cana-de-agucar) estdo entre as matérias-primas consideradas
promissoras para a produgéo de bioetanol 2G (RODRIGUES, 2011; SOUZA et al.,
2012).

No processo de producgédo de etanol 1G cerca de 92% do bagacgo € usado
para gerar energia. Soccol e colaboradores (2010) relataram que, se os 8% néo
utilizados no processo fossem convertidos em etanol, poderia ser obtido um
aumento na producao de 2200 litros (L) de etanol por hectare e uma reducgao do
uso da terra de 29%.

No processo de obtengdo do etanol 2G, o objetivo é “desmontar” a parede
celular para utilizar os polissacarideos como fonte de agucares fermentaveis. No
entanto, a estrutura da parede € muito complexa e este processo de desmonte
deve ser minucioso para preservar intactos os monossacarideos que serao
utilizados na fermentacéo (SOUZA et al., 2012). Esse tipo de processo envolve
passos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos, e se inicia com um pré-tratamento (fisico
e/ou quimico) da biomassa, seguido do tratamento com hidrolases glicoliticas e
proteinas acessorias para a geragcao de monossacarideos (hexoses e pentoses).
Por fim, como na producdo do combustivel 1G, ocorre a fermentacido dos
agucares a etanol e recuperagdo dos produtos e sub-produtos (STEPHEN;
COLUMBIA, 2012).

Entretanto, até o momento, embora “plantas-pilotos” ja estejam sendo
desenvolvidas, a producao de bioetanol 2G ainda ndo € economicamente viavel
(NAIK et al., 2010; DIAS et al., 2011). Isto se deve ao fato que varias barreiras

técnicas precisam ser superadas para que seu potencial seja realizado. Dentre
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elas, destaca-se a reducédo e eliminacdo de quimicos utilizados no pré-tratamento,
diminui¢cdo do custo e quantidade de enzimas empregadas na etapa de hidrélise e
a necessidade de um micro-organismo eficiente que seja capaz de fermentar
todos os agucares disponiveis (ALVIRA et al.,, 2010; KIM et al.,, 2013). Neste
sentido, a fermentacdo de pentoses representa um grande desafio e sua eficiente
e rapida utilizagao € um pré-requisito para a produgao de biocombustiveis, a partir
de biomassa renovavel, de forma sustentavel e econémica (KIM et al., 2013).

Nos ultimos anos, em laboratérios do mundo todo, intensos esforgos vém
sendo feitos para desenvolver tecnologias eficientes para o pré-tratamento da
biomassa e de enzimas a fim de aprimorar a sacarificagdo da
celulose/hemicelulose, bem como para o desenvolvimento de micro-organismos
capazes de fermentar ambos os agucares (pentoses e hexoses) liberados do
material lignoceluldsico (SOUZA et al., 2012; SOCCOL et al., 2010).

2.3. Biomassa lignocelulésica e a parede celular

A biomassa vegetal € responsavel por cerca de 60% da biomassa no
mundo, sendo que 90% desse material € composto de material lignoceluldsico e
os 10% restantes por materiais oleaginosos e outros (TENGERDY E SZACKS,
2002). A parede celular da biomassa lignocelulésica € composta por uma mistura
de polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e sais minerais
(BUCKERIDGE et al., 2010). Os trés componentes principais sdo a celulose, a
hemicelulose e a lignina, que sao unidas entre si por ligacbes covalentes,
formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos (Figura 1)
(AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2013).
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Figura 1 — Esquema da parede celular vegetal. Disponivel em:

<http://www.scidacreview.org/0905/html/biofuel.htm

A celulose é um polissacarideo composto por microfibrilas formadas por
moléculas de glicose (C6) unidas por ligacao (3-1,4. A unido de microfibrilas forma
uma estrutura linear e semicristalina. A cristalinidade confere resisténcia a
hidrolise devido a auséncia de agua na estrutura e as fortes ligagcdes entre as
cadeias de glicose, que impedem a agao de hidrolases nas ligag¢des 3-1,4 (BASSO
et al., 2013). A hemicelulose é um componente relativamente amorfo, constituida
por xilose, arabinose, galactose, manose e outros agucares. A hemicelulose pode
ligar-se as microfibrilas de celulose por pontes de hidrogénio, formando uma
protecao que impede o contato entre uma microfibrila e outra, formando uma rede
coesiva. O xiloglucano é a principal hemicelulose em muitas paredes celulares
primarias. No entanto, na parede celular secundaria, a qual predomina na
biomassa vegetal, as hemiceluloses sao tipicamente xilanos e arabinoxilanos
(BASSO et al., 2013). Por fim, a lignina é essencialmente o cimento que propicia a
rigidez estrutural das plantas, sendo formada por uma rede polimérica
tridimensional de unidades de metoxilas, arilpropanos e hidroxifendis
(RODRIGUES, 2011).
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Assim, dois tergos do conteudo energético presente nos carboidratos da
cana-de-agucar sdo armazenados nos polissacarideos localizados nas paredes
celulares das folhas e do colmo, sendo que apenas a celulose e hemicelulose
podem ser utilizadas como matérias-primas para a produgdo de etanol 2G
(SOUZA et al., 2012). Desta forma, o principal componente do hidrolisado
lignocelulosico € a glicose e o segundo agucar mais abundante é a D-xilose,
sendo que esta ultima é particularmente elevada em gramineas e madeira. Sendo
assim, a conversdo da biomassa em energia ndo € economicamente viavel a ndo
ser que a hemicelulose seja utilizada em adicdo a celulose (JEFFRIES, 2006;
HECTOR et al., 2011).

O bagaco da cana-de-agucar é o residuo fibroso resultante da moagem dos
colmos e da extragdo do caldo da cana-de-agucar (PANDEY, 2000). No Brasil, o
bagaco representa um dos principais materiais lignocelulésicos a ser considerado
para a producdo do etanol de segunda geracao, visto que a cada tonelada de
cana moida, sdo produzidos 250 kg deste residuo (KAMPER et al., 2006). Além
disso, o bagaco é considerado um rico reservatério de energia solar devido ao
maior rendimento massa/area de cultivo de cana-de-agucar comparado as outras
culturas (cerca de 80 t/ha em comparacéo a 1 t/ha de trigo e 2 t/ha de outras
gramineas) (BASSO et al., 2013). O bagagco apresenta em sua parede celular,
aproximadamente, 4-9% de cinzas, 19-24% de lignina, 32-42% de celulose e 27-
32% de hemicelulose (SOCCOL et al., 2010), sendo que esta ultima apresenta
elevado teor de D-xilose, correspondendo em até 80% do total de agucar nesta
fragdo (MARTON et al., 2004). Devido ao seu baixo conteudo de cinzas, o bagaco
oferece varias vantagens em relagdo aos outros residuos de culturas quando
utilizados em bioprocessamento.

Desta forma, embora uma parte do bagaco seja utilizada pelas usinas para
geracao de energia elétrica, se pequenas fracbes do mesmo fossem utilizadas
para a produgcdo do etanol lignoceluldésico ja representaria um aumento
consideravel na produgdo mundial deste biocombustivel (PACHECO, 2011).

Entretanto, como ja dito anteriormente, para que o etanol lignoceluldsico seja
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produzido de uma forma economicamente viavel, todos os tipos de acucares
derivados da biomassa (hexoses e pentoses) devem ser convertidos em etanol,
fazendo necessaria a busca de micro-organismos que realizem eficientemente

esta conversao em condigdes industriais (RAGAUSKAS et al., 2006).

2.4. Utilizagdo de pentoses por micro-organismos

Inumeros micro-organismos s&o capazes de metabolizar pentoses e
analises das vias metabdlicas envolvidas neste processo revelaram duas formas
distintas de utilizacdo destes acucares (Figura 2). A primeira é a via de
isomerizagao, que ocorre principalmente em bactérias, onde a xilose isomerase
(XI) converte D-xilose em D-xilulose, sem a utilizagdo de cofatores (MATSUSHIKA
et al., 2009).

Em leveduras e demais organismos eucariotos, a conversao de D-xilose a
D-xilulose ocorre por uma via de redugao/oxidagdo, em duas etapas: inicialmente,
D-xilose é reduzida a D-xilitol, pela enzima xilose redutase (XR) NADPH ou
NADH-dependente; em seguida, D-xilitol € oxidado a D-xilulose, pela enzima xilitol
desidrogenase (XDH) NAD"-dependente (MATSUSHIKA et al., 2009).

Apos a producao de D-xilulose por uma destas vias, ela é fosforilada pela
enzima xilulose quinase (XK) a D-xilulose 5-P que em seguida é convertida pela
via das pentoses a gliceraldeido-3P e frutose-6P, ingressando na via da glicdlise,
chegando a piruvato que é convertido a etanol e varios outros produtos
(MATSUSHIKA et al., 2009).

Porém, as leveduras apresentam vantagens sobre as bactérias em
fermentacao industriais como o tamanho das células, as paredes celulares mais
espessas, 0 melhor crescimento em pHs baixos, os requisitos nutricionais menos

rigorosos, e uma maior resisténcia a contaminacgéo (JEFFRIES, 2006).
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Figura 2 — Vias de utilizagao de xilose por diferentes micro-organismos. Adaptado
de Hahn-Hagerdal et al., 2004.

A maioria das xiloses redutases ja identificadas apresenta uma
dependéncia estrita ao NADPH como cofator, enquanto que a xilitol desidrogenase
é especifica para o cofator NAD*. Esse desbalango de cofatores pode levar ao
excesso de NADH e a deplecao de NADPH. Aerobicamente, o excesso de NADH
pode ser reoxidado pela mitocdndria, mas em condi¢gdes anaerdbicas, 0 excesso
de NADH ¢é acumulado e a utilizacao de xilose fica mais lenta e em alguns casos
cessa (HECTOR et al., 2011). Acredita-se que o desbalancgo de cofatores seja um
dos principais responsaveis pela fermentacido ineficiente anaerébia de xilose, o
que resulta em um acumulo de xilitol e baixa produtividade de etanol (CAl et al.,
2012).
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2.4.1. A levedura Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € a principal levedura utilizada na produgao
industrial de etanol devido a excelente capacidade de fermentar glicose. Além
disso, possui alta tolerancia ao etanol, resisténcia e robustez aos diferentes pHs e
temperaturas do processo, bem como aos inibidores presentes nas altas
concentragcbes de melago (CAl et al., 2012; BETTIGA et al., 2008; MATSUSHIKA
et al., 2009), além de n&o exibir muitas das limitagdes fermentativas presentes nas
bactérias (LIN E TANAKA., 2006). Assim, S. cerevisiae é considerada o micro-
organismo com maior potencial na produgdo de etanol a partir de biomassa,
principalmente no que diz respeito a eficiéncia e robustez (LEANDRO et al., 2008).
Entretando, ela ndo € capaz de metabolizar eficientemente pentoses, o que para a
producdo do etanol 2G representaria deixar fragdes de 20-30% do hidrolisado
lignoceluldsico inutilizaveis (CAl et al.,, 2012), uma vez que, como dito
anteriormente, ele contém grandes quantidades de xilose e arabinose (LEANDRO
et al., 2008).

A incapacidade da S. cerevisiae em fermentar xilose é atribuida a alguns
fatores como: 1) a impossibilidade dessa levedura converter eficientemente esse
substrato em xilulose, uma vez que apresenta baixos niveis de expressdo dos
genes de utilizacdo de xilose e baixas atividades das enzimas correspondentes a
esses genes (gene xyl1: xilose redutase — XR e gene xyl2: xilitol desidrogenase -
XDH) (RAGAUSKAS et al., 2006; MATSUSHIKA et al., 2009); 2) o desbalango
redox causado pelos cofatores dessas enzimas; 3) baixa atividade da enzima
xilulo-quinase (XK); 4) baixas atividades das enzimas ribulose 5-fosfato 3-
epimerase (RPE), ribulose 5-fosfato isomerase (RPI), transquetolase (TKL) e
transaldolase (TAL) da via de pentose fosfato (CAl et al., 2012); 5) ndo apresenta
um eficiente transportador de pentoses, uma vez que, a absorgao de xilose ocorre
unicamente através dos transportadores de hexoses que aceitam xilose como
substrato, porém com baixissima afinidade. Isso faz com que a absorgao de xilose

seja baixa e dependente da concentracdo de glicose presente no ambiente
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(LEANDRO et al., 2008). Assim, segundo Cai et al. (2012), os esforgos para que a

S. cerevisiae seja capaz de fermentar xilose podem ser divididos em seis aspectos

ao longo de toda a via metabdlica de xilose (Figura 3):

a)
b)

Buscar um transportador para xilose mais eficiente (em laranja);

Interligar a xilose intracelular a xilulose, através da express&o heterologa
dos genes da xilose redutase e xilitol desidrogenase, ou através do gene da
xilose isomerase (em verde);

Atenuar o desbalangco redox das enzimas XR e XDH mudando as
especificidades de seus cofatores (em amarelo);

Fortalecer o fluxo da xilulose a xilulose-5-fosfato através da expressédo do
gene enddgeno da xilulo-quinase (XK) (em azul);

Aumentar a expressao das enzimas da via de pentose fosfato (em roxo) e;

Engenheirar a célula por inteiro (em cinza).
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Figura 3 - Gargalos na metabolizacdo de xilose pela levedura S. cerevisiae (CAl et al., 2012).
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Assim, as pesquisas tém focado na engenharia genética da S. cerevisiae
com a finalidade de torna-la apta a co-fermentar hexoses e pentoses derivadas de

matérias-primas lignocelulésicas (LEANDRO et al., 2008).

2.4.2. As cepas recombinantes

Alguns micro-organismos s&o naturalmente capazes de assimilar xilose
como as leveduras Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), Pachysolen
tannophilus e Candida shehatae, que metabolizam esse agucar principalmente
pela via da reducao/oxidagao (HO et al., 1998). A S. stipitis aparece como a unica
dentre as leveduras assimiladoras de xilose, sob condicbes de limitacdo de
oxigénio, com capacidade em fermentar xilose para produzir etanol. A capacidade
de S. stipitis em fermentar a xilose é atribuida principalmente a capacidade de sua
XR utilizar NADH quase tao bem quanto NADPH, evitando, assim, o desbalanco
de cofatores (HECTOR et al., 2011).

Desse modo, uma das propostas que a engenharia genética e metabdlica
tem buscado é a melhoria das atividades fermentativas de micro-organismos que
naturalmente metabolizem xilose, como € o caso da S. stipitis (JEFFRIES, 2006).
Entretanto, embora a S. stipitis consiga fermentar xilose em etanol com
rendimentos tedricos sob condi¢gdes anaerdbias, ela requer oxigénio para a
utilizacao eficiente de xilose, e apresenta uma taxa de consumo de agucar mais
lenta em comparacdo com S. cerevisiae (MATSUSHIKA et al., 2009).
Adicionalmente, outro problema é que a maioria das leveduras naturalmente
fermentadoras de xilose excretam quantidades substanciais do sub-produto xilitol
e sua producéo reduz o rendimento de etanol (MATSUSHIKA et al., 2009).

Além disso, sabe-se que micro-organismos nativos que fermentam xilose a
etanol ndo possuem a robustez necessaria para sobreviver as condi¢oes
industriais estressantes deste processo, tais como a alta concentragdo de etanol,
elevada temperatura, estresse osmoético (devido as altas concentragbes de
agucares e sais), acidez, contaminagéo bacteriana e reciclo celular além de ser

um ambiente estritamente anaerdbio assim, esses micro-organismos néao
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conseguem fermentar xilose a etanol eficientemente (BASSO et al., 2008; KIM et
al., 2013).

Sendo assim, atualmente, a maioria dos esforcos visam desenvolver uma
S. cerevisiae que fermente xilose, engenheirando-o geneticamente com genes da
via da redugéo/oxidagao ou da via da isomerizagdo. A via da xilose isomerase tem
sido considerada como uma abordagem promissora para utilizagdo de xilose em
S. cerevisiae devido a ter uma unica etapa de conversao de xilose a xilulose, sem
a produgéao de xilitol e uso de cofatores. No entanto, poucas Xls heterdlogas sao
funcionalmente expressas em S. cerevisiae (CAl et al.,, 2012). Ja a via da
reducao/oxidagao apresenta a vantagem de ser termodinamicamente mais
vantajosa quando comparada com a via da isomerizagdo, nos quesitos taxa de
consumo de xilose e producao de etanol, mas apresenta dois gargalos intrinsecos:
a producéo de xilitol e o desbalanco de cofatores.

Assim, devido as diferengcas nas propriedades bioquimicas e origens
distintas das vias (XI ou XR/XDH) ainda é dificil determinar qual delas é mais
adequada para ser introduzida em S. cerevisiae (KIM et al., 2013). Deste modo, as
pesquisas tém focado no engenheiramento da S. cerevisiae com genes da S.
stipitis (xilose redutase e xilitol desidrogenase) ou a partir do fungo filamentoso
Piromyces sp. (xilose isomerase) (LEANDRO et al.,, 2008). Segundo Kim e
colaboradores (2013) a superexpressao do gene endégeno da XK (xks7) da S.
cerevisiae, 0 qual naturalmente tem baixa expresséo, ou a expressao heterdloga
do gene XK (por exemplo xy/3 de S. Stipitis) sdo necessarios para facilitar o
metabolismo de xilose através da via das pentoses fosfato.. Assim, a via
XR/XDH/XK, XK € um como um passo limitante e as cepas com superexpressao
tanto de XR/XDH ou de Xl tiveram redugdo significativa de xilitol quando um gene
adicional de XK foi integrado (KIM et al., 2013). No entanto, foi sugerido que a
expressao demasiada dos genes XK poderia causar uma inibicdo do crescimento
em xilose ou uma reducdo na taxa de consumo de xilose. Assim como estes

trabalhos, inumeros outros vém sendo realizados, mas o rendimento e a produgao
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de etanol por estas cepas engenheiradas ainda s&o muito inferiores quando
comparadas a fermentacao de glicose (CAl et al., 2012).

Desta forma, é fundamental a descoberta de genes da via metabdlica da
xilose mais eficientes, como por exemplo, os isolados de leveduras selvagens
fermentadoras de xilose. A identificagdo destes genes pode criar a oportunidade
do melhoramento genético da assimilagdo de xilose em S. cerevisiae através da
introducdo dos mesmos sob o controle de sinais regulatérios apropriados.

Estas leveduras selvagens podem ser isoladas de nichos ecologicos
enriquecidos para o seu crescimento, tais como o trato intestinal de insetos
herbivoros, uma vez que a microbiota intestinal é importante para que estes
insetos utilizem recursos nutricionais que sem eles seriam inacessiveis (SUH et
al., 2005; SUH et al., 2003). Como o intestino humano e o rimen do gado, o
intestino dos insetos hospeda um diverso grupo de micro-organismos, e a
comunidade microbiana realiza fungdes simbidticas importantes, incluindo a
desconstrugao da biomassa para os insetos herbivoros (SHI et al., 2010).

Neste sentido, em um trabalho prévio realizado em nosso grupo, foi
identificado diversos fungos e leveduras presentes no trato intestinal de insetos
que interagem com a cana-de-agucar (Projeto de auxilio a pesquisa FAPESP
10/51324-2 “Identificacdo de leveduras fermentadoras de xilose isoladas a partir
do trato intestinal de insetos que parasitam a cana-de-agucar”). Entre estes micro-
organismos, duas leveduras, Rhodotorula dairenensis TABO1 e uma levedura do
género Pseudozyma sp., a qual posteriormente verificamos tratar-se de uma nova
espécie que foi denominada Pseudozyma brasiliensis sp.nov., foram selecionadas

para o presente estudo.

2.4.3. A Cepa industrial Pedra-2

Cepas de S. cerevisiae utilizadas nas fermentagdes industriais, as
chamadas linhagens industriais, foram e sdo muitas vezes comparadas com as

linhagens laboratoriais (domésticas) em termos de eficiéncia de utilizagdo de
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agucar e tolerancia ao estresse que o processo fermentativo impde (KIM et al.,
2013). Linhagens laboratoriais sao uteis para estudar a genética molecular de
leveduras, enquanto linhagens industriais sédo geralmente selecionadas para terem
um otimo desempenho sob condigdes industriais (MATSUSHIKA et al., 2009).
Segundo Matsushika e colaboradores (2009), as linhagens industriais tém se
mostrado mais tolerantes ao hidrolisado que as linhagens laboratoriais, além de
serem superiores na produgao de etanol.

No processo de producdo de etanol brasileiro, as células de levedura séo
recicladas e utilizadas na fermentacdo subsequente durante os 6-9 meses de
safra (ARGUESO et al., 2009). Assim, como ja citado anteriormente, uma cepa de
levedura ideal para a producéo de etanol deve crescer neste ambiente hostil com
estresses bidticos e abidticos. Dessa forma, algumas cepas de leveduras
altamente produtivas tendem a dominar o fermentador durante toda a temporada
de producgao, permitindo fermentagdes eficientes e estaveis (BABRZADEH et al.,
2012).

Na década de 1980 cepas de leveduras eram melhoradas geneticamente
com o intuito de aumentar a eficiéncia da fermentacdao do etanol de primeira
geracao, mas no ambiente industrial elas eram incapazes de competir com as
leveduras contaminantes selvagens que eram mais robustas (ARGUESO et al.,
2009). Entao, na década de 1990, uma estratégia foi adotada: a sele¢do, dentre as
leveduras selvagens contaminantes, das cepas que combinavam alta eficiéncia de
fermentagcdo com persisténcia prolongada no sistema. Um destes isolados mais
bem sucedidos € a cepa Pedra-2 (PE-2), que atualmente é utilizada por 30% das
destilarias brasileiras, gerando 10% do bioetanol mundial (ARGUESO et al., 2009).
Caracteristicas como dominancia sobre outras linhagens e permanéncia no
processo durante a época de colheita da cana foram levados em consideragao
quanto a escolha dessa cepa, que hoje ja tem seu genoma sequenciado
(ARGUESO et al., 2009; AMORIM et al., 2011). Recentemente, no trabalho de
Brown e colaboradores (2013) foi obtida informacéo sobre a expressao dos genes

(transcriptoma) da PE-2 sob condi¢gdes que mimetizavam a fermentacgao industrial
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a fim de entender como essa linhagem responde ao ambiente estressante e
alternante do processo fermentativo. Recentemente, foi construida uma cepa de
PE-2 com os alelos para o gene URAS3 deletados, fazendo com que ela seja
passivel de receber genes exogenos. Desse modo, esta estirpe pode ser utilizada
para melhorias genéticas através da tecnologia do DNA recombinante (AMORIM
et al., 2011).

2.4.4. A levedura Rhodotorula dairenensis TABO1

A R. dairenensis foi elevada ao nivel de espécie ha pouco tempo através de
analises da regidao D1/D2 do 26S rRNA, da regiado ITS e fingerprints com micro e
mini-satélites (GADANHO; SAMPAIO, 2002). Inicialmente esta espécie era
considerada como Rhodotorula glutinis, entretanto Gadanho e colaboradores
(2002) mostraram que R. dairenensis € mais proxima filogeneticamente da R.

mucilaginosa do que da propria R. glutinis (Figura 4).
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Figura 4 — Arvore filogenética do género Rhodotorula
da regiao D1/D2 do 26S rDNA (GADANHO; SAMPAIO, 2002).

obtida por analises
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Nutricionalmente, a R. dairenensis se difere da R. mucilaginosa pela
utilizacdo de nitrato e nitrito, e da R. glutinis por sua capacidade de crescer sem
vitaminas bem como a 35°C. A espécie pode ser encontrada em diferentes
habitats, sendo que ja foram isoladas de ambientes aquaticos, ar, plantas e solo
(GADANHO; SAMPAIO, 2002). Em nosso trabalho a levedura foi isolada do
tratointestinal da larva do inseto Migdolus fryanus, um besouro parasita da cana-
de-acucar.

Como caracteristica de importancia biotecnolégica, a R. dairenensis produz
trealose, um dissacarideo de (glicose (a-D-glicopiranosil-(1—1)-a-D-
glicopiranosida) encontrado em leveduras, micro-organismos termofilicos,
algumas plantas e insetos. A trealose € um agucar nao redutor, que além de ser
fonte de energia, protege contra estresses ambientais como altas temperaturas,
estresse osmoético, escassez de nutrientes e congelamento. Muitos estudos tém
correlacionado os niveis de trealose intracelular com o aumento da viabilidade
celular, visto que nas camadas lipidicas, protege as membranas contra danos e,
na estabilizacdo de proteinas, previne o processo de desnaturacdo. Essas
propriedades sugerem sua ampla aplicagdo em diversas areas incluindo a
industria de cosméticos, farmacéutica e agro-alimentar, sendo que as aplicagdes
mais interessantes desse dissacarideo sdo na estabilizagdo de vacinas,
preservagao de enzimas e na estabilizagdo de 6rgaos para transplante (COLLA et
al., 2008). Ainda, recentemente foi caracterizada bioquimicamente uma enzima
frutofuranosidase produzida pela R. dairenensis. (GUTIERREZ-ALONSO et al.,
2009).

2.4.5. A levedura Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHOO1

P. brasiliensis sp. nov. € uma levedura basidiomiceto pertencente a ordem
Ustilaginales, isolada do tratointestinal de um besouro parasita da cana-de-agucar
pertencente a familia Chrysomelidae, e que foi descoberta como uma nova

espécie neste trabalho (vide Item 5). Notavelmente, membros do género
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Pseudozyma spp. sao capazes de produzir biomoléculas biotecnologicamente
interessantes como lipases (BUSSAMARA et al., 2012; BUSSAMARA et al.,
2010), xilanases (ADSUL et al. 2009), e biosurfactantes como o lipidio manosil
eritritol (KONISHI et al., 2011; MORITA et al., 2010; MORITA et al., 2009).

A P. brasiliensis sp. nov. GHGO001 teve seu genoma sequenciado e
publicado pelo nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2013) (vide Anexo I) e tem um
grande potencial biotecnoldgico, visto que é capaz de produzir xilanase (BORGES
et al., 2013) (vide Anexo Il), propriedade muito comum em varios fungos
filamentosos como, Aspergillus sp; Fusarium sp, Melanocarpus sp e Penicillium

sp., porém nao vista frequentemente em leveduras (ADSUL et al., 2009).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo a caracterizacdo de genes da via das

pentoses de R. dairenensis TABO1 e P. brasiliensis sp. nov. GHGO001., visando a

superexpressao destes em cepa industrial de S. cerevisiae PE-2 e ainda,

objetivou caracterizar bioquimicamente uma enzima xilanase produzida pela P.

brasiliensis sp. nov. GHGO001.

3.2. Objetivos especificos

Identificar os genes xyl1 e xyl2 das leveduras;

Caracterizar as leveduras em termos da atividade das enzimas XR e XDH,
bem como a expresséo de seus respectivos genes (xyl1 e xyl2) em xilose e
glicose;

Introduzir os genes envolvidos na assimilagdo de xilose e superexpressa-los
em S. cerevisiae (cepa industrial PE-2 e doméstica Sc9721), com sinais
regulatorios apropriados;

Analisar as cepas recombinantes quanto as suas capacidades de
assimilar/fermentar xilose;

Caracterizar a xilanase produzida pela P. brasiliensis sp. nov. GHGO001.
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4. Metodologia

4.1. Obtencao dos isolados

Os conteudos intestinais dos insetos colonizadores da cana-de-agucar
crisomelideo, Diatrea saccaralis, Scaptocoris castanea, Migdolus fryanus, larva de
arame, da larva pao de galinha foram inoculados em meio minimo (MM) liquido
(pH 6,5) com 5% de bagacgo explodido (Tabela 1) ou 1% de xilose, suplementado
com um coquetel de antibidticos (100 pg/mL de ampicilina, 34 ug/mL de
kanamicina, 20 ug/mL de tetraciclina e 35 ug/mL de cloranfenicol). O inéculo foi
incubado a 30°C sob agitacdo de 130 rpm para enriquecimento dos micro-
organismos. Semanalmente, foram realizadas transferéncias das culturas para

meios frescos.

Tabela 1 — Meio Minimo (MM).

Reagente Quantidade
Solugéo de Sais 50 mL
Fonte de carbono (xilose ou bagago) 100u50g
Solugéo de elementos tragos 1 mL
Agua destilada q.s.p Para volume final de 1000 uL

Apos a 22 transferéncia foi feito o plaqueamento das culturas mistas
(crescida com bagaco ou xilose) em MM com 1% de xilose, acrescido de 2 % de
agar. As colbnias de levedura que cresceram foram re-plaqueadas até que se
obtivesse um isolado puro. Estes isolados foram inoculados em meio YPD liquido

(Tabela 2) e incubados sob agitagao rigorosa a 30°C por 3 dias.
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Tabela 2 — Meio YPD.

Reagente Quantidade
Peptona 2049
Extrato de levedura 10¢g
Dextrose 40 ¢
Agua destilada q.s.p Para volume final de 1000 yL

4.2. ldentificagao dos isolados

4.2.1. Extracdo de DNA in house

Para a extragdo de DNA genémico das leveduras, o indculo foi centrifugado
a 2.500 g por 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampao de
extragdo de DNA (Tabela 3). A esta suspenséo foi adicionado o mesmo volume de
pérolas de vidro estéreis, tratadas com acido nitrico para retirada de impurezas.
Os tubos foram acoplados em agitador mecanico e a disrupgao celular procedeu-
se por 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante (sem as pérolas de vidro) para
novos tubos e foi adicionado o mesmo volume de uma mistura fenol-cloroférmio
(1:1). Novamente o material foi agitado em agitador mecanico por 10 minutos e
em seguida centrifugado a 20.800 g por 20 minutos. A fase aquosa contendo o
DNA genbmico foi adicionado 0,6 volume de isopropanol para precipitagao do
DNA, seguido de centrifugacdo a 20.800g por 20 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o DNA foi lavado com 150 pL de etanol 70% (v/v) gelado. O volume
foi novamente centrifugado a 20.800 g por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi seco a temperatura ambiente. Por fim, o DNA foi
ressuspendido em 50 yL de agua estéril + 1 uyL de RNAse (10 mg/mL) e incubado
a 37°C por 12 horas (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
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Tabela 3 — Tampéao de extracdo de DNA gendmico.

Reagente Quantidade
Tris HCI pH 8,5 31,529
NaCl 14,619
EDTA 7,30g
SDS 5¢g
Agua destilada q.s.p Para volume final de 1000 pL

4.2.2. Amplificagdo e sequenciamento da regido ITS2

Para a identificagdo dos isolados, primeiramente foi realizada a
amplificagdo por PCR da regido espacadora interna transcrita 2 (ITS2) do DNA
ribossomal. As reagdes de PCR estdo descritas na tabela 4, sendo utilizados os
oligonucleotideos ITS3 (5- GCATCGATGAAGAACGCAGC -3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’). A reacdo de amplificagdo ocorreu em
termociclador com a seguinte ciclagem: o DNA molde foi inicialmente desnaturado
a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento dos oligonucleotideos a 56°C por 30 segundos e extensao
das novas moléculas de DNA a 72°C por 1 minuto. Por fim, um ciclo de extensao
final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos foram analisados em eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TAE 1X, a 90 V por 45 minutos. Apds a corrida
eletroforética, o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (0,1 mg/mL) por
15 minutos e visualizado sob luz ultravioleta no fotodocumentador Gel Logic 2200
Pro (Carestream). A determinagdo do tamanho dos fragmentos foi feita
comparando as bandas obtidas com o /adder de 1 Kb (Fermentas). Os produtos
das reacdes de PCR foram purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Heathcare), segundo as recomendagbes do fabricante, e
sequenciados utilizando o kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems/Life Technologies), seguindo o protocolo do fabricante, no
sequenciador Applied Biosystems® 3500xL Genetic Analyzers do Laboratério

Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE). As sequéncias obtidas
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foram comparadas com as depositadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), através do programa Blast (Basic Local
Alignment Search Tool). Os parametros e-value e identidade forneceram o grau de

confiabilidade da identificagao.

Tabela 4 — Reacéo de PCR.

Reagentes Quantidade
H,O milliQ autoclavada g.s.p 20 uL
Buffer KCI (10x) 2,0 uL
MgCl, (25mM) 1,6 uL
dNTP (10mM) 0,8 L
Primer Fw (10 pmol/uL) 0,4 pL
Primer Rv (10 pmol/uL) 0,4 pL
Taq DNA polimerase (5 U/ uL) 0,1 yL
DNA molde 1L

4.2.3. Construcdo de arvores filogenéticas através das regides
ribossomais ITS, 5.8S e D1/D2

Objetivando uma identificagdo dos isolados mais curada e confiavel, foi
inferida a arvore filogenética com a sequencia das regides ribossomais ITS, 5.8S e
D1/D2 das leveduras Rhodotorula dairenensis TABO1 e Pseudozyma brasiliensis
GHGO001. Para isso, foi realizada a extracdo do DNAs (vide 3.1) e a amplificagao
das regides ribossomais 28S (LSU, mais especificamente a regidao D1/D2) e das
regides ITS1, 5.8S e ITS2. Essas regides vém sendo muito utilizadas na
diferenciacdo de fungos através de analises de PCR e a regido ITS vem se
mostrando como um barcode maker (MARTIN; RYGIEWICZ, 2005; SHOCH et al.,
2012). A regiao ITS inclui as regides ITS1 e ITS2, separadas pelo gene 5.8S, e
esta situado entre os genes 18S (SSU) e 28S (LSU) na unidade de repeti¢ao

nrDNA (Figura 5). Os oligonucleotideos utilizados estdo descritos na tabela 5.
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Figura 5 — Esquema mostrando a localizagdo de alguns oligonucleotideos
utilizados para amplificar as regides ITS e D1/D2 (BELLEMAIN et al., 2010).

Tabela 5 — Lista de oligonucleotideos utilizados na identificacdo das leveduras.

Oligonucleotideo

Sequéncia (5°-3")

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
NSI1 GATTGAATGGCTTAGTGAGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
LR3 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

A PCR foi feita de acordo com a tabela 4, com a seguinte ciclagem: um
ciclo inicial de 94°C/3 min de desnaturagao, seguido de 35 ciclos de 94°C/30
segundos, anelamento — temperatura variavel (vide tabela 6)/30 segundos e

extensdo — 72°C/ tempo variavel (vide tabela 6); e extenséo final de 72°C/10 min.

Tabela 6 — Combinagdes de oligonucleotideos e as respectivas temperaturas de
anelamento e tempos de extensao.

Oligonucleotideos = Temperatura de anelamento  Tempo de extensao

ITS3-LR3 59°C 2 min
ITS1-ITS4 52°C 1 min
NSI1-ITS4 55°C 1,5 min

Depois de a amplificagado ter sido confirmada por eletroforese em gel de

agarose 1%, os produtos de PCR foram purificados com o kit GFX PCR DNA and
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Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences) segundo o protocolo sugerido
pelo fabricante, e posteriormente sequenciados utilizando o kit de reagédo Big
Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies).
As amostras foram analisadas no sequenciador Applied Biosystems® 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Life Technologies). As sequéncias obtidas
foram trimadas por qualidade (phred score 20) utilizando o programa phred
(EWING et al., 1998). Os contigs foram montados utilizando o programa online
CAP3 (HUANG; MADAN, 1999). A partir dos contigs, as sequéncias de ITS1 e
ITS2 foram extraidas utilizando ITSx V 1.0.3 (BENGTSSON-PALME et al., 2013),
assim como o posicionamento da regiao 5.8S. Para cada regiao foi realizado um
alinhamento multiplo estruturado, utilizando MXSCARNA V 2 (TABEI et al., 2008).
Os alinhamentos multiplos foram inicialmente separados da estrutura secundaria,
e concatenados em um Unico arquivo utilizando FASconCAT (KUCK;
MEUSEMANN, 2010). A inferéncia das filogenias particionadas foi realizada
utilizando RAXML V 7.5.7 (STAMATAKIS, 2012), e a construcdo da arvore foi
realizada utilizando FigTree V 1.4 (RAMBAUT, 2007). As espécies tipo utilizadas
para a construgao das arvores filogenéticas foram retiradas do banco de dados do
CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre. A taxa de substituicdo foi obtida usando o
gamma-modelo de Yang (YANG, 1996). Valores de bootstrap foram computados
acima de 1000 repetigdes.

Para confirmar a identificagdo da espécie, foi verificado o numero de gaps
entre a nossa sequéncia e a sequéncia reportada na literatura através do
programa Water (RICE et al., 2000).

4.3. Perfil de crescimento das leveduras em xilose

Para verificar o crescimento das leveduras de interesse na presenca de
xilose foi realizado ensaio de curva de crescimento com a Rhodotorula dairenensis
TABO1 e Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHG001, em meio de cultura minimo

(0,67% YNB) com diferentes fontes e concentragcdes de carbono (1% glicose e
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0,5%, 1% e 5% xilose). Como controle, também foi realizado o0 mesmo ensaio com
as leveduras S. cerevisiae 9721 (controle negativo) e Pichia stipitis NRRL-Y7124
(controle positivo). 10° leveduras/mL foram inoculadas em 12,5 mL de cada meio,
em triplicata, em erlenmeyer de 125 mL, e incubadas a 30°C a 250 rpm. A cada 24
horas foi coletado 1 mL de cada cultura para determinagao espectrofotométrica da
densidade optica (OD) utilizando fragées de absorbancia no comprimento de onda

de 595 nm. Foram coletados os pontos 24, 48, 72 e 96 horas.

4.4. Caracterizagcdo molecular dos genes da Rhodotorula dairenensis

TABO1 e da Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHG001
4.4 1. Extracao de DNA

Primeiramente, foi feito um pré-indculo da levedura em meio YPD (Tabela
2), a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm. Apds 24 horas de crescimento, o pellet da
levedura foi coletado e realizada a extragdao de DNA gendmico com o kit “DNeasy
Plant Mini” (Qiagen), com a adaptagéo de que a lise celular foi feita com pérolas
de vidro em vortex durante dez minutos. O restante do procedimento foi realizado

segundo o protocolo sugerido pelo fabricante.
4.4.2. Isolamento do RNA e sintese de cDNA

Para o isolamento do RNA, a levedura foi inoculada em uma concentragao
de 10° leveduras/mL em 130 mL dos meios e condicdes utilizadas para a curva de
crescimento (vide 3.2). Apds cada coleta a amostra foi centrifugada por 10 minutos
a 4000 rpm e o pellet foi guardado a -80°C até o momento da extracdo de RNA. O
RNA total foi extraido com kit “RNeasy Plant Mini” (Qiagen), segundo o protocolo
“Purification of Total RNA from Yeast” pelo método de lise mecénica com a
seguinte adaptacgao: a lise foi feita com pérolas de vidro em vortex durante quinze
minutos, alternando a cada 3 minutos no vortex, 2 minutos no gelo. Para
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quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo
Scientific) e para verificar a integridade do RNA, o 2100 BioAnalyzer (Agilent). Em
seguida, foi realizado o tratamento com DNAse com o kit TURBO DNA-free (Life
Technologies), a fim de se eliminar qualquer residuo de DNA na amostra. Apos
confirmar a auséncia de DNA através de PCR utilizando como molde o RNA (vide
protocolo de PCR 3.1.1), foi realizada a sintese de cDNA (partindo da mesma
quantidade de RNA) utilizando a SuperScript Il Reverse Transcriptase (Life

Technologies), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.4.3. Identificagdo molecular dos genes da xilose redutase (xy/1) e

xilitol desidrogenase (xy/2) da Rhodotorula dairenensis TABO1

Como as sequéncias de xyl1 e xyl2 da R. dairenensis TABO1 ndo eram
conhecidas (ou pelo menos nao estavam disponiveis nos bancos de dados), foram
desenhados oligonucleotideos degenerados para estes genes baseados nas
sequéncias da Rhodotorula graminis e Rhodotorula mucilaginosa, obtidas no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI -
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Tabela 7). Apés um alinhamento dessas
sequéncias realizada no programa ClustalW (LARKIN et al.,, 2007), foram
desenhados oligonucleotideos para as regides mais conservadas. Para o gene
xyl2, os oligonucleotideos nao funcionaram adequadamente, entdo foram
utilizados os descritos por Xu e colaboradores (2011) o qual estudou o
metabolismo de xilose das cepas R. graminis e R. mucilaginosa.

Utilizando o cDNA sintetizado, foi feita a reacdo de PCR (vide 3.3.1)
variando a concentragao de MgCl, em 1,5 mM, 3 mM e 4,5 mM e as temperaturas
de anelamento em 50°C, 53°C e 57°C, para o XR e, 50°C e 52°C, para o XDH. Em
seguida, foi realizada a eletrofrese, purificagcdo e sequenciamento dos produtos de
PCR (vide 3.3.4) que tinham o tamanho esperado, e as sequéncias foram

comparadas com as depositadas no NCBI.
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Uma vez que foi obtida uma regido de cada gene de R. dairenensis TABO1,
foi utilizada a técnica de RACE para amplificar as bordas 5 e 3’ dos mesmos,
utilizando o kit SMARTer RACE cDNA Amplification (Clontech), segundo protocolo
do fabricante. Os oligonucleotideos desenhados e utilizados estdo descritos na
Tabela 7. Os amplificados obtidos foram confirmados por sequenciamento (vide
3.3.4), e as sequéncias completas das regides codates de cada gene foram

montadas utilizando o programa Geneious (http://www.geneious.com).

Tabela 7 — Lista de oligonucleotideos utilizados na identificacdo dos genes xy/1 e
xyl2 de R. dairenensis TABO1.

Oligonucleotideo Sequéncia do oligo (5’-3) Referéncia
Xyl1- Fw AGTACCTCGACCTSTACCTCAT Este estudo
Xyl1 —Rv KMGAYGAYCTTGAAGTTCGAKWYGAT Este estudo
Xyl2 — Fw AACGTGGTKGTSTTTGGYG Este estudo
Xyl2 — Rv CKGTGMGWGATGAGCGAYTTGAGG Este estudo
Xyl2 — Fw CCMATGGTCYTSGGNCACGA (XU et al., 2011)
Xyl2 — Rv CCGACVGGVCCDGCDCCAAAGAC (XU et al., 2011)

RACE_xyl1_3'Fw CCCGACCGTCAAGAAGATCGCCGAGG Este estudo

RACE_xyl1_5Rv GGGAAGAGGTTCGAGTGGGGGTCG Este estudo

RACE_xyl2_3’Fw CTCGCTGGCCGCTATGTCCTCCC Este estudo

RACE_xyl2_5'Rv CGCTCGTAGTGACCACCCTTGCAGTCG Este estudo

4.4.4. Purificacao, ligacao, clonagem e sequenciamento

A regiao do gel que continha o fragmento com o tamanho do amplificado
esperado foi excisada e submetida a purificacdo utilizando o kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Heathcare). Os produtos amplificados foram
clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 6) e transformados por
eletroporagao (Multiporador® system, Eppendorf) em células de E. coli DH5a.
Colbnias brancas foram selecionadas de placas de LB (Tabela 8) com ampicilina

(100 pg/mL) e procedeu-se uma reacdo de PCR de colébnia com os

53



oligonucleotideos universais M13-Fw (5’- GACCGGCAGCAAAATG -3’) e M13-Rv
(5- CAGGAAACAGCTATGAC -3’) para verificar a efetividade da clonagem. As
colénias que tiveram a confirmagao de que seus plasmidios possuiam o fragmento
de interesse foram inoculadas em 3 mL de LB + ampicilina (100 mg/mL) e
incubadas sob agitagdo (~200 rpm) a 37°C overnight. Em seguida os DNAs
plasmidiais dos clones positivos foram extraidos utilizando-se o kit QlIAprep Spin
Miniprep (Qiagen) e os insertos foram sequenciados com os primers universais
M13 utilizando o kit de reacdo Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems/Life Technologies) no sequenciador Applied Biosystems®
3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Life Technologies), afim de obter

sequéncia com qualidade desde o inicio do gene (onde esta o ATG).

Tabela 8 — Meio LB.

Reagente Quantidade
NaCl 1049
Triptona 109
Extrato de levedura 59
Agar 129

Agua destilada q.s.p Para volume final de 1000 pL

4.4.5. |dentificacdo molecular dos genes da xilose redutase (xy/1) e da
xilitol desidrogenase (xyl2) de Pseudozyma brasiliensis sp. nov.
GHGO001

Do mesmo modo que para a R. dairenensis TABO1, foi realizado o
alinhamento global do gene xyl/1 de leveduras que tinham suas sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI, sendo elas S. stipitis, S. cerevisiae,
Ogataea siamensis, R. graminis, R. mucilaginosa, Kluyveromyces lactis, Pichia
guilliermondii, Spathaspora passalidarum e Pachysolen tannophilus. Para isso, foi
desenhado um par de oligonucleotideos degenerados baseados em regides

conservadas dos genes dessas leveduras. O mesmo foi feito para o gene xy/2,
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sendo que nesse caso o alinhamento e desenho dos oligonucleotideos foram
baseados nas leveduras S. stipitis, S. cerevisiae, R. mucilaginosa, R. graminis,

Arxula adeninivorans, Cryptococcus neoformans e Pichia angusta.

Tabela 9 — Oligonucleotideos usados para amplificacdo de xyl/1 e xyl2 da P.
brasiliensis GHGO001.

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’)
Universal xyl1-Fw GABTAYBTHGACHTVTTYTWNATBCA
Universal xyl1-Rv TRHGGRTGRTGTTCRAYTTG
Universal xyl2-Fw CCHMTSGTBYTVGGHCAYGA
Universal xyl2-Rv ACNGANADKGGCTCNABNAGN

Foi feita a extragdo do DNA gendmico (vide 3.5.1) da P. brasiliensis
GHGO001 e posteriormente, foi realizada a reacdo de PCR (vide 3.3.1) com
diferentes concentragbes de MgCl, (1,5 mM; 3,0 mM e 4,5 mM) e utilizando
enhancers (5% DMSO e 1% Triton X-100) nas temperaturas de anelamento 45°C,
47°C, 50°C, 52°C e 55°C. Além disso, os oligonucleotideos degenerados xyl/1 e
xyl2 desenhados para R. dairenensis TABO1 (Tabela 7) também foram testados
em P. brasiliensis GHGO001.

Devido ao insucesso das amplificagdes utilizando esses oligonucleotideos,
optou-se por fazer a busca dos genes de interesse no genoma da P. brasiliensis
GHGO001 que havia sido recentemente sequenciado (vide item 6). Para o gene
xyl2 foi realizada uma busca no genoma da P. brasiliensis GHG001 a partir de
sequéncias conhecidas desse gene de outras leveduras. Foi obtida apenas uma
regiao de DNA similar ao gene de interesse, para o qual foi desenhado
oligonucleotideos para amplificagdo das bordas 5 e 3' do mesmo (Tabela 10),
utilizando a técnica de RACE com o kit SMARTer RACE cDNA Amplification
(Clontech), segundo protocolo do fabricante. Os produtos amplificados foram
purificados, clonados no vetor pGEM-T e sequenciados conforme o item 4.3.4, a

fim de se obter uma sequencia com qualidade desde o ATG do gene.
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Tabela 10 — Oligonucleotideos utilizados no RACE para identificagdo do gene xyl2
da P. brasiliensis GHG001.
Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3’)
RACE_Pb_xyl2_3'Fw TTCGTCCAGGTCGGCATGGGCAG
RACE_Pb xyl2 5Rv TCAAGCAGACGGGGCAGGAGCGACA

Como a xilose redutase apresenta alto similaridade com outras redutases,
nao obtivemos sucesso com a mesma abordagem utilizada com o xy/2, entdo foi
realizada uma busca deste gene nos proteomas de dez leveduras (Pseudozyma
antarctica T-34, Pseudozyma hubeiensis SY62, Saccharomyces cerevisiae
M3707-1, S. cerevisiae S288C, Rhodotorula graminis, Rhodotorula glutinis strain
ATCC 204091, Pichia stipitis, Pichia pastoris, Kluvyveromyces lactis, Spathaspora
passalidarum NRRL Y-27907) e do fungo Ustilago maydis nos bancos de dados
do JGI (GRIGORIEV et al., 2012) e do UniProt (www.uniprot.org). Um HMM
(Modelo Oculto de Markov) especifico para busca de dominios de aldeido
redutases foi obtido do banco de familias de proteinas PFAM (PUNTA et al.,
2012). Assim, a busca foi realizada nos proteomas com o HMM (PF00248),
utilizando hmmsearch do HMMER3 (EDDY, 1998), e as sequéncias de proteinas
completas referentes a esses dominios encontrados foram alinhadas com MAFFT
(KATOH; TOH, 2008). O alinhamento foi utilizado como entrada para o ProtTest
(ABASCAL, ZARDOYA, POSADA, 2005), o qual estima o melhor modelo evolutivo
a ser utilizado. O alinhamento em fasta foi entdo convertido em phylip, para a
inferéncia da arvore filogenética com RAXML (http://www.exelixis-lab.org/). Em
seguida, foi verificado o clado onde as xilose redutases conhecidas estavam
presentes, e onde a sequéncia da proteina em P. brasiliensis sp. nov. GHG001

deveria estar inserida.

4.5. RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Para avaliar o perfil da expressédo dos genes xyl1 e xyl2 de R. dairenensis

TABO1 e P. brasiliensis GHGO001, quando crescidos em xilose e em glicose,
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realizou-se o PCR em Tempo Real (qQRT-PCR). O gqRT-PCR é uma técnica
extremamente sensivel que permite a detecgdo em tempo real da amplificagcéo e
uma medicdo precisa (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004). O sistema
utilizado do tipo Sybr® Green (Life Technologies) consiste em um corante
fluorescente intercalar que se liga a dupla fita de DNA. O acumulo do produto de
PCR ao longo dos ciclos de amplificacdo resulta no aumento da intensidade da
fluorescéncia através da qual € possivel quantificar a geragdo dos amplicons. No
PCR quantitativo utilizando o corante Sybr® Green, a especificidade do produto da
reacao de PCR pode ser verificada plotando o sinal da fluorescéncia em funcéo da
temperatura para gerar uma curva de melting do amplicon. Um pico caracteristico
da temperatura de melting do DNA amplificado ira distingui-lo dos artefatos de
amplificagdo que se formam geralmente em temperaturas mais baixas
(HUGGETT; BUSTIN 2011).

Os oligonucleotideos para xyl1T e xyl2 de ambas as leveduras foram
desenhados utilizando o programa Primer Express (Tabela 10), com os seguintes
parametros: tamanho do oligonucleotideo de 18-24 nt; conteudo G-C de 40-60%;
Tm 50-60°C e tamanho do amplicon 80-200 pb.

Para normalizar a quantidade de RNA utilizada na qRT-PCR é necessario
um gene de referéncia (house keeping gene), e para isso foi escolhido o gene do
fator de elongacéao (tef) (NARDI et al., 2010). O gene de referéncia € o controle
interno da reacao de qRT-PCR e deve apresentar um nivel de expressdo que nao
seja afetada pelos fatores experimentais, com variagdo minima na sua expressao
em diferentes estados fisiolégicos do organismo. O gene de referéncia deve, por
sua vez, corrigir a variabilidade resultante das imperfei¢des da tecnologia utilizada
e também dos procedimentos preparatérios, garantindo que qualquer variagao na
quantidade cDNA utilizada seja relativa na mesma proporgao tanto nas reacdes de
gRT-PCR dos genes alvo como na reagao do gene de referéncia (KOZERA;
RAPACZ, 2013). Como a sequéncia do tef ndo era conhecido para a R.
dairenensis, foram utilizados os oligonucleotideos desenhados para sequéncia do

gene da R. mucilaginosa (oligonucleotideos 150F e 977R). Foi feita entdo a PCR
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(vide 3.3.1) do DNA e cDNA da R. dairenensis TABO1 utilizando esses
oligonucleotideos e o produto foi sequenciado. Utilizando como molde a sequéncia
de tef obtida para R. dairenensis TABO1, foram desenhados novos
oligonucleotideos para os ensaios de PCR em tempo real, com o mesmo
programa e parametros utilizados para os genes xy/ (Tabela 11). Para obtencao
do gene tef da P. brasiliensis GHG001 foi realizado um megablast contra o
genoma da propria levedura.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o fluoréforo
SYBR-Green (Life Technologies), seguindo as recomendagdes do fabricante. Para
a R. dairenensis TABO1, foi utilizado como molde o cDNA (vide 3.3.2) diluido 100x
para o gene xyl/1 e tef, e o cDNA néo diluido para xyl2. Para a P. brasiliensis
GHGO001, foi utilizado como molde o cDNA (vide 3.3.2) diluido 100x para ambos os
genes (xyl1, xyl2 e tef).

As amplificacées foram feitas no equipamento “Applied Biosystems ViiA™
7” com a ciclagem: 95°C — 10 min e 40 ciclos de 95° - 15 s ¢; 60°C — 1 min. Apds
os 40 ciclos, é realizada a curva de melting utilizando a seguinte ciclagem: 95°C —
15s/60°C -1 min/95°C — 15 s.
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Tabela 11 — Oligonucleotideos utilizados na gRT-PCR.

Oligonucleotideo Sequencia do oligo (5’-3’)

R. mucilaginosa

150F GCTCATCGTCGCCATCAACAAGATG
977R ATGAACTTGGGGAGGTCCTCGA
R. dairenensis TAB01
RT_Xyl1-Fw AGCCGCTTGTCAACCAGATC
RT_Xyl1-Rv AATGTTCTTCTCCTTGTGGTGCTT
RT_Xyl2-Fw CAAGGTGGGTAAGAATGTCAAGA
RT_Xyl2-Rv AGCAGGATCGGCACGACTT
RT_tef-Fw TCAAGAAGGTCGGCTTCAA
RT_tef-Rv CGCCTCGATCATGTTGTCA
P. brasiliensis GHG001
g-Xyl1-Fw CGAATTTCACCACCGATGAC
g-Xyl1-Rv GTGAGCCTCGATCTGGTTGA
g-Xyl2-Fw ATGGTGTTGGGTCACGAATC
g-Xyl2-Rv ACACGATCCCCGACCTTGT
g-tef-Fw GACAACCATACCGCCCTTGA
g-tef-Fw ATGTCTACAAGATCGGTGGTATCG

4.6. Atividade enzimatica de XR e XDH enddgenos

Foram inoculadas 10° leveduras/mL em 50 mL dos meios com xilose
utilizados para curva de crescimento, tamponado com 50 mM de hidrogenoftalato
de potassio (pH 5,5) e incubadas a 30°C/250 rpm, por 48 horas (fase exponencial
de crescimento). As células foram entdo centrifugadas, lavadas com agua estéril e
lisadas com o reagente Y-PER “Yeast Protein Extraction Reagent” (Thermo
Scientific) para a obtencdo dos extratos celulares, seguindo recomendagao do
fabricante. Como controle utilizou-se a S. stipitis crescida por 24 horas, em meio
5% xilose.

As atividades de XR e XDH foram quantificadas segundo Rizzi e
colaboradores (1989), com algumas modificagdes. Para a medi¢ao das atividades

enzimaticas foram utilizadas as solugdes descritas na Tabela 12. A atividade da
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XR foi aferida através do decréscimo da absorbéncia a 340 nm (em
espectrofotdbmetro Evolution 60, Thermo Scientific), devido a oxidagao do NADPH
ou NADH utilizando a xilose como substrato limitante, e a atividade da XDH pelo
aumento da absorbancia a 340 nm devido a reducdo do NAD" e uso de xilitol como

substrato limitante.

Tabela 12 — Componentes das reagdes para medicdo das atividades enzimaticas
de XR e XDH.

Reagentes XR (uL) XDH (pL)
Tampao trielanolamina 0,5M pH 5,5* 100 100
NADPH ou NADH 20 mM** 10 -
NAD" 30 mM** - 10
Xilose 3,5 M* 100 -
Xilitol 3 M* - 100
Extrato celular* Variavel Variavel
Agua* Para completar 1 mL  Para completar 1 mL de
de reagao reagao

* Mantidos a 30°C; ** Mantidos no gelo antes de iniciar a reagéo.

As atividades especificas foram calculadas em U.mg proteina™, e uma
unidade (U) de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima que
catalisa a redugao/oxidacdo de 1mmol de coenzima por minuto. As analises de
proteinas totais dos extratos celulares foram realizadas pelo método de Bradford
(1976).

4.7. Clonagem de xyl1 e xyl2 no vetor de expressao heteréloga pSP-G1

Uma vez obtida a sequéncia dos genes e 0 mesmos terem sidos clonados
no vetor pGEM®-T Easy (vide 3.5.4), foi iniciada a clonagem no vetor de
expressao pSP-G1 (Figura 6), desenvolvido por Partow e colaboradores (2010). O

vetor pSP-G1 é especifico para S. cerevisiae e foi escolhido por possuir
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promotores bidirecionais fortes (TEF1 e PGK1), que possibilitam a expresséo
simultanea de dois genes diferentes em um unico vetor, portanto, um sistema mais
apropriado para a expressao de vias metabdlicas. Para a clonagem do gene
inteiro, foram desenhados oligonucleotideos com sitios de restricdo de enzima

presentes em cada sitio multiplo de clonagem (MSC) (Tabela 13).
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Figura 6 — Vetor pSP-G1 (PARTOW et al., 2010).

Tabela 13 — Oligonucleotideos utilizados na clonagem dos genes xyl e xy/2.

Oligonucleotideo Sequencia (5’-3’) MSC e promotor Enzima
Rhodotorula dairenensis TAB01
Clo_xyl1_Fw TATGGATCCTATGGGGACCACAGTCTCG MSC2 — pGK1 BamH |
Clo_xyl1_Rv CATGCTAGCTTACTGGATCTTGACCTGG MSC2 — pGK1 Nhe |
TAC
Clo_xyl2_Fw AGGGCGGCCGCAATGGCCAGCAGCAAC  MSC1 - pTEF1 Not |
ACC
Clo_xyl2_Rv ACCAGATCTTTACGCAGTGTCGGACTCG  MSC1 — pTEF1 Bgl Il
GT
Pseudozyma brasiliensis GHG001
Clo_xyl1_Fw TATGGATCCGATGTCGCTCAACAAGACT MSC2 — pGK1 BamH |
C
Clo_xyl1_Rv CATGCTAGCTTAGTTGCCACGGTTGACC MSC2 — pGK1 Nhe |
TT
Clo_xyl2_Fw AGGGCGGCCGCAATGCCAGCTCCAGTC  MSC1 — pTEF1 Notl
GCGCCCAA
Clo_xyl2_Rv ATTTTAATTAACTACTGCTGGCCCTCGCC  MSC1 - pTEF1 Pacl
CTGGCT

*Em vermelho, o sitio de restricdo da enzima, em negrito o cédon de iniciagao.
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4.7.1. Clonagem dos genes da R. dairenensis TABO1

Inicialmente, tanto o vetor pSP-G1 quanto o vetor xyl/1-pGEM-T, foram
digeridos utilizando 1 pg de cada vetor, com 1 pyL das enzimas BamHI (10U) e
Nhel (10U) (Fermentas), 5 yL Buffer Tango (10x), em um volume final de 50 uL
(em duplicata). A reacéo foi incubada a 37°C por 2 horas e inativada a 65°C por 20
minutos.

As regides do gel com os fragmentos de interesse foram excisadas e
purificadas com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Heathcare).
Para promover a ligacdo entre as extremidades coesivas do inserto e do vetor
pSP-G1, foi utilizada a enzima T4 DNA ligase (Promega) e a razao molar de DNA
1:1 (vetor: inserto). A reacao foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas e
em seguida a ligagao foi transformada em células de E. coli DH5a. Para verificar a
efetividade da ligacao, foi feita PCR de colbnias selecionadas de placas com LB +
Ampicilina (100 ug/mL) com os oligonucleotideos de clonagem utilizados para a
amplificagdo dos genes (Tabela 13). Dos clones positivos foram extraidos os
DNAs plasmidiais com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), que foram
sequenciados com o objetivo de conferir o sucesso da clonagem no gene vetor
pSP-G1.

Tendo sido confirmado o sucesso da clonagem do gene xy/1 no vetor pSP-
G1, foi realizada a clonagem do gene xyl2. Para o gene xyl2 o processo foi o
mesmo, com a diferenca que as digestdes dos vetores xyl2-pGEM-T e xyl1-pSP-
G1 foram realizadas com as enzimas Notl e Bglll (Fermentas) e o Buffer O. O
plasmideo contendo os genes xyl/1 e xyl2 de R. dairenensis TABO1 foi denominado
pSP-G1-Rd.

4.7.2. Clonagem dos genes de P. brasiliensis GHG001

Do mesmo modo que a R. dairenensis TABO1, tanto o vetor pSP-G1 quanto

o vetor xyl1-pGEM-T, foram digeridos, utilizando 1 pg de cada vetor, com 1 pL das
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enzimas BamHI (10U) e Nhel (10U) (Fermentas), 5 uL Buffer Tango (10x), em um
volume final de 50 uL (em duplicata). A reacgao foi incubada a 37°C por 2 horas e
inativada a 65°C por 20 minutos. Os procedimentos de ligagdo e confirmacao da
clonagem foram realizados como para os genes de R. dairenensis (item 3.7.1).

Para o xyl2 da levedura P. brasiliensis GHGO001 foi realizada uma digestéao
sequencial, pois ndo havia um unico Buffer ideal para as duas enzimas, Notl
(Fermentas) e Pacl (NEB). Assim, primeiramente fez-se a digestdo com a enzima
Pacl cujo Buffer continha menor quantidade de sais (NEBuffer 1) e em seguida foi
feita uma segunda digestdo com a enzima Notl e o Buffer O (Fermentas). O
plasmidio contendo os genes da P. brasiliensis GHG001 foi denominado pSP-G1-
Pb.

4.8. Construgao das cepas de S. cerevisiae recombinantes

Para a construgcao de uma cepa industrial recombinante foram utilizadas as
cepas industriais brasileiras PE-2 e a PE-2 XKS1, cepas que contem o gene ura3
deletado o qual sera utilizado como marcador de selecdo. Além disso, a PE-2
XKS1 apresenta o gene xks1, que codifica a enzima xilose-quinase, hiper-
expresso através da substituicao do promotor (Xks1p) pelo promotor forte Hxt7p,
em um de seus alelos. As cepas e os plasmidios utilizados estdo listados na
tabela 14. Os plasmidios centroméricos pRH 209, pRH 274 e p416, gentilmente
cedidos, foram usados como controle. O p416, como um controle negativo por ser
um plasmidio vazio, o pRH 209 por conter os genes xyl/1 e xyl2 da P. stipitis e, 0
pRH 274 por apresentar a mesma construcédo do pRH 209 e, adicionalmente, o

gene xks1 hiper-expresso.
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Tabela 14 — Plasmidios e cepas utilizadas neste estudo.

Cepa Genotipo relevante Referéncia
PE-2 AURA3 *
PE-2 XKS1 AURAS3, Puxr7-XKS1 o
Plasmideo Descrigcao Referéncia
pSP-G1-Rd pSP-G1+Ppgk1-RAXYL1-Tpgk1;Prer1-RAXYL2-T1er4 Este estudo
pSP-G1-Pb pSP-G1+Ppgk1-PbXYL1-Tpgk1;Prer1-PbXYL2-T1gg Este estudo
pSP-G1 pSP-G1 contendo os promotores pTEF1 e pPGK1 (PARTOW
et al., 2010)
pRH 209 PRS416+(PapH1-PSXYL2-T apn1)-(Ppek1-PSXYL1-Tpgk1) ok
pRH 274 PRS416+Ppck1-PSXYL1-Tpgk1;Papn1-PSXYL2-T app1; Puxr7-XKS 1- (HECTOR
Thxt7 etal., 2011)
p416 pRS416 contendo promotor MET 25 e terminador CYCA1 e

Cepas gentilmente cedidas pelo: *Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira (Unicamp);
**Laboratério de Biologia Molecular do Prof. Gustavo H. Goldman da FCFRP da USP (Ribeirdo
Preto); Plasmideo gentilmente cedido pelo: *** Pesquisador Ronald E. Hector (United States
Departament of Agriculture, EUA). ****Pesquisador Britta Herzog (Institut Microbiologie and
Genetik, Gottigen).

4.8.1. Transformagao por acetato de litio

A cepa PE-2 foi transformada com todos os plasmideos da tabela 14,
enquanto que a PE-2 XKS1 foi transformada apenas com os plasmideos pSP-G1-
Rd, pSP-G1-Pb, pRH274 e pSP-G1. Todas as transformacbes foram realizadas
através do método de acetato de litio, proposto por Gietz et al. (1992), com
algumas modificagdes. As leveduras foram inoculadas em 5 mL de meio liquido
YPD (Tabela 2) e incubadas sob agitacdo a 30°C durante aproximadamente 16
horas. Em seguida, foi medida a OD em espectofotbmetro com comprimento de
onda de 600 nm e calculado o volume necessario para que um novo inoculo
comecgasse a uma OD=0,1. O pré-indculo foi transferido entdo, para 200 mL de
meio liquido YPD e mantido a 30°C por cerca de 4 horas sob agitagao de 200 rpm
para crescimento exponencial, até atingir OD=0,4. Apds atingir a OD desejada, a
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cultura foi centrifugada a 5000g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. As
células foram ressuspendidas em 20 mL de agua estéril e centrifugadas a 5000 g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em 1 mL de solugéo 1xXTE/LiAc (100 uL TE 10x; 100 pL LiAc 10x e 800 pL agua).
Em um tubo de 1,5 mL foi adicionado 1 ug do DNA de interesse e 100 ug de DNA
de esperma de salmao (Promega) previamente desnaturado (10 minutos a 100°C).
Posteriormente, a este tubo foi adicionado 100 pL das células e 600 yL de 40%
PEG/1x LiAc (800 uL PEG50%; 100 pL LiAc 10x e 100 pL agua). Apds
homogeneizagao, as células foram incubadas a 30°C por 30 minutos sob agitagao
de 200 rpm. Em seguida, foram adicionados 70 yL de DMSO (Merck) e o volume
foi misturado por inverséo. As células foram aquecidas a 42°C por 15 minutos em
banho-maria e transferidas imediatamente para o no gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 700 pL de agua, o volume foi homogeneizado por inverséo e
centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram resspuspendidas em 1 mL agua estérii. Novamente foram
centrifugadas por 30 segundos a 13000 rpm, o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas com 60 pyL de agua. Por fim, as células foram
plagqueadas em meio sélido YNB ura™ (Tabela 15) e incubadas a 30°C por 2 a 4

dias para crescimento.

Tabela 15 — Meio YNB ura'.

Reagentes Quantidade
YNB 79
Glicose 209
Agar 20 g
Agua destilada q.s.p Para volume final de 1000 pL

As cepas PE-2 e PE-2 XKS1 transformadas foram denominadas de acordo

com a tabela 16.
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Tabela 16 — Nomenclatura adotada pelas cepas PE-2 recombinantes.

Nome da cepa recombinante Plasmidio inserido

PE Rd pSP-G1 Rd (genes da R. dairenensis)
PE Pb pSP-G1 Pb (genes da P. brasiliensis)

PE pSP-G1 pSP-G1 vazio
PE 209 pRH209
PE 274 pRH274
PE 416 p416

PE-XKS1 Rd pSP-G1 Rd

PE-XKS1 Pb pSP-G1 Pb

PE-XKS1 pSP-G1 pSP-G1
PE-XKS1 274 pRH274

Para confirmar se as transformacgdes tinha sido efetiva, foi extraido o DNA
total de algumas das col6nias crescidas em meio YNB ura” e esse foi transformado
em bactéria por eletroporagdao (vide 3.3.4). Se as coldnias selecionadas
possuissem 0s respectivos vetores, as bactérias seriam transformadas com
sucesso (confirmagao por miniprep e sequenciamento). Também foi feito PCR do
DNA total da levedura, utilizando os oligos de clonagem (Tabela 13). Como

controle negativo foram utilizadas colénias que tinham o vetor pSP-G1 vazio.

4.9. Caracterizacao das cepas de S. cerevisiae PE-2 recombinantes

4.9.1. Perfil de crescimento das cepas de S. cerevisiae PE-2 recombinantes

Para verificar o crescimento das cepas de S. cerevisiae PE-2 na presenga
de xilose e glicose, foi realizado ensaio de curva de crescimento com as cepas PE
Rd, PE Pb, PE pSP-G1, PE 274, PE 209 e PE 416. O ensaio foi realizado em meio
de cultura minimo (0,67% YNB) com diferentes fontes e concentragbes de carbono
(1% glicose e 0,5%, 1% e 5% xilose) tamponados com 50 mM de hidrogenoftalato
de potassio (Sigma-Aldrich), pH 5,5. O experimento foi realizado em erlenmeyers
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de 125 mL com 12,5 mL dos respectivos meio de cultura, onde foram inoculadas
10° leveduras/mL, em ftriplicata. As leveduras cresceram a 30°C, a 200 rpm. A
cada 24 horas foi coletado 1 mL de cada cultura para determinacao
espectrofotométrica da densidade optica (OD) a 595nm (Tecan Infinite M200), até

144h po6s indeulo.

4.9.2. Atividade enzimatica de XR e XDH das cepas de S. cerevisiae

recombinantes

Também foram determinadas as atividades das enzimas XR e XDH
(descrita em 4.5) das cepas PE Rd, PE Pb, PE 274 e PE 209, crescida em meio
0,67% de YNB enriquecido com 2% de glicose apos 6h de cultivo. Como
controles, foram utilizadas as cepa PE 416 e PE pSP-G1 (controles negativos), e a

S. stipitis (controle positivo).
4.10. Cepas de S. cerevisiae PE-2 XKS1 recombinantes

4.10.1. Perfil de crescimento das cepas de S. cerevisiae PE-2

XKS1 recombinantes

Com o objetivo de verificar se houve alguma diferenca e um possivel
aumento na assimilacao de xilose devido a superexpressao de xks1, foi realizado
ensaio de curva de crescimento, em triplicata, com as cepas de S. cerevisiae PE-2
XKS1 recombinantes na presencga de xilose e glicose. As cepas analisadas foram
a PE-XKS1 Rd e a PE-XKS1 Pb. Como controle positivo foi utilizada a cepa PE-
XKS1 274 e negativo, a PE-XKS1 pSP-G1. O ensaio foi realizado da mesma

maneira que no item 3.9.1.
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5. Resultados e Discussao

5.1. A ldentificacido dos isolados

5.1.1. A Identificagdo das leveduras através da regido ITS2

Inicialmente, foi feita uma busca por leveduras no trato intestinal de larvas
de insetos parasitas da cana-de-aguUcar por acreditar que, se esses insetos
perfuram e se alimentam do colmo da cana e eles provavelmente tém uma
microbiota capaz de metabolizar eficientemente a hemicelulose. Suh et al. (2005)
afirmam que os fungos presentes no intestino sdo essenciais para a nutricado de
varios insetos e seus resultados revelam que o intestino de insetos abrigam uma
espantosa diversidade de leveduras ndo descritas. Segundo Suh et al. (2003), ha
uma contribuicdo das enzimas dos micro-organismos para a sobrevivéncia de
varios insetos, como é o caso de cupins que utilizam fungos simbiontes intestinais
para quebrar seus alimentos celuldsicos. Dessa forma, foram isolados 25 micro-
organismos, sendo duas leveduras e o restante, fungos filamentosos. Foi feita a
identificacdo dos isolados de leveduras ao nivel de género ou espécie, através da
amplificagdo e o sequenciamento da regidao espacgadora interna transcrita 2 (ITS2)
do DNA ribossomal, uma regido altamente conservada e com grande
probabilidade de identificagdo bem sucedida para uma ampla gama de fungos
(SCHOCH et al. 2012). Foi verificado que o isolado proveniente do inseto Migdolus
fryanus tratava-se da espécie Rhodotorula dairenensis e que o isolado proveniente
do inseto Crisomelideo tratava-se de uma espécie pertencente ao género
Pseudozyma. Entretanto, para uma identificagdo ao nivel de espécie mais
confiavel e curada, optou-se por uma analise completa das regides ribossomais
ITS1, 5.8S, ITS2 e D1/D2 (28S).
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5.1.2. Rhodotorula dairenensis TABO1

Para confirmar a identificacdo da espécie Rhodotorula dairenensis foi
realizado um estudo da posigéo filogenética dessa levedura em relagdo a outras
espécies tipo, utilizando os amplicons das regides ITS1, 5.8S, ITS2 e D1/D2 do
288S. Essas regides vém sendo muito utilizadas na diferenciagao de fungos através
de anadlises de PCR (MARTIN; RYGIEWICZ, 2005). Sonnenberg et al. (2007)
avaliaram a utilidade da subunidade ribossomal maior (LSU) como um marcador
potencial na identificacdo de espécies. Os genes ribossomais do LSU sé&o
considerados altamente conservados, porém na realidade sao constituidos por
uma mistura de regides conservadas e divergentes. Essas regides divergentes
sdo chamadas de regides “D”. Assim, foi evidenciado que as divergéncias da
regido D1/D2 permitem a sua utilizagdo como marcadores de DNA em uma ampla
variedade de metazoarios (SONNENBERG et al., 2007). Ja a regido ITS do DNA
nuclear € o marcador de DNA preferido tanto para a identificacdo de um taxon
unico quanto para modelos ambientais mistos (BELLEMAIN et al., 2010).

Assim, as sequéncias obtidas de cada regido foram concatenadas e apos o
alinhamento, foi inferida uma arvore filogenética (Figura 7). E possivel observar
que o isolado inicialmente identificado como R. dairenensis se encontra no mesmo
ramo que a espécie tipo R. dairenensis CBS 4406. Porém, a identificacdo de uma
espécie nao pode ser confirmada somente pela arvore filogenética e sim, pelo
numero de diferengas em relagdo a espécie tipo (FELL et al.,, 2000). Entéao,
comparamos as sequéncias dessas regides da espécie tipo R. dairenensis CBS
4406 com as sequéncias do nosso isolado através do software Water. Para as
regides ITS1, 5.8S e ITS2 foi observado 100% de similaridade e identidade entre
as sequéncias, sem a presenca de gaps. Ja para a regido 28S (D1/D2), houve
99,8% de identidade e similaridade entre as sequéncias, com apenas 1 gap.
Portanto, é possivel afirmar que o isolado antes identificado como R. darienensis
trata-se realmente dessa espécie, a qual a denominamos R. dairenensis TABO1.
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Rhodosporidium fluviale CBS 6588
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Rhodosporidium paludigenum CBS 6566
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Rhodosporidium kratochvilovae CBS 7438
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Rhodotorula dairenensis TABO1
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a7 Rhodotorula dairenensis CBS 4406

Rhodotorula mucilaginosa CBS 9083

0.07

Cryptococcus flavus CBS 331

Figura 7 — Arvore filogenética da R. dairenensis TAB01 obtida por andlises das regides ITS e D1/D2 do 28S rDNA.

Pela arvore, é possivel observar sua posicao filogenética em relacdo as demais espécies, a qual se localiza no mesmo

ramo da espécie R. dairenensis CBS 4406 e filogeneticamente préximo a espécie R. mucilaginosa.
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Esse resultado corrobora o trabalho de Gadanho e Sampaio (2002),
confirmando que a R. dairenensis é filogeneticamente proxima a R. mucilaginosa,
uma levedura basidiomiceto estudada principalmente por conta de seu
metabolismo de xilose e producédo de etanol (XU et al., 2011; BURA et al., 2012).
Ainda, segundo Nagahama, Hamamoto e Horikoshi (2006), ndo € facil diferenciar
a R. dairenensis da R. pacifica em termos de diferencas fenotipicas. Pode-se
apontar como diferenga que a ramnose e galactitol sdo pouco assimiladas como
fonte de carbono pela R. pacifica, contudo ndo sido assimilados pela R.

dairenensis.

5.1.3. A Pseudozyma brasiliensis sp.nov. GHGO0O01

A similaridade de sequéncias da regido ITS2 de um segundo isolado,
utiizando o MEGABLAST, revelou que o mesmo pertencia ao género
Pseudozyma. As regides ITS, 5.8S e D1/D2 foram amplificadas por PCR e a partir
delas, uma arvore filogenética foi gerada utilizando espécies tipos deste género
(Figura 8). Pela arvore é possivel visualizar que a Pseudozyma isolada neste
trabalho formou um ramo com a P. vetiver DMKU-LV99 e a P. fusiformata JCM
3931, sendo mais relacionada filogeneticamente com a primeira, a qual foi
recentemente isolada na Tailandia associada ao capim vetiver e a folhas de cana
de acucar (CHAMNANPA et al., 2013). A distancia entre os ramos destas cepas
sugeriu que ela poderia se tratar de uma nova espécie. Em uma analise das
diferencas entre as sequéncias, foi observado que as principais diferengas
encontram-se na regiao ITS. A Pseudozyma isolada apresentou 19 substituicdes
comparadas a P. vetiver e 40 substituicdes comparadas a P. fusiformata. Na
regiao D1/D2, a Pseudozyma isolada apresentou 3 substituicdes em relagdo a P.
vetiver e 14 em relagdo a P. fusiformata. Fell et al (2000) sugerem que cepas
diferindo por 2 ou mais nucleotideos na regiao D1/D2 representam diferentes
taxons. Assim, o numero de substituigdes encontrado mostra que este isolado é

uma nova espécie no género, que foi denominada P. brasiliensis sp.nov. GHG001.
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A P. brasiliensis sp.nov. GHG001 consegue crescer em meio contendo
xilano como unica fonte de carbono, produzindo elevados niveis de uma
endoxilanase, a qual apresenta alta atividade especifica em comparagdo com
outras xilanases de qualquer eucarioto ja estudado, o que demonstra o elevado
potencial biotecnolégico dessa levedura. A descricdo morfologica e testes
fisiolégicos foram realizados e descritos em um artigo do nosso grupo o qual foi
submetido e esta em fase final de avaliagao (Oliveira et. al., manuscrito submetido
para publicacdo). Dentre eles, vale ressaltar que a P. brasiliensis sp.nov. GHG001
cresce em xilose o0 que é relevante para este estudo, e diferentemente da P.
vetiver ela cresce em inulina, galactose, arabinose, ribose, etanol, glicerol, eritritol,

ribitol e acido gluconico (Oliveira et. al, manuscrito submetido para publicagao).
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59 Pseudozyma aphidis JCM 10318' (ABOBY3E2/AB08Y363)

Pseudozyma antarclica JCM 10317 (AB089358/AB089359)

Pseudozyma tsukubaensis JCM 103247 (ABOSI372/AB0S9373)
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Figura 8 — Arvore filogenética da P. brasiliensis sp.nov. GHG001. E possivel visualizar que a GHG001 esta mais

relacionada filogeneticamente com a P. vetiver DMKU-LV99.
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5.2. Perfil de crescimento das leveduras

Para avaliar o crescimento destas leveduras em xilose, foi utilizada como
controle positivo a levedura S. stipitis NRRL-Y7124, j4 que ela é um
microorganismo capaz de crescer e fermentar eficientemente pentoses,
especialmente a xilose (JEFFRIES, 2006). Ja a S. cerevisiae Sc9721 foi utilizada
como controle negativo, uma vez que esta cepa nao utiliza a xilose para o seu
crescimento (JEPPSSON et al., 2003; CAl et al., 2012).

Na curva de crescimento contendo 1% de glicose (Figura 9), observa-se o
crescimento de todas as leveduras, sendo que a R. dairenensis TABO1, a P.
brasiliensis GHGO001 e a S. stipitis apresentaram crescimento até mesmo superior
ao da S. cerevisiae, evidenciando a 6tima assimilagado da glicose como fonte de
carbono por essas leveduras. Em relagcdo ao crescimento em meio com xilose, ele
foi realizado em diferentes concentragbes deste acgucar (0,5, 1 e 5%), pois se
almejava saber se havia alguma influéncia da concentragdo no crescimento das
mesmas. Como previsto, o crescimento da S. cerevisiae € insignificante, visto que
ela ndo € uma boa metabolizadora de xilose. Comparando-se as demais leveduras
nas trés diferentes concentragdes de xilose, observa-se um maior crescimento no
meio com 1% e 5% de xilose (Figura 9). Nota-se que a R. dairenensis TABO1
cresce mais que a P. brasiliensis GHG001, mas que ambas apresentam elevado
crescimento nesses meios, ultrapassando em alguns pontos o crescimento da S.
stipitis. Isso mostra que essas leveduras contem genes eficientes para a

metabolizagdo de xilose, sendo promissores nesse estudo.
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Figura 9 — Curvas de crescimento da R. dairenensis TABO1, P. brasiliensis GHG001, S. cerevisiae Sc9721 e S. stipitis
NRRL-Y7124 em diferentes fontes e concentracdes de carbono, mostrando a capacidade que os isolados deste trabalho
tem de crescer utilizando xilose como fonte de carbono.
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5.3. A caracterizacdo molecular dos genes xyl1 e xyl2 de R. dairenensis
TABO1

As enzimas XR e XDH sao codificadas respectivamente pelos genes xyl/1 e
xyl2. Como ja mencionado, XR e XDH sao as principais enzimas envolvidas na via
de assimilagdo de pentoses através da via de redugao-oxidagdo que ocorre em
leveduras. Como o objetivo deste trabalho era o de introduzi-los nas cepas de S.
cerevisiae, foi necessario a obtencdo das regides codificantes desses genes.
Como as sequéncias de xyl/1 e xyl2 de R. dairenensis TABO1 eram desconhecidas
foi necessario desenhar oligonucleotideos degenerados para uma pequena regiao,
baseados em um alinhamento entre a sequéncia destes genes de leveduras
filogeneticamente proximas a R. dairenensis. Apdés a confirmagdao por
sequenciamento do produto obtido pela PCR com esses oligos degenerados, foi
necessario utilizar a técnica de RACE para se obter a sequéncia da regido
codante (CDS) de xyl1 e xyl2 por completo. Os contigs de cada gene foram
montados e mostraram que a regido codificante do gene xy/7 possui 1011
nucleotideos (337 aminoacidos) e do xy/2, 1185 nucleotideos (395 aminoacidos)
(Figuras 10 e 11).
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atggggaccacagtctcgagacctaaacacagaaacatgtcgcagcaaatcccecctececgte
M 66 T T Vv S R P K H R N M S Q Q I P S V
aagctcgcgaacggcgccgagttccecctctectecggettecggcacctggcagtcececgetecg
K L. A NG A E F P L L G F G T W Q S A P
ggcgaggtcggcaaagccgtcgaggttgctctcaaggccggctaccgeccacctcecgacctt
G E v G K AV E V A L K A G Y R H L D L
gccaaggtctacggcaaccagaaggagatcgctccggcgattgccaactcgggagtcgac
A K VY G N Q K E I A P A I A N S G V D
cgcaaggacatcttcatcacctcgaagctctggaacactcagcacaagccggacctegtt
R K b I * I T S K L W N T QQ H K P D L V
gaggctgcgcttgacgacaccctcaaggagctcggectecgagtacctcgacctctaccts
E A A L D D T L K E L G L E Y L D L Y X
atccactggccggttgctttccecggeccgagggcgacccceccactcgaacctetteeccgaag
I H W P V A F P A E G D P H S N L F P K
gagaacgacgtctgcaagatcgacacttcggtctcgatcgtcgacacctggaaggcgatg
E N D V C K I D T s Vv s I vV D T W K A M
atcaagctcctcgacactggcaagaccaaggccgtcggtgtctccaacttectecgecggea
I X L L b T G K T K AV G V S N F S P A
atggtcgacgccatcaccgaggcgaccggcgtcaagceccgcttgtcaaccagatcgagege
M Vv D A I T E A T G V K P L V N Q I E R
cacccgcgcctcecctccagaaggacctcecctcaagcaccacaaggagaagaacattgtegte
H P R L L. Q K D L L K H H K E K N I V V
actgcctactctggcttcggaaacaacagcgtcggcgagceccgctectectecgagecaccecg
T A Y S G F G N N S V G E P L L L E H P
accgtcaagaagatcgccgaggccaagggcgccaacccgggecaggtectcategectgg
T v K K I A E A K G A N P G Q V L I A W
ggcatgcacggtggccacgccatcatccccaagtecggttacccecgtecececgtatcgagteg
G M H G G H A I I p K s v T P S R I E S
aacttcaaggtcgtctcceccttaccgacgaggaggttcaggagatcaacaagatcggcgag
N F K V V s L T D E E V 0 E I N K I G E
gagaggcccgcacgttttaacctgccgatcgactacacgccagecctggceccgattaacgte
FE R P AR F N L P I DY T P A W P I N V
tttgacaccccggaagagaaggacgccaagtaccaggtcaagatccagtaa

F D T P E E K D A K Y O V K I O -

Figura 10 — Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da CDS da xy/1 de R.

dairenensis TABO1.
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atggccagcagcaacaccccacttgcgcctccactcgeccgaagacacgacggccaccteg
M A S S N T P L A P P L A E D T T A T S
cgcaacgtctccttcecgtcectgcatggcatcgacgatgtcecgecttcgaagagagagcagte
R NV sSs ¥ V L H G I D D V R F E E R A V
ccagtcgaatgcgatgacgatgcagcaatcgtggcccccaaggcgaccggaatctgegge
p v E C D D D A A I V A P K A T G I C G
agtgatgtccactacctcaagcacggccggatcggagactttatcgtcaaggagccgatg
s D Vv H Y L K H G R I G D F I V K E P M
gtcctcggacacgagagcgcggcagtggtcgtcaaggtgggtaagaatgtcaagaacatce
v L. G H E S A A V V V K V G K N V K N I
aaggtcggagaccgtgtcgcgctcgaaccgggcaagtcgtgeccgatcecctgectacgactge
K v 6 bR V AL E P G K S C R S C Y D C
aagggtggtcactacgagcgctgccccgacatgatctttgecggeccaccececcecttatgac
K 6 G H ¥y E R C P DM I F A A T P P Y D
ggtaccctcgctggceccgctatgtceccteccecggecgacctttgectacaaactgeccggacaac
G T L. A G R Y Vv L. P A DL C Y K L P D N
atgtcgatggaggagggcgccctcctecgagecccatgtececgtgggegtgcacgcagttgece
M S M E E G A L L E P M S V G V H A V A
aaggttgccgagctcaagcccgggtcgaatgtggttgtgtttggggecgggececgteggt
K vA E L K P G S NV Vv VvV F G A G P V G
ctccttaccgeccgceccgeccgcaaagggtctcecggggecgeccgtgtcattgecgtecgacatt
L L. T A A A A K G L G A A R V I A V D I
caagagagtcgtctgcaattcgcaaaggagaacggcttgatccacgacttctacgtcccg
Q E S R L. Q F A K E N G L I H D F Y V P
tcaaagccgcaagaaggggaagacaaggtcgacttccagcgacggaatgccaaggaaatt
s K P 0 E G E b K VvV D F O R R N A K E I
caggagcgctttggcttcacggagcggggggcgactggecgtcgactatgtctttgagtgt
Q E R F G ¥F T E R G A T G V DY V F E C
tccggcgctgaagtctgcatcggcacctcecggtattectgectcaagcacggecggtaccttyg
s G A E V C I G T s VvV F L L K H G G T L
gtccagatcggcatgggtcgtccggacattaccctecgacatgcacaccgtgctcacgcecac
v ¢ I 6 M G R P D I T L DM H T V L T H
gaactgaccctcaagggcagcttccggtacggaccggacgtgtaccgactgtcgcectcecgac
E L. T L K G s F R Y G P D V Y R L S L D
ctcgtcgcgcgcggtgececgtcaacctcaagtceccecctcatcacgcaccgctacgcattcaag
L vV A R G A V N L K S L I T H R Y A F K
gaggcgccggaagcgttcgaagccaacaccaagggcgtcggcaaggacggcaacgetgte
E A P E A F E A N T K G V G K D G N A V
atcaagatcatcattgccggcccgaccgagtccgacactgcgtaa

I K 1 I I A G P T E S D T A -
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Figura 11 — Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da CDS da xy/2 de R.
dairenensis TABO1.

A fim de comparar estas sequencias contra um banco de dados, foi realizado
um blastp dessas sequéncias. A proteina XR apresentou como melhor hit “xylose
reductase [Rhodotorula mucilaginosa]’” com 96% de cobertura, e-value 0,0 e 95%
de identidade (Tabela 17). Ja a XDH, apresentou como melhor hit “xylitol
dehydrogenase [R. mucilaginosa)” com 100% de cobertura, e-value 0,0 e 95% de
identidade (Tabela 18). Esses resultados indicam que a as proteinas codificadas
pelos genes xyl1 e xyl2 codificam realmente as proteinas de interesse do presente

estudo.

Tabela 17 — Resultado do blastp da sequéncia correspondente ao gene xy/1.

Sequencias que produzem alinhamentos significantes Cobertura e-value Identidade

xylose reductase [Rhodotorula mucilaginosa] 96% 0.0 95%
xylose reductase [Rhodosporidium toruloides NP11] 96% 0.0 77%
xylose reductase [Rhodotorula graminis] 92% 1e-165 73%

Tabela 18 — Resultado do blastp da sequéncia correspondente ao gene xy/2.

Sequencias que produzem alinhamentos significante:  Cobertur e-valu¢ Identidad¢

xylitol dehydrogenase [Rhodotorula mucilaginosa] 100% 0.0 95%
xylitol dehydrogenase [Rhodosporidium toruloides NP11] 96% 0.0 79%
xylitol dehydrogenase [Rhodotorula graminis] 86% 1e-173 71%

5.4. A expressao dos genes xyl1 e xyl2 da R. dairenensis TAB0O1

A fim de avaliar se os genes xyl1 e xyl2 estavam sendo expressos, foi
realizado o PCR quantitativo desses genes. Comparando as expressoes de xy/1 e
xyl2 em meio com glicose e xilose observa-se que elas s&o mais elevadas nos
meios contendo xilose (principalmente em meio 5%), o que evidencia que esses

genes sao induzidos e regulados por este agucar. Pode-se observar uma baixa
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expressao destes genes em glicose, 0 que sugere que os genes da via metabdlica
da xilose sao reprimidos catabolicamente por glicose (Figura 12). Xu e
colaboradores (2011) concluiu que a xilose € um eficiente indutor desses genes e
isto € uma tendéncia encontrada também em Candida guilliermondii e S. stipitis.
Comparando a expressdo dos dois genes, pode-se observar que a
expressao de xyl2 é muito inferior a de xyl/1, resultado contrario aos da R. graminis
WP1 e R. mucilaginosa PTD3 no trabalho de Xu et al. (2011). Contudo, vale
ressaltar que no trabalho citado, para avaliar a expressao dos genes, foi utilizada a
técnica de RT-PCR e no presente estudo, nés utilizamos qRT-PCR, que € uma

técnica bem mais sensivel para medir a expressao génica.
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Figura 12 — Expressédo de xyl/1 e xyl2 da R. dairenensis TABO1 em diferentes
meios ao longo de 96 horas, mostrando que esses genes séo induzidos por xilose,

principalmente nos meios contendo 5% do agucar.

Para ambos os genes, na maioria das condigdes, observa-se uma queda na
expressao no decorrer do tempo, inversamente proporcional ao crescimento
(Figuras 9 e 12). Isso pode ocorrer porque nas primeiras horas a levedura ativa
todos os genes da via metabdlica para que ela assimile a fonte de carbono
disponivel e com isso, obtenha energia necessaria para crescer. Com o passar do
tempo, a fonte de energia vai se exaurindo, a levedura entra em fase estacionaria

e de declinio e, consequentemente a expressao desses genes diminui.
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5.5. A atividade enzimatica da XR e XDH enddgenas da R. dairenensis
TABO1

Como os genes de assimilagao de xilose estavam sendo expressos (Figura
12), foi verificado se as enzimas XR e XDH (codificadas por esses genes)
apresentavam atividade, ja que essas enzimas sao as responsaveis pela
conversao de xilose a xilulose. Nesse experimento, S. stipitis NRRL-Y7124 foi
usada como controle positivo por ser uma boa assimiladora de xilose e por
apresentar, segundo a literatura, altas atividades de XR e XDH. Além disso, a
xilose redutase de algumas leveduras apresenta afinidade por dois cofatores,
NADPH e NADH, sendo chamada de duplo-especifica, como é o caso da S.
stipitis. A XR dessa levedura utiliza o NADH como cofator quase tdo bem quanto o
NADPH, evitando o desbalanco de cofatores, diferentemente do que ocorre para a
xilose redutase estritamente NADPH-dependente da S. cerevisiae (HECTOR et
al., 2011). O desbalancgo de cofatores € um dos principais gargalos do processo de
metabolizacdo de xilose visando a producao de etanol, pois em leveduras onde a
xilose redutase é estritamente NADPH-dependente, a xilitol desidrogenase utiliza
especificamente o NAD" como cofator, causando uma deplecdo de NADPH e um
excesso de NADH. Em condi¢gdes anaerdbicas, o excesso de NADH acumula e
leva a uma escassez de NAD", consequentemente a utilizagéo de xilose fica lenta
ou em alguns casos cessa (HECTOR et al., 2011). Além disso, este é o principal
fator que leva ao acumulo do subproduto xilitol, indesejavel na producao de etanol
(MATSUSHIKA et al.,, 2009; KIM et al.,, 2013)(KIM et al., 2013)(KIM et al.,
2013)(KIM et al., 2013)(KIM et al., 2013)(KIM et al., 2013)(KIM et al., 2013)(KIM et
al., 2013)(KIM et al., 2013)(KIM et al., 2013). Por estes motivos, nas leveduras
deste trabalho foi testada a atividade enzimatica de XR na presenga dos dois
cofatores, NADPH e NADH.

Nota-se que ao contrario da S. stipitis NRRL-Y7124, a xilose redutase da R.
dairenensis TABO1 praticamente nao tem atividade na presenga do cofator NADH

(Figura 13). Visto que a atividade de XR da S. stipitis NRRL-Y7124 é tida como
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superior a atividade de XDH nos trabalhos de Ho et al. (1998) e Wahlbom et al.
(2003), os valores obtidos para o controle positivo no nosso estudo estdo de
acordo com os reportados na literatura. Além disso, a atividade de XR-NADPH
dependente da R. dairenensis TABO1 (0,19 mg/U) (Figura 13) foi considerada
como um resultado satisfatorio, pois apesar de serem inferiores a atividade da S.
stipitis NRRL-Y7124, foram maiores que atividade da XR-NADPH dependente
(0,034 U/mg) da levedura Rhodotorula glutinis NRRL-Y2502 (Freer et al., 1997).
Quanto a atividade de XDH (Figura 13), a R. dairenensis TABO1 (0,033 U/mg)
apresentou valor inferior a atividade de XDH da S. stipitis e também da
Rhodotorula glutinis (0,108 U/mg). Isso pode indicar um possivel acumulo do sub-
produto xilitol no meio, o0 que nao é desejavel no nosso trabalho que objetiva o

etanol como sendo o produto final.
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Figura 13 — Atividade enzimatica de XR da R. dairenensis TABO1 na presenca de
NADPH e NADH e de XDH na presenca do cofator NAD*. Nota-se a auséncia de
atividade de XR na presenca do cofator NADH.

Comparando estes dados com os obtidos na expressao génica, verifica-se
que ha uma correlagdo positiva entre eles, pois a mesma diferenga vista na
quantidade dos mRNAs produzidos é vista na atividade enzimatica (XR € cerca de
10 vezes maior que XDH, em ambos os casos). Entretanto, para confirmar que

esta correlagcdo se estende realmente para a proteina, seria necessario realizar
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algum outro experimento, como por exemplo, a medicdo da concentragdo das

proteinas através de imunoblotting.

5.6. A identificacdo molecular dos genes xyl1 e xyl2 da Pseudozyma
brasiliensis GHG001

Como feito para a R. dairenensis TABO1, foi realizado um alinhamento
global desses genes de todas as leveduras depositadas no banco de dados do
NCBI e desenhados oligonucleotideos degenerados para regides mais
conservadas. Entretanto, ndo obtivemos nenhum resultado positivo com os
oligonucleotideos desenhados e nem como os descritos por Xu e colaboradores
(2011), mesmo depois de testar diferentes condicbes de PCR (diferentes
temperaturas de anelamento, diferentes concentragdes de Mg, uso de enhancers,
entre outros). Isso provavelmente se deve ao fato de que a maioria das
sequencias depositadas sdo ascomicetos, diferentemente de P. brasiliensis
GHGO001 que é uma levedura basidiomicética (WANG et al., 2006).

Assim, devido ao fato de se tratar de uma nova espécie e dado o potencial
biotecnoldgico desta levedura, decidimos sequenciar seu genoma. Assim, 0 seu
DNA total foi extraido e enviado para USC Epigenome Center Data Production
Facility, na Califérnia-EUA. La foram construidas bibliotecas pair-end (100bp) para
sequenciamento no Hi-Seq (lllumina). Os resultados relativos ao sequenciamento
do genoma estao apresentados no Anexo I.

A partir dos dados gerados e analisados por bioinformatas do CTBE, foi
identificada uma regiao do DNA que correspondia a xyl2 da P. brasiliensis
GHGO001 (Figura 14). A partir dessa sequéncia, foi realizado o RACE para se obter
as extremidades 5’ e 3’ do gene. Apés montar o contig foi obtido a sequéncia da
regidao codante (CDS) do possivel candidato do gene da xilitol desidrogenase, que
apresenta 1164 nucleotideos (388 aminoacidos) (Figura 15). Ao realizar uma

comparagao com o banco de dados do NCBI utilizando o blastx, o contig da
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sequéncia de aminoacidos apresentou 92% de identidade e e-value 0,0 com

“probable xylitol dehydrogenase” de Sporisorium reilianum SRZ2.

ACCGGTCTCTGCGCCTCGGACTGCCACTACCTCCACCACGGTCGCATCGGCGACTTTGTG
GTGCGCAAGCCCATGGTGTTGGGTCACGAATCGAGCGGTATCGTCACCGCTGTCGGCGAG
GGTGTTACCACGCACAAGGTCGGGGATCGTGTTGCGCTCGAGCCTGGTGTGCCGTGTCGC
TCCTGCCCCGTCTGCTTGAGTGGCAGCTACAACCACTGTGCCAACCTCGAGTTCGCCGCC
ACTCCGCCCTACGATGGCACGCTGTGCACGTACTACAACATCCACTCGACGTTCGCGCAC
CACGTTCCAGACACCATGTCGCTCGAAGAAGCGTCGTTGATGGAGCCGCTCTCGGTGGCG
GTCTACTCGGCGGCCATGCGCGGCCAGGTCAAGGCGATGGAGAACGTGCTTGTGTTTGGC
GCCGGTCCCATCGGTCTGCTCAACGCGGCGGTCTGCAAGGCCTACTCTGCCAAGCGTGTC
GTCGTGGTCGACGTGGTCGACTCAAAGCTCGAATTTGCCCAGTCCTTCTGCGCCACATCG
ACGTTCAAGCCCAGCCTGCCGCTCCAAGGCGAGGCCAAGATCGACTCCGCTATGCGCAAC
GCCCAGGACCTCATCAGTCAGCTCGGCGACGACGTCGTCGCGCGCGAAGGCTTCGACCTC
GTGCTCGAATGCACCGGCGCCGAACCGTGCATCCAGATGGGCATCCAGGCTCTGCGLCCC
AAGGGCCGCTTCGTCCAGGTCGGCATGGGCAGGTCCGAAGTCGAATTCCCCATCACCCGG
GTTTGCGTCAAGGAGATCGACGTCACCGGAAGCTTCAGGTACGGCGCGGGGACCTACAAG
AC

Figura 14 — Regido do DNA predita através do genoma da xy/2 da P. brasiliensis
GHGO001.
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atgccagctccagtcgcgecccaacaactcgectctceccacccacccggtcgagggcaaccte
M P A P V A P NN S L s T H P V E G N L
tcgttcgtcctgcaagagatcgagaatgtctecgttcgaggagcgaccggtegtegegecce
s F V L 9 E I E N V S F E E R P V V A P
aagcccgggcaggtgcaggtcaacatccgtcagaccggtctctgecgectecggactgecac
K p G 0 V. Q vN~N I R O T G L C A S D C H
tacctccaccacggtcgcatcggcgactttgtggtgecgcaagecccatggtgttgggtcac
Yy L H H 6 R I G D F V V R K P M V L G H
gaatcgagcggtatcgtcaccgctgtcggcgagggtgttaccacgcacaaggtcggggat
E s s 6 1 vT A V G E G V T T H K V G D
cgtgttgcgctcgagecctggtgtgeccgtgtecgetecctgeccecgtetgettgagtggecage
R vaA L E P GV P C R S C P V C L S G S
tacaaccactgtgccaacctcgagttcgccgccactceccgecctacgatggcacgectgtge
Yy N H ¢C A N L E F A A T P P Y D G T L C
acgtactacaacatccactcgacgttcgcgcaccacgttccagacaccatgtcgctcgaa
T Yy ¥y N I H S T F A H H Vv P D T M S L E
gaagcgtcgttgatggagccgctctcecggtggeggtctactcggeggeccatgecgecggceccag
E A S L M E P L S V A VY S A A M R G 0
gtcaaggcgatggagaacgtgcttgtgtttggcgccggtcccatcggtctgcectcaacgeg
vV K A M E NV L V F G A G P I G L L N A
gcggtctgcaaggcctactctgceccaagecgtgtecgtegtggtcgacgtggtcgactcaaag
AV C K A Y S A K R V V V V D V V D S K

ctcgaatttgcccagtccttctgcgccacatcgacgttcaagecccagectgecgetceccaa
L E F A Q S F C A T S T F K P S L P L Q
ggcgaggccaagatcgactccgctatgcgcaacgcccaggacctcatcagtcagetecgge
G E A K I D S A M R N A Q D L I S Q L G
gacgacgtcgtcgcgcgcgaaggcttcgacctegtgcectcgaatgcaccggecgeccgaaccyg
b b v VvV A RE G F DL V L E C T G A E P
tgcatccagatgggcatccaggctctgcgccccaagggecgcttegteccaggteggeatyg
c I o M G I 9 A L R P K G R F V Q V G M
ggcaggtccgaagtcgaattccccatcacccgggtttgegtcaaggagatcgacgtcacce
G R s E VvV E F P I T R V C V K E I D V T
ggaagcttcaggtacggcgcggggacctacaagaccagcatcaacctcgtcagcactggt
G S F R Y G A G T Y K T S I N L Vv S T G
ctgatcgacgtcaccaagatggtcactcaccgtttcctcttcaaggacgcagtcaaggsa
L T b v T K M Vv T H R F L F K D A V K X
tttgagaccaccacaaagggtgttggtgaggacggaaagaccgccmtcaaggtgcagatc
¥ E T T T K G VvV G E D G K T A X K V Q I

agccagggcgagggccagcagtag
s O G E G O QO -

Figura 15 — Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da CDS da xy/2 da P.
brasiliensis GHG001.

Em relagdo ao gene xyl/1, nao foi possivel encontrar um possivel candidato
ao gene utilizando a mesma abordagem que foi utilizada para o xyl2. Isso é
justificado pelo fato das redutases em geral apresentarem um dominio em comum,

o que dificultou identificar com seguranga a xilose redutase de P.brasiliensis
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GHO0O01. Assim, foi feito uma busca de dez redutases anotadas de diversos micro-
organismos (vide material e métodos) e foi inferida uma arvore filogenética de
todas as sequéncias obtidas. Pela figura 16 foi possivel observar, agrupadas em
um mesmo clado junto com uma proteina de P. brasiliensis (em azul), xiloses
redutases de outros micro-organismos as quais foram experimentalmente
comprovadas, inclusive a da R. dairenensis TABO1 (em vermelho). Esta proteina
de P. brasiliensis foi considerada como sua provavel xilose redutase a qual
apresenta 981 nucleotideos e 327 aminoacidos (Figura 17). A confirmacéo da
funcionalidade dos genes xyl1 e xyl2 sé6 foi certificada apds analises experimentais

detalhadas nos proximos itens.

87



jai_Uswnai_3933_UMO3393
100 Candidate 41 P. brasiliensis
¥_FA9PESI_RIPE93 9BASI
w_MALWWI_MILWVA_SBASI

1—WDH Ahadatarula dairemensis
joi_RAhabal_1_65609_'genesh1_kg 16_# 13_# isatigd4469

Figura 16 — Arvore filogenéticaﬁsdas proteinas que possuem dominio de redutases.

No clado em destaque podemos visualizar o agrupamento das xiloses redutases
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experimentalmente comprovadas de outros micro-organismos, e em azul o

possivel candidato ao gene xy/1 da P. brasiliensis GHGO001.

atgtcgctcaacaagactctcactctcaacgacggcaacaaaatcccccagattggtctce
M S L N K T L T L N D G N K I P O I G L
ggcacctggctctccaagcccggagaggtcgcaaacgccgtcgaagtecgecatcaagget
G T w L S K P G E V A N A V E V A I K A
ggctatcgtcacattgactgtgcactcatctaccaaaattcaaccgaggttggcgaagcg
G Y R H I D C A L I Y Q N S T E V G E A
tttaagaagacgatcccatcagtggtcaagcgcgaagatctcttcgtcacgtcgaagcett
F K K T I P S V V K R E D L F V T S K L
tggaacaatgctcacaagcctgagcttgtcgaggcggcctataacgagacattgcaggag
W N N A H K P E L V E A A Y N E T L Q E
ctcggactcgaatacctcgatctgtatctgatccactggcecctgtageccttcaaggacggce
L 6 L £ Yy L D L Y L I H W P V A F K D G
aaggacctcgtccccaagtcggaggacggcaagcaggccgcactcgaccgceccagaccteg
K bp L. v P K S E D G K O A A L DR QO T S
atcgtcgacacgtggaaggctctcgtcaagctgcagaaggagggcaaggtcaagtcgatce
I v D T W K A L VvV K L 9 K E G K Vv K S I
ggtgtctcgaatttcaccaccgatgacctggacgccgtcatcaacgcgaccggtgtcact
G vs N F T T D D L DA V I N A T G V T
cccgceccgtcaaccagatcgaggctcacccecttgectgecccaggacgaccttgtegectac
P A V N Q I E A H P L L P Q D D L V A Y
gctaagtcgaagaacatccacctgaccgcatactcccecgctecggcaacaacctcaatggt
A K S K N I H L T A Y S P L G N N L N G
aagactaagattgtggattaccctcaggtcagcgaggtcgccaagaagtacaacgccgac
K T™ K I v b Y P O V s E V A K K Y N A D
cctgctcaggttcttgtcgcttggggtgtcaagaggggctacagtgtcattcccaagagt
P A Q VL VvV A W G V K R G Y s v I P K S
gtcaccgagtcgaggatcaagagcaacttcgaccagctcgaactcaaggacgaggactac
v T E S R I K s N F D 0 L E L K D E D Y
gagaaggtcaccagcctctacaaggagctcggcaaggtccgecttcaatgtcccaaaaaca
E K vT s L ¥ K E L G K V R F N V P K T
tatgttccgttctgggacatcgatatctttggcgaggaggccgaacagggcgctacgtac
Yy v p ¥F w D I D I F G E E A E Q G A T Y
aaggtcaaccgtggcaactaa
K v N R G N -

Figura 17 — Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da CDS do candidato a
xyl1 da P. brasiliensis GHG001.
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5.7. Analise da expressdao génica de xyl1 e xyl2 de P. brasiliensis
GHGO001

A andlise da expressao génica de xyl1 e xyl2 de P. brasiliensis GHG001
foi feita por qRT-PCR. Nao ha na literatura, até o momento, trabalhos que avaliam
a expressao desses genes em espécies do género Pseudozyma spp. Portanto, foi
feita uma comparagcdo da expressdo desses genes com os da R. dairenensis
TABO1.

A expressdao de xyl1 da P. brasiliensis GHG001 apresentou um
comportamento diferente da R. dairenensis TABO1 no meio contendo glicose.
Inesperadamente, esse gene foi expresso em glicose assim como nos meios
contendo xilose, principalmente nas primeiras 24 horas de crescimento, o que
indica que esses genes estdo sendo induzidos também pela glicose (Figura 18).
Além disso, de acordo com a figura 18 & possivel observar que na condigdo 5%
xilose, a expressao se mantém praticamente idéntica nos diferentes pontos de
crescimento, sugerindo que essa quantidade de carbono é suficiente para induzir
a expressao dos genes e manté-los expressos durante as 96 horas de
crescimento. Também pode-se visualizar que a expressao de xyl2 apresenta uma
maior expressao no meio contendo 5% xilose apds 72 horas de cultivo, além de
apresentar expressodes similares no ponto 24 horas em todas as concentragdes de
xilose. Ao contrario de xyl/1, a expressdo de xy/2 no meio contendo glicose, €
baixa. Porém vale ressaltar que no geral a expressao de xy/l2 € menor que a de
xyl1, com excegao das primeiras 24 horas de crescimento e do meio contendo 5%
de xilose o0 qual apresentaram niveis de expressao relativamente altos e similares
aos de xyl/1. Contudo, em comparacado com a R. dairenensis TABO1, os niveis de

expressao de xyl2 sdo bem maiores e satisfatérios.
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Figura 18 — Expresséo de xyl/1 e xyl2 da P. brasiliensis GHG001 em diferentes
meios ao longo de 96 horas.Pelos graficos € possivel visualizar que os genes sao
induzidos pela xilose e, ao contrario do que ocorreu com a R. dairenensis, 0 gene

xyl1 é também induzido por glicose.

5.8. A atividade enzimatica da XR e XDH enddgenas da P. brasiliensis
GHGO001

Foi observado que a XR da P. brasiliensis GHG001 praticamente nao teve
atividade na presenca do cofator NADH (Figura 19), assim como a xilose redutase
da R. dairenensis TABO1 (Figura 13). Além disso, tanto a atividade de XR como a
de XDH de P. brasiliensis GHG001 sdo bastante similares as da R. dairenensis
TABO1 (Fig. 13) e inferiores as da S. stipitis NRRL-Y7124. E importante observar
também que a atividade de ambas as enzimas sido inversamente proporcionais a
concentragdo do meio, e pode-se sugerir que quando a levedura cresce em pouca
fonte de carbono, ela ativa ao maximo suas enzimas e vias de metabolizagao,
para maximizar a assimilagado dos agucares.

Do mesmo modo que a S. stipitis CBS 6054 no trabalho de Wahlbom e

colaboradores (2003), a XR da P. brasiliensis GHG001 apresentou maior atividade
que XDH.
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gura 19 — Atividade enzimatica de XR e XDH da P. brasiliensis GHG001 na
presenca de NADPH e NADH e de XDH na presencga do cofator NAD*. E possivel
visualizar que a XR da P. brasiliensis GHG001 n&o apresenta atividade na

presenca do cofator NADH.

Comparando esses resultados de atividade com os de expressao, podemos
ver que diferentemente da R. dairenensis TABO1, ndo ha uma correlagado entre
eles, visto que os dados de expressédo foram semelhantes para ambos os genes,

enquanto que a atividade de XR foi bastante superior a de XDH.

5.9. A clonagem dos genes xyl1 e xyl2 no vetor pSP-G1 e construgdo das

cepas de S. cerevisiae recombinantes

A xilose redutase e a xilitol desidrogenase sdo as enzimas-chave na
fermentacdo de xilose e, portanto elas tém sido amplamente usadas na
construgdo de leveduras recombinantes fermentadoras de xilose (KHATTAB et al.,
2011). Devido as leveduras estudadas neste trabalho serem boas assimiladoras
de xilose, foi proposta a construcdo de cepas recombinantes de S. cerevisiae com
esses genes, sendo um dos objetivos do projeto a expressao heteréloga das
enzimas XR e XDH na cepa industrial S. cerevisiae PE-2. Assim, apés verificar
que as leveduras R. dairenensis TABO1 e P. brasiliensis GHG001 sao capazes de
utilizar xilose para crescimento, que seus genes xyl/1 e xyl2 sao expressos na
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presenca deste acgucar e que as respectivas enzimas XR e XDH possuem
atividades enzimaticas, realizou-se a clonagem dos genes de interesse no vetor
de expressao de levedura pSP-G1.

A confirmagéo da clonagem no vetor pSP-G1 foi realizada por PCR das
colénias crescidas em meio seletivo utilizando os oligonucleotideos referentes aos
genes de interesse e apos essa confirmagdo, o mesmo foi transformado nas
cepas industriais da PE-2 e na PE-2 XKS1, utilizando como controle o vetor pSP-
G1 vazio. Em seguida, as transformacbes das leveduras foram confirmadas
extraindo o DNA total de alguns transformantes crescidos em meio YNB sem
uridina, e transformando esse DNA extraido em bactéria, com posterior

confirmacéao através de PCR de colbnia (Figura 20).
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Figura 20 — A) PCR de colbnia dos transformantes referentes a transformagéo da
PE-XKS1 Rd. Pente 1: 1. Marcador de peso molecular 1Kb Plus Fermentas; 2 a

10. Transformantes da PE-XKS1 Rd testados com os oligos de clonagem
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referente ao gene xyl/7; 11. Controle positivo; 12. Controle negativo; 13 a 19.
Transformantes da PE-XKS1 pSP-G1 testados com os oligos de clonagem
referente ao gene xyl/1. Pente 2: 1. Marcador de peso molecular 1Kb Plus
Fermentas; 2 a 10. Transformantes da PE-XKS1 Rd testados com os oligos de
clonagem referente ao gene xyl2; 11. Controle positivo; 12. Controle negativo; 13 a
19. Transformantes da PE-XKS1 pSP-G1 testados com os oligos de clonagem
referente ao gene xy/2. B) PCR de colonia dos transformantes referentes a
transformacdo da PE-XKS1 Pb. Pente 1: 1. Marcador de peso molecular 1Kb Plus
Fermentas; 2 a 7. Transformantes da PE-XKS1 Pb testados com os oligos de
clonagem referente ao gene xy/1; 8. Controle positivo; 9. Controle negativo; Pente
2: 1. Marcador de peso molecular 1Kb Plus Fermentas; 2 a 7. Transformantes da
PE-XKS1 Pb testados com os oligos de clonagem referente ao gene xy/2; 8.

Controle positivo; 9. Controle negativo.

5.9.1. A atividade enzimatica de XR e XDH das cepas PE-2

recombinantes

Para verificar se as construcdes das cepas de S. cerevisiae PE-2 estavam
corretas, ou seja, se a superexpressao dos genes estava implicando em um
aumento de atividade dessas enzimas, foi quantificada a atividade enzimatica de
XR e XDH das cepas recombinantes. Assim, foram aferidas as atividades da PE
Rd e PE Pb, utilizando como controle positivo as cepas PE 274 (aquela com o
plasmidio pRH274 que contém os genes xy/1 e xyl2 da S. stipitis e o gene xks1 da
S. cerevisiae hiperexpresso), PE 209 (com o plasmidio pRH209 que contém os
genes xyl1 e xyl2 da S. stipitis), e a S. stipitis NRRL-Y7124 (Fig. 21).

Em relacdo as atividades de XR, pudemos observar que as cepas
recombinantes que contém os genes de S. stipitis sdo as unicas que utilizam o
cofator NADH. Em relagdo as atividades utilizando o NADPH, destacou-se a
atividade da PE Rd a qual, apesar de ser inferior a da S. stipitis NRRL-Y7124,

apresentou-se similar as atividades das construgdes PE 274 e PE 209. A cepa
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recombinante TMB 3001 é uma cepa de laboratério que consegue converter xilose
em etanol (JEPPSSON et al.,, 2003), e apresenta os genes xyl/1 e xyl2 da S.
stipitis. A TMB 3001 apresentou atividade usando NADPH como cofator igual a
0,32 U/mg de proteina, assim, podemos considerar que os resultados da PE Rd
(0,74 U/mg proteina), PE 274 (0,45 U/mg proteina) e PE 209 (0,59 U/mg proteina)
sdo bastante satisfatérios. Segundo Jeppsson et al. (2003), uma alta atividade de
XR pode resultar numa alta conversdao de xilose em xilitol, forcando assim, a
reacdo cineticamente desfavoravel de XDH, resultando num maior consumo de
xilose e menor rendimento de xilitol. Ja a cepa PE Pb apresentou atividade abaixo
do esperado e semelhante aos controles negativos (PE 416 e PE pSP-G1). Assim,
apos verificar as construgdes e certificar que o vetor pSP-G1 contendo os genes
de interesse estavam na levedura através de sequenciamento, pode-se deduzir
que possivelmente o candidato ao xy/71 da P. brasiliensis GHG001 inferido pela
arvore das aldeido redutases pode n&o estar correto e consequentemente nao se
trata da xilose redutase de nosso interesse. Isso ja havia sido previamente
sugerido quando do experimento de qRT-PCR mostrou que o gene xyl/1 da P.
brasiliensis GHG001 mostrou acumulacdo de RNAm na presenca de glicose em
niveis comparaveis aos de xilose.

Em relagdo as atividades de XDH, observou-se que as atividades das
cepas PE 274 (0,072 U/mg proteina), PE 209 (0,051 U/mg proteina) e PE Pb
(0,031 U/mg proteina) tém um bom resultado, superando a atividade da XDH
enddégena de S. stipitis (0,027 U/mg), sugerindo que a superexpressao de xy/2
funcionou. Comparando com a TMB 3001 no trabalho de Eliasson et al. (2000)
que apresentou atividade de XDH de 1,78 U/mg proteina, esse resultado ndo € tao
satisfatério quanto de XR.

Além disso, analisando os dois graficos, vemos que a atividade de XR
continua sendo bem maior que a atividade de XDH, resultado contrario as cepas
de S. cerevisiae construidas no trabalho de Wahlbom et al. (2003), porém similar
aos da S. stipitis CBS 6054. Esse fato pode estar originando um acumulo de xilitol

nas células. A literatura relata que o desequilibrio causado pela reducgao realizada
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por XR NADPH-dependente e a oxidagéo por XDH NAD*-dependente, ou seja, o
desbalancgo de cofatores é responsavel pela maioria do xilitol acumulado em cepas
de S. cerevisiae recombinantes (JEPPSSON et al., 2003).
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Figura 21 — A) Atividade de XR das cepas PE-2 recombinantes na presenga de
NADPH e NADH; B) Atividade de XDH das cepas PE-2 recombinantes na
presencga do cofator NAD". As andlises estatisticas foram realizadas através do

teste de Tukey.
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5.9.2. O perfil de crescimento das cepas PE-2 recombinantes

Foi também avaliado o perfil de crescimento das cepas recombinantes PE
Rd e PE Pb; como controles, foi utilizada a cepa PE 274 (positivo) e como controle
negativo utilizou-se PE pSP-G1 (plasmidio sem genes). Além disso, os perfis de
crescimento também foram comparados com a cepa PE 209, que possui 0s
mesmos genes das cepas agora avaliadas, no entanto, provenientes de S. stiptis
(Figura 22).
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Figura 22 — Perfil de crescimento das cepas PE-2 recombinantes em glicose e em

diferentes concentracdes de xilose.

Observando as curvas de crescimento dessas cepas em xilose e glicose
(Figura 21), nota-se que no meio contendo glicose, todas as cepas cresceram

bem, destacando-se inclusive as cepas PE Rd e PE Pb. Entretanto, nos meios
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contendo xilose, a PE 274 é a unica cepa capaz de utilizar esse agucar para
crescimento. Portanto, vale ressaltar a importancia do papel da xilulose quinase na
assimilagado de xilose, visto que todas as outras cepas, inclusive a PE 209, que
possui 0s mesmos genes de S. stiptis xyl1 e xyl2 hiperexpressos, apresentaram
um crescimento em xilose muito inferior a PE 274, comportamento que corrobora
com os resultados de Ho et al.(1998). Nesse trabalho, eles construiram plasmidios
com 0s genes de assimilagdo de xilose xyl1 e xyl2 de S. stipitis e 0 XKS1 de S.
cerevisiae e transformaram na cepa de S. cerevisiae 1400. Foi visto, entédo, que a
cepa recombinante construida conseguiu crescer em Xxilose como fonte de
carbono e fermentar xilose na presencga de glicose (HO et al., 1998). Kahrumaa et
al. (2007) também demonstraram que a superexpressdo do gene xks1 é
necessaria para o consumo de xilose. Ainda, segundo Jin et al. (2002), a
superexpressao de xks1 enddgeno da S. cerevisiae, com xyl1 e xyl2, aumenta a
producao de etanol e diminui a producao de xilitol a partir de xilose. Dessa forma,
comprova-se que a insercdo dos genes xyl1+xyl2 combinada com a hiper-
expressdo de xks1 seria uma melhor estratégia, por isso foi realizada a

transformacao destas construgcdes na cepa PE-XKS1.

