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INTRODUCAO:

Uma série de iniciativas tem se sucedido como tentativa de mitigar o impacto das emissdes de
combustiveis fosseis nas mudancgas climéticas. Dentre esses esfor¢os, a producao de etanol de segunda
geracdo (E2G), a partir da converséo de residuos lignocelulésicos agroindustriais sobressalentes a

producao de etanol, que séo ricos em xilose e glicose, tem sido apontada como uma alternativa atraente.
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inserir a via da xilose isomerase (Figura 1) nesta levedura,

Rota das Pentoses
fornecendo assim a capacidade de metabolizacdo da xilulose,  Figura 1 - Rotas de convers&o de D-xilose

em D-xilulose em bactérias e fungos.
produto isomerizado da pentose em questéo [1].

Apesar dessa estratégia de modificagdo genética favorecer o consumo de xilose pela S.
cerevisiae, a necessidade de uma melhoria neste metabolismo ainda se faz necesséria para fins de
aplicacdo comercial. Para tal finalidade, a modificagdo da taxa de transcricdo de genes enddgenos é
comumente empregada, como a superexpressdao do gene XKS1, responsavel por codificar uma
xiluloquinase, responsavel pela conversdo da xilulose em xilulose-5-fosfato que € naturalmente
metabolizada na via das pentoses fosfato (PPP) [1] [2] [3]. Devido ao seu papel antecessor a PPP, a
regulagéo do nivel de expressao de XKS1 é primordial para otimizagédo da capacidade fermentativa de

xilose em S. cerevisiae.
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A partir da andlise do transcriptoma de uma levedura expressando uma xilose isomerase e
outras modificacdes genéticas benéficas para o consumo de pentoses, durante uma fermentacdo em
condicbes industriais de fermentacéo, é possivel avaliar quais genes enddgenos tem maior nivel de
expressao durante o consumo de xilose (Figura 2). A linhagem analisada é uma cepa industrial
denominada Celere-2L, apresentando superexpressao de XKS1 controlada pelo promotor ADH1. Com
esse estudo, é possivel avaliar que ADH1 ndo apresenta maior expressao durante o consumo de xilose,
enguanto os genes TEF1 e TDH1 - genes constitutivos cujos promotores geralmente sao usados na
construcao de cassetes de expressao - se mostraram superiores. Sendo assim, 0 projeto em questao,
objetiva o estudo dos promotores de TEF1, PGK1 e ADH1 para superexpressdo do gene XKS1 e seu
efeito no metabolismo de xilose em S. cerevisiae, visando uma maior producédo de etanol celulésico.
Neste estudo, GAP1p serd usado como controle negativo, devido ao seu baixo nivel de expressao

durante o consumo de agucares.
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Figura 2 — Gréfico de expressao de genes chave na via glicolitica ou PPP cujos promotores podem ser usados para superexpressédo de XKS1.

METODOLOGIA:

e Linhagens e meio de cultivo

A linhagem de S. cerevisiae laboratorial BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0) [4] sera
utilizada como background para teste da superexpressdo de XKS1 com diferentes promotores. A
levedura sera cultivada em YPD (10 g.L-1 extrato de levedura, 20 g.L-1 peptona e 20 g.L-1 glicose) para
fins de in6culo e propagacao. YNB (6.7 g.L1 base nitrogenada para levedura) suplementado com 20 g.L-
1 glicose, CSM-L (500 mg.L-1 dropout de aminoacidos sem L-Leucina). YNB 0.5% glicose 2% xilose
CSM-U (500 mg.L-1 dropout de aminoacidos sem Uracila) ser4 usada em teste de fermentacéo.
Escherichia coli DH5a sera usada para propagacao e manutencgao de vetores de expressao em levedura.
Células DH5a serao cultivadas em meio Luria Bertani (10 g.L-1 triptona, 5 g.L-1 extrato de levedura e 5
g.L-1 cloreto de sddio) adicionadas de 100 mg.mL-1 de ampicilina para amplificacdo de plasmideos. Em
todos os casos, 15 g.L-1 de agar sera adicionado ao meio para cultivo em meio sélido e glicerol 50%

sera adicionado 1:1 para armazenamento estoque a -80 °C.
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* Biologia molecular geral

A transformacédo de levedura sera realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e
cols. (2007) [5]. Transformacao de células de E. Coli DH5a sera realizada pelo protocolo padrao de
choque elétrico. Purificacdo de plasmideos de bactéria sera feito com um protocolo caseiro de miniprep.
DNA genbmico sera extraido usando um protocolo rapido (LIOAc)-SDS/EtOH [6] para uso em reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Todas as reacdes de PCR serdo realizadas usando a polimerase de

alta fidelidade Phusion® de acordo com as instrucdes do fabricante (NEB).

* Plasmideos e clonagem

Para montagem dos cassetes de expressao de XKS1 sera usado o vetor p425-GDP [7] como
backbone da estrutura necessaria para replicacdo e manutencdo do material genético. O vetor consta
com um promotor GAP1p, flanqueado por sitios de restricdo Sacl a 5’ e BamHI a 3’, e terminador CYCL1t.
Para construcdo do cassete controle para teste de superexpressdo de XKS1, GAP1p-XKS1-CYCL1t, o
vetor p425-GPD sera digerido com BamHI e a ORF - amplificada do genoma de BY4742 com homologias
externas ao sitio de digestdo do backbone - ser& clonada a partir de transformacdo em S. cerevisiae.
Para o cassete TEF1p-XKS1-CYC1t, PGK1p-XKS1-CYC1t e ADH1p-XKS1-CYCL1t, p425-GDP sera
digerida com Sacl e BamHI para remocao de GAP1p, e TEF1lp, PGKlp, ADH1p e XKS1 (também
amplificadas a partir do genoma de BY4742) serdo clonadas também via recombinacao homologa em
levedura (Figura 3). Uma xilose isomerase funcional de Orpinomyces sera expressa em vetor (pXl)

contendo o gene e marcador de sele¢cdo URAS.

* Validagéo dos fenotipos

Cepas com superexpressdo de XKS1 e expressando pXl serdo avaliadas de acordo com sua
produtividade e rendimento de etanol em fermentagdo semi-anaerodbica. Cultivos serdo realizados em
garrafas do tipo Shott de 100 mL contendo 80 mL de meio YNB 0.5% glicose 2% xilose CSM-U, com
uma densidade otica inicial (DO600) de 1.0, 30 °C e 100 rpm. A quantificagcdo dos agucares consumidos

e metabdlitos produzidos sera feita em analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Figura 3 — Clonagem do gene XKS1 no vetor p425- GDