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Resumo

O uso da biomassa vegetal para a producao sustentavel de bioprodutos &
uma alternativa promissora para reduzir o uso de fontes fésseis e mitigar os impactos
ambientais decorrentes do seu consumo. Contudo, a limitagcdo metabdlica da levedura
Saccharomyces cerevisiae em consumir os acucares de cinco carbonos (C5) da
biomassa, como as pentoses xilose e arabinose, € um dos principais gargalos que
inviabilizam economicamente a producdo. O emprego de abordagens racionais
associadas a estratégias de evolucdo adaptativa permite a identificacdo de novos
metabolismos e alvos genéticos que podem potencializar o consumo dessas
pentoses. Nesse contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo a construcédo de
uma cepa industrial fermentadora de arabinose e xilose, bem como a identificacéo de
bases genéticas fixadas durante procedimentos de evolucdo adaptativa e
responsaveis por otimizar a conversao de C5. Inicialmente, cassetes de expressao
génica contendo a via metabdlica de conversdo de arabinose foram construidos
utilizando abordagens de biologia sintética, e estavelmente integrados no genoma de
uma cepa industrial fermentadora de xilose, dando origem a linhagem base PEY-AX5.
Somente com o design racional, a linhagem construida nédo era capaz de crescer em
arabinose como fonte Unica de carbono. Estratégias de evolucdo adaptativa foram
aplicadas e apos 65 e 190 geracOes foi observado um rapido crescimento em meio
contendo arabinose. A populacao foi capaz de fermentar a totalidade da arabinose,
alcancando um rendimento de conversao de 0,42 g etanol/ g arabinose. Também foi
observado o co-consumo de xilose e arabinose em fermentacfes contendo a mistura
dos acucares. O sequenciamento gendémico sera realizado nas populacdes evoluidas
para a identificacdo de SNPs e CNVs fixados nas populacdes durante a evolucao e
associados com o aumento da capacidade fermentativa de arabinose.

Em um projeto paralelo, foram avaliados o efeito de duas mutacfes
benéficas para a conversao de xilose. Os genes avaliados foram ZWF1, evolvido na
fase oxidativa da via das pentoses fosfato, e 0 gene CLN3, importante ciclina do ciclo
celular, além de interacdes epistaticas com o gene ISU1, envolvido na formacao de
clusteres Fe-S. Mutantes knockout e com a insercdo de SNPs foram introduzidos em
uma cepa fermentadora de xilose usando o sistema CRISPR-Cas9. Os ensaios

fermentativos demostraram efeitos positivos na delecdo dos genes, além de interacéo



positiva entre os genes ZWF1 e ISU1, com o mutante duplo consumindo 50 g/L de
xilose em menos de 32 horas e rendimento de 0,47 g de etanol/ g xilose.

Com os resultados gerados no presente trabalho, conseguimos
desenvolver leveduras capazes de consumir de forma eficiente a L-arabinose, além
de promover o co-consumo dos acUcares C5. Apds sequenciamento gendmico,
seremos capazes de identificar novos alvos e metabolismos responsaveis pela
eficiente conversao de pentoses. Por fim, validamos os genes ZWF1 e CLN3 como
novos alvos com potencial biotecnoldgico para conversdo de xilose. O conjunto das
mutacdes identificadas pode ser utilizado em abordagens racionais de engenharia
metabdlica, desenvolvendo plataformas microbianas eficientes visando a converséo

de residuos agroindustriais em bioprodutos.



Abstract

The use of plant biomass for the sustainable production of bioproducts is a
promising alternative to reduce the use of fossil sources and mitigate the
environmental impacts resulting from their consumption. However, the metabolic
limitation of the yeast Saccharomyces cerevisiae in consuming the five-carbon (C5)
sugars derived from plant biomass, such as the pentoses xylose and arabinose, is one
of the main bottlenecks for an economically feasible production of lignocellulose-based
products. The rational microbial design associated with adaptive evolution strategies
allowed the identification of novel metabolisms and genetic targets that boost the
consumption of these pentoses. In this context, the goal of the present work is the
construction of an industrial yeast arabinose and xylose-fermenting strain, as well as
the identification of genetic bases fixed during adaptive evolution strategies and
responsible for optimizing the conversion of C5. Initially, gene expression cassettes
containing the arabinose metabolic pathway were designed and constructed using
synthetic biology approaches, and stably integrated into the genome of an industrial
xylose-fermenting strain, resulting in the yeast cell PEY-AX5. The initial strain was not
able to grow on arabinose as the sole source of carbon. Adaptive evolution strategies
were applied and after 65 and 190 generations, rapid growth was observed in medium
containing arabinose. The population was able to completely ferment the arabinose,
reaching a conversion yield of 0.42 g ethanol/g arabinose. Co-consumption of xylose
and arabinose was also observed in fermentations containing the mixture of sugars.
Genomic sequencing will be performed on evolved populations to identify SNPs and
CNVs fixed in populations during evolution and associated with the increased
arabinose fermentative capacity.

In a parallel project, the effect of two beneficial mutations on xylose
conversion was evaluated. The genes evaluated were ZWF1, involved in the oxidative
phase of the pentose phosphate pathway, and the CLN3 gene, an important cyclin in
the cell cycle, in addition to epistatic interactions with the ISU1 gene, involved in the
assembling of Fe-S clusters. Gene deletions and SNPs were introduced into a xylose-
fermenting strain using the CRISPR-Cas9 system. Fermentation assays showed
positive effects on gene deletion, in addition to a positive interaction between the ZWF1
and ISU1 genes, with the double mutant consuming 50 g/L of xylose in less than 32

hours and yielding 0.47 g of ethanol/g of xylose.



With the results produced in the present work, we were able to develop
yeasts capable of efficiently consuming L-arabinose, in addition to promoting the co-
consumption of C5 sugars. After genomic sequencing, we will be able to identify novel
targets and metabolisms responsible for the efficient conversion of pentoses. Finally,
we were able to validate the ZWF1 and CLN3 genes as new targets with
biotechnological potential for xylose conversion. The set of mutations identified can be
used in rational metabolic engineering approaches, designing efficient microbial

platforms to convert agro-industrial residues into renewable bioproducts.
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1.INTRODUCAO GERAL
1.1 Cenério global

O petréleo é uma matéria-prima muito versatil devido a infinidade de
produtos que podem ser fabricados a partir dele, como: diferentes tipos de plasticos,
lubrificantes, solventes, compostos usados na formulacdo de cosméticos e
combustiveis como diesel, gasolina e querosene, também conhecidos como
combustiveis fosseis. No entanto, a industria petroquimica é baseada em uma fonte
ndo renovavel, ndo sustentavel, que gera diversos prejuizos ao meio ambiente, que
vao desde a poluicdo do ar devido a queima de combustiveis a poluicdo de mares e
oceanos com plasticos que nao sédo biodegradaveis (Jin et al., 2015; Turner et al.,
2016).

Cerca de 80 a 95% do petréleo obtido pelas refinarias sdo destinados a
producéo de combustiveis liquidos e geracéo de energia (Jin et al., 2015; Sauer et al.,
2008). A queima desses combustiveis langa na atmosfera gases causadores do efeito
estufa (GHG), sendo o principal deles o dioxido de carbono (CO32), associado ao
aumento da temperatura do planeta nas ultimas décadas (Suresh et al., 2011; Rosen,
2018) (Figura 1).
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Figura 1: Graficos da correlagéo entre aumento da concentracdo de CO» na atmosfera (A) e
a o aumento da temperatura global (B) (Scripps Institution of Oceanography, 2020 e
http://www.berkelyearth.org.html).

As mudancas climaticas atingem todo o planeta, comprometendo a
estabilidade dos ecossistemas e o bem-estar da humanidade. Contudo, a contribuicdo
nas emissdes de GHG néo sao equivalentes entre as nagdes (Althor et al., 2016),
existindo uma relacdo superior entre os niveis de emissfes de GHG e paises com o

PIB elevado (Kutlu, 2020). Paises ricos em continuo crescimento econémico e com


http://www.berkelyearth.org.html/
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altos niveis de producdo sdo os principais emissores de GHG, como os Estados
Unidos e China, que s&o responséaveis por 14,1% e 21,1% das emissfes globais,
respectivamente. Nessas nac¢des, uma significativa parcela do crescimento
econbmico é alcancado pela exploracdo de combustiveis fosseis (Althor et al., 2016).
Os impactos ambientais, intensificados pelo crescimento econdmico ndo sustentavel,
também afetam a economia global, o que pode ser observado nos custos relacionados
a desastres climaticos durante os anos de 2000 e 2016 nos Estados Unidos,
alcancando prejuizos superiores a US$ 1,0 bilhdo (Erickson, 2017). A polui¢éo do ar
também é responsavel por um custo social global de aproximadamente US$ 3 trilhdes
por ano (Kan et al., 2009; Mani et al., 2013). Estimativas sugerem que se a
temperatura global continuar aumentando até 4 °C, havera um custo anual de US$
340 bilhdes a US$ 690 bilhdes (Obama, 2017).

Ao longo das décadas, diversos esfor¢cos globais foram adotados para
estabilizar o aumento das emissbes de GHG, como os tratados ambientais da
Conferéncia das Nacdes Unidas sobre mudancas do clima (UNFCCC) em 1992 e 0
protocolo de Kyoto em 1995 (Kutlu, 2020). Contudo, mesmo com o0s acordos
internacionais visando combater a emissdo de GHG, houve um aumento das
emissOes de aproximadamente 41,1%, entre os anos de 1990-2016 (Kutlu, 2020).
Mais recentemente em 2016, 110 paises - equivalente a 75% das emissdes globais
(Obama, 2017), concordaram em adotar as metas do Acordo de Paris, realizado
durante a Conferéncia das Partes (COP-21), promovida pela Organizacédo das Na¢cbes
Unidas (ONU). Entre os principais objetivos do Acordo de Paris, se destacam a
reducdo das emissdes de GHG para manter o aquecimento global abaixo de 2 °C
(Erickson, 2017).

A estratégia para cumprir o acordo envolve a diminui¢cdo de CO; lancado
na atmosfera por cada pais anualmente, e muitas politicas ja foram ou serdo
implementadas para assegurar essa condicdo. Nesse cendario, a producdo de
guimicos e combustiveis por meio de fontes sustentaveis vem ganhando cada vez

mais forca.

1.2 Biomassa lignocelulésica
A biomassa lignoceluldsica, proveniente de residuos agricolas, vem sendo
considerada como uma das principais fontes renovaveis na producéo de bioquimicos

e biocombustiveis, representando até 35% da fonte energética nos paises em
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desenvolvimento (Greenwell et al., 2012; Ben-lwo et al., 2016; Kumar et al., 2018;
Yadav et al. 2020). A biomassa lignoceluldsica é um heteropolimero de carboidrato
complexo naturalmente recalcitrante, composta por uma fragdo de 40-50% de
celulose, 20-40% de hemicelulose e 10-25% de lignina (figura 2) (Monshizadeh, 2015;
Budzinski & Nitzsche, 2016), sendo que estas propor¢des variam dependendo da
biomassa vegetal (Ning et al., 2021).
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Figura 2. Estrutura da biomassa lignoceluldsica (Adegboye et al., 2021).

A fracdo de celulose consiste em um polimero linear formado por cadeias
glicoliticas com 500-14.000 mondmeros unidos por ligagdes glicosidicas 3-1,4 (Robak
& Balcerek, 2018; Hazwan et al., 2019), sendo que esta estrutura € normalmente
encontrada na parede celular e suas cadeias sdo unidas por ligac6es de hidrogénio e
forcas de van der Waals, formando as fibras de celulose (Liao et al., 2020). A
hemicelulose é formada por heteropolimeros ramificados, amorfos e de cadeia curta,
contendo principalmente monossacarideos de pentoses (D-xilose e L-arabinose) e
hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose), além de acidos urénicos como acidos D-
glucurdnico, b-galacturénico e metilgalacturdnico (Zheng et al., 2014; Limayem &
Ricke, 2012). J4 a lignina consiste em um heteropolimero aromatico formado
majoritariamente por mondémeros fendlicos, como p-cumaril, coniferil e sinapil
(Limayem & Ricke, 2012), sendo que esta fracdo confere resisténcia e mantém a
integridade estrutural das plantas (Ning et al., 2021). Além de ser usada como

substrato para diversas aplicagdes comerciais, a lignina também pode ser usada, por
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meio de combustdo, para fornecer eletricidade e calor as biorrefinarias (Gamage et
al., 2010; Ragauskas et al., 2014; Fang and Smith 2016).

1.3 Engenharia metabdlica de S. cerevisiae para o consumo de xilose e
arabinose

No contexto de biorrefinarias, a levedura S. cerevisiae tem recebido papel
de destaque devido a robustez e tolerancia a condi¢cdes e estresses de fermentacdes
industriais, como resisténcia a baixo pH, altas concentracbes de etanol, estresse
oxidativo, entre outros (Kong et al., 2018; Cagnin et al., 2021). Linhagens selvagens
de S. cerevisiae ndo sao capazes de consumir as pentoses xilose e arabinose,
provenientes da hidrdlise e liberacdo dos acucares das cadeias de hemicelulose
(Jeong et al., 2020). Assim sendo, a modificacdo genética de S. cerevisiae para a
introducdo das vias de assimilagcdo desses agucares constitui uma das areas mais
promissoras de engenharia metabolica de leveduras, viabilizando a utilizagcdo desse
microrganismo como uma base eficiente na criacao de biorrefinarias (Hong & Nielsen,
2012; Promdonkoy et al., 2019; Zha et al., 2021).

Duas vias de fermentacao de D-xilose podem ser usadas para a expressao
heter6loga em S. cerevisiae: uma envolvendo as enzimas xilose redutase e xilitol
desidrogenase (OXR) e outra envolvendo apenas a xilose isomerase (XI) (Sun & Jin,
2021). Em ambas, o produto final € a xilulose, a qual é fosforilada a xilulose-5-fosfato
e direcionada a fase ndo oxidativa da via das pentoses fosfato, gerando gliceraldeido-
3-fosfato e frutose-6-fosfato. A via segue pela glicolise até piruvato, que é
descarboxilado e reduzido a etanol (Kwak; Jin, 2017). A via OXR causa desbalanco
redox na célula e formacao de subprodutos que diminuem o fluxo de carbono para
etanol (Cunha et al., 2019). Assim sendo, a via que utiliza apenas a enzima xilose
isomerase é mais interessante biotecnologicamente (Wei et al., 2013; Feng et al.,
2018).

Nosso grupo desenvolveu previamente uma cepa industrial a partir da
linhagem PE-2 de S. cerevisiae com eficiente fermentacdo da pentose D-xilose em
etanol lignocelulésico. Essa linhagem foi desenvolvida a partir da expressao
heterdloga do gene que codifica a enzima xilose isomerase, delecdo do gene GRE3
e superexpressao dos quatro genes pertencentes a fase oxidativa da via das pentoses
fosfato, associada a processo de evolugéo adaptativa que usou como fator de pressao

seletiva a presenca de D-xilose como Unica fonte de carbono no meio de cultivo.



15

Durante a evolucéo, a presséo evolutiva imposta na presenca de xilose como fonte de
carbono levou a selecdo e fixacdo de mutacdes relacionadas ao metabolismo de
xilose (Santos et al., comunicacao pessoal). Mesmo sendo essenciais e responsaveis
por conferir a capacidade de fermentar xilose adquirida pela linhagem evoluida, as
mutagdes relacionadas ao metabolismo de xilose comegaram a ser descobertas
recentemente.

A proxima etapa para tornar leveduras C5 mais eficientes e robustas para
a fermentacao de acucares lignocelulésicos é a expresséo heteréloga dos genes do
catabolismo de L-arabinose. Apesar da L-arabinose estar presente em menor
concentragao que a xilose na composic¢ao da parede celular de culturas vegetais, sua
conversao traz uma grande vantagem competitiva e econdmica (Narisetty et al., 2021).
A co-fermentacdo de L-arabinose e D-xilose, provenientes da hidrolise da
hemicelulose, aumentara a concentracédo de acgucares disponiveis para a levedura a
ser desenvolvida, resultando no aumento de titulos da producéo de bioprodutos. Esse
processo é particularmente interessante em usinas que utilizam tecnologias de
separacao de correntes, gerando fracdes contendo acucares com seis carbonos (C6)
e cinco carbonos (C5). Nesse modelo, apds etapa de pré-tratamento, a fracdo C6 é
hidrolisada separadamente e fermentada em etanol pela levedura selvagem S.
cerevisiae. A corrente C5 é comumente separada no processo e concentrada,
elevando a concentracdo dos acucares disponiveis no processo (Tabela 1). A fracédo
C5 é comumente conhecida como “licor de pentoses” e possui alta concentragao de
xilose e arabinose, sendo necessaria uma levedura modificada geneticamente para
converter esses acgucares em etanol (Jansen et al., 2017; Park et al., 2020). Como
exemplo de aplicacdo de processos, a empresa Raizen utiliza o processo de
separacao de correntes mencionado acima na producao do etanol 2G. Essa empresa
inaugurou em novembro de 2014 uma planta industrial para a fabricacdo do etanol 2G
em escala comercial (Dos Santos et al., 2016b). Localizada em Piracicaba (SP), a
planta possui capacidade de producdo de 40 milhdes de litros de etanol por ano
(Infopetro, 2016).

Tabela 1. Exemplo de composigéo de hidrolisado contendo a fragédo C5, apds evaporagao e
concentracao do material. As amostras foram medidas em triplicata. A quantificacdo dos
compostos foi fornecida pela equipe do setor de pré-tratamento do LNBR.
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Analitos Licor concentrado
(9/L)

Arabinose 19,77 £ 0,3

Glicose 17,07 £ 01

Xilose 178,56 £ 0,3

Celobiose 5,05+0,0

Acido férmico 0,30 + 0,0

Acido acético 12,03+ 0,1

HMF 0,23+0,0

Furfural 0,050 £ 0,0

No exemplo de composicéo do licor de pentoses presente na tabela acima,
a concentracédo de arabinose é de aproximadamente 20 g/L. Esse agucar potencial
hoje nédo é utilizado e acaba sendo descartado juntamente com a vinhaca (Narisetty
et al., 2021). Considerando o rendimento tedrico maximo de producéo de 0,51 gramas
de etanol por grama de arabinose consumida, em escala industrial, 0 aproveitamento
desse recurso tem valor consideravel. Um aproveitamento mais eficiente de todos os
acucares presentes na biomassa tem um papel fundamental no sentido de aumentar
a viabilidade econdmica e minimizar os impactos ambientais na producdo de
biocompostos derivados de residuos agroindustriais (Verhoeven et al., 2018).

As vias do metabolismo de L-arabinose presentes em bacterias (Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum) e fungos (Candida spp, Pichia spp,
Scheffersomyces stipitis), podem ser usadas para expressao heter6loga em S.
cerevisiae (Karhumaa et al., 2006; Caballero & Ramos 2017). A figura 3 resume as
vias metabdlicas possiveis de conversao de xilose e arabinose em etanol. Assim como
para D-xilose, o catabolismo de L-arabinose resulta no intermediario D-xilulose-5-
fosfato que sera metabolizado a etanol de modo idéntico ao descrito anteriormente.
Analogo ao observado para o metabolismo de xilose, a via utilizada por fungos para
consumir L-arabinose (ara-OXR) requer o uso de cofatores (Ye et al., 2019). A via
OXR-ara requer duas moléculas de NADPH e uma molécula de NAD* para a
conversdo de L-arabinose em xilitol, gerando um desequilibrio nas fracdes
NADP*/NADPH e NAD*/NADH (via da isomerase — figura 3) (Gao et al., 2019). A
introducao dessa via foi feita previamente em S. cerevisiae, combinando enzimas de
Scheffersomyces stipitis e do fungo filamentoso Trichoderma reesei. As enzimas

foram ativamente expressas, porém nao foi observado crescimento ou fermentagéo



17

etanolica significativa em meio contendo L-arabinose como fonte de carbono devido
a deplecdo dos cofatores necesséarios para a eficiente conversdo desse acguUcar
(Richard, et al., 2002).

As enzimas xilose redutase e L-arabitol desidrogenase apresentam
diferentes afinidades por cofatores, provocando um desequilibrio redox intracelular,
acumulando subprodutos e diminuindo o rendimento de etanol (Martins et al., 2020).
Tal fato ndo é observado no metabolismo de bactérias, o qual envolve um processo
de isomerizacao e nao afeta o equilibrio redox da célula (ara-iso). Desse modo, é uma
via que fornece melhores resultados quando o interesse é produzir bioprodutos a partir
de L-arabinose (Turner et al., 2016; Wiedemann; Boles, 2008).

A conversao de L-arabinose em D-xilulose-5P utiliza as enzimas arabinose
isomerase, ribuloquinase e ribulose 5-fosfato epimerase, codificadas por araA, araB e
araD, respectivamente (via da isomerase — figura 3), o que leva a formacao direta de
D-xilulose-5P (Wang et al., 2017).
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Figura 3: llustragdo da conversao de L-arabinose a D-xilulose-5-fosfato em S. cerevisiae por
vias heterdlogas. AbreviacOes: araA (L-arabinose isomerase); araB (L-ribuloquinase); araD
(L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase); LAD1 (L-arabitoldesidrogenase); LXR1 (L-xilulose
redutase); XYL2 (xilitol desidrogenase); XKS1 (xiluloquinase); XYL1 (xilose redutase), TAL1
(transaldolase), TKL1 (transcetolase), RPE1 (d-ribulose-5-fosfato 3-epimerase), RKI1 (ribose-
5-fosfato ketol-isomerase); PEP (fosfoenolpiruvato).
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A primeira tentativa para introduzir a via de utilizacdo de L-arabinose
araABD (ara-iso) em S. cerevisiae por expressao heterdloga de genes de E. coli ndo
resultou em uma eficiente utilizacdo de arabinose, provavelmente devido a auséncia
da expressao funcional da L-arabinose isomerase (Becker & Boles, 2003). Somente
guando o gene araA de E. coli foi substituido pelo correspondente de B. subtilis, a via
de conversao de arabinose tornou-se funcional e estavel em S. cerevisiae (Becker &
Boles, 2003; Wang et al.,2013). O crescimento das leveduras e a fermentagcédo de
arabinose foi alcancada com um alto nivel de expresséo de araA de B. subtilis, araB
e araD de E. coli, juntamente com a permease de membrana GAL2 (KARHUMAA,
2006). Wiedemann et al., 2008 descreve a limitagdo em usar o gene araA que
expressa a enzima L-arabinose isomerase de B. subtilis. A substituicdo pelo
correspondente de B. licheniformis, resultou em uma consideravel diminuicdo da fase
lag e um aumento do rendimento de etanol de 0,24 para 0,39 g etanol / g L-arabinose
(sendo 0,51 g/g o maximo tedrico possivel de ser obtido). Em 2011, Subtil et al.
clonaram e caracterizaram dois transportadores de acucares: o AraT da levedura S.
stipitis e o Stp2 de Arabidopsis thaliana. Em células de S. cerevisiae expressando o
sistema araABD, ambos aumentam a captacao de L-arabinose, mas néo de D-glicose.
No mesmo trabalho, os autores demonstram que os transportadores GAL2, HXT9 e
HXT10 sdo capazes de assimilar L-arabinose. O transportador endogeno GAL2 é
descrito como o principal gene envolvido no transporte de arabinose em células de S.
cerevisiae (Wang et al., 2015). Contudo, a repressdo metabodlica que ocorre na
presenca da glicose inativa a expressdo de GAL2, o que dificulta o consumo de
arabinose em meio com adicao de glicose (Subtil & Boles, 2012; Young et al., 2014).

A busca por novos transportadores heter6logos com menor inibicdo por
glicose se tornou uma alternativa para contornar a repressao catabolica e possibilitar
0 co-consumo de pentoses e glicose (Hara et al., 2017). Li e colaboradores (2015)
conseguiram caracterizar dois transportadores heterdlogos, LAT-1 de Neurospora
crassa e MtLAT-1 de Myceliophthora thermophila, para a assimilacdo de arabinose
em S. cerevisiae. Os autores relataram que a cepa recombinante com o0s
transportadores LAT-1 e MILAT-1 apresentou taxas de consumo de arabinose
superioras a cepa parental, além de apresentar menor sensibilidade a glicose.
Knoshaug e colaboradores (2015) relatou a descoberta de mais dois novos
transportadores para pentoses néo inibidos por glicose, os transportadores KmAXT1

e PgAXT1, presentes em Kluyveromyces marxianus e Pichia guilliermondii,
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respectivamente. Mais recentemente, por meio de uma analise transcriptdémica,
Bracher e colaboradores (2018) identificaram novos genes em Penicillium
chrysogenum que sdo possiveis candidatos para o transporte de arabinose. Entre os
genes identificados, a expressao do transportador Pc AraT em S. cerevisiae resultou
em especificidade para o consumo de arabinose, maior velocidade no transporte e
menor sensibilidade a repressédo pela glicose, em contraste com a cepa parental
expressando GAL2, a qual teve o consumo de arabinose totalmente inibido na
presenca de glicose.

O surgimento de mutacfes benéficas em transportadores, selecionadas
por evolugdo adaptativa, também vem se mostrando uma abordagem eficaz para a
identificacdo de novos alvos para o transporte de pentoses (Wang et al., 2017). O
sequenciamento de cepas laboratoriais evoluidas em meio misto com arabinose,
xilose e glicose, possibilitou a identificacdo de SNPs no transportador GAL2, que
resultavam na substituicdo de uma asparagina na posicdo 376 para uma isoleucina
ou treonina (Verhoeven et al., 2018). O autor relata que os residuos mutados apos a
evolucao estavam relacionados com a perda na capacidade de transportar glicose,
criando um transportador especifico para arabinose.

O presente trabalho contempla o desenvolvimento de uma eficiente
plataforma microbiana para a conversdo das pentoses arabinose e xilose, acUcares
derivados de residuos agroindustriais, bem como a elucidacdo de novas bases
genéticas e metabolismos responsaveis por otimizar a conversao de C5 em leveduras.
Os dados produzidos nesse trabalho podem ser utilizados no desenho racional de

microrganismos como plataformas em biorrefinarias.
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INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis (petrdleo, gas natural e carvdo) sdo uma fonte
esgotavel e ndo sustentavel de producao de energia, e seu uso resulta na emissao de
gases promotores do efeito estufa que estdo diretamente relacionados com as
mudancas climéticas (Fernando et al., 2006; Liu et al., 2020). Diante deste cenario, a
ultima Conferéncia das Nac¢bes Unidas sobre Mudanca do Clima de 2021 (COP26),
realizada em novembro de 2021 em Glasgow, Escécia, enfatiza a necessidade em
neutralizar as emissdes globais até 2050. E necesséario o desenvolvimento de
estratégias de descarbonizacdo, geracdo de energia e producdo de
bioquimicos/biocombustiveis por fontes de energia renovaveis.

A biomassa lignocelulésica, proveniente de residuos agricolas vegetais, é
considerada uma fonte renovavel promissora (Zoghlami & Paés, 2019), e consiste em
uma matriz de heteropolimeros de carboidratos complexos composta por celulose (40-
50%), hemicelulose (20-40%) e lignina (18-25%) (Adegboye et al., 2021; Vassilev et
al., 2012). A fracéo de celulose é composta por moléculas de glicose, enquanto que a
hemicelulose é formada por uma variedade maior de aclcares, entre eles os acucares
de cinco carbonos, D-xilose e L-arabinose (Zheng et al., 2014). Em uma biorrefinaria
industrial, a biomassa € submetida a um processo de pré-tratamento seguido pela
sacarificacdo enzimatica, com consequente liberacdo de acucares de cinco e seis
carbonos. A separacdo e concentracdo de fracbes em processos industriais gera o
chamado “licor de pentoses”, enriquecido em xilose e arabinose, sendo necessario
um microrganismo capaz de fermentar essas fontes de carbono (Xu et al., 2020).

A levedura Saccharomyces cerevisiae atende bem a requisitos de
robustez, sendo capaz de suportar as condi¢cdes estressantes de um processo
industrial (Hong & Nielsen, 2012). Contudo, linhagens selvagens de S. cerevisiae sao
incapazes de metabolizar as pentoses D-xilose e L-arabinose, sendo necessario
utilizar estratégias de engenharia metabolica e evolucdo adaptativa para contornar
essa limitacéo.

Durante a assimilacdo da xilose na via oxidorredutiva, o acucar é reduzido
a xilitol pela xilose redutase (XR) XYL1 utilizando NAD(P)H. Em seguida, o xilitol &
oxidado em xilulose pela enzima xilitol desidrogenase dependente de NAD* (XDH)
XYL2 (Moyseés et al., 2016). Na via oxidorredutiva para assimilagédo da L-arabinose, a
aldose redutase (GRE3 ou XR) converte L-arabinose em L-arabitol que em seguida é

convertida em L-xilulose, pela atividade da L-arabitol desidrogenase (LAD). Em
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seguida, a L-xilulose redutase reduz L-xilulose em xilitol, e dessa forma, a via
oxidorredutiva das duas pentoses se conectam (Bettiga et al., 2009). Embora a via
oxidorredutiva seja utilizada ha mais tempo na construcao de leveduras modificadas,
a diferenca na preferéncia de cofatores resulta em desequilibrio redox pela baixa
formacdo de NAD* em condi¢cdes anaerObicas, o que aumenta o acumulo dos
subprodutos xilitol e L-arabitol, e consequentemente diminui o rendimento de etanol
(Hahn-Hagerdal et al., 2007). Uma forma de contornar esse problema é a utilizacéo
da via de isomerizacdo que ndo utiliza cofatores, sendo que conversao de xilose é
realizada pela xilose isomerase - gene xylA, enquanto a via de arabinose utiliza trés
genes - araA, araB, araD. Durante a assimilagédo da xilose, xylA converte D-xilose em
D-xilulose. Em seguida, é fosforilada em D-xilulose-5-P, a qual € integrada a via das
pentoses fosfato (PPP) (Harhangi et al., 2003). A primeira via de isomerizagio
expressa com sucesso em S. cerevisiae foi obtida pela xylA do fungo Piromyces sp
(Kuyper et al., 2003). Na isomerizagdo da arabinose, araA codifica L-arabinose
isomerase (Al), a qual isomeriza arabinose em L-ribulose, sendo fosforilada em L-
ribulose-5-P pela L-arabinose quinase (RK), codificada por araB. Em sequéncia, L-
ribulose-5-P & convertida em D-xilulose-5-P pela acdo da ribulose 5-fosfato
epimerase, codificada por araD (Wisselink et al. 2007). Os primeiros avancos em
utilizar a via de isomerizacdo da arabinose em S. cerevisiae foram alcancados por
meio da expressao dos genes araA de B. subtilis, araB e araD de E. coli (Becker &
Boles, 2003) com uma melhora de performance pela substituicdo do gene araA de B.
subtilis pelo de B. licheniformis (Wiedemann & Boles, 2008). Wisselink e
colaboradores também obtiveram sucesso através da expressdo da via de
isomerizacao de Lactobacillus plantarum (Wisselink et al., 2007). Além da construcéo
da via de isomerizacdo, o0 sucesso da fermentacdo das pentoses também esta
vinculado com a delecado da aldose redutase GRE3 em S. cerevisiae, superexpressao
de XKS1 e dos genes envolvidos na fase ndo oxidativa de PPP (RPEL, RKI1, TAL1,
TKL1). Estratégias de engenharia evolutiva se mostraram eficazes na construcdo de
cepas de S. cerevisiae robustas para o consumo das pentoses (Sonderegger et al.,
2004; Kuyper et al., 2005). Ao submeter 0 microrganismo ao meio com pressao
seletiva, que pode ser um agucar ndo fermentativo, altas concentracdes de inibidores
ou temperatura, as mutacfes espontaneas que vao surgir na populagdo microbiana e
gue conferem alguma vantagem seréo fixadas ao longo das geracdes. As mutagdes

gue surgem durante os eventos de evolugdo podem ser usadas para entender 0s
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mecanismos moleculares e metabolismos alternativos que tornam o microrganismo
mais apto as condi¢des desejadas. O uso da evolucdo adaptativa para o consumo de
pentoses ja foi aplicado com sucesso em cepas de S. cerevisiae. A evolugdo
adaptativa ja foi empregada com sucesso na descoberta de alvos moleculares ndo
Obvios, que ndo estdo diretamente relacionados ao consumo de agulcares, como a
xilose (Sato et al., 2016; Dos Santos et al., 2016). A descoberta desses alvos também
possibilitou a investigacdo das possiveis interacdes epistaticas de diferentes
mutacdes na otimizacdo de cepas engenheiradas.

Nesse contexto, o objetivo desse capitulo foi o desenvolvimento de uma
linhagem modificada de S. cerevisiae capaz de fermentar eficientemente as pentoses
L-arabinose e D-xilose, visando a conversdo de residuos agroindustriais em
bioprodutos. Posteriormente, 0 genoma das populacdes evoluidas sera sequenciado
para a identificacdo do conjunto de mutacdes responsaveis pelo fenodtipo superior

adquirido.

Metodologia

Meios e linhagens utilizadas

Os meios utilizados foram preparados conforme descrito em Ausubel et al.
2003. Foi utilizado o meio LB (1% Triptona, 0,5% extrato de levedura e 1% NaCl) para
o cultivo de E. coli DH5a. A levedura S. cerevisiae foi cultivada em meio YPD (1%
extrato de levedura, 2% Peptona e 2% Glicose), YPX (1% extrato de levedura, 2%
Peptona e 2% Xilose) ou YPA (1% extrato de levedura, 2% Peptona e 2% arabinose).
Alinhagem S. cerevisiae LVY-X5 foi utilizada como base inicial para o estudo. A cepa
LVY-X5 apresenta superexpressao do gene XKS17 e dos quatro genes da PPP, TAL1,
TKL1, RPE1 e RKI1, bem como a delegao do gene GRES3. Para os experimentos de
transformacgéao, as linhagens foram cultivadas em YNB (0,67% Difco yeast nitrogen
base, 1% drop-out completo para leveduras, 0,5% sulfato de aménio, 2% glicose). Os
meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 minutos, com exce¢ao do YNB, que
foi filtrado em membrana 0,2 ym. O meio minimo teve a uracila removida da

composic¢ao do drop-out para a seleg¢ao dos transformantes.
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Construcao dos cassetes de expressao génica

Para a construcado dos cassetes foi utilizada a técnica descrita por Gibson
et al. (2009), que consiste na fusdo de fragmentos de DNA com um mix das enzimas
T5 exonuclease, Taq ligase e DNA polimerase em uma unica reagédo. Foram utilizados
0s genes araA de B. licheniformis, araB e araD de E. coli, SsAraT de S. stipitis e AtStp2
de A. thaliana. Os fragmentos que correspondem as sequéncias promotoras e
terminadoras dos genes TDH1, PGK1, ADH1, ENO1 e FBA1 de S. cerevisiae foram
amplificados, respectivamente, com a introdugdo de sequéncias de homologia de 42
pb na extremidade dos amplicons, que correspondem aos genes a serem clonados e
o vetor pRS304, onde o fragmento foi construido. A ligagdo foi utilizada na
transformacao da bactéria E. coli através do método de eletroporagao (Ausubel et al.,
2003). No processo de eletroporagao, foi adicionado a reagédo de Gibson juntamente
a uma aliquota de E. coli eletrocompetente previamente induzida. Essa solucéo foi
transferida em uma cubeta de eletroporagao e submetida a uma corrente de 2,5kV.

Os transformantes foram selecionados em meio LB com ampicilina.

Transformacgao de levedura

A transformacgdo da levedura para a integragao dos cassetes foi feita
utilizando o método de acetato de litio descrito por Gietz e Schiestl (2007). Apos o
crescimento overnight, um pré-inéculo foi transferido para 50 mL de YPD e cultivado
a 200 rpm/30°C por 4 horas, tempo necessario para ~ duas duplicagdes acontecerem.
A cultura foi centrifugada a 2500 rpm e o pellet foi lavado 3x. As células foram
ressuspendidas com 1 mL de 1x TELiAc e incubadas em 30° C por 45 minutos. O DNA
para a transformacao foi concentrado no speedvac e o DNA de salmao desnaturado
no termociclador. Em 200 ul de células competentes de levedura foram adicionados
10 uL de DNA concentrado, 12 uL do DNA desnaturado e 600 uL de solugao PEG
40%. No controle, o DNA concentrado foi substituido por agua. As células foram
incubadas por 45 minutos sob agitacado 200 rpm e 30° C. Foram adicionados na
solugao 70 uL de DMSO, seguida de choque térmico a 42° C por 25 minutos. Por fim,
as células foram centrifugadas, ressuspendidas com agua e plaqueadas em meio

seletivo.
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Construcao da linhagem fermentadora de arabinose

Os cassetes foram amplificados utilizando a enzima Phusion DNA
polymerase (NEB) e confirmados por eletroforese. A linhagem fermentadora de xilose
LVY-X5, derivada de S. cerevisiae PE-2, foi utilizada para o desenvolvimento das
linhagens. Adelegao do gene URA3 da linhagem, foi feita por recombinagédo homdéloga
com o cassete Kan_delURA3, que confere resisténcia ao antibiético geneticina. O
cassete foi amplificado do plasmideo pFA6_KanMx4 usando primers que adicionam
fragmentos com homologia as regides upstream e downstream da sequéncia da ORF
do gene URAS3, o que possibilita a sua delecdo. Apoés a transformagéo, os
transformantes foram cultivados em YPD com geneticina. Apés a selegdo com
antibidtico, as células foram estriadas em meio seletivo auxotréfico, YNB
suplementado com 440 mg/L de uracila e 1 g/L de 5-FOA para confirmagédo. As
colonias selecionadas tiveram o gDNA extraido para os testes de confirmagao por
PCR. Posteriormente, os cassetes pC5araA e pC6araBD foram amplificados por PCR
e os amplicons foram utilizados como template para transformar a cepa mutante
ura3A::KanMX4. Os cassetes pCbaraA e pC6araBD contém sequéncias homodlogas
que possibilitam a recombinagdo entre ambos (regido HM3) e regides upstream
(pCbharaA) e downstream (pC6araBD) com homologia a regido adjacente ao
centrbmero 14, possibilitando a estavel integracdo no genoma da cepa base. As

col6nias foram selecionadas em meio auxotréfico ura- e confirmadas por PCR.

Extracao do DNA genémico (gDNA) de levedura

A extracdo do gDNA foi realizada conforme esta escrito em Ausubel et al.
(2003). Apos crescimento overnight em 5 mL de YPD sob agitagao 30 °C/200 rpm, as
células foram transferidas e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 200 ul de tampao de lise, 0,3 g de beads (~200 pl volume) e
200 ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. A mistura foi submetida a rigorosa
agitacao e centrifugacao. O sobrenadante foi transferido e o DNA foi precipitado com
NaOAC (3M pH 5,2) e 2x o volume de alcool 100% gelado. Apds centrifugagéao, o

pellet foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em agua.

Evolucédo adaptativa para fermentagéo de arabinose
A evolucédo adaptativa foi feita com bateladas fermentativas sucessivas

conduzidas pela transferéncia de 2% do conteudo da batelada anterior para um novo
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frasco com 20 mL de meio YPA em condi¢des semi-anaerdbicas. O experimento foi
realizado com duas populagées em paralelo. Ao final da etapa de evolucao, foram
isoladas linhagens da populacdo evoluida em placas contendo meio YNBA,
suplementado com 20 g/L de arabinose. Col6nias contendo o maior tamanho foram
isoladas para posterior comparacao da cinética de fermentacéo de arabinose e xilose.
Uma triagem high-throughput foi realizada em microplacas de 96 pogcos com o auxilio
de um incubador/leitor de placas para mensurar crescimento celular. As cepas que
apresentaram melhor taxa de crescimento foram validadas posteriormente em

fermentagcdo em maior escala.

Ensaios fermentativos

Para os ensaios fermentativos, foi usado meio YP suplementado com 20
g/L de arabinose (YPA), ou mistura de 20 g/L de xilose e 20 g/L de arabinose (YPAX)
ou mistura de 20 g/L de xilose, 20 g/L de arabinose e 30 g/L de glicose (YPAXD) em
condi¢cbes semi-anaerodbicas, iniciando a cultura com OD de ~1. As fermentacfes
foram conduzidas em garrafas seladas com 80 mL de volume de trabalho, com
temperatura e agitacao de 30° C e 200 rpm, respectivamente. Todos 0s experimentos
foram conduzidos em triplicata e 1 mL da amostra era coletado para medir OD e para

posterior andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Procedimentos analiticos

A quantificacdo de glicose, arabinose, xilose, xilitol, glicerol e etanol foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando o
cromatografo Alliance HT (Waters) com detector de indice de refracdo (Waters 2414)
e arranjo de diiodos (Waters 2998). As amostras foram analisadas utilizando coluna
de excluséo idnica Aminex HPX-87H (300mm x 7,8mm, BioRad®), aquecida em forno
a 35°C, H2SO4 5 mM como fase mével a uma vazéo de 0,6 mL/min. Uma curva padréo
com as concentracdes conhecidas com compostos de interesse foi analisada pelo
mesmo procedimento. As concentragcbes dos compostos nas amostras foram
determinadas por comparacdo das areas dos picos cromatograficos obtidos com as

curvas de calibracao.
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Resultados

Otimizacao dos genes heterélogos e construgcao dos cassetes de expressao
Como ja foi relatado anteriormente por Wiedemann e Boles (2008), a
otimizagcdo dos cddons de genes bacterianos da via de isomerizagdo da arabinose
(araABD) é um dos passos decisivos para aumento da taxa de conversdo da L-
arabinose em etanol. Os genes que codificam L-arabinose isomerase (araA), L-
ribuloquinase (araB), L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase (araD) e o0s genes que
codificam os transportadores de agucares STP2 e araTl tiveram seus coédons
otimizados nas propor¢des mais utilizadas pela levedura S. cerevisiae. A otimizagao
e sintese foi realizada pela empresa GenScript. Com os genes otimizados, foi usado
a técnica de Gibson assembly para a construgdo dos cassetes de expressdo. Foram
construidos trés cassetes, pCb5araA (com o gene araA), pC6araBD (com os genes
araB e araD) e pC7StpAraT (com os transportadores de arabinose STPZ2 e araT).
Todos os genes utilizados nesse estudo foram clonados sob a acdo de
promotores constitutivos de S. cerevisiae, altamente expressos sob condi¢cdes de
fermentacdo em xilose (Palermo et al.,, 2021). O gene URAS3 foi utilizado como
marcador auxotrofico para selecdo das linhagens positivas. As principais
caracteristicas dos cassetes de expressao contendo 0s genes da via de conversao da

pentose arabinose estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 2. Cassetes de expressao desenvolvidos nesse projeto para a conversao do agucar
C5 arabinose.

Plasmideo Caracteristicas relevantes

pCb5araA L-arabinose isomerase clonada sob a agdo do promotor TDH1
flanqueado pela regido LTR do retrotransposon Tyl

pCé6araBD L-ribuloquinase e L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase clonados sob a

acdo dos promotores PGK1 e ADH1 flanqueados pela regido LTR
do retrotransposon Tyl

pC7StpAraT Transportadores AraT e STP2 clonados sob a agéo dos
promotores ENO1 e FBALl flanqueados pela regido LTR do
retrotransposon Tyl

Outra estratégia empregada na construgdo dos cassetes foi a insercao de
sequéncias repetitivas longas terminais (LTR) do retrotransposon Ty1. O Ty1 consiste
em um elemento mével amplamente presente no genoma da S. cerevisiae (Curcio et

al., 2015). A presenca das sequéncias LTR flanqueando os genes possibilita uma



28

maior distribuicdo dos mesmos na levedura durante a evolugédo, acelerando os
eventos de evolucdo adaptativa (Demeke et al., 2015; Dos Santos et al., 2016). A
utilizacdo do Gibson assembly para a construgdo dos cassetes de expresséo génica
€ uma maneira simples e eficiente de unir multiplos fragmentos de DNA em uma unica
molécula. Em comparagdo com os métodos convencionais, a montagem de Gibson
requer menos etapas e menos reagentes. Os cassetes foram desenhados para ter
como alvo final sua inser¢ado proxima ao centrobmero 14 da levedura (Yin & Petes,
2013).

Na construcédo do cassete pCbaraA (com a regiao codificante do araA),
foram usados os seguintes fragmentos: sequéncia upstream homdloga a regiédo
adjacente do CEN14, sequéncias LTR do Ty1 (flanqueando o gene), promotor TDH1,
sequéncia codificante otimizada do araA, terminador TDH1, uma sequéncia linker e
parte do promotor PGK17 (figura 4A). Para o cassete pC6araBD (com regides
codificantes de araB e araD), foram usados os fragmentos na constru¢do: sequéncia
linker, promotor PGK1, sequéncia codificante otimizada do gene araB, terminador
PGK1, sequéncia LTR do Ty1, promotor ADH1, sequéncia codificante e otimizada do
araD, terminador ADH1, sequéncia LTR do Ty1, gene marcador URA3 e uma
sequéncia downstream homologa ao CEN14 (figura 4B).

Da mesma maneira, os fragmentos do ultimo cassete pC7StpAraT foram:
sequéncia de homologia a regidao de inser¢ao, promotor ENO1, sequéncia codificante
otimizada do transportador araT, terminador ENO1, sequéncias LTR do Ty1; promotor
FBA1, sequéncia codificante otimizada do transportador STP2, terminador FBAT e

sequéncia homologa CEN14 (figura 4C).
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Figura 4: Fragmentos usados na construgao dos cassetes pC5araA (A), pC6araBD (B) e

pC7StpAraT (C).
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O vetor de clonagem pRS304, linearizado com a endonuclease BamHl|, foi
usado como backbone na construgdo. Para a unido dos fragmentos, se faz necessario
gue 0s mesmos possuam sequéncias homologas de sobreposigao durante a etapa de
montagem. Assim, os fragmentos a serem usados na construgdo dos cassetes foram
amplificados por PCR utilizando uma polimerase de alta fidelidade e primers que
adicionaram uma cauda de homologia de 42 pb. Os fragmentos com sequéncias
homologas de sobreposicao, junto com o mix de exonuclease T5, DNA polimerase e
Taq ligase, foram incubados a 50° C por 60 minutos. A exonuclease T5 degrada as
extremidades 5’ contendo as sequéncias homologas, formando fragmentos de fita
simples livres para o anelamento dos fragmentos adjacentes que possuem
sequéncias complementares, possibilitando a sobreposicdo dos mesmos. Na
sequéncia, a DNA polimerase complementa as lacunas feitas pela exonuclease T5 e
a Taq ligase unifica os fragmentos em um unico cassete. Os cassetes unidos ao vetor

foram denominados de pC5araA, pC6araBD e pC7StpAraT.

4.1. Transformagao bacteriana e amplificagao dos cassetes

Com a finalidade de aumentar a concentracdo dos cassetes para seu uso
nos experimentos de construcdo da levedura fermentadora de arabinose, os
plasmideos pC5araAC5 e pC6araBDC6 e pC7StpAraTC7 foram transformados
utilizando uma linhagem eletrocompetente de E. coli DH5a. O processo de
internalizacao foi feito por eletroporacgéo e as células transformadas foram plaqueadas
em meio LB suplementado com ampicilina, e incubadas a 37 °C. Para a extragao dos
plasmideos foi usado o kit de extragao (QlAprep Spin Kit) e a confirmagao molecular
foi realizada por PCR para certificar a presenca dos genes araA (pCbaraA), araB e
araD (pC6araBDCB6) e dos transportadores STP2 e araT (pC7StpAraTC7). O gel de
eletroforese revelado mostrou bandas correspondentes aos genes, confirmando a
extragcdo dos plasmideos (figura 5). Com a finalidade de conservar os clones, os

mesmos foram armazenados no -80 °C.
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Figura 5: Gel de eletroforese confirmando a presenca dos amplicons referentes aos genes
heterélogos usados na construgéo dos cassetes. Gene araA (1482 pb), araB (1701 pb), araD
(696 pb), araT (1629 pb) e STP2 (1497 pb).

4.2.Plataforma fermentadora de xilose LVY-X5

O projeto regular Fapesp 2017/08519-6 envolveu procedimentos de
engenharia metabdlica visando a fermentacdo de xilose presente em residuos
agroindustriais. As linhagens desenvolvidas foram submetidas a processos
independentes de evolugao adaptativa e o sequenciamento gendmico das populagdes
evoluidas gerou o primeiro capitulo do atlas genémico com a identificacdo de novas
bases moleculares responsaveis pela fermentagdo de xilose (manuscrito em
preparagao). A partir das populagdes desenvolvidas nesse trabalho, foi isolada a cepa
LVY-X5, capaz de converter a xilose com alto rendimento de até ~92% do tedrico
maximo.

Sendo uma eficiente linhagem fermentadora de xilose, a levedura industrial
LVY-X5 foi usada como plataforma para constru¢ao da linhagem do presente trabalho.
Para as proximas etapas de sele¢ao, o gene marcador URAS3 foi deletado do genoma
da linhagem LVY-X5. URAS3 faz parte da via de sintese de novo de ribonucleotideos
de pirimidina e sua deleg¢ao frequentemente é usada para a selecdo auxotréfica de
leveduras modificadas (Jack, 2002). Foram realizadas rea¢des de PCR para amplificar
o marcador de resisténcia a geneticina flanqueado pelas regides upstream e
downstream do gene URA3 (Kan_delURA3). Os amplicons foram confirmados por

eletroforese.
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Figura 6. Etanol lignoceluldsico produzido a partir de xilose. A linhagem desenvolvida no
projeto Fapesp regular 2017/08519-6 produz etanol lignocelulésico com rendimento de 0,47
g/g, o que corresponde a aproximadamente 92% do tedrico maximo.

O préximo passo foi a transformacao da levedura LVY-X5 com o cassete
Kan_delURAS. A transformacéao foi realizada através do método de acetato de litio
descrito por Gietz et al. (2007). Os transformantes foram plaqueados em YPD
suplementado com geneticina. Para confirmagdo fenotipica da delecdo do gene
URAS3, algumas colbnias transformantes e a cepa parental (controle) foram estriadas
em YNB sem uracila e YNB com uracila e 5-FOA, o qual causa a morte de células
selvagens contendo o gene URA3 (Ko et al., 2008). Como esperado, no meio YNB
sem a adigao da uracila, foi observado o crescimento apenas da cepa parental (figura
7A), e no meio YNB suplementado com uracila e 5-FOA houve somente o crescimento
dos transformantes (figura 7B), confirmando fenotipicamente a delecdo de URAS3. Por

fim, foram feitas permanentes da cepa mutante, armazenadas no -80 °C.

A B

LVY-X5 LVY-X5

LVY-X5 _ura3A LVY-X5 _ura3A
1.1
(col.5) (col-) LVY-X5_ura3A LVY-X5_ura3A
(col.3) (col.1)
LVY-X5 _ura3A
Yy LVY-X5 _ura3A
(col4) (col2)
LVY-X5 _ura3A
(col.3) LVY—();SI_;H)’G\?A
YNB (ura-) YNB (ura+/5-FOA)

Figura 7: Teste fenotipico dos transformantes LVY-X5_ura3A. Selecado em YNB ura- (A).
Selegdo em YNB_ura+/5-FOA (B).
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Construcao da cepa fermentadora de arabinose

A estratégia de construgdo da linhagem LVY-X5 com os cassetes de
expressao consiste na recombinagdo entre as regides homodlogas presentes nos
cassetes e posterior integracdo no genoma (figura 8). Os cassetes pCbaraA e
pC6araBD possuem duas regides de homologia: uma sequéncia linker e parte do
promotor PGK1, possibilitando a recombinacdo entre os mesmos. Além dessas
regides, os cassetes possuem extremidades homdlogas a uma regido adjacente ao
centrémero 14 (CEN14), possibilitando a integracdo genémica da via heterdloga de
conversdo de arabinose na linhagem LVY-X5 ura3A. Foram feitas PCRs para
amplificar os cassetes utilizando a combinacao de primers HM CEN14 C5 F + PGK
Hm C5 R para amplificar pC5araA (3926 pb) e os primers HM3 C6 F + HM CEN14 C6
para amplificar pC6araBD (6642 pb). A cepa LVY-X5_ura3A foi transformada com os

amplicons.

pC5araA — 3926 pb
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Figura 8. Representagdo da sequéncia dos genes inseridos no genoma da cepa LVY-X5
contendo a via de conversdo de arabinose. Os genes, representados pelas setas, estéo
flanqueados por regides promotora e terminadora respectivas. A espessura da seta acima da
regido promotora representa a forca do promotor, previamente selecionado com base em
experimentos de expressao génica. araA - L-arabinose isomerase, araB - L-ribuloquinase,
araD - L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase.

Como o amplicon obtido do plasmideo pC6araBD possui o gene URA3
como marcador, a cepa mutante LVY-X5_ ura3A transformada com os cassetes é

capaz de crescer em meio sem uracila. Dessa maneira, os transformantes foram



34

plagueados em meio YNB sem uracila e incubados por trés dias. Apos o periodo de
incubacéo, foi observado o crescimento de colbnias, sugerindo a correta insergéo dos
cassetes no genoma da levedura.

Nesse trabalho nao foi utilizado o cassete pC7StpAraTC7 contendo os
transportadores sAraT de S. stipitis e STP2 de A. thaliana na construgao da cepa final.
Esse cassete sera utilizado em etapas posteriores visando a otimizagao das taxas de

assimilagao de arabinose pela cepa construida.

Confirmagao molecular da cepa fermentadora de arabinose

Apds a construgcdo da linhagem com a via de isomerizagado da L-
arabinose, a correta inser¢gdo dos cassetes de expressao pCbharaA (gene araA) e
pC6araBD (genes araB e araD) no genoma da cepa foi confirmada por PCR. A
primeira PCR teve como finalidade checar a presenga dos cassetes no genoma.
Primers com sequéncias de anelamento nas regides promotoras e terminadoras dos
cassetes integrados, em combinagdao com primers que anelam nas ORFs, foram

utilizados na amplificagao (figura 9).
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Figura 9: Confirmacao molecular da integracao genémica do cassete de expressao da via de
isomericao de assimilagéo de L-arabinose. (1) amplificagdo do promotor TDH1 e gene araA
(2224 pb). (2) amplificagdo do promotor PGK1 e do gene araB (2574pb). (3) amplificagéo do
promotor ADH1 e gene araD (1398 pb).

A correta integracao dos cassetes em regido adjacente ao CEN14 foi feita
com combinacgdes de primers que anelam em regides externas ao local de integracao,
combinados com primers que anelam nos fragmentos amplificados dos plasmideos
pCbaraA e pC6araBD. Foram usadas as combinacdes de primers: CheckCEN14 F +
TDH1pR e ADH1t F + Check CEN14 R. Adicionalmente, foi utilizada a combinagao
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TDH1t F + araB R, que confirma a recombinagao entre os dois cassetes. O gel de
eletroforese revelado da PCR usando a combinacao dos primers apresentou, apenas
nos transformantes, bandas com tamanho esperado para as regides amplificadas
(figura 10), sugerindo a correta insercdo dos cassetes em regido adjacente ao
centrémero 14. Os transformantes contendo a via de isomerizagdo da arabinose foram
armazenados como culturas permanentes em ultrafreezer. A linhagem construida foi
denominada PEY-AXS5 (figura 11) e foi utilizada como plataforma para as etapas de

evolucdo adaptativa.

3kb
2kb
1,5k

CheckCEN14_F + TDH1p_R TDH1t_F + araB_ R  ADH1t_F + Check CEN14_R

Figura 10: Gel de agarose confirmando a correta integracao dos cassetes contendo os genes
araA, araB e araD e sua integracdo adjacente ao centrobmero 14. PCR com os primers
CheckCEN14 F + TDH1p R: 1380 pb (1); primers TDH 1t F + araB R: 3266 pb (2); primers
ADH 1t F + Check CEN14 R: 1801 pb (3).

Tabela 3. Linhagens de levedura utilizadas neste estudo.

Linhagem Genotipo relevante Referéncia
LVY-X5 PE-2 MATa; gre3A::pTDH1-TAL1-tTDH1-pPGK1-RKI1- Santos et al.,
tPGK1-pTDH1-TKL1-tTDH1-pPGK1-RPE1-tPGK1-pADH1- manuscrito em
XKS1-tADH1-multiple Ty1-pTDH1-xylA-tTDH1-Ty1 + elaboracdo
evolucdo adaptativa em xilose
LVY-X5_ura3A LVY-X5; ura3A::Kan Este estudo
PEY-AX5 LVY-X5_ura34; CEN14::pTDH1-araA-tTDH1; pPGK1-araB-
tPGK1; pADH1-araD-tADH1; URA3. Este estudo

PEY-AX5-Evole 2  PEY-AX5; evolugdo adaptativa em arabinose. Este estudo
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Figura 11: llustracdo da cepa PEY-AX5 contendo a via de isomerizagdo da arabinose e da
xilose. Em destaque os genes heterdlogos dos cassetes pCharaA e pC6araBD integrados
adjacentes ao centrdmero 14. Abreviacdes: GAL2 (galactose permease); araA (L-arabinose
isomerase); araB (L-ribuloguinase); araD (L-ribulose-5-fosfato-4- epimerase); HXT
(transportador de hexose); xylA (xilose isomerase); XKS1 (xiluloquinase); RPE1 (D-ribulose-
5- fosfato 3-epimerase); RKI1 (ribose-5-fosfato cetol-isomerase); TKL1 (transcetolase); TALL
(transaldolase); GLK1 (glicoquinase); PGI1 (fosfoglicoisomerase); PFK1/2
(fosfofrutoquinase); FBP1 (frutose-1,6-bisfosfato); FBA1 (frutose-1,6-bisfosfato aldolase);
TPI1 (triose fosfato desidrogenase); TDH1/2/3 (triose-fosfato desidrogenase); PGK1 (3-
fosfoglicerato quinase); PGM1/2 (fosfoglicomutase); ENO1/2 (enolase); PYK2 (piruvato
quinase); PDC1/5/6 (piruvato descarboxilase); ADH1-7 (&lcool desidrogenase).
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Evolucdo adaptativa e andlise das populacdes

Os procedimentos utilizando evolugcdo adaptativa tiveram uma duragao
total de 8 meses, utilizando arabinose como Unica fonte de carbono. Durante os
eventos de evolucédo, a cepa PEY-AXS5 foi inoculada em YPA (contendo 20 g/L de
arabinose), sendo que o experimento foi dividido em duas populagdes, PEY-AX5-
Evol e Evo2, cultivadas sob condi¢des de semi-anaerobiose. As bateladas foram
conduzidas semanalmente com transferéncias de 2 % do inGculo para um novo meio
YPA. ApOs 65 geragdes, foi possivel observar um expressivo aumento do crescimento
celular na populacédo Evo2, a qual apresentou uma evolucdo mais rapida do que a
populacdo Evol, onde foi observado aumento do crescimento somente apdés 190
geracOes (figura 12 A e B).

Figura 12: Grafico de evolucao das populacdes Evol (A) e Evo2 (B) ao longo das geracdes

em meio contendo arabinose como Unica fonte de carbono.

A Populagdo Evol (YPA 2%)
9
8
7
€6
S5
(=]
L M Inicial
(=)
o3 Final
2
1
O — — — — — | —-—
3 25 68 139 190 241 290
Geragdes
B Populag¢do Evo2 (YPA 2%)
10
8
E s
o
G |
L B Inici
P a nicia
o Final
2
0 —_ - _— - - - | [ | m -

4 28 51 65 86 122 202 237 280 319

Geragdes

Ensaios fermentativos
A cinética fermentativa do consumo de arabinose e producédo de etanol

pelas populacdes foi avaliada em YPA (20 g/L de arabinose), usando a linhagem
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parental ndo evoluida como controle. Os resultados revelaram uma boa performance
de crescimento das populacdes nas condi¢des testadas, alcancando o platé proximo
a 30 horas (figura 13). As concentracdes de L-arabinose e etanol foram analisadas
por HPLC, onde foi observado um consumo total do acucar e producdes de etanol
com rendimento acima de 0,4 g de etanol por g de arabinose (tabela 4) (rendimento
tedrico maximo de 0,51 g/g).
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Figura 13: Conversao de arabinose em etanol pela populacdo evoluida (verde) a partir da
cepa modificada PEY-AX5 (cinza) em meio YPA 2%. A linha continua representa a arabinose
enguanto a linha pontilhada indica o etanol produzido. Fermentacao realizada em triplicata,
sob condi¢cdes semi-anaerobicas.

Para avaliar a repressdo catabolica comumente observada em S.
cerevisiae durante a utilizacdo de outras fontes de carbono, bem como validar a
manutencao da capacidade de fermentar xilose pela cepa escolhida, foram realizadas
fermentac@es utilizando a mistura dos acucares em meio YPAX (20 g/L de arabinose
e 20 g/L de xilose) (figura 14A) e YPADX (20 g/L de arabinose, 20 g/L de xilose e 30
g/L de glicose) (figura 14B) (tabela 4). Os resultados demostram que na fermentacéo
em YPAX, a populacdo evoluida foi capaz de co-consumir xilose e arabinose
simultaneamente (figura 14A). E embora foi observado um consumo preferencial pela
glicose, resultante da competicdo dos acUcares pelos transportadores, os acucares
foram consumidos apos a deplecdo da fonte de C6. Esses dados indicam também
que a populagdo conseguiu consumir a xilose com taxa especifica de consumo
superior ao parental PEY-AX5 ndo evoluido, sugerindo a fixagdo de mutacdes

benéficas associadas ao fenétipo superior para ambas as pentoses.
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Figura 14: Efeito da converséo de arabinose na presenca de outras fontes de carbono. (A) A
populacéo evoluida foi capaz co-fermentar as pentoses xilose e arabinose simultaneamente.
(B) A glicose foi consumida preferencialmente, sendo observado o inicio do consumo das
pentoses somente ap6s a deplecdo do C6. Fermentacdo realizada em triplicata, sob
condi¢bes semi-anaerdbicas.

Tabela 4. Desempenho de fermentacdo da populagdo evoluida em YPA (20g/L de arabinose),
YPAX (20 g/L de arabinose e 20 g/L de xilose) e YPAXD (20g/L de arabinose, 20g/L de xilose
e 30g/L de glicose). Os valores representam as meédias de trés repeti¢cdes biologicas + desvio
padréo entre 0 e 30 h.

Parametros fermentativos da Evo2 em glicose, xilose e arabinose

Taxa maxima de Produtividade Rendimento de Taxa maxima de consumo
crescimento de etanol etanol por substrato  especifico de arabinose
especifico (h1)* (g/L.hh) (9/9) (9.g/CDW.h)
YPA 0,127 £ 0,003 0,311 + 0,006 0,422 £ 0,010 0,925 + 0,015

YPAX 0,134 +0,030 0,595 + 0,006 0,451 + 0,002 -
YPAXD 0,030+ 0,003 0,756 + 0,062 0,440 + 0,003 -

*calculo baseado em arabinose.
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Isolamento das melhores colGnias

Ao final do procedimento de evolug&o, um screening de isolados em cada
populacdo foi realizado para triagem high-throughput das linhagens com fitness
superior. Aproximadamente 200 col6nias de cada populacdo foram isoladas por
plagueamento em meio YNBA 2%. As colGnias que apresentaram maior tamanho em
meio contendo somente arabinose como fonte de carbono foram selecionadas para
etapa posterior. O screening foi realizado em microplaca de 96 poc¢os, comparando o
crescimento das linhagens isoladas com a cepa parental PEY-AX5 e as populagdes
evoluidas (figura 15A). Curiosamente, a maior parte das coldnias isoladas tiveram
fitness inferior ao representado pela populacdo na condicéo testada. A explicacao
para essa observacao ainda esta sendo investigada. Durante o screening foi possivel
identificar algumas colonias com cinética de crescimento similar ao da média
populacional. A linhagem com melhor fithess teve sua performance confirmada em
fermentacdo conduzida em maior escala e sera sequenciada para a identificacéo do

conjunto de SNPs e CNVs responsaveis pelo fenotipo superior (figura 15B).
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Figura 15: Curva de crescimento das colbnias isoladas da populacdo evoluida — PEY-AX5-
evo2. (A) Screening em microplacas de 96 pogos em meio YPA 2%. (B) Batelada fermentativa
em maior escala de uma colbnia isolada e a populacéo evoluida PEY-AX5 — evo2. O grafico
confirma a cinética da melhore colbnia isolada em comparacdo com a populagéo evoluida.

DISCUSSAO

O desenvolvimento de cepas de S. cerevisiae capazes de aproveitar 0s
acucares C5 se faz cada vez mais indispensavel para viabilizar economicamente a
conversdo da biomassa em diversos bioprodutos. No presente trabalho, a integracao
da via de isomerizacdo da arabinose aliada a eventos de evolucdo adaptativa se
mostraram eficazes para promover a conversao da arabinose em bioproduto.

A interferéncia humana na domesticacéo de leveduras através da selecao
artificial contribuiu ao longo dos séculos no remodelamento e aumento da
complexidade do genoma das leveduras (Fay e Benavides, 2005). Estudos
envolvendo a caracterizacdo genbmica de cepas industriais de S. cerevisiae
observaram um alto grau de heterozigosidade, o que poderia estar conferindo uma
maior robustez no ambiente industrial (Argueso et al., 2009; Borneman et al., 2011).
Assim como em cepas industriais, linhagens submetidas a eventos de evolucéo
adaptativa laboratorial (ALE) também podem apresentar alteragdes cromossémicas e
variacado no numero de copias de genes especificos, além de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) e InDels (Insertion—deletion mutations) benéficos fixados ao longo

das geracoes (Gorter et al., 2017).
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No presente trabalho, os testes de fermentagédo demostraram que apenas
etapas racionais na construcao da cepa nao foram suficientes para desenvolver um
microrganismo capaz de consumir a arabinose, sendo necesséario a adicdo de
estratégias de evolucdo adaptativa. Os primeiros relatos na literatura visando a
construcao de cepas fermentadoras de arabinose também observaram o crescimento
somente apds as etapas de evolucdo adaptativa (Sedlak e Ho, 2001; Becker e
Boles, 2003; Wisselink et al., 2007). Apods bateladas sucessivas em YPA, Becker e
Boles (2003) identificaram uma mutagcdo em araB, a qual resulta na substituicdo do
aspartato por uma asparagina na posi¢cao 121, o que estaria reduzindo a atividade da
enzima ribuloquinase. Tal mutagdo sugere que o ajuste 6timo nos niveis de expressao
dos componentes da via de isomerizacdo de arabinose em S. cerevisiae depende da
reducdo do gasto energético para suportar a carga metabdlica.

Uma abordagem similar foi utilizada por Wisselink e colaboradores (2007)
visando a construcdo de uma cepa fermentadora de arabinose, onde apos a etapa de
evolucdo adaptativa, observaram um aumento de 52 e 90 vezes nos niveis de
expressao de araB e araD, respectivamente. Tais achados indicam baixos niveis de
atividade das enzimas originais durante a expresséao funcional em S. cerevisiae. Ja foi
observado o aumento do numero de copias do gene que codifica a enzima xilose
isomerase xylA em cepas evoluidas de S. cerevisiae. Esse aumento foi justificado
devido a baixa atividade inicial da enzima e a necessidade do aumento do numero de
copias visando uma melhor performance no consumo do acucar (Demeke et al., 2015;
Santos et al., 2016). Recentemente, Wang e colaboradores (2018), relataram uma
correlacdo positiva entre 0 numero de copias dos genes ara com 0 consumo de
arabinose, onde a alta expresséo do cassete araABD era suficiente para possibilitar a
utilizacdo da arabinose, independente de evolucao adaptativa.

As populacdes fermentadoras obtidas no presente trabalho serdo
sequenciadas para a identificacdo de alteracbes no genoma. Espera-se observar
alteracdoes do tipo CNV nos genes araABD, visto que as construcbes génicas
utilizaram o elemento repetitivo Tyl visando a ampliacdo do fragmento da via durante
a evolucdo adaptativa. Outras mutacdes responsaveis pela preferéncia de utilizacéo
de outras fontes de carbono podem ser identificadas durante as andlises e serao
validadas por experimentos de engenharia reversa.

Além de promover a fermentacdo da arabinose, a populacdo evoluida

também foi capaz de fermentar as duas principais pentoses, arabinose e xilose,
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consumindo simultaneamente os acgucares. Tentativas de co-consumo de pentoses
em cepas engenheiradas ja foram observadas em trabalhos anteriores (Karhumaa et
al., 2006; Bettiga et al., 2009; Garcia et al., 2010). Karhumaa e colaboradores (2006)
construiram cepas contendo a via de isomerizacéo da arabinose e a via oxidorredutiva
da xilose. Contudo, durante a fermentacdo anaerébica, a cepa desenvolvida sé foi
capaz de consumir 20 % da arabinose, a qual foi quase completamente convertida em
arabitol pela atividade L-arabinose redutase da XR, presente na via da xilose. A
utiizacdo das vias de isomerizacdo possibilitou a reducdo do acumulo dos
subprodutos arabitol e xilitol durante a fermentagéo. Interessante notar que mesmo
apo0s uma extensa etapa de evolucdo adaptativa, a populacdo ndo perdeu a
capacidade de consumir a xilose. Tal fato ja foi observado em outros trabalhos com
cepas fermentadoras de xilose evoluidas para o consumo de arabinose (Wisselink et
al., 2007). A construgdo de linhagens co-fermentadoras de diferentes acgucares
presentes na biomassa vegetal ainda € um desafio. A selecdo de mutacdes que
favorecam diferentes rotas metabdlicas durante a evolucdo pode ser um evento
complexo, necessitando multiplos e diferentes tipos de presséo seletiva (Sauer, 2001).
Para a co-fermentacdo de xilose e arabinose, € possivel que durante a evolucao
possam surgir mutacdes benéficas que favorecam a utilizacdo de ambas as pentoses,
visto que apOs a conversao em Xxilulose-5-P, o metabolito segue para a via das
pentoses fosfato, independentemente do tipo de pentose. Outra vantagem para a co-
fermentacédo esta no transportador Gal2p, que além de ser considerado o principal
transportador endégeno de L-arabinose em S. cerevisiae, também possui afinidade
por D-xilose (Hamacher et al., 2002; Subtil e Boles, 2011). Apesar de diversos
trabalhos induzirem a expressdo de GAL2 por meio de galactose (Becker e
Boles, 2003; Wisselink et al., 2007), Oehling e colaboradores (2018) conseguiram
observar a inducéo da expressédo de GAL2 por meio da arabinose. A pressao seletiva
imposta no presente trabalho pode ter favorecido a selecdo de populacdes com
alteracdes em niveis de expressdo de GAL2 através da presenca de arabinose no
meio, assim como mutacfes especificas no transportador, resultando em maior
afinidade pela L-arabinose.

O sequenciamento do genoma das linhagens evoluidas e selecionadas
sera realizado utilizando o lllumina MiSeq da “facility” de sequenciamento disponivel
no LNBR. A equipe de bioinformatica do LNBR sera responsavel pela analise dos

dados. O software FastQC sera utilizado para avaliagdo da qualidade e o software
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PEAR (ZHANG et al., 2014) seré utilizado para unir as regifes de sobreposicdo em
sequéncias Unicas. As regides de sobreposi¢do da linhagem parental serdo unidas
em longos scaffolds utilizando o programa Velvet (ZERBINO & BIRNEY, 2008).

Com o posterior sequenciamento seréa possivel observar o conjunto de
mutacdes responsaveis por otimizar a fermentacdo da arabinose pelas cepas
desenvolvidas, elucidando novas bases genéticas envolvidas na fermentagdo C5.
Tais alvos possuem relevancia biotecnoldgica e poderdo ser utilizados no design
racional de novas plataformas microbianas visando a conversdo de residuos

agroindustriais em bioprodutos.
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Capitulo 2

Interacdes epistaticas entre ZWF1, CLN3 e clusteres
de Fe-S otimizam taxas de fermentacao de xilose em
Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCAO

O consumo maci¢co de fontes fosseis para a producdo de quimicos e
combustiveis tornou-se um agravante para as mudancas climaticas, podendo
comprometer a vida na Terra nas préximas décadas (Bridgwater, 2003; Lee & Lavoie,
2013). Além de intensificar o efeito estufa com a emissdo de gases poluentes, como
o CO: (Bridgwater, 2003), a dependéncia energética das reservas fésseis pode levar
a uma crise energética global, sendo que estas fontes de energia sdo esgotaveis. Para
minimizar os impactos provenientes do uso excessivo de fontes fosseis, esforgos
globais como a COP-21, organizada pela ONU, buscam incentivar o uso crescente de
fontes renovaveis na matriz energética global, em uma politica de carbono neutro
(Williams, et al., 2012).

A biomassa lignocelulésica é uma alternativa promissora na substituicéo do
uso de fontes petroliferas, podendo ser usada como matéria-prima na producao de
biocombustiveis e bioquimicos de base renovavel (Dusselier et al., 2014). Por se tratar
de uma fonte renovavel obtida por residuos agricolas, a biomassa lignoceluldsica ndo
interfere na cadeia de producao alimentar, além de ser abundante, com producéo
anual de cerca de 2x10*! t (Paul & Dutta, 2018; Narisetty et al., 2021). A biomassa
lignocelulésica € uma estrutura complexa, composta por fracoes de celulose (40-
50%), hemicelulose (25-30%) e lignina (15-20%). A ligacao da lignina com a celulose
e hemicelulose confere recalcitréncia a biomassa, sendo necessaria uma série de
processos para possibilitar a desconstrucao e liberacdo dos acucares usados para
conversdo em bioprodutos (Hazeena et al., 2020; Narisetty et al., 2021; Ning et al.,
2021). Com o objetivo de obter o melhor custo-beneficio, diversas etapas de
desconstrucdo da biomassa ja foram desenvolvidas na industria, sendo o pré-
tratamento uma das etapas com maiores gargalos tecnolégicos a serem superados
(Ning et al., 2021). Entre os tipos de pré-tratamento, a explosao a vapor é considerada
um dos mais eficazes e econémicos (Ma et al., 2021). Neste processo a biomassa é
exposta a alta temperatura e pressao, seguida por uma descompressao repentina, o
gue resulta na solubilizacao e hidrolise da biomassa (Ning et al., 2021). Esse processo
pode ser acompanhado pela adicdo de &acidos que contribuem na hidrélise da
biomassa (Smichi et al., 2020).

ApOs as etapas de tratamento da biomassa, a fragdo de celulose libera

moléculas de glicose, enquanto a hemicelulose disponibiliza uma maior variedade de
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acucares, como D-xilose, L-arabinose, D-glicose, entre outros (Narisetty et al., 2021).
A xilose representa aproximadamente 90% dos acUcares liberados da fracéo
hemicelulésica (Vivek et al., 2018). Nesse contexto, para que a conversdo da
biomassa seja economicamente viavel, € imprescindivel o desenvolvimento de
microrganismos robustos capazes de fermentar essa pentose.

Algumas leveduras como Scheffersomyces stipitis e Spathaspora
passalidarum séao naturalmente capazes de fermentar a xilose (Jeffries & Van, 2009;
Nguyen et al., 2006; Cadete et al., 2012), embora tais microrganismos néo sejam
aptos a tolerar as condicdes estressantes da industria (Kwak & Jin, 2017). Cepas
industriais da levedura Saccharomyces cerevisiae possuem fenétipos desejaveis,
capazes de tolerar estresses do processo industrial, como baixo pH, alta pressao
osmotica, altas temperaturas e contaminacoes (Auesukaree et al., 2009; Kong et al.,
2018). Apesar de ser mais robusta que outras leveduras, a S. cerevisiae néo é
naturalmente capaz de fermentar a xilose, sendo necessario estratégias de
engenharia metabdlica para contornar este gargalo (Kim et al., 2013).

Diversos avancos em procedimentos de engenharia metabodlica de S.
cerevisiae para producdo de bioquimicos e biocombustiveis a partir de xilose foram
alcancados ao longo dos ultimos anos (Ho et al., 1998; Karhumaa et al., 2007; Brat et
al., 2009; Dos Santos, et al., 2016; Zhanget al., 2019; Jang et al., 2021). O cerne da
engenharia metabdlica em S. cerevisiae se concentra na otimizacéo da expressao de
genes endogenos e na integracdo de vias heterdlogas, buscando melhorar o titulo,
taxa de producao e rendimento (TRY) na obtencéo de bioprodutos (Kwak & Jin, 2017;
Hu et al., 2019). Em geral, os trabalhos de modificacbes genéticas focam na
introducéo da via oxi-redutiva (XR/XDH) ou de isomerizacéo (XI), presentes em fungos
e bactérias (Gao et al., 2019). A conversédo oxi-redutiva da xilose se baseia em uma
via de dois passos dependente de cofatores, onde a D-xilose é reduzida a D-xilitol
pela enzima xilose redutase (XR), usando NADPH/NADH. Posteriormente, o D-xilitol
€ oxidado a D-xilulose pela enzima NAD* dependente xilitol desidrogenase (XDH), e
fosforilado pela enzima endégena xiluloquinase XKS1, convertendo D-xilulose em D-
xilulose-5-P, a qual entra na fase nao-oxidativa da via PPP (Hahn-Héagerdal et al.,
2007). Contudo, as diferencas na preferéncia de cofatores entre XR e XDH resultam
em um desbalanco redox, acumulo de xilitol e menores rendimentos de etanol
(Karhumaa et al.,, 2007). Uma estratégia mais simples € a introducdo da via de

isomerizacdo, com a atividade de uma Unica enzima, a xilose isomerase (XI), a qual
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converte D-xilose em D-xilulose (Kuyper et al., 2003). Essa via ndo depende de
cofatores, apresentando baixo acumulo de subprodutos e taxas de rendimento
superioras a via oxi-redutiva (Li et al., 2016). Os primeiros avanc¢os na construcao de
cepas de S. cerevisiae fermentadoras de xilose com a via de isomerizagao foram
obtidos pela expressédo heterdloga do gene xylA do fungo anaerdbico Piromyces sp.
(Kuyper et al., 2004).

Outras modificacdes, como a otimizacdo dos codons preferenciais e
aumento no numero de copias, resultaram na melhoria da fermentacdo da xilose em
S. cerevisiae expressando a via Xl (Zhou et al., 2012). A superexpressao dos genes
endogenos da fase ndo oxidativa da PPP (RKI1, RPE1, TKL1 e TAL1) e 0 aumento
da expressdo de XKS1 também melhoraram as taxas de assimilacdo da xilose
(Kuyper et al., 2005; Zhou et al.,, 2012). Também ja foram relatados que
transportadores heterélogos, como GXF1 (Candida intermedia) e Cs4130 (Candida
sojae), melhoram a captacao de xilose em cepas de S. cerevisiae (Runquist et al.,
2009; Bueno et al., 2020). A aplicacéo de evolucdo adaptativa laboratorial, também
contribui para o desenvolvimento de cepas com alta performance no consumo de
xilose (Klimacek et al., 2014).

Durante os eventos de evolugcdo adaptativa, mutacbes benéficas podem
surgir ao longo das geracdes e a sua identificacdo pode contribuir para compreender
as bases genéticas que influenciam o metabolismo, predizendo alvos que n&o seriam
identificados racionalmente. Por meio da evolucdo adaptativa aliada as tecnologias
Omicas, trabalhos anteriores conseguiram identificar mutacées em vias metabdlicas
distintas que estariam influenciando o metabolismo da xilose (Kwak & Jin, 2017).
Santos e colaboradores (2016) relataram que mutacdes de perda de funcdo no gene
ISU1, um gene mitocondrial envolvido na formacao de clusteres de ferro-enxofre (Fe-
S), e SSK2, componente da via MAPKKK, resultam na melhora do consumo da xilose
em cepas evoluidas expressando a via XI. Em outro trabalho, Sato e colaboradores
(2016), observaram efeitos epistaticos entre HOG1, que estd envolvido na
osmorregulacdo, ISUL e IRA2, no consumo de xilose em cepas evoluidas. Mais
recentemente, Palermo e colaboradores (2021) relataram que além do ISU1, dele¢cbes
nos genes CCC1, envolvido no transporte vacuolar Fe?* /Mn?*, e BSD2, envolvido na
homeostase de metais pesados, resultam no aumento de taxas de consumo de xilose.

A descoberta de novos alvos genéticos em metabolismos ndo Obvios

visando otimizar a fermentacdo de acucares vem se mostrando relevante para
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entender a complexa rede regulatoria envolvida no consumo de xilose em S.
cerevisiae. No presente trabalho, buscamos explorar a relacdo entre trés
metabolismos distintos envolvendo ZWF1 (componente da fase oxidativa da via PPP),
CLN3 (ciclina responsavel pela transicdo da fase G1-S no ciclo celular) (Shi et al.,
2023; Liu et al., 2019) e genes envolvidos na formacgéo de clusteres de Fe-S. Tais
genes foram identificados em trabalhos anteriores do grupo de trabalho, onde
mutacdes identificadas durante eventos de evolucdo adaptativa em xilose foram
descritas. Até o presente momento, ndo héa trabalhos que relatem o envolvimento de
variantes mutantes desses dois genes no metabolismo de xilose em S. cerevisiae

expressando a via XI.

Metodologia

Meios de cultivo e linhagens utilizadas

A linhagem C5TY de S. cerevisiae foi utilizada como base em todos os
experimentos (Palermo et al., 2021). A cepa possui multiplas copias do gene xylA de
Orpinomyces sp, delecdo do gene GRE3 e superexpressao dos genes da fase nao
oxidativa da via das pentoses fosfato TAL1, TKL1, RPE1 e RKI1. Para o cultivo, foi
usado o meio YP (1% extrato de levedura, 2% peptona) suplementado com xilose ou
glicose. Os antibiéticos higromicina (200 mg/L), geneticina (200 mg/L), nourseotricina
(100mg/L) foram adicionados quando necessario para a selegcdo das linhagens

mutantes.

Transformacgao de leveduras

Para a insercdo dos cassetes de delegcdo e os plasmideos do sistema
CRISPR/Cas, foi utilizado o método de acetato de litio descrito por Gietz e Schiestl
(2007). Apos o crescimento overnight, um pré-indculo foi transferido para 50 mL de
YPD e cultivado sob 200 rpm/ 30°C por 4 horas, tempo estimado para duas
duplicacdes. A cultura foi centrifugada a 2500 rpm e o pellet foi lavado 3x. As células
foram ressuspendidas com 1mL de 1x TELiAc e incubadas em 30° C por 45 minutos.
O DNA para a transformagéao foi concentrado a vacuo (speed vacuum) e o DNA de
esperma de salmao foi desnaturado a 100° C por 10 minutos. Para a reacao de
transformagéao, 200 ul de células competentes de levedura foram adicionados a 10 uL
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do DNA concentrado, 12 uL do DNA carreador desnaturado e 600 uL de solucao PEG
40%. Na reacgao controle, o DNA concentrado foi substituido por agua. As células
foram incubadas por 45 minutos sob agitagdo de 200 rpm e 30° C. Foram adicionados
na solugao 70 uL de DMSO, seguida de choque-térmico a 42° C por 25 minutos. Por
fim, as células foram centrifugadas, ressuspendidas com agua e plagueadas em meio

seletivo.

Extracao do DNA genémico (gDNA) de levedura

A extracdo do gDNA foi realizada conforme descrito em Ausubel et al.
(2003). Apods crescimento overnight em 5 mL de YPD sob agitagado 30 °C/ 200 rpm,
as células foram transferidas e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 200 ul de tampao de lise, 0,3 g de beads (~200 pl volume) e
200 ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. A mistura foi submetida a rigorosa
agitacao e centrifugacao. O sobrenadante foi transferido e o DNA foi precipitado com
NaOAC (3 M pH 5,2) e 2x o volume de alcool 100% a 4 °C. Apds centrifugagéo, o

pellet foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em agua.

Construcao das cepas knockout

Mutantes individuais para a delecdo dos genes ZWF1 e CLN3 foram
construidos por meio de recombinacdo homologa com cassetes de delecdo hphMX6
(Goldstein & McCusker, 1999; Chen et al., 2015), amplificados com primers contendo
regides de homologia para os genes alvo. Os cassetes foram amplificados usando o
plasmideo pAG32 como template e os amplicons foram usados na transformacao. As
colénias mutantes de zwflA::hph e cIn3A::hph foram selecionadas em YPD,
suplementado com 200 mg/L de higromicina e confirmados por PCR. Também foram
construidos mutantes duplos ZWF1/ISU1 e CLN3/ISU1 com o objetivo de avaliar uma
possivel epistasia entre os alvos. Para essa segunda etapa de delecdo, os mutantes
zwflA::hph e cIn3A::hph foram usados como cepas base para a delecdo do ISUL. Esta
delecéo foi realizada por recombinacdo homologa com o cassete KanMX4 (Wach et
al., 1994; Kim et al., 2017), amplificado no plasmideo pFA6KanMX4, e usando primers
com sequéncias de homologia para as regides upstream e downstream de ISU1. Os
mutantes duplos foram selecionados em YPD (200 mg/L de geneticina) e confirmados
por PCR.
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Insercéo e confirmag&o dos SNPs

Para avaliar o efeito das mutacdes pontuais em ZWF1 e CLN3, utilizamos
o sistema CRISPR/Cas9 (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012; Meng et al., 2020)
para a insercdo dos SNPs nas cepas knockouts derivadas de C5TY. Foram usados
como cepas base os mutantes zwflA::hph e cIn3A::hph, gerados no presente estudo.
Para a estratégia aplicada, foram utilizados dois plasmideos, pJACas-K, que expressa
a Cas9 e confere resisténcia a geneticina, e o plasmideo multicépia pJASPR6, que
transcreve dois sgRNA que direcionam a clivagem dupla do gene de resisténcia a
higromicina (comunicacéo pessoal - os plasmideos foram gentilmente cedidos pelos
pesquisadores Prof2. Dra. Ana Paula Jacobus e Prof. Dr. Jeferson Gross da Unesp).
Inicialmente os plasmideos foram eletroporados em E. coli DH5a e extraidos pelo kit
QIlAprep Spin. Utilizamos como DNA donor as sequéncias dos genes alvos
amplificados da cepa parental evoluida, usando primers que anelam em regides
upstream e downstream.

Na primeira etapa, os mutantes zwflA::hph e cIn3A::hph foram
transformados com pJACas-K e selecionados em YPD (200 mg/L de geneticina). Em
seguida, as colbnias resistentes foram transformadas com pJASPR6 e o DNA donor.
Por fim, os transformantes foram selecionados em meio YPD suplementado com
geneticina (200 mg/L) e nourseotricina (100 mg/L). Para identificar falsos positivos, as
col6nias selecionadas foram amplificadas com um par de primers que anela na regido
upstream do gene alvo e na regido promotora do gene de resisténcia, usando como
controles a cepa parental e as cepas knockouts. As coldnias que ndo amplificaram
foram identificadas como positivas para a insercdo do donor e sequenciadas por
Sanger na facility de sequenciamento do LNBR. As sequéncias foram visualizadas no
software Unipro Ugene (Protsyuk et al., 2015) e comparadas com a sequéncia

selvagem.
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Figura 16: Design experimental da estratégia de inser¢do e confirmacdo dos SNPs.
Através do sistema CRISPR/Cas9, o locus alvo é substituido pela sequéncia donor contendo
0 SNP de interesse.