5.9.3. O perfil de crescimento das cepas PE-XKS1 recombinantes

Segundo Ho et al (1998) a maioria das cepas de S. cerevisiae apresentam
niveis bastante baixos da enzima XK. Sendo assim, estudos recentes
demonstraram que a superexpressdo da enzima xilulose quinase (XK),
responsavel pela fosforilagdo da xilulose em xilulose 5-fosfato, melhora a
utilizagcado de xilose (WAHLBOM et al., 2003). Kahrrumaa et al. (2007) relataram
que um consumo eficiente de xilose s6 é observado quando altas atividades de
XR e XDH sédo combinadas com alta atividade de XK, como na cepa recombinante
TMB 3062. Sendo assim, foi avaliado o perfil de crescimento das cepas PE-2
recombinantes com superexpressao de xks1 em um dos alelos, que expressa este

gene pelo menos 40% a mais que a PE-2 selvagem.
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Foi utilizado como controle a cepa PE-XKS1 274 (positivo) e PE-XKS1 pSP-
G1 (negativo). Analisando a figura 23, € possivel observar que todas as leveduras
crescem em glicose, como esperado. Porém, nos meios contendo xilose,
novamente s6 ha crescimento da PE-XKS1 274. Desta forma, existem algumas
hipoteses que podem justificar estes resultados: (i) as baixas atividades
endogenas de XR e XDH da R. dairenensis TABO1 e da P. brasiliensis GHG001 e
(i) a permanéncia do desbalango redox das enzimas ja que nao ha utilizagao do

cofator NADH pela enzima XR.
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Figura 23 — Perfil de crescimento das cepas PE-XKS1 recombinantes em glicose

e em diferentes concentragdes de xilose.

Como citado por Wahlbom et al. (2003), a introducdo de genes que
codificam XR, XDH e XK é necessaria devido as baixas atividades dessas

enzimas na S. cerevisiae selvagem. Contudo, utilizar apenas a engenharia
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metabdlica ndo tem se mostrado suficiente para uma utilizagdo de xilose eficiente.
Eles propdem entdo, uma combinacdo da engenharia metabdlica, que é a
integracdo desses genes codificadores de XR, XDH e XK, com a mutagénese
aleatdria, provando que assim pode-se obter uma S. cerevisiae capaz de bons
crescimentos em xilose e producdo de etanol. Nesse trabalho ele utiliza
mutagénese quimica com etil metanosulfonato, e o melhor mutante gerado (TMB
3400) provou que a combinagcdo das técnicas gerou uma cepa recombinante
superior quanto a utilizacdo de xilose. Portanto, essa abordagem poderia ser

utilizada nos proximos estudos com as leveduras deste trabalho.
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6. Artigo: Pseudozyma brasiliensis sp. nov., a novel xylanolytic
Ustilaginomycetous yeast species isolated from an insect pest of
sugarcane roots

Uma das leveduras isoladas neste trabalho foi identificada como uma nova
espécie, sendo denominada Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHGO001. Essa
espécie da ordem Ustilaginales foi isolada do tratointestinal de uma parasita da
cana-de-agucar pertencente a familia Chrysomelidae e identificada com base em
analises filogenéticas e moleculares das regides D1/D2 do LSU e ITS, sendo seu
parente mais préximo filogeneticamente, a P. vetiver. Maiores detalhes e
informagdes podem ser visualizadas no artigo a seguir (artigo aceito para

publicacao).
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A novel Ustilaginomycetous yeast isolated from the intestinal tract of an insect pest of
sugarcane roots in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo State, Brazil, represents a novel Pseudozyma
species based on molecular analyses of the D1/D2 LSU and the ITS (ITS1 + ITS2) regions.
The name Pseudozyma brasiliensis sp. nov. is proposed for this species with GHG001" (=
CBS 13268" = UFMG-CM-Y307') as type strain. P. brasiliensis sp. nov. is the sister
species of P. vetiver, originally isolated from leaves of vetiver grass and sugarcane in
Thailand. P. brasiliensis sp. nov. is able to grow well in xylan as sole carbon source and
produces high levels of an endo-1,4-xylanase, which has a higher specific activity in
comparison to other eukaryotic xylanases. This enzyme has a variety of industrial
applications, indicating the great biotechnological potential of P. brasifiensis.

The anamorphic yeast-like genus Pseudozyma belongs to the order Ustilaginales
(Ustilaginomycetes, Ustilaginomycotina), with close relationship to species of the
teleomorphic genera Ustilago and Sporisorium, which are responsible for serious plant
diseases. Pseudozyma encompasses a small group of basidiomycetous yeasts that have
20 species described: P. abaconensis, P. alboarmeniaca, P. antarctica, P. aphidis, P.
churashimaensis, P. flocculosa, P. fusiformata, P. graminicola, P. crassa, P. hubeiensis, P.
jejuensis, P. parantarctica, P. prolifica, P. pruni, P. rugulosa, P. shanxiensis, P. siamensis
P. thailandica, P. tsukubaensis and P. vetiver (Wang et al., 2006; Golubev, 2007; Seo et al.,
2007; Liou et al., 2009; Statzell-Tallman et al., 2010; Boekhout, 2011; Konishi et al., 2011;
Chamnanpa et al., 2013; Mekha et al., 2014). Many of these are isolated most frequently
from plants, although they are not plant pathogens. P. parantarctica, P. thailandica, P.
alboarmeniaca, P. crassa and P. siamensis (Sugita et al.,, 2003; Mekha et al., 2014) were
isolated from blood samples and P. abaconensis was isolated from coral reef waters
(Statzell-Tallman et al., 2010).

Noteworthy, members of this genus are able to produce a range of biotechnologically
relevant biomolecules such as, the enzymes cutinases (Seo et al, 2007), lipases
(Bussamara et al., 2010; Bussamara et al., 2012), and xylanases (Adsul et al, 2009;
Borges et al., 2013); and biosurfactants as mannopyranosyl-meso-erythritol (Morita et al.,
2009; Morita et al., 2010; Konishi et al., 2011). Furthermore, some species have been used
as biocontrol agents, particularly targeting plant pathogens (Avis & Belanger. 2002:
Marchand et al., 2009).
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During the study of the yeast-like organisms associated to the intestinal tract of
insects found in the roots of sugarcane (Saccharum spp.) plantations located in Ribeirdo
Preto, Sao Paulo State, Brazil, a novel species of the genus Pseudozyma was identified.
Particularty, we were looking for yeasts that metabolize either xylose or their
polysaccharides, e.g., xylan. A single isolate (GHG001) showed ability to grow very well in
these sugars as single carbon source and produced high levels of an endoxylanase
(PbXynA) (Borges et al., 2013). Although a diversity of flamentous fungi and bacteria is
able to produce xylanase, this feature is rare in yeasts. PhXylA is an endo-1,4-xylanase
from the GH family 11 that shows higher specific activity than other eukaryotic xylanases
previously studied (Borges et al., 2013). Most of the xylanases reported so far produce
xylooligosaccharides along with xylose as end-products (Adsul et al, 2009). Particularly,
PhXylA produces small (degree of polymerization around 3 to 7) xylooligosaccharides
(XOS) with negligible production of monomers as one of the end-products of xylan
hydrolysis. It is worth noting that this property of this xylanase can enhance XOS production
since little raw material will be lost as xylose. XOS can be used as ingredients of functional
food, selectively stimulating the growth of beneficial bacteria in the digestive system and
also facilitating nutrient absorption. In addition, XOS have antioxidant and hypolipemic
activity (against cholesterol and triglycerides), can inhibit melanin and melanoma cell
proliferation, it has anti-inflammatory activity, and function as anti-allergy agents (Moure et
al., 2006). Besides XOS production, xylanases are responsible for the degradation of the
heteroxylans constituting the lignocellulosic plant cell wall, and can be used for the
enzymatic saccharification of the plant biomass and second-generation bioethanol
production. In addition, xylanases have a wide range of applications in industry, for example
in the manufacture of paper, food, animal feed, pharmaceuticals and textiles (Polizeli ef al.,
2005). Thus, this novel species of the genus Pseudozyma has a high biotechnological
potential, and on the basis of phenotypic and phylogenetic analysis we proposed the new
species as Pseudozyma brasiliensis sp. nov.

Yeast Isolation and identification

The yeast strain GHGO01 was isolated from the intestinal tract of a Chrysomelidae
larvae associated to sugarcane roots. Briefly, Chrysomelidae at larval stages were collected
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from Saccharum spp. roots in sugarcane plantations located in Ribeirao Preto, Sao Paulo,
Brazil. The larvae were anesthetized at 4 °C for 10 min, then externally sterilized with 70%
ethanol for 1 minute, and rinsed twice with sterilized water. After larvae dissection, the
intestinal juices were transferred to a sterile flask containing 1 mL of cold sterile water. A
small volume of each gut sample (50 pL) was then inoculated into 250 mL Erlenmeyer flask
containing 50 mL of minimal medium (MM) composed of 50 mL solution salt L' (6 g NaNO;
L', 1.5 g KH:POsL", 0.5g KCIL" and 0.5 g MgSO:L") and 1 mL trace elements L' (10 g
EDTA L', 4.4 g ZnSO,H;O L, 1.0 g MnCl>4H,0 L', 0.32 g CoCl,:6H,0 L', 0.315 g
CuSO«5H:0 L', 022 g (NH:)6M07O244H0 L', 1.47 g CaCk2HO0 L' and 1 g
FeSO4H,0 L") pH 6.5 with 1% xylose, supplemented with a cocktail of antibiotics (100 pg
ampicillin pL"', 34 pg kanamycin pL"', 20 ug tetracycline pL"' and 35 pg chloramphenicol
uL"). The inoculum was incubated on a rotary shaker at 30 °C for enrichment of
microorganisms that could use xylose more efficientty. Two weekly transfers were
performed by changing the inoculum to fresh medium and after the second week, 100 pL of
a tenfold dilution were spread on solid MM with 1% xylose (w/v), and incubated at 30 °C
until colonies appeared. Yeast colonies were repeatedly streaked out until pure cultures
were obtained. The isolated strains were growth in YPD (1% yeast extract (w/v), 2%
peptone (w/v), 2% glucose (w/v)), and stored at -80 °C (vials of cell suspensions in 1 mL
YPD/10% glycerol (vAv)). Among the isolates, strain GHG001" was selected due its high
capacity to grow on xylose (Borges et al., 2013).

Morphological description and physiological tests were carried out by standard
methods (Kurtzman et al., 2011). Presence of budding cells, hyphae and pseudohyphae
was investigated by cultivation on potato dextrose agar (PDA), diluted V8 and YM agar at
20 and 25 °C for up to 21 days and MM containing 0.5% of ammonium sulphate at 30 °C for
up 5 days. Basidiospore formation was investigated on 5% malt extract agar (w/v), corn
meal, PDA and diluted V8 agars at 20 and 25 °C for up to 21 days.

DNA sequence and phylogenetic analysis

Due to its biotechnological potential we have sequenced the genome of this
strain. Briefly, the extraction of genomic DNA followed the protocol proposed by Sambrook
& Russell (Sambrook & Russell, 2001), and then whole genome shotgun sequence was
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carried out on an lllumina HiSeq2000 at the University of Southern California Epigenome
Center Data Production Facility, Los Angeles, California, USA. The genome sequence was
assembled into 45 scaffolds using Velvet and SSPACE BASIC (Accession number:
AWXO00000000). The full ITS region (ITS1 + ITS2, including 5.8S rDNA) as well as the
LSU D1/D2 region were extracted from the assembled genome sequence and deposited at
GenBank under accession number KF737866 (Oliveira et al, 2013). The sequence was
compared using a MEGABLAST similarity search (Altschul et al, 1990) against the NCBI
nucleotide database to identify the genus of the yeast. The genus assignment was
confirmed using the ITS2 sequence as a query in a search in the ITS2 database
(Koetschan et al, 2012). Further sequence comparisons were carned out with the
Pseudozyma spp. sequences reported by Chamnanpa et al. (2013), Liou et al. (2009),
Statzell-taliman et al. (2010), Seo et al. (2007) and Morita et al. (2011). Sequences of each
individual region, i.e., ITS1, 5.8S, ITS2, D1/D2 were structurally aligned using MXSCARNA
(Tabei et al., 2008). Regions were concatenated into a supermatrix using FASConCAT
(Kuck & Meusemann, 2010). Phylogenetic inference was carmried out with the Maximum
Likelihood method implemented in the software RAxXML (Stamatakis, 2006). Each region
was kept as an independent partition for the analysis. We used different models for stem
and loop regions. For the loop regions the evolutionary model GTR was used. The stem
regions were analyzed under the 7A evolutionary model, thus taking into account
secondary structure topology, i.e., compensatory mutations (Higgs, 2000; Jow et al., 2002;
Hudelot et al, 2003). Substitution rate heterogeneity was taken into account using the
gamma-model of Yang (Yang, 1996). Bootstrap values were computed over 1000
replicates.

Genome-wide comparisons were carried out against the genome sequences of
Pseudozyma antarctica T-34 (ACC: GCA_000334475.1), Pseudozyma hubeiensis SY62
(ACC: GCA_000403515.1), Pseudozyma flocculosa PF-1 (ACC: GCA_000417875.1),
Pseudozyma aphidis DSM 70725 (ACC: GCA_000517465.1), Ustilago maydis 521 (ACC:
GCF_000328475.1) and Malassezia globosa CBS 7966 (ACC: GCF_000181695.1).
Clusters of orthologous genes, i.e., putative gene families, were identified using OrthoMCL
with an inflation value of 2.5 (Li et al., 2003).

Pseudozyma spp. are not known to be plant pathogens, as such we decided to look
for typical pathogenicity genes found in the closely related species U. maydis. In order to
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enter into the pathogenic state. yeast-like cells must mate, i.e., fuse cells of different
compatibility to form a dikaryotic mycellium, thus triggering a sexual developmental phase.
The genes responsible for the different compatibility are located, in U. maydis and other
pathogenic species, in what is now called the mating-type locus, and different alleles of
these genes are responsible of different mating types (Bakkeren & Kronstad, 1994: Urban
et al., 1996; Casselton & Olesnicky, 1998; Casselton, 2002; Smith et al., 2004; Lefebvre et
al., 2013). We used as baits the protein sequences of the genes in U. maydis, and
performed tblastn and blastp similanty searches to identify the homologues. Pairwise
alignments were then carried out with water, a program from the EMBOSS suite. that
implements the pairwise local alignment algorithm originally described by Smith and
Waterman (Smith & Waterman, 1981; Rice ef al., 2000).

We have isolated a strain named GHG001" from the intestinal tract of Chrysomelidae
that can grow on xylose and xylan as sole carbon sources and produces high levels of
xylanase when grown in xylan. Initial identification based on ITS2 region revealed that this
strain belongs to the genus Pseudozyma, and a more detailed study based on
morphological and molecular typing (D1/D2 LSU + ITS) showed that this strain was a novel
yeast species in the genus Pseudozyma.

A sequence similarity search using MEGABLAST against the GenBank database
and the ITS2 region as query revealed that GHG0O1" belongs to the genus Pseudozyma.
Accurate identification at the species level was carried out with the complete ITS regions,
5.8S rDNA and the D1/D2 LSU region, which were extracted from the genome sequence.
The Maximum Likelihood phylogenetic tree showed that strain GHG001" forms a clade with
P. vetiver DMKU-LV99" and P. fusiformata JCM 3931" (Fig. 1). The main differences
between these species are found on the ITS region (ITS1 + ITS2). GHG0O1" has 19
substitutions (and 6 indels) compared to P. vetiver, and 40 substitutions (32 indels)
compared to P. fusiformata. On the D1/D2 LSU region there are 3 base substitutions,
additionally one indel, between strain GHG001" and P. vetiver; and 14 substitutions, plus 2
indels, when compared with P. fusiformata (Phylogenetic tree and multiple sequence
alignment are available in TreeBase with accession number TB2:5S14822). The number of
substitutions found is suggestive of a new species in the genus; as strains differing by two
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or more nucleotides on the D1/D2 LSU region could represent different taxa (Fell et al.,
2000).

Physiological characternistics of P. brasiliensis sp. nov. and all other Pseudozyma
species are presented in Table 1. In terms of physiological characteristics, strain GHG001"
differed from P. vetiver, its closest relative, on its ability to assimilate inulin, D-galactose, L-
arabinose, D-ribose, ethanol, glycerol, erythritol, ribitol and D-gluconic acid. In addition, P.
brasiliensis sp. nov. was unable to assimilate soluble starch and lactic and citric acids. No
mating reaction or sexual structure was observed when the single isolate of P. brasiiensis
sp. nov. was grown on 5% malt extract agar, corn meal, PDA and diluted V8 agars at 20
and 25 °C for up to 21 days. Notably, although pseudohyphae formation is a characteristic
of the genus Pseudozyma grown on 5% malt extract agar or Dalmau plate (Boekhout,
2011), we only observed P. brasifiensis forming pseudohyphae in minimal medium
containing 0.5% ammonium sulphate (Fig. 2). We also looked for the mating type locus and
related genes in the genome of P. brasiliensis sp. nov., and other Pseudozyma species
whose genome sequence is available using as reference the genes found in U. maydis
(Table 2, Levebvre et al., 2013). Both a and b loci, responsible for mating-type are present
in P. brasiliensis sp. nov., as well as in all the other Pseudozyma spp., indicating that P.
brasiliensis sp. nov. is a homothallic yeast as well as all the other Pseudozyma spp.
included in this analysis (Table 2). The pheromone receptor genes, mf, prf and rbal, are
found in the a locus, which in P. brasiliensis sp. nov. is located in scaffold
PSEUBRA_SCAF4. Particularly the mfa genes is not annotated in the current release of the
genome sequence of P. brasiliensis sp. nov., but the tblastn search clearly revealed that
it is encoded by the genome, the same is true for P. hubeiensis and P. antarctica. and it is
most likely related to the small size of this gene, which will be overlooked by most ab initio
gene prediction software. On the other hand, the genes bW and bE, locus b, which are
homeodomain transcription factors, are located in scaffold PSEUBRA_SCAF3. There is as
well a smu1 homologue in P. brasiliensis sp. nov., located in scaffold PSEUBRA_SCAF14.
Smu1 is a protein kinase required for pathogenicity and mating (Smith et al.. 2004). The
product of the prf gene regulates the transcription of the gene encoded by loci a and b
(Hartmann et al, 1999), and in P. brasiliensis sp. nov. is located in scaffold
PSEUBRA_SCAFS. Thus, P. brasiliensis sp. nov. appears to have a full complement of the
most important genes related to mating. even more. these genes are present in all
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Pseudozyma species sequenced up to now. It still remains to be proved whether these
genomic loci are functional, i.e., transcribed and translated into the active protein. Recent
results showed that there was not mating interaction between P. flocculosa and U. maydis
(Lefebvre et al., 2013).

Just a few species in the genus Pseudozyma have had their genome fully
sequenced so far. These are: P. antarctica T-34 (ACC: GCA_000334475.1; Morita et al.,
2013), P. aphidis DSM 70725 (ACC: GCA_000517465.1; (Lorenz et al, 2014), P.
hubeiensis SY62 (ACC: GCA_000403515.1; Konishi et al., 2013), P. flocculosa PF-1 (ACC:
GCA_000417875.1; Lefebvre et al, 2013) and P. brasiliensis GHG001" (ACC:
GCA_000497045.1; Oliveira et al., 2013). All Pseudozyma species have a genome of
similar size, around 18Mbp, as estimated by the total scaffold length, P. flocculosa has the
largest genome, i.e., 23.31Mbps and P. brasiliensis sp. nov., currently has, the smallest
17.33Mbps. They all have similar numbers of protein-coding genes. Although it is important
to note that all these genome assemblies are still in a draft stage (Table 3). There have
been no report of species of Pseudozyma that are pathogens, which is in contrast to other
species in the Ustilaginales, such as Ustilago maydis, or in other Ustilamycotina, as
Malessezia globosa. The gene content in these species do not differ to a large extent, but
there are clear differences in the GC content. For instance, Pseudozyma spp. tend to have
a higher GC content than U. maydis or M. globosa genome-wide. This trend is even
stronger when looking at the coding regions in the genome. Particularly, regarding the gene
content, we have clustered all the predicted proteins of these Pseudozyma species,
including also U. maydis (ACC: GCF_000328475.1; (Kamper et al., 2006) and M. globosa
CBS 7966 (ACC: GCF_000181695.1; (Xu et al., 2007), uncovering 6608 putative protein-
coding gene families. Fig. 3 shows the number of protein-coding gene families among the
different species. The species inside the genus Pseudozyma share 62.6% of the families
(Fig. 3(a)), this number drops to 45.1% when including the pathogenic species, U. maydis
and M. globosa (Fig. 3(b)). It is also important to note that there are lineage-specific gene
families, and these might be directly involved with the maintenance of the particular
lifestyles of these groups or species.

The molecular and physiological differences found strongly support that strain
GHGO0O01 is a new species in the genus Pseudozyma. The new species was isolated from
the intestinal tract of a Chrysomelidae larvae associated to sugarcane roots. However, only

111



253

255

Y8

B EEE

263

271
272
273
274
275
276
277
278
279

281

one isolate P. brasiliensis sp. nov. was isolated in the present study. Probably, P.
brasiliensis sp. nov. is a minor component of the yeast communities associated with the
insects living in sugarcane roots. We describe this new species based on only a single
strain because of their ability to produce high levels of an endoxylanase, a biotechnological
trait of industnal interest for production functional foods, and biofuels through degradation of
the heteroxylans of plant hydrolysates.

Based on the phenotypic and phylogenetic analyses, strain GHG001" (= CBS 13268" =
UFMGCM-Y307") represents a novel species in the genus Pseudozyma, for which we
propose the name of Pseudozyma brasifiensis sp. nov. Finally, we present and updated key
for the identification of species in the genus Pseudozyma as supplementary material 1.

Description Pseudozyma brasiliensis sp. nov. Oliveira, Borges, Santos, Freitas,
Rosa, Goldman & Riafio-Pachén.

The epithet brasiliensis (bra.si.lien’sis) N.L. fem. adj. brasiliensis, of or pertaining to the
country (Brazil) where this yeast was found.

Growth on YM agar after 3 days at 25 °C, cells are ellipsoidal to fusoid and variable in size
(1.5-4 x 2-6 ym), and contain what appear to be oil droplets (Fig. 4a and 4b). Budding is
polar on a short denticle. On YM agar after 3 days at 25 °C, colonies are smooth to
wrinkled, butyrous, glistening, cream-colored to light salmon with an entire margin.
Pseudohyphae are formed when grown on minimal medium containing 0.5% ammonium
sulphate. After 3 weeks in Dalmau plate culture on cornmeal agar, pseudomycelium and
true mycelium are not formed. Sexual reproduction was not observed. Ballistoconidia are
not produced. Fermentation is absent. Assimilation of carbon sources: D-glucose, sucrose,
raffinose, galactose, trehalose, maltose, melezitose, cellobiose, salicin, L-sorbose, D-
xylose, L-arabinose, D-ribose, ethanol, glycerol, erythntol, nbitol, D-mannitol, D-glucitol,
myo-inositol (latent), succinic acid, D-gluconate, D-glucosamine (latent), N-Acetyl-D-
glucosamine and xylitol (latent) are positive. No growth was detected in inulin, melibiose,
lactose, L-rhamnose, D-arabinose, methanol, galactitol, DL-actate, citrate and hexadecane.
Assimilation of nitrogen compounds: positive for nitrate, nitrate, lysine and cadaverine
(latent). Growth in amino-acid-free medium is positive. Growth at 37 °C is negative. Growth
on YM agar with 10% sodium chloride is negative. Growth in 50% glucose is negative.
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Starch-like compounds are not produced. In 100 ug cycloheximide mL™" growth is negative.
Diazonium Blue B reaction is positive. The type strain accession number of P. brasiliensis
sp. nov. is GHGOO1". It was isolated from intestinal tract of a Chrysomelidae larvae
associated with sugarcane roots in sugarcane plantations located in Ribeirao Preto, Sao
Paulo, Brazil. It has been deposited in the collection of the Yeast Division of the
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the Netherlands, as strain CBS 13268, in
the Culture Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas
Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil as strain UFMG-CM-Y307, and in the
Brazilian Collection of Environmental and Industrial Microorganisms (Colecao Brasileira de
Micro-organismos de Ambiente e Industria, CBMAI), Campinas, Sao Paulo, Brazil, as strain
CBMAI 1606. The Mycobank number is MB 805996.
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Figure Legends:

Fig. 1. Maximum-likelihood phylogenetic tree of Pseudozyma brasdiensis sp. nov. and related species, based
on the analysis of the ITS1 and ITS2 regions, the 5.8S rDNA and the D1/D2 region of the LSU. Bootstrap
values are based on 1000 replicates, only values above 50% are shown. GenBank accession numbers
appear in parentheses. Cintractia axicola and Trichocintractia utricuficola were used as outgroups. T
Sequences from type strains.