Ensaios fermentativos

Para os ensaios fermentativos, foi usado meio YP suplementado com 50
g/L de xilose, em condi¢cdes semi-anaerdbicas, iniciando a cultura com OD de ~1. As
fermentacBes foram conduzidas em garrafas seladas de 100ml com 70 mL de volume
de trabalho, com temperatura e agitacdo de 30° C e 200 rpm, respectivamente. Todos
0s experimentos foram conduzidos em triplicata e 1 mL do fermento foi coletado para

medir OD e para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Procedimentos analiticos

A quantificacdo de glicose, xilose, xilitol, glicerol e etanol foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando o cromatografo Alliance
HT (Waters) com detector de indice de refracdo (Waters 2414) e arranjo de diiodos
(Waters 2998). As amostras foram analisadas utilizando coluna de exclusédo i6nica
Aminex HPX-87H (300mm x 7,8mm, BioRad®), aquecida em forno a 35 °C, H,SO4 5
mM como fase moével a uma vazdo de 0,6 mL/min. Uma curva padrdo com as
concentragbes conhecidas com compostos de interesse foi analisada pelo mesmo

procedimento. As concentragbes dos compostos nas amostras foram determinadas
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por comparagdo das areas dos picos cromatograficos obtidos com as curvas de
calibracao.

RESULTADOS

Em trabalho anterior do grupo de trabalho, uma cepa evoluida para o
consumo de xilose teve 0 seu genoma sequenciado e mutagdes pontuais (SNPs)
foram identificadas nos genes ZWF1 (glul92asp), componente da fase oxidativa da
via das pentoses fosfato, e CLN3 (frameshift variant), principal ciclina envolvida na
transicdo da fase G1/S durante o ciclo celular. Com a hip6tese de que as mutacdes
identificadas nesses genes podem estar relacionadas com o aumento das taxas
observadas no consumo de xilose, esse capitulo teve como objetivo a validagao
molecular com cepas knockouts para ZWF1 e CLN3 e com a introducéao pontual dos
SNPs identificados.

Delecédo dos genes ZWF1 e CLN3

Para a construcéo dos mutantes, foi utilizada a plataforma C5TY (C5 — Trial
Yeast) (Palermo et al., 2021). A linhagem C5TY possui multiplas copias do gene que
codifica a xilose isomerase xylA de Orpinomyces sp, delecdo do gene GRE3 e
superexpressao dos genes da fase nao oxidativa da via das pentoses fosfato. A cepa
nao possui nenhuma mutacéo adicional, sendo uma plataforma ideal para testes de
SNPs e outros tipos de mutacdes relacionadas ao metabolismo de xilose.

As delecbes dos genes alvo foram realizadas usando estratégias de
recombinacdo homologa, onde as ORFs dos genes foram substituidas pelo cassete
hphMX6 que contém o gene marcador hph, o qual confere resisténcia a higromicina
(Goldstein & McCusker, 1999). Os cassetes foram amplificados usando o plasmideo
pAG32 como template e primers contendo 42 pb de homologia para regifes upstream
e downstream dos genes alvos. As amplificacBes foram confirmadas por eletroforese,
sendo posteriomente utilizadas na transformacéao.

As células transformadas foram plaqueadas em meio YPD (200 mg/L de
higromicina) e as col6nias selecionadas tiveram o gDNA extraido para a confirmacéo
molecular por PCR. A confirmagéo utilizou uma combinagéo das reacgdes: (1) primers

com sequéncia de anelamento externo ao gene alvo e (2) primers de anelamento para
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0 gene marcador. A eletroforese revelou a presenga de bandas (figura 17) de
tamanhos esperados para os mutantes zwfl1A::hph (2160 pb) e cIn3A::hph (2118 pb).
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Figura 17: Gel de agarose com a confirmacéo dos mutantes knockouts de ZWF1 (esquerda)
e CLNS3 (direita). PCR com os primers Check_ZWF1_F + KanR: 2238 pb (a); primers CLN3 F
+ Kan R: 2118 (b). Ao todo foram testadas trés colénias isoladas de cada transformacéo.

Foi observado que os mutantes knockout para CLN3 apresentavam
alteracédo de fendtipo com aumento do tamanho celular sob observagéo microscopica
(figura 18). Estudos anteriores (Di Talia et al., 2007; Sonifer & Barkai, 2014),
demostraram que as ciclinas CLN estédo envolvidas na regulacdo do tamanho celular
da levedura S. cerevisiae, sendo que delecfes no gene CLN3 estédo vinculadas ao

aumento do tamanho celular, como consequéncia do alongamento da fase de
transicdo G1/S (Teufel et al., 2019).

A. C5TY (wt) B. C5TY (cIn3A::hph)

Figura 18: Microscopia Optica comparando o didmetro celular entre a cepa selvagem (A) e 0
mutante cIn3A (B).
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Tabela 5. Linhagens de levedura utilizadas neste estudo.

Linhagem Gendtipo relevante Referéncia
C5TY LVY-X5; mutacdes WT restituidas gglzelrmo etal.
C5TY_zwflA C5TY; zwf1A::hph Este estudo
C5TY_cIn3A C5TY; cIn3A::hph Este estudo
C5TY_zwflA/isu1A C5TY; zwf1A::hph/isu1A::Kan Este estudo
C5TY _cIn3A/isu1A  C5TY; cin3A::hph/isu1A::Kan Este estudo
C5TY_ZWF1 (SNP) C5TY; ZWF1 - glul92asp Este estudo
C5TY_CLN3 (SNP) C5TY; CLN3 - frameshift variant Este estudo

Construcdo do duplo mutante — interagfes epistéaticas

Além dos SNPs presentes em ZWF1 e CLN3, a cepa evoluida
originalmente apresentou também uma mutacao pontual que gerou a perda de fungéao
do gene ISU1, o qual esta envolvido na formacdo de clusteres de ferro-enxofre
mitocondriais (Palermo et al., 2021). Efeitos benéficos na delecédo do gene ISU1 para
a fermentacao de xilose ja foram reportados em cepas de S. cerevisiae expressando
a via de isomerizacao da xilose (Sato et al., 2016; Santos et al., 2016; Palermo et al.,
2021). Com o objetivo de investigar possiveis eventos de epistasia entre a perda de
funcdo do gene ISU1 com as delecdes de ZWF1 e CLN3, foram geradas linhagens
duplo mutantes zwflA/isulA e cln3A/isulA. Para construcdo dos duplo mutantes, foi
utilizado como cepa base as linhagens knockout C5TY_zwflA::hph e
C5TY_cIn3A::hph, e o gene ISUL1 foi deletado através da recombinacdo homologa com
0 cassete KanMX4, o qual confere resisténcia a geneticina. O cassete KanMX4 foi
amplificado com o par de primers Del_Kan_ISU1 F/R (figura 19A), que adicionam uma
cauda de homologia de ~40 pb com as regifes upstream e downtream do gene ISU1.

Os transformantes foram plagueados em meio YPD (200 mg de geneticina),
onde foi observado o crescimento de colbnias transformantes que posteriormente
foram confirmadas por PCR. Para a confirmacdo molecular dos duplos mutantes,
foram utilizados uma combinacéo de primers Check _ISU1_F e Kan para os mutantes
cln3A/isulA (figura 19B) e o par de primers Check ISU1 F/R para os mutantes
zwflA/isulA (figura 19C).
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Kan_dellSU1 Kan_dellSU1
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Figura 19: Confirmacéao molecular dos duplos mutantes. (a) Gel de agarose confirmando
a amplificacéo do cassete de delecédo Del_Kan_ISU1 (~1,5 kb); (b) confirmag¢do do mutante
duplo zwflAfisulA (2339 pb), WT (1264 pb); (c) confirmacdo do mutante duplo cln3A/isulA
(2036pb).

Insercdo dos SNPs

Em trabalho anterior, foi desenvolvido uma linhagem modificada de S.
cerevisiae com alta taxa especifica de consumo de xilose. Apds sequenciamento
gendmico, foram identificadas mutacdes no gene ZWF1, com a troca de uma guanina
(G) para uma adenina (A) (glul92asp), além da adicdo de uma citosina (C) no gene
CLNS, resultando numa alteracéo no quadro de leitura do gene (frameshift variant).
Para validar os efeitos destas mutacdes no metabolismo microbiano e a especifica
relacdo com o consumo de xilose, variacbes dos genes alvos contendo os SNPs
identificados na linhagem parental foram inseridos nos mutantes derivados de C5TY
- zwflA::hph e cIn3A::hph. Para a insercdo dos SNPs, foi usada uma estratégia tendo
como base o sistema CRISPR/Cas (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012).

O sistema adotado utiliza um set de plasmideos construidos para facilitar
etapas de modificacdo genética em S. cerevisiae, com um vetor contendo a Cas9, o
pJACas-K, e o plasmideo multicopias pJASPR6, contendo sitios para dois gRNAs que
direcionam a clivagem do gene de resisténcia hph em dois pontos diferentes
(comunicacéao pessoal). Estratégias de CRISPR/Cas mediadas por 2 gRNAs ja foram
relatadas como sendo eficientes na clivagem de sequéncias alvo. Utilizando 2 gRNAs,
Tang e colaboradores (2018) conseguiram uma eficiéncia de 100 % em knockouts de
fragmentos de DNA com tamanho de até 3500 bp.

As variantes dos genes ZWF1 e CLN3, com seus respectivos SNPs, foram
amplificados do gDNA da linhagem evoluida e os amplicons foram utilizados como
donors para a edicdo do genoma da C5TY com base no sistema CRISPR/Cas9.

Expressando o sistema CRISPR/Cas9, mediado pelos 2 gRNAs, ocorre a clivagem na



57

ORF do gene hph e sua substituicéo pelo o donor (gene de interesse com SNP) pelo
mecanismo de recombinacdo homadloga.

Na primeira etapa, as linhagens mutantes C5TY_zwflA::hph
C5TY_cIn3A::hph foram transformadas com o plasmideo pJACas-K. O plasmideo
pJACas-K possui um marcador que confere resisténcia a geneticina, o que possibilitou
a selegcdo dos transformantes em meio YPD suplementado com geneticina
(200 mg /L). Na segunda etapa, as linhagens contendo o plasmideo com a Cas foram
transformadas com os amplicons dos genes mutantes ZWF1(SNP) e CLN3(SNP) e o
plasmideo pJASPR6, que além dos gRNAs, possui o marcador que confere
resisténcia ao antibidtico nourseotricina (Goldstein & McCusker, 1999). Os
transformantes foram plaqueados em meio YPD suplementado com nourseotricina e
as colonias resistentes foram selecionadas para posterior confirmagao fenotipica e
molecular da perda do gene hph e insercdo dos genes ZWF1 e CLN3 contendo os
SNPs.

Confirmacéao da insercao dos SNPs

Partindo da premissa que as linhagens transformadas com o sistema
CRISPR/Cas9 perdem a resisténcia a higromicina, as colbnias de transformantes
foram estriadas em meio YPD com higromicina (200 mg/L). Nenhuma das col6nias
testadas conseguiu crescer no meio com antibiotico. Para confirmar molecularmente
a presenca de falso positivo (transformantes com a ORF hph clivada mas sem
insercdo do donor), foi realizada uma PCR. O gDNA de cinco colénias de cada
linhagem de transformantes foi extraido e posteriormente amplificado com primers
forward que anelam na regido upstream dos genes de interesse e um primer reverse
gue anela na regido terminadora do gene de resisténcia. Das linhagens testadas, duas
de cada foram amplificadas, o que sugere a ndo insercéo do donor. Entre as linhagens
onde nao foi observada amplificacédo, foi realizado o sequenciamento por Sanger com
o suporte da facility do LNBR. O sequenciamento confirmou a presenca do SNP

correto nos transformantes (figura 20).

WT 551 TTGACCATTACTTGGGTAAARAGTIGGTCAAGAATCTTTTAGTCTTGAGG 609

RERRRRRRRRARRRANN [ A,
Mut.518 TTGACCATTACTTGGGTAAAJATTRGGTCAAGAATCTTTTAGTCTTGAGG 567

Figura 20: Sequenciamento das linhagens e confirmagéo da insercdo do SNP. Exemplo com
a identificacdo do SNP em ZWF1 e comparacdo com a sequéncia da cepa parental evoluida.
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Fermentacao

Para avaliar a influéncia das variantes mutantes dos genes ZWF1 e CLN3
em relacdo ao consumo de xilose, os mutantes construidos por delecdo, e com a
integracao contendo as mutacdes do tipo SNP, foram usados na fermentagédo em YPX
(50 g/L de xilose). Foram utilizados como controles as linhagens i. parental e ii. a cepa
C5TY com a delecdo do gene ISU1, visando avaliar possiveis eventos epistaticos. Os
resultados revelaram que o duplo mutante zwf1A/isulA cresceu mais rapidamente em
relacdo aos demais mutantes, alcangando o plat6 em ~24 horas (figura 21). Os
mutantes CLN3 tiveram um crescimento mais lento em comparacgao a cepa parental,
resultado este esperado devido ao atraso no ciclo celular durante a transicdo das
fases G1/S. A linhagem com a delecdo do ZWF1 cresceu de maneira mais eficiente
gue o parental C5TY, enquanto a linhagem com o SNP no mesmo gene teve o

crescimento semelhante ao controle parental.
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Figura 21: Crescimento celular dos mutantes ZWF1 e CLN3 em comparagéo a cepa parental
(C5TY) e o mutante ISUL. O crescimento da linhagem controle C5TY esta representado pela
linha pontilhada.

A partir dos dados de consumo de xilose e producédo de etanol, observou-
se que todos os mutantes knockout do alvo ZWF1 tiveram aumento do consumo em
comparagao com a cepa parental (figura 22), sugerindo que a perda de fungao para
esse gene foi benéfica para o consumo de xilose. Curiosamente, o SNP identificado

em ZWF1 nado apresentou diferenca significativa durante a maior parte da curva de
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consumo, sendo observado diferencas apenas na fase final da fermentagéo.
Possivelmente, a mutacdo identificada nesse gene nao afetou drasticamente a
atividade da proteina.

A combinacdo de modificagOes introduzidas no mutante zwflA/isulA
demostrou ter o melhor fithess, consumindo 50 g/L de xilose em menos de 32 horas.
Tal performance fermentativa foi superior ao identificado pelas duas mutacdes zwflA
e isulAisoladas, o que representa um significativo avancgo na construcao de leveduras
visando a utilizacdo de xilose. Tal resultado sugere um sinergismo entre as duas

mutacdes no consumo de xilose.

50
@-C5TY

45 = isulA

40 ~4 Zwf1A
: 2wf1 (SNP)
|zwWfI1A +isull
l—-----l---—--lx —— -
N

35

30

25

20

15

10

Concentragdo xilose e etanol (g/L)

——

0 — 1 o - r 1
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tempo (h)

Figura 22: Consumo de xilose e producado de etanol nos mutantes ZWF1 em comparacao
com a cepa parental (C5TY) e o mutante isu7A. A sinergia das muta¢cdes zwf1A/isu1A resultou
na linhagem com maior taxa especifica de consumo de xilose e produgéo de etanol.

Em relacdo ao alvo CLN3, todos os mutantes knockouts e com SNP
apresentaram taxas de consumo e producao superiores a cepa parental (figura 23)
(tabela 6). Surpreendentemente, o mutante com a delec¢do do gene CLN3 consumiu
a xilose e produziu etanol mais rapidamente do que a cepa contendo o SNP. Esse
resultado sugere que o SNP identificado ndo resulta em uma total perda de fungéo da
ciclina CLN3. Contudo, néo foi observado uma diferenca relevante entre o duplo

mutante cln3A/isulA em relagédo a cepa mutante iSulA.
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Figura 23: Consumo de xilose e producdo de etanol nos mutantes CLN3 em comparacéo
com a cepa parental (C5TY) e o mutante isu1A. Mutantes CLN3 apresentaram melhores taxas
de conversao de xilose. A interagdo com ISU1 nado resultou em aumento na velocidade de
consumo de xilose.

Tabela 6. Desempenho de fermentacdo das cepas mutantes em YPX (50 g/L de xilose). Os
valores representam as médias de trés repeticdes bioldgicas + desvio padrao entre 0 e 32 h.

Taxa maxima
Cepa de crescimento
especifico (h™)

Produtividade de Rendimento de etanol
etanol (g/L.h™) por substrato (g/g™)

C5TY 0,0592 + 0,0016 0,046 + 0,00 0,19 £ 0,03
zwf1A 0,088 + 0,0018 0,805+ 0,01 0,466 £ 0,00
zZwf1(SNP) 0,0636 + 0,0014 0,029 + 0,00 0,197 £ 0,01
cln34 0,0433+0 0,123 + 0,00 0,326 + 0,03
cln3A (SNP) 0,049 + 0,001 0,064 + 0,00 0,257 £ 0,04
isu14 0,105 + 0,0018 1,12 +0,01 0,478 + 0,00
zwf14A +isu14 0,1101 £ 0,004 1,17 £ 0,00 0,474 £ 0,00
cln34 +isu14 0,091 +0,0012 1,12 + 0,00 0,47 £ 0,00
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Discussao

A identificacdo de bases genéticas e novos alvos moleculares visando
redesenhar o metabolismo microbiano apresenta grande potencial biotecnolégico e tal
informacé&o pode ser diretamente aplicada na construcao de plataformas microbianas
eficientes, além de ajudar na compreensdo dos mecanismos que regulam o
metabolismo de interesse. Estratégias de evolucdo adaptativa associadas com
avancos em tecnologias 6micas possibilitaram a descoberta de novas mutacdes que
podem auxiliar no design racional de novas cepas (Sato et al., 2016, Santos et al.,
2016, Palermo et al., 2021). O presente trabalho explorou os efeitos de mutagdes em
novos alvos inéditos visando otimizar o consumo de xilose pela via de isomerizacéo.

A via das pentoses fosfato (PPP) compreende uma importante rede
metabolica dividida em dois ramos, uma fase oxidativa, envolvida na geragcdo de
NADPH, e outra fase néo oxidativa, importante na sintese de ribose-5-P e eritrose-5-
P, precursores de nucleotideos e aminoacidos aromaticos, respectivamente (Stincone
et al., 2014). O catabolismo da xilose se relaciona com a via PPP através do
intermediario xilulose-5-fosfato que entra na fase ndo oxidativa, direcionando o fluxo
para a glicélise e posterior producdo de etanol (Bertels et al., 2021). No presente
trabalho, demostramos que a delecdo no primeiro gene da fase oxidativa, o gene
ZWF1, esta relacionada com a melhora no consumo de xilose, alcancando um
rendimento de 0,466 g de etanol por g de xilose, um aumento de 2,45 vezes maior
gue o parental teste C5TY. O gene ZWF1 é o primeiro gene da fase oxidativa,
responsavel por codificar a desidrogenade G6PD, que redireciona o fluxo da glicélise
para a PPP por meio da converséo de glicose-6-fosfato em 6-fosfogliconolactona, o
gue resulta na regeneracdo do NADPH citoplasmatico (Kwak et al., 2020).

Trabalhos anteriores demostraram que 0s niveis de expressdo dos genes
da fase ndo oxidativa da via PPP estdo envolvidos na otimizacdo das taxas de
consumo de xilose, sendo limitantes para a fermentacdo em cepas modificadas
(Hasunuma et al., 2014; Kobayashi et al., 2017). Vilela e colaboradores (2015)
relataram que as maiores taxas de consumo de xilose, em cepas evoluidas
expressando a via Xl, eram relacionadas, em parte, ao aumento da expressao do gene
TALL1. Avaliando os efeitos da superexpressdo dos genes PPP, Kobayashi e
colaboradores (2018) observaram que linhagens com a superexpressédo de TKL1
apresentavam perfil superior no consumo de xilose, com aumento de até 1,66 vezes

em comparacao ao parental. Os pesquisadores também descreveram que uma cepa
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S. cerevisiae com superexpressdo nos genes TKL1, e superexpressdo dos genes
heter6logos TAL1 e RKI1 de K. marxianus, obteve aumento de 1,83 vezes no
consumo de xilose.

Diferente do presente trabalho, a superexpressdo do gene ZWF1 ja foi
relatada em cepas contendo a via oxi-redutiva XR-XDH como uma estratégia para
otimizar o consumo de xilose por meio do aumento dos niveis de NADPH para a
enzima xilose redutase (Jo et al. 2015; Zha et al. 2014). Liu e colaboradores (2017)
conseguiram aumentar o consumo de xilose por meio da superexpressao do ZWF1.
Contudo, o aumento da expressdo também levou ao acumulo de xilitol, o que
consequentemente reduziu o rendimento final de etanol. Jeppsson e colaboradores
(2003) relataram que a redugéo da atividade do gene ZWF1 reduziu o rendimento de
xilitol e aumentou até 5,1 vezes o consumo especifico de xilose em comparacdo com
0 gene deletado. Contudo, as cepas com menor atividade de ZWF1 também
cresceram mais lentamente em hidrolisado lignocelul6sico e foram mais sensiveis ao
H202 em comparagéo ao selvagem. A influéncia do gene ZWF1 no consumo de xilose
€ relatado por ser a principal via metabdlica de producdo de NADPH para a xilose
redutase. Contudo, ndo existem muitas informacdes sobre a influéncia do ZWF1 em
cepas contendo a via de isomerizagao, a qual independe do uso de cofatores. Dados
de transcriptdmica em cepas fermentadoras de xilose com a via Xl ja revelaram uma
diminuicdo na atividade do gene ZWF1 durante o consumo de xilose (Palermo et al.,
2021), o que pode indicar um possivel ajuste metabdlico visando otimizar a conversao.

Andlises transcricionais realizadas por Qi e colaboradores (2015), obtidas
em cepas evoluidas expressando a via Xl, também observaram uma reducdo na
atividade do gene ZWF1, o que pode indicar uma regulacdo negativa na parte
oxidativa durante o catabolismo da xilose. A reduc&o nos niveis de expresséao na fase
oxidativa pode ser uma resposta a fonte de carbono disponivel no meio.
Diferentemente da glicose que é direcionada para via PPP através da fase oxidativa,
pentoses como xilose e arabinose entram no fluxo PPP por meio da fase néo
oxidativa, sem a formacdo de NADPH (Masi et al., 2021), indicando uma preferéncia
na regulacao positiva a fase ndo oxidativa. Contudo, a producdo de NADPH ¢ vital
para outras reagdes bioquimicas, como na detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Nguyen et al., 2014). Mutantes zwflA nao tiveram seu fithess afetado
durante o crescimento em meio rico YPX. Curiosamente, em ensaios avaliando a

sensibilidade de mutantes nulos PPP em resposta ao estresse oxidativo, Kriger e
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colaboradores (2011) observaram que cepas S. cerevisiae duplos mutantes nulos
para ZWF1 e TAL1 apresentaram maior sensibilidade a H202 em comparagao a
mutantes Unicos ZWF1. No mesmo trabalho, os autores relataram que mutantes TKL1
ou RPE1 também apresentaram sensibilidade a H202, e que cepas com aumento no
fluxo na fase n&o oxidativa apresentaram maior resisténcia a ROS. Estes estudos
podem indicar que os mecanismos de regulacdo ao estresse podem ser mais
complexos, incluindo vias além da fase ndo oxidativa da PPP.

Blank e colaboradores (2005) analisaram o fluxo metabdlico em cepas
mutantes ZWF1 ndo fermentadoras de xilose e relataram a ocorréncia de uma
alteracao no fluxo da via PPP n&o oxidativa para a producéo de eritrose-4-fosfato e
ribulose-5-fosfato. A via fornece precursores para diversos metabolismos, além do
aumento do fluxo da enzima malica, o que compensaria os baixos niveis de NADPH
(Blank et al., 2005). O aumento das taxas de eritrose-4-fosfato e ribulose-5-fosfato
podem indicar uma atividade positiva na fase nio oxidativa. E possivel que a
inativacao de ZWF1, ou mesmo a reducéo da sua expressao, induzam indiretamente
a regulacéo positiva dos genes da fase ndo oxidativa. Esses dados podem sugerir que
0 aumento do consumo de xilose observado nos mutantes ZWF1, construidos no
presente trabalho, pode ser consequéncia da adaptacdo da via PPP né&o oxidativa,
em resposta a inativacdo da fase oxidativa, aumentando o fluxo para o metabolismo
de xilulose-5-P e consequentemente beneficiando o consumo de xilose. Observamos
gue a cepa com o SNP em ZWF1 teve uma performance de fermentacdo semelhante
ao parental, o que indica que a mutacdo ndo configura mudanca relevante para o
consumo de xilose nas condicfes testadas. Esse resultado pode ser atribuido ao tipo
de aminoacido alterado, sendo que o SNP investigado resulta na troca de glutamina
por acido aspartico. Ambos os aminoacidos possuem cadeia lateral de carga negativa.
Dessa maneira, a mudanca do aminoacido pode ndo estar afetando de forma
significativa a estrutura final da proteina. O nosso grupo relatou anteriormente que
mutacdes de perda de fungéo no gene ISU1 melhoram o catabolismo de xilose em S.
cerevisiae. Uma hipétese possivel do efeito benéfico na delecdo do ISU1 pode estar
relacionada ao aumento da disponibilidade de ferro intracelular em cepas isu1A, o que
poderia otimizar a atividade da metaloenzima Xl, contribuindo para o consumo de
xilose. Embora outras hipéteses tenham sido abordadas pelos autores (Santos et al.,
2016). Observamos que o duplo mutante zwflA/ isulA consumiu de forma mais

eficiente a xilose em comparagdo aos mutantes Unicos. Propomos que a interacao
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epistética encontrada neste duplo mutante pode ser uma relacao entre o efeito positivo
causado pela dele¢édo do ISU1 e o fluxo ampliado na fase ndo oxidativa da PPP, por
consequéncia de um remodelamento metabdlico em resposta a inativacao da fase
oxidativa. Posteriormente serdo realizados mais experimentos para avaliar a
sensibilidade das cepas mutantes, além da quantificacdo de intermediarios
metabdlicos da via em resposta a perda do gene ZWF1 durante o consumo de xilose.

Outros ensaios serdo necessarios para identificar a causa do aumento na
velocidade de converséo de xilose em mutantes CLN3. O gene CLN3 esta envolvido
em uma complexa rede regulatéria responsavel por coordenar os eventos de divisao
em S. cerevisiae (Johnson & Skotheim, 2013). Esse gene codifica uma ciclina G1 do
ciclo celular, responséavel por ativar a quinase Cdc28p, a qual promove a transi¢ao da
fase G1 para S (Cross & Blake, 1993; Sommer et al., 2021). O acumulo da ciclina
ClIn3p no nucleo ativa Cdc28p, formando o complexo CIin3p/Cdc28p. Esse complexo
fosforila o repressor Whi5p, promovendo a ativacéo do fator transcricional SBF (Swi4,
Swi6), o qual ativa a transcricdo das ciclinas CLN1 e CLN2. As ciclinas atuam na
fosforilacdo de Whibp, contribuindo para a retroalimentacéo positiva da transicdo G1-
S (Skotheim et al., 2008; Haase & Wittenberg et al., 2014).

A interrupcao na transicao da fase G1-S limita a diviséo celular e producao
de biomassa em relacdo a célula parental. Ja foi relatado anteriormente na literatura
gue a perda de funcdo em CLNS3 resulta no atraso da expresséo das ciclinas CLN1 e
CLNZ2, aumentando o tempo da célula na fase G1 e resultando em um aumento do
tamanho celular (Zhang et al., 2002; Shi & Tu, 2013). Apesar de CLN3 ser a principal
cliclina responsavel pela progressao da fase G1-S, cepas mutantes cln3A conseguem
viabilizar o ciclo celular pela expressdo de BCK2, o qual atua como um mecanismo
alternativo através da ativacdo de genes do ciclo celular, independentemente da
Cdc28p e da interacdo com a subunidade Swi6 do complexo SBF (Ferrezuelo et al.,
2009; Barber et al., 2020). Trabalhos avaliando o papel de BCK2 na divisao celular
demostraram que o duplo mutante cIn3A/bck2A era letal para as células e a
superexpressdao de BCK2 suprimia a letalidade em mutantes clnlA/cin2A/cin3A
(Bastajian et al., 2013). Desta forma, os mutantes CLN3 foram capazes de viabilizar
a proliferacdo celular, mas com um atraso na progresséao da fase G1-S.

A repressédo na fase G1-S ocorre pelo fator transcricional MBF (Mbp1l,
Swi6), o qual é ativado tardiamente pelo complexo CIn3/Cdc28p (Wittenberg & Reed,

2005). Por sua vez, MBF ativa o gene NRM1, o qual codifica uma proteina repressora
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responsavel por fosforilar Swi6é (Travesa et al., 2013). Wei e colaboradores (2018)
observaram que a superexpressdo de NRM1 aumentou o consumo de xilose em
cepas de S.cerevisiae, além de possibilitar o aumento de 35,4% na taxa de consumo
de xilose em meio misto (20 g/L de xilose e 20 g/L de glicose). Os autores também
relataram que a delecdo de NRM1 reduziu a taxa de consumo especifico da xilose em
79,6% em meio com a mistura dos agucares.

A via RAS/cAMP/pKA, envolvida na regulacdo pés-traducional de uma
grande variedade de proteinas, ja foi previamente associada ao metabolismo de
xilose. Sato et al. (2016) identificou uma interacdo epistatica entre os genes ISU1,
GRE3, HOGL1 e IRA2 que potencializou a fermentagao de xilose em S. cerevisiae. O
regulador negativo IRAZ2 ja foi descrito como sendo necessario para a progressao da
fase G1 para S do ciclo celular, modulando o tamanho da célula (Tamanoi, 2011,
Belotti et al., 2012).

Mesmo apresentando menor crescimento, os mutantes CLN3 exibiram
maiores taxas de consumo e maior rendimento de etanol por xilose. Futuras
investigacOes serdo feitas visando elucidar o papel dessas mutacées no metabolismo

de xilose.
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