Fig. 2. Rudimentary pseudohyphae produced in minimal medium containing 0.5% ammonium sulphate after .3
days at 30 “C. Bar 10um.

Fig. 3.Venn diagrams showing number of shared groups of orthologues, ie., putative gene families, between
P. brasiiensis sp. nov. and related species. (a) Showing only the sequenced Pseudozyma species. (b). P.
brasiliensis and most closely related Pseudozyma species (from Fig. 1), in addition to U. maydis and M.
globosa. Groups of Orthologous genes were identified by OrthoMCL using and inflation value of 2.5.

Fig. 4. Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHGO001™: cells showing possible oil droplets inside, after 7 days at

25 °C grown on potato dextrose agar (a); cells showing polar budding on short denticles, grown on corn meal
agar after 21 days at 25 °C. Bar 10 pym.
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Supplementary material:
Supp. Mat. 1. Taxonomy key for the identification of species in the genus Pseudozyma.
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453

13, P. jejuensis; 14, P. parantarctica; 15, P. profifica; 16, P. pruni; 17, P. rugulosa; 18, P. shanxdensis’ 19, P. siamensis;

. v, variable; d, delayed gromth; s,

454 20, P. thalandica; 21, P. tsukubaensis. Abbreviations: +, posilive; -, negative; w,

455
456

slow growth: n, no data.
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Table 2 - Identification of Mating-type related genes in Pseudozyma spp. a. P: Percent
identity. C. Coverage query protein (%). Species abbreviations: Bra: P. brasifiensis sp. nov.;
Hub: P. hubeiensis; Aphi: P. aphidis; Flo: P. flocculosa; Ant: P. antarctica. : Protein in U.
maydis. ': Comparison against the corresponding protein in U. maydis, resulting from a
pairwise local alignment. M: Mis- or non-annotated gene, the coverage column in these

cases is expressed in relation to the U. maydis protein.

Ref Gene Ref | Species Genomic Position Protein pf | C
Name | protein’ accession
(length) number
Pheromone XM_7534 |Bra PSEUBRA_SCAF4 (KI545884 1) 730180-731367 EST05906.1 52 | 100
receptor (pra) 37 (357
aa) Hub DFZ38821.1: 335177- 335870 GAC08648.1 37 58
Aphi AWNIO1000010.1; 416482 417484 ETS62568.1 (] 98
Flo scafloldD0004(KEI6 1626.1): 662653- 662730 EPQ30811.1 45 20
scaffoldD00 1 2(DF 196778.1): 428476 - 420478 GACT4678.1 43 97
Mating CCF4990 PSEUBRA_SCAF4(KIS45884 1) 733620- 733727 M ] 86
pheromone 2 (42 aa)
(mda) Hub DF238821.1: 333635-333748 M 55 93
Aphi AWNIO1000010.1; 413919-414035 ETS62567.1 54 26
Flo scafloldD0004(KEI6 1626.1): 653355-653728 EPQ30812.1 35 93
Ant scaffold00012 (DF196778.1): 426891- 426007 M 55 93
rbat XP_75853 | Bra PSEUBRA_SCAF4(KIS45884.1): 720004-729273 EST0S905.1 79 97
1(119
8aa) Hub DF2388211: 339486-339928 M 80 98
Aphi AWNID1000010.1: 403403-403672 ETS62563.1 82 97
Flo scaftoldO0004(KEJ61626.1): 653355-653726 EPQ30806.1 <) 94
scaflaldD00 1 2(DF 196778.1): 415664-415033 GACT4673.1 82 97
Phecomone XP_75886 | Bra PSEUBRA_SCAF5(KIS45891.1): 277324 - 279591 EST05476.1 51 | 100
response lactor | 0(840 aa)
(peh) Hub DFZ38776.1(275713-278307) GACO3481 1 62 | 100
Aphi AWNIO1000004 1: 286205-288613 ETSE4722.1 42 98
Flo scaffold000 1 2(KE361634.1): 380870 - 381247 EPQ28567 1 27 75
scaflldD000S(DF 196771.1): 282068-284503 GAC71737.1 42 28
Ste-20 ke AAMO778 | Bra PSEUBRA_SCAF14(KI545856.1): 220258-222378 EST08823.1 84 | 100
protein kinase | 8 (746 aa)
(smu1) Hub DFZ38786.1: 153912-156029 GACD4823.1 B 95
Aphi AWNIO1000038 1: 245809 247920 ETS60212.1 77 91
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Flo scaflldD002HKEI6 1645, 1). 258154- 260889 EPC26304 1 B4 | 04

Ant scaflcld00027(DF 196783 .1): 245527-247686 GACT7837.1 81 | 100

XP_75672 | Bra PSEUBRA_SCAF3(KIS45873.1): 1480206 - 1482317 | EST06506.1 0 | 20
5 (626 aa)

Hub DF238831.1: 125908-127963 GAC99319.1 47 | @2

Aghi AWNID1000008 1: 1628892-1630348 ETS63816.1 s | 96

Flo scaflcld000 1 WKEI6 1632, 1): 86085-86246 EPQ28975.1 3 | 93

Ant scaflld0000NDF 196775.1); 1634540- 1636121 GACT73812.1 % | 92

CAB9728 | Bra PSEUBRA_SCAF3(KIS45873 1) 1482868 - 1484199 | M 8 | 95

ez Hub DF238831.1: 124148-125687 GAC99318.1 a7 gl

Aghi AWNID1000008 1: 1630687-1632102 ETS63817.1 50 | 100

Flo scaffold000 1 (KE361632.1): 84397-85371 GACT3813.1 2% | 94

scaflld0000NDF 196775.1); 1636427 - 1637572 EPQ28974.1 49 | 100
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466

467

Table 3 - Comparison of genome properties of Pseudozyma brasiliensis sp. nov. with other

sequenced related species.
Characteristic P._ trasitionsis v - o
Assembly statistics
L’:)w length 170 1807 17 oan 1844 19.74 896
NS0 scaffolds (Mep) 221 238 238 1.98 1.40 0.51 1.41
N9O scaffolss (Mep) 172 207 207 1.48 100 0.48 101
GC coment (%)
Assembiad 1 20 37.51 38.12 3039 34.13 7w
Prctain coding .10 8028 €0.50 ) 56.49 5395 208
:;""""""‘ 5768 5640 011 e T472 6522 4208
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100

Moesziomyces bullatus MS20 (AY740153)

Jom 11752"
Pseudozyma antarctica JCM 10317 (AB0BO35BIABOB9359)
Pseudozyma rugulosa JGM 10323' (ABOB9370/AB089371)
Pseudozyma aphidis JC 10318 (AB0S9362/AB0B9363)

yma crassa CBS 9959 (AB117962)

H.UV. 19145 (AY7400481AY740101)
yma jejuensis CBS 10454 (EFO

is JCM 103247
Ustilago spermophora F 565 (AY740171)

CBS 99617 (AB117961)
Sporisorium veracruzianum MP735 (AYTATOTSIAYT40142)

thailandica JCM 11753" (AB0BOI54/AB0SSI5S)
OK9 (ABSABOATIABSAB:

MP 1898 (AY74 J236141)

Yakirrae BRIP 54404 (KC184907/KC184906)
Pseudozyma pruni FIRDI 005" (EU379942/EU379943)

panici BRIP 46421 (DQ459348/DQ459347)

100 Pseudozyma prolifica JOM 10319 (ABOBI36H/ABOBIIE0)
[ { Ustilago maydis R s.n. (AY345004/AF453938)
73 Ustitago vetiveriae H.UV. 17954 (AY345011/AY740148)
g T— A

e M 56615 (s 53/AY740106)

Ustilago

100

I isorium efionuri MP 2601 (AY740157)
54 ium destruens Ust.exs 472 (AY344976/AY747077)
isorit Ust.exs.231 401
52 i M 56590 15 )
A Sporisoriumm ovarium MP 1871 (AY740020/AJ238137)
67 it .

flocoulosa JCM 103

Ust.exs.849 (AY740049/AY740102)
is M56588 95
8 MP 2060

)
Sporisorium lepturi st exs 966 (AY344981/AY740135)
Sporisorium monakai M 56618 (AY740161)

MSE627 (AY740162)

Pseudozyma graminicola LI20 (AB180728)

holwayi MP 1271 (AY344980/AF453941)

o5 Pseudozyma fusiformata JCM 38317 (ABOB9366/AB0BA367)
Pseudozyma brasiliensis sp. nov. GHGOOT" (kF737566)

Ustilago cynodontis H.U.V. 18286 (AY740168)
GBS 83807 (FJO0BOS3IFJ008047)

58

seudozy
96_pm Ustilago striiformis H.U.V. 18286 (AY740172)
% Ustitago calamagrostidis M 56518 (AY740065/AY740119)
56 yma siamensis CBS 9960' (AB117963)
1 SHoa'
100 Ustilago hordei Ustexs. 784 (AY345003/AF453934)
T Ustilago bullata MP 2353 (AY344998/AF453935)
100 Cintractia axicola H.UN. 17460 (AY344967/AF009847)
L MP 2075 (DQ
]
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( a ) Pantarctica

1 fnibeiensis

P aphidis

P flocculosa

B hrasiliensis

(b) e

Ui, mavdis

P brasiliensis

69 107

P hubeiensis

F. flocenlosa
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Pseudozyma brasiliensis sp. nov., a novel xylanolytic Ustilaginomycetous

yeast species isolated from an insect pest of sugarcane roots
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Taxonomic key for the species in the genus

Pseudozyma.
1 a. Galactitol is assimilated U. maydis
b. Galactitol is not assimilated 2
2(1) a. Succinic acid is assimilated 3
b. Succinic acid is not assimilated 21
3(2) a. L-Arabinose is assimilated 4
b. L-Arabinose is not assimilated P. vetiver
4(3) a. D-Ribose is assimilated 5
b. D-Ribose is not assimilated P. fusiformata
5(4) a. Trehalose is assimilated 6
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6(5)

7(6)

8(7)

9(8)

10(9)

11(10)

12(11)

13(12)

14(13)

15(14)

16(15)

17(15)

18(17)

Trehalose is not assimilated

D-Galactose is assimilated

D-Galactose is not assimilated

Melibiose is assimilated

Melibiose is not assimilated

Soluble starch is assimilated

Soluble starch is not assimilated

Cellobiose is assimilated

Cellobiose is not assimilated

Salicin is assimilated

Salicin is not assimilated

Glycerol is assimilated

Glycerol is not assimilated

Ethanol is assimilated

Ethanol is not assimilated

Methanol is assimilated

Methanol is not assimilated

Lactose is assimilated

Lactose is not assimilated

Inulin is assimilated

Inulin is not assimilated

L-Rhamnose is assimilated

L-Rhamnose is not assimilated

D-Arabinose is assimilated

D-Arabinose is not assimilated

L-Rhamnose is assimilated

L-Rhamnose is not assimilated

P. crassa

7

P. prolifica
8

19

9

P. abaconensis

10

P. shanxiensis

11

P. hubeiensis

12

P. flocculosa

13
P. aphidis

P. rugulosa

14

15
P. thailandica

16
17

P. pruni

P. siamensis

18

P. gramminicola

P. parantarctica

P. alboarmeniaca
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19(7)

20(19)

21(2)

o

o

o

Inulin is assimilated

Inulin is not assimilated

Salicin is assimilated

Salicin is not assimilated

Melibiose is assimilated

Melibiose is not assimilated

P. brasiliensis

20

P. antarctica

P. tsukubaensis

P. churashimaensis

P. jejuensis
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7. Artigo: Draft Genome Sequence of Pseudozyma brasiliensis sp. nov.
Strain GHGO001, a High Producer of Endo-1,4-Xylanase Isolated from an
Insect Pest of Sugarcane

Nesse item pode ser visualizado o artigo referente ao sequenciamento do
genoma da P. brasiliensis sp. nov. GHG001. O genoma foi sequenciado devido ao
alto potencial biotecnologico da GHGO001 e por se tratar de uma levedura
basidiomicética, com caracteristicas morfolégicas e génicas peculiares, diferentes
das demais leveduras. O genoma foi sequenciado pela plataforma lllumina
HiSeqg2000, gerando 73.703.370 paired-end reads de 100pb, com um tamanho de
22,09 Mpb.
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Here, we present the nuclear and mitochondrial genome sequences of Pseudozyma brasiliensis sp. nov. strain GHGO001. P. brasil-
iensis sp. nov. is the closest relative of Pseudozyma vetiver. P. brasiliensis sp. nov. is capable of growing on xylose or xylan as a

sole carbon source and has great biotechnological potential.
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seudozyma brasiliensis sp. nov. strain GHGO0O01 is a yeast-like

species that belongs to the order Ustilaginales. This strain was
isolated from the intestinal tract of a Chrysomelidae larva associ-
ated with sugarcane roots in plantations in Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, Brazil, following an enrichment protocol for microorgan-
isms that use xylose as a sole carbon source. Based on the phylo-
genetic analysis of the ribosomal operon, we suggest that GHG001
represents a novel species that we named P. brasiliensis sp. nov.; its
closest relative is Pseudozyma vetiver (1). GHG001 can grow well
in xylose or xylan as its sole carbon source, where it produces high
levels of endo-1,4-xylanase from the glycoside hydrolase (GH)
family GH11 (2), the members of which show higher specific ac-
tivity than other eukaryotic xylanases. Xylanases are essential for
breaking down hemicellulose of plant cell walls, and they are rou-
tinely added to enzyme cocktails for the saccharification of pre-
treated biomass and second-generation ethanol production. Xy-
lanases have further commercial applications, such as in bread
making, the manufacture of food, drinks, and textiles, bleaching
of cellulose pulp, and xylitol production (3).

Here, we present the genome sequence of P. brasiliensis sp. nov.
strain GHGOO1. This genome was sequenced on the Illumina
HiSeq2000 system, generating 73,703,379 paired-end reads of
100 bp (insert size, 250 bp). The reads were preprocessed with the
Fastx-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). The ge-
nome size was estimated to be 22.09 Mbp based on k-mer count
statistics (4), with an estimated coverage of 585X. The reads were
randomly subsampled to a genome coverage of approximately
100X, and this subset was assembled using VelvetOptimiser and
Velvet (5, 6). The remaining reads were used to extend the contigs
and perform scaffolding using SSPACE Basic (7). The resulting
assembly has 45 scaffolds, with a total length of 17,323,620 bp and
an Ny, of 720,612 bp. The average G+C content of the genome is
56.3%, which is similar to those of Pseudozyma hubeiensis SY62 (8)
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and Pseudozyma antarctica T-34 (9). We evaluated the complete-
ness of the gene space using CEGMA (10), which revealed that the
current assembly is 97.98% complete. The scaffolds were masked
for repeats using RepeatMasker, and gene prediction was carried
out with GeneMark (11), Augustus (12), and STAP (http://korflab
.ucdavis.edu/software.html), using MAKER (13). Gene finders
were trained with the CEGMA-produced gene models. A total of
5,768 protein-encoding genes were identified, which is similar to the
gene content of other Pseudozyma spp. A search against the NCBI
nr database revealed 2,361 protein-encoding genes with strong
sequence similarity hits to proteins in that database, providing a
preliminary landscape of the genomic and metabolic capabilities
of P. brasiliensis. Ribosomal genes were identified with RNAmmer
(14), and the rRNA operon repeats (small subunit [SSU], internal
transcribed spacer 1 [ITS1], 5.8 S, ITS2, and long subunit [LSU])
were collapsed into a single scaffold (PSEUBRA_SCAF27). One
hundred nineteen tRNA genes were identified with tRNAscan-SE
version 1.3.1 (15). The scaffold PSEUBRA_SCAF26 contains the
mitochondrial genome.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. AWX000000000. The version described in
this paper is version AWX0O01000000.
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8. Artigo: Biochemical characterization of an endoxylanase from
Pseudozyma brasiliensis sp. nov. strain GHG001 isolated from the

intestinal tract of Chrysomelidae larvae associated to sugarcane roots

A P. brasiliensis sp.nov. GHGO001 possui a importante propriedade de
produzir xilanase, propriedade muito comum em varios fungos filamentosos,
porém nao vista frequentemente em leveduras (ADSUL; BASTAWDE; GOKHALE,
2009). As xilanases sao glicosil-hidrolases que degradam xilano, o polissacarideo
mais abundante na hemicelulose proveniente da cana-de-agucar, e possuem
muitos usos comerciais, tais como na fabricacdo de papel, alimentagdo animal,
panificagdo, industrias de suco e vinho, producéo de xilitol, além de ser utilizada
na hidrélise do material lignocelulésico para produgdo do etanol de segunda
geracao (POLIZELI et al., 2005). Nesse artigo foi caracterizada bioquimicamente
uma xilanase (PbXynA) produzida pela P. brasiliensis sp. nov. GHG001 a qual se
mostrou com alto potencial biotecnoldgico e industrial. A xilanase produzida pela
P. brasiliensis GHG001 foi purificada por Gel Filtracdo apresentando 24 kDa,
pertencente a familia GH11 e constituida de B-folhas. A caracterizagao da xilanase
resultou em pH e temperatura 6timos, 4 e 55°C, respectivamente. A enzima
possui influéncia de alguns ions como Ca2+. A cinética indicou um
comportamento sigmoidal caracteristico de enzimas alostéricas e de acordo com a
eletroforese capilar, a xilanase produz xilooligossacarideos que podem ser usados

industrialmente como prébiodticos. O artigo pode ser visualizado abaixo.
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Chrysomelidae larvae associated to sugarcane roots

@ CrossMark

Thuanny A. Borges?, Aline Tieppo de Souza®, Fabio M. Squina?,

Diego Mauricio Riafio-Pach6n?, Renato Augusto Corréa dos Santos?, Ednildo Machado®,
Juliana Velasco de Castro Oliveira?, André R.L. Damasio?, Gustavo H. Goldman®¢*

2 Laboratdério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, CNPEM, Brazil

b Instituto de Biofisica Carlos Chagas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil
¢ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 3 September 2013

Received in revised form 8 October 2013
Accepted 9 October 2013

Available online 18 October 2013

Endo-xylanases play a key role in the hydrolysis of xylan and recently they have attracted much atten-
tion due to their potential applications on the biofuel and paper industries. We isolated a Pseudozyma
brasiliensis sp. nov. strain from the intestinal tract of Chrysomelidae larvae that parasitize sugarcane roots.
This basidiomycetous yeast produces a xylanase designated PbXynA which was purified and character-
ized. The molecular weight of PbXynA is 24 kDa, it belongs to the GH11 family and its optimum pH and
optimum temperature are 4.0 and 55 °C, respectively. PbXynA has as secondary structure predominantly
[B-sheets and sigmoidal kinetic behavior with elevated speed conversion from substrate-to-products
Endoxylanase (Vmax =2792.0 wmol product/min/mg protein). It is highly activated by bivalent cations such as Ca?*,
Biochemical characterization however in the presence of Cu?* xylanase activity was inhibited. It has a high specific activity and
GH11 produces xylooligosaccharides that have a variety of industrial applications, indicating PbXynA has a

Keywords:
Pseudozyma brasiliensis

great biotechnological potential.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lignocellulosic materials account for approximately 50% of the
biomass in the world [1]. Degradation and conversion of ligno-
cellulosic biomass are attracting attention because of its potential
for the development of a sustainable and environmentally friendly
bioenergy, biorefining and biomaterials industry [2]. Hemicellu-
lose is the second most abundant renewable biomaterial available
after cellulose representing 20-35% in lignocellulosic polymers [1].
Hemicelluloses consist of heteropolymers such as xylan, gluco-
mannan, galactoglucomannan and arabinogalactan [3]. Xylan is a
linear polymer of (3-p-xylopyranosyl units linked by (1-4) glyco-
sidic bonds and is the major hemicellulose. The complete hydrolysis
of this heteropolysaccharide requires a set of enzymes, which the
endo-1,4-B-xylanase is the most abundant [4].

* Corresponding author at: Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol - CTBE/CNPEM, Giuseppe Maximo Scolfaro Street, 10.000 Polo II de Alta
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Xylanases, the enzymes responsible for xylan backbone break-
down, have been classified into different GH (glycoside hydrolase)
families: 5, 8,10, 11, 16, 26, 30, 43, and 62 [ 1], but the major group
can be classified into families 10 and 11 based on their amino-acid
sequence similarities [5]. GH11 family is one of the best character-
ized GH families and it displays several interesting properties like
high substrate selectivity and high catalytic efficiency, small size
(around 20 kDa), variety of optimum pH and optimum temperature,
making them suitable for various conditions in many applications
[1]. Xylanases have played an important role in many industrial
processes and have been applied as additives to enhance the qual-
ity of baked goods, animal feeds, and bleachers to kraft pulp [6].
Recently, they have received much attention owing to their use
in degradation of lignocellulosic biomass for biofuel production
[5]. The xylanolytic systems are extensively studied in filamen-
tous fungi (Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., etc.) and
bacteria (Bacillus sp., Streptomyces sp.) but there are very few yeast
examples [7].

Pseudozyma brasiliensis sp. nov. strain GHGO001 is a basid-
iomycetous yeast, closely related to Pseudozyma fusiformata and
Pseudozyma vetiver. Pseudozyma spp. are able to produce xylanases
[7]and biosurfactants such as mannosylerythritol lipids [8-13]. We
are currently looking for yeast strains that colonize the intestinal
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tract of insects that colonize sugarcane roots and evaluating
them for the more efficient use of either single pentoses or their
polysaccharides, such as xylose or xylan. We have isolated from
the intestinal tract of a Chrysomelidae a strain that can grow very
well in xylose as sole carbon source and produces high levels of
xylanase when grown in xylan. Thus, in our studies we purified and
characterized a xylanase (PbXynA) produced by this P. brasiliensis
sp. nov. strain. Although there are hundreds of studies describing
the characterization of eukaryotic xylanases, in this work we
reported a G11 endo-1,4-xylanase showing a higher specific activ-
ity than the eukaryotic xylanases previously studied. Moreover,
the PbXynA showed important biochemical characteristics such as
a sigmoidal kinetic behavior, high activation by bivalent ions and
application in xylooligosaccharides production, showing a strong
biotechnological potential and commercial value.

2. Materials and methods
2.1. Isolation of P. brasiliensis sp. nov. strain GHG001

Chrysomelidae at last larval stages were collected from Saccharum officinarum
roots in sugarcane plantations located in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo State, Brazil.
The larvae were anesthetized at 4°C for 10 min, then externally sterilized with
70% ethanol for about 1min, and rinsed twice with sterilized water. The guts
of different larvae were dissected and the intestinal juices were transferred to
a sterile flask containing 1 ml of cold sterile water. A small aliquot of each gut
sample (50 nl) was then inoculated into 250 ml Erlenmeyer flask with 50 ml of
minimal medium (MM) composed of 50ml/l salt solution (6g/l NaNOs, 1.5g/1
KH,PO4, 0.5g/1 KCl and 0.5g/l MgSO4) and 1ml/l trace elements (10g/l EDTA,
4.4 ¢/l ZnS04-H,0, 1.0g/l MnCl,-4H,0, 0.32 g/l CoCl,-6H,0, 0.315 g/l CuS04-5H,0,
0.22 g/l (NH4)sMo70,4-4H,0, 1.47 g/l CaCl,-2H,0 and 1 g/l FeSO4-H,0) pH 6.5 with
1% xylose, supplemented with a cocktail of anti-bacterial antibiotics (100 g/l
ampicillin, 34 pg/l kanamycin, 20 pg/pl tetracycline and 35 g/l chlorampheni-
col). The inoculum was incubated at 30 °C under agitation at 130 rpm for enrichment
of microorganisms that could use xylose more efficiently. Two weekly transfers were
performed by changing the medium and after the second transfer, 100 w1 of tenfold
dilution were spread on solid MM with 1% xylose, and single colonies were repeat-
edly streaked out until pure cultures were obtained. These isolates were inoculated
in 125 ml Erlenmeyer flasks with 25 ml of liquid YPD (20g/l peptone, 10 g/l yeast
extract and 20 g/l dextrose) and incubated under shaking at 30 °C for 2 days. Among
the isolates strain GHG0O1 was selected and the extraction of genomic DNA followed
the protocol proposed by Sambrook and Russell [14], and genome sequencing was
carried out on an [llumina HiSeq2000 instrument (unpublished data).

2.2. Xylan/xylose/glucose induction and determination of enzymatic activities

P. brasiliensis were inoculated (1 x 106 cells/ml) in 0.67% YNB medium and 2%
xylan, 2% xylose or 1% glucose as carbon sources, at 30°C for 12, 24, 48, 72, 96
and 120h. An aliquot was used for spectrophotometric determination of optical
density at 590 nm, the supernatant was harvested by centrifugation and was kept
at —20°C for enzymatic analysis. The xylanase enzymatic assay was performed
using Azo-Xylan (Birchwood; from Megazyme International, Bray, Ireland) as sub-
strate, according to the manufacturer’s protocols. Briefly, supernatant containing
enzymes from xylan, xylose or glucose induced P. brasiliensis sp. nov. was mixed
with 100 mM sodium acetate buffer (pH 4.5) in an appropriate volume. Reaction
mixtures consisted of 0.5ml of buffered enzyme preparation and 0.5ml of sub-
strate solution (1% w/v Azo-Xylan (Birchwood)). The samples were incubated at
40°C for 10 min, and the reactions were interrupted by adding 2.5 ml of ethanol
(95%, v|v) with vigorous stirring. Non-hydrolyzed ethanol-precipitated substrate
was removed by centrifugation at 1000 x g for 10 min, and the absorbance of the
supernatant was measured at 590 nm. Enzymatic activity was determined using
Mega-Calc™ software (Megazyme International). One unit of enzymatic activity
was defined as the amount of enzyme required to release 1 mM Dp-xylose-reducing
sugar equivalent per minute from arabinoxylan (pH 4.5) at 40°C.

2.3. Supernatant activity assay

Supernatant activity was assayed using xylan from beechwood, rye arabinoxy-
lan, B-mannan, B-glucan, laminarin, pectin, arabinogalactan, arabinan from sugar
beet, xyloglucan from tamarind and carboxymethylcellulose (CMC), all at a 5% final
concentration. The released reducing sugars were quantified by a dinitrosalicylic
method [15]. One unit (U) of enzyme activity was defined as the amount of enzyme
required to release 1pumol of reducing sugar per minute. Specific activity was
expressed as U/mg protein.

2.4. Xylanase production and purification

Xylanase production was performed in 11 Erlenmeyer flasks with 200 ml of the
production medium. The flasks were inoculated with 106 yeasts/ml and incubated
at 30°C on a rotary shaker (250 rpm). The cell growth was harvested after 96 h by
centrifugation (4000 rpm, 20 min) and the supernatant was used as a crude enzyme
preparation. The supernatant was concentrated by precipitation with 65% ammo-
nium sulfate saturation. The concentrated enzyme sample was loaded on Superdex
75 column pre-equilibrated with 50 mM sodium acetate buffer, pH 4.0, and the frac-
tions (1.5 ml/tube) were collected. The fractions were analyzed for xylanase activity
and by 12% SDS-PAGE followed by staining with 0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250
(w/v) in methanol/acetic acid/water (v/v/v) (4:1:5). One distinct xylanase peak was
identified which was designated as PbXynA.

2.5. Mass spectrometry

The PbXynA corresponding band was separated by SDS-PAGE, and after exten-
sive washing was submitted to in situ trypsin gel digestion with 0.5 g of modified
trypsin (Promega Corporation, Madison, WI, USA). An aliquot of the resulting pep-
tide mixture was separated by C18 (75 pm x 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity,
Waters) coupled with a Q-Tof Ultima mass spectrometer (Waters) with nano-
electrospray source at a flow rate of 0.6 wl/min. The gradient was 2-90% (v/v)
acetonitrile in 0.1% (v/v) formic acid over 45 min. The instrument was operated in the
‘top three’ mode, in which one MS spectrum is acquired followed by MS/MS of the
top three most-intense peaks detected. The spectra were acquired using software
MassLynx v.4.1 (Waters Corporation, MA, USA) and the raw data files were converted
to a peak list format (mgf) by the software Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix
Science Ltd.). The MS/MS profile was searched against predicted protein sequences
using engine Mascot v.2.3 (Matrix Science Ltd.) with carbamidomethylation as fixed
modification, oxidation of methionine as variable modification, one chymotrypsin
missed cleavage and a tolerance of 0.1 Da for both precursor and fragment ions.

2.6. Enzyme characterization

Enzymatic activity was measured colorimetrically using xylan from beechwood
as substrate and the reducing sugars determined according to Miller procedure
[15]. The reaction mixture, consisting of 50 il substrate (5%, w/v) in 50 mM sodium
acetate buffer, pH 4.0 and 10 pl enzyme solution at 1724.53 U/ml, that was incu-
bated at 55°C in a thermocycler for 10 min. The reaction was stopped by adding
100 ! of DNS and immediately boiled for 5min. The reducing sugars released as a
result of enzyme activity were measured at 540 nm. One unit of enzymatic activ-
ity was defined as the amount of enzyme that produced 1 pmol of reducing sugars
per minute. To determine the optimum pH and temperature profiles, the enzymatic
reaction was carried out at different pH in Mcllvaine’s buffer system (pH 2.0-10.0)
and various temperatures (25-80°C).

The PbXynA kinetic constants were determined using xylan from beechwood
(1.2-60 mg/ml) as substrate at pH 4.0 and 55°C and the kinetic data were fitted
using the SigrafW software [16]. The protein content was measured at 280 nm by
Nanodrop and calculated by molar extinction coefficient. The effect of metal ions
(Zn?*, Mn?*, Fe?*, Na*, Mg?*, K*, Cu?*, Co?* and Ca?*) on xylanase activity was ana-
lyzed adding 10 mM ions at final concentration to the assay and a xylanase-bivalent
ions free solution as control (Chelex 100, from Bio-Rad).

2.7. CD spectroscopy and thermal denaturation

Far-UVCD spectra of PbXynA were measured between 195 and 250 nm in 50 mM
sodium acetate buffer, pH 4.0 at 25 °C with a Jasco (Hachioji City, Tokyo, Japan) J-810
spectropolarimeter using 1 mm-path-length cuvette and a protein concentration of
0.16 mg/ml. For each measurement, a total of eight spectra were collected, averaged
and corrected by subtraction of a buffer blank and ellipticity was reported as the
mean residue molar ellipticity (¢; degcm? dmol-!). Thermal denaturation was car-
ried out using a 1 mm path-length cuvette at the same protein concentration in the
same buffer, and measuring the CD signal change at 224.8 nm over the temperature
range 20-100°C at 2 degree intervals with a settling time of 60s. The transition
temperatures were estimated from the inflection points of the first derivative of the
CD signal.

2.8. Capillary zone electrophoresis of oligosaccharides

The oligosaccharides released by the enzyme action on the xylan from
beechwood was derivatized with 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid (APTS) by
reductive amination as described [17]. Capillary zone electrophoresis (CZE) of
oligosaccharides was performed on a P/ACE MQD instrument (Beckman Coul-
ter) equipped with laser-induced fluorescence detection. A fused-silica capillary
(TSP050375, Polymicro Technologies) of internal diameter of 50 wm and total length
of 31 cm was used as separation column for oligosaccharides. Electrophoresis condi-
tions were 15 kV/70-100 A at a controlled temperature of 20 °C. Oligomers labeled
with APTS were excited at 488 nm and emission was collected through a 520 nm
band pass filter.
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Fig. 1. P. brasiliensis sp. nov. has high growth rates in xylan and xylose. (A) Growth of P. brasiliensis in MM with either glucose (1%), xylose (2%) or xylan from beechwood (2%)
at 30°C. (B) Endoxylanase activities of the supernatant from cultures grown for 120 h at 30°C in glucose (1%), xylose (2%) and xylan from beechwood (2%). (C) Endoxylanase
activities of the supernatant from culture grown for 96 h at 30°C in xylan from beechwood (2%). The results are the average of three independent assays, and the error bars

represent standard deviations.

3. Results and discussion
3.1. P. brasiliensis is a major xylanase producer

We have isolated a yeast strain from the intestinal tract of
Chrysomelidae larvae by enrichment of xylose as single carbon
source. Sequence analysis of the 5.8S and Large ribosomal subunit
as well as the internal transcribed spacer regions (ITS) revealed that
this strain (GHGO0O01) is a new species, closely related to P. vetiver,

which was recently isolated in Thailand associated to vetiver and
sugarcane leaves [18]. Thus we propose this as a new species
named P. brasiliensis sp. nov. (unpublished results). This strain was
able to grow in xylose and xylan to higher levels than in glucose
(Fig. 1A). Subsequently, we verified the induction of hemicellu-
lases, by evaluating a time course of endo-1,4-3-xylanase activity
when P. brasiliensis sp. nov. was grown in the presence of xylose,
xylan and glucose as carbon sources. Xylanase activity was higher
in xylan than in xylose, and it was absent in glucose as carbon
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Fig. 2. Purification of PbXynA. (A) Supernatant and PbXynA after gel filtration chromatography were run on a 12% SDS-PAGE; (L) ladder, (1) PbXynA purified, (2) supernatant
culture after 2% xylan from beechwood induction for 96 h at 30 °C. The PbXynA was identified by MALDI-TOF-TOF yielding 24% sequence coverage (peptides underlined).
Based on BLAST analysis the PbXynA sequence showed a high similarity with GH11 enzymes.
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Fig. 3. Physico-chemical properties of PbXynA. (A) The effect of pH on the PbXynA enzymatic activity. (B) The effect of temperature on PbXynA enzymatic activity. (C) Far-Uv
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substrates: xylan from beechwood, rye arabinoxylan and wheat arabinoxylan. (F) PbXynA has a sigmoidal kinetic behavior.

source, suggesting this xylanase is subjected to catabolite repres-
sion (Fig. 1B). Comparison of the P. brasiliensis sp. nov. xylanase
activities at 48 h with other xylanase activities from filamentous
fungi (for example, compare with Aspergillus niger under the same
conditions [19]) showed that P. brasiliensis sp. nov. has about 20
times higher activity. We also tested the activity of P. brasiliensis
supernatant after 96 h against a set of plant cell wall polysaccha-
rides (Fig. 1C). This supernatant showed a high activity on xylan
from beechwood and rye arabinoxylan (arabinose to xylose ratio, 38
to 62), indicating xylanases as major induced hemicellulases. The
absence of hydrolysis on carboxymethylcellulose (CMC) indicated
the absence of cellulase in the crude extract.

3.2. P. brasiliensis endoxylanase (PbXynA) production and
purification

PbXynA was purified with a gel filtration step using a Superdex
75 column. The PbXynA homogeneity was evaluated by SDS-PAGE
and the apparent molecular weight was approximately 24 kDa
(Fig. 2). PbXynA was the major protein in the P. brasiliensis super-
natant. This band was excised from the gel and digested with
trypsin, and the analysis by MS/MS and “Basic Local alignment Tool”
(BLAST) clearly showed that PbXynA is very similar to a hypothet-
ical protein PANT_-22d00001 from P. antarctica T-34 which belongs
to GH11 family. The PbXynA was identified by MALDI-TOF-TOF

providing 24% sequence coverage. Blastp analyses of these pep-
tides against the genome sequence of this strain revealed 100%
identity with a P. brasiliensis sp. nov. open reading frame (data
not shown). Even more, Blastp analyses revealed that PbXynA has
high identity with other xylanases from basidiomycetous yeasts,
such as P. antarctica [20] (evalue: 2e—127; identity: 82%; simi-
larity: 87%), P. hubeiensis strain SY62 [21] (6e—115; 77%; 86%),
Ustilago hordei [22] (3e—105; 71%; 79%), and U. maydis (7e—101;
74%; 83%).

Adsul et al. [7] have identified two different xylanases that
have molecular masses of 33.3 kDa (PhX33) and 20.1 kDa (PhX20)
from a strain of P. hubeiensis and purified them to homogeneity.
Both xylanases produced only xylooligosaccharides with degree
of polymerization 3-7 without formation of xylose and xylobiose.
Interestingly, five partial peptides of these xylanases strongly indi-
cate they are novel since there is no significant identity with known
fungal xylanase sequences in the current databases. PbXynA and
PhX20 have similar molecular weights and other comparable bio-
chemical properties. However, we have compared by using Blastp
these five peptides to PbXynA, and observed identity only for
one of them (VVNELFQEDGSFRHTQVNQPSLQGTKNSGSVTLSNHE-
NAWK) at the aminoacid positions 129 to 185 (evalue: 2e—14,
identity: 49%, similarity: 63%). These results strongly suggest that
PbXynA appears to be a novel xylanase in P. brasiliensis sp. nov.
different from P. hubeiensis PhX20.
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Table 1
Kinetic parameters of PbXynA.

Kinetic parameters PbXynA

Vimax (pemoles product/min/mg protein) 2792.15+26.23

K (mg/ml) 25.04+1.2
ny (Hill coefficient) 6.5+0.2877
Vinax/K 111.49

3.3. PbXynA has a sigmoidal kinetic profile

PbXynA exhibited activity over the pH range 3.0-5.0 with an
optimum at pH 4.0 (Fig. 3A), suggesting that it is an acid xylanase.
It also exhibited maximum xylanase activity at 55 °C(Fig. 3B). These
data are according to the literature where the peak xylanase activity
is between pH 4.0 and 6.5 and temperatures are between 40 °C and
80°C [4].

The PbXynA far-UV CD spectrum showed a minimum negative
band at 224.8 nm (Fig. 3C), typical of proteins mainly containing
3-sheet structures [23]. This profile was expected because of the
family GH11 enzyme consists of a single domain predominantly (3-
sheet [24]. The CD technique is also a very convenient approach for
monitoring protein denaturation and is based on the evaluation of
changes in optical activity as a function of temperature or denatur-
ing agent [23]. We followed the PbXynA thermal denaturation by
measuring the change in 6 at 224.8 nm, from 20 to 100 °C (Fig. 3D).
The analysis by CD outlined that the midpoint temperature (Tr, ) for
PbXynA was at 61.18 °C. The optimum temperature was too close
to the Tr, then by working with temperatures slightly lower than
optimal ensures the integrity of the protein.

We also analyzed the influence of xylan branching by PbXynA
catalytic efficiency (Fig. 3E). The activity on rye arabinoxylan was
about 75% relative to xylan from beechwood (Fig. 3E). Thus the
PbXynA had the ability to bind and hydrolyze decorated xylan.
The ratio xylose to arabinose is the same for rye and wheat arabi-
noxylan (Megazyme) but the wheat arabinoxylan is more insoluble.
Thus, apart from branching rate, the solubility was an important
substrate parameter for PbXynA catalytic efficiency.

As shown in Fig. 3F, the PbXynA had a sigmoidal profile for
kinetic studies by varying the concentrations of xylan from beech-
wood (Table 1). Enzymes involved in the hydrolysis of plant cell
wall cellulose and hemicellulose are typically modular, consisting
of conserved catalytic domains and carbohydrate-binding modules
(CBMs), joined by flexible linker sequences. Binding modules facili-
tate catalysis by associating the catalytic domain with its substrates
[25]. Despite the clear advantage of having CBMs, some glyco-
side hydrolases consist of a catalytic domain only. The majority
of enzymes from GH11 family lack a CBM, raising the question of
how these glycoside hydrolases recognize and efficiently catalyze
the hydrolysis of hemicelluloses [25]. Studies revealed the pres-
ence of other substrate binding regions situated on the surface of
the structural unit that contains the catalytic site, rather than on
an auxiliary domain. These substrate binding sites are located at a
certain distance from the active site and are called secondary bind-
ing sites (SBS) [26]. The SBSs are present in different regions of the
GH11 xylanases and indicates that the incorporation of an SBS is
a strategy of these single-module xylanases to compensate for the
lack of CBMs [27]. In the study of Cuyvers et al. [26], the presence
of a SBS gives rise to higher activities on all tested polymeric sub-
strates. For small substrates, the binding of substrate to the SBS and
the active site appear to be independent of each other. For larger
substrates, on the contrary, cooperative binding occurs and leads
to enhanced hydrolysis of these substrates [25].

The kinetic parameters analysis showed that the enzyme-
substrate apparent dissociation constant (K) for PbXynA was
25.04 mg/ml, using xylan from beechwood. The Vpax value of

>

400~
3 o>
< 3004 7.
g .
3 %
& 2004 %
Q o
2 %
2 1004 %
K = %
o 0
NEFURICURI S ) PO
PR S
B.
400~
g '.'i' I Iat:
z 300- I pie AP i
2
S 2004 T
Q
2
é 100- .
AL
:015102030”015102030::015102030'
mM mM mM
<V xV <V
1,0 @Q O'b

Fig. 4. PbXynA activity is influenced by bivalent ions. (A) Effects of cations on the
activity of purified PbXynA. The final cations concentration was 10 mM. The activ-
ity of the experiment after treatment with Chelex 100 resin was defined as 100%
(control). (B) The determination of optimal ions concentration on the activity of
PbXynA.

PbXynA was 2792.15 pwmol product/min/mg protein and the Hill
coefficient (ny) was 6.5 (Table 1). Comparing the Vpax of the
enzyme in this study with others industrially important xylanases,
the high potential of substrate-product conversion of PbXynA can
be highlighted (Table 2).

3.4. PbXynA is highly activated by Ca®* and Mg?*

The effects of metal ions on the enzyme activity were also
investigated (Fig. 4). The results revealed that the enzyme activ-
ity decreased 62.43% after bivalent ion removal by Chelex 100 resin
(data not shown) and was significantly stimulated by K*, Co?*, Zn%*,
Mg2* and Ca2*, and completely inactivated by Cu2* (Fig. 4A). The
effects of other metal ions on the enzyme activity were not sig-
nificant (Fig. 4A). The PbXynA activity was completely inhibited
by Cu?* and highly stimulated by CaZ*. These results were simi-
lar to those obtained for Thermotoga thermarum xylanase [6]. The
xylanase activity was greatly stimulated by Zn?*, MgZ* and Ca?*,
and was enhanced by nearly 200%, 300% and 400%, respectively, in
the solution of 10 mM of these ions (Fig. 4B). Our results suggest
that a few metal ions, especially CaZ*, are probably required for
maintaining the structure stability. The activation by bivalent ions
has a great biotechnological appeal since the controlled addition of
ions can highly increase the hydrolysis efficiency during a process.
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Table 2
Properties of G11 eukaryotic endo-1,4-xylanases.
Xylanase Species Mass (kDa) Vimax (moles product/min/mg protein) Reference
PbXynA Pseudozyma brasiliensis sp. nov. 24 2792.0 This study
- Aspergillus ficuum AF-98 35.0 18.38 [35]
XynG2 Aspergillus oryzae RIB40 21 123.0 [36]
EX2 Trichoderma sp. K9301 20.1 526.0 [32]
XylG Paecilomyces thermophila 45.0 7.70 [37]
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Fig. 5. PbXynA produces longer xylo-oligosaccharides (XOS) with high degree of polymerization. Capillary electrophoresis of APTS-labeled XOS produced after xylan from

beechwood hydrolysis by PbXynA.

3.5. PbXynA yielded XOS with high degree of polymerization

We have evaluated which xylose oligomers are produced by
PbXynA (Fig. 5). The PbXynA hydrolyzed xylan from beechwood
yielded a complete set of xylo-oligosaccharides (XOS), such as xylo-
biose, xylotriose, Xylotetraose, xylopentaose and xylohexaose. The
production of XOS with a high degree of polymerization (DP) by
PbXynA is not common in other eukaryotic xylanases [28,29]. Fur-
thermore, it is worth noting that during the hydrolysis the high
DP XOS were not hydrolyzed into shorter XOS. Although there is
formation of xylose after 20 h, xylose is considered a byproduct
because the enzyme itself did not form xylose as a main product
but depending on the points of hydrolysis, there are xylose traces,
and this is very common in xylanases. The different P. hubeiensis
xylanases PhX33 and PhX20 also produced only XOS with DP 3-7
without formation of xylose and xylobiose [7].

XOS are useful for a variety of purposes [30]. XOS are naturally
present in fruits, vegetables, bamboo, honey and milk, and can be
produced at industrial scale by enzymatic hydrolysis from xylan.
They are non-digestible carbohydrates and have been suggested
to exert prebiotic activity [31]. XOS have been shown to reduce
cholesterol, maintain gastrointestinal health, improve the biologi-
cal availability of calcium [32] and reduce the risk of colon cancer

in rats [33]. Furthermore, XOS exert beneficial effects on gastroin-
testinal health by increasing mainly the bifidobacteria population
[33], in other words, XOS exert preferential stimulatory effects on
a number of the health-promoting microorganisms, inhibiting the
population of potential pathogens at relatively low level [34]. In
spite of their benefits to human health and biochemical impor-
tance, XOs are relatively expensive. The routine methods for XOS
production are costly and require pure monosaccharides. Thus, the
xylanases producing only XOS will probably be the potential bio-
catalysts to produce XOS with cost-effective technologies [7].

4. Conclusion

The bioprospection of yeast strains that colonize the intestinal
tract of insects that are associated with sugarcane roots provide us
a good strategy to find new enzymes with potential biotechnolog-
ical applications. We have isolated a new basidiomycetous yeast
species P. brasiliensis sp. nov. strain from the intestinal tract of
Chrysomelidae larvae by growth enrichment on xylose. This strain
produces high levels of a xylanase, PbXynA, when grown in xylan
or xylose. This endoxylanase belongs to GH11 family showing
a higher specific activity than other G11 eukaryotic xylanases
previously studied. Furthermore, PbXynA exhibits sigmoidal
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kinetics behavior with a high conversion speed substrate-product,
activation by bivalent ions such as Ca?* and application in XOS
production with degree of polymerization 3-6 as end products
from xylan hydrolysis. Taken together, PbXynA properties show a
great biotechnological potential and commercial value.
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9. Consideragoées finais

Este trabalho propiciou o isolamento de duas leveduras do tratointestinal de
insetos parasitas da cana-de-agucar: Rhodotorula dairenensis TABO1 e
Pseudozyma brasiliensis GHGO001. Essas leveduras mostraram-se otimas
assimiladoras de xilose e promissoras para este estudo. As atividades das
enzimas XR e XDH (de ambas as leveduras) foram avaliadas e mostraram-se
similares, mas inferiores as da S. stipitis NRRL-Y7124. Além disso, as enzimas XR
destas leveduras nao utilizam NADH como cofator, sugerindo que possa haver um
desbalango redox nas células, e possivelmente um acumulo do subproduto xilitol
nas ceélulas, o que nao € desejavel para produgao de etanol. Ao superexpressar os
genes de assimilagao de xilose nas cepas de S. cerevisiae industrial PE-2 e PE-
XKS1 (com expressao aumentada da xks7 em um dos alelos), foi verificado que
elas ndo conseguem utilizar a xilose para o seu crescimento. Diante disso, &
possivel que uma série de fatores contribuiram negativamente para esse
resultado, tais como o desbalanco redox na célula causado pela nio utilizacdo do
NADH como cofator e a baixa atividade endoégena das enzimas XR e XDH dessas
leveduras. Entretanto, é considerado como um ponto positivo o isolamento destas
duas leveduras no tratointestinal de insetos, mostrando o potencial de se
bioprospectar micro-organismos em nichos que potencialmente sao enriquecidos
ou favoraveis ao seu crescimento. Os genes de ambas as leveduras podem ser
melhorados utilizando abordagens de engenharia metabdlica e evolugao dirigida
visando seu uso em cepas industriais para a produc¢ao de etanol a partir de xilose.
Além disso, o trabalho foi de grande importancia, pois através dele foi isolada uma
nova espécie de levedura e caracterizada uma enzima xilanolitica (PbXynA) com
uma alta atividade ndo encontrada em outras xilanases de eucariotos. Isso implica
em uma reducédo de quantidade de enzima necessaria em processos industriais,
como por exemplo, nos coquetéis enzimaticos para a quebra da parede celular
vegetal no processo de producédo de etanol, e consequentemente na redugao de

custos desses processos.
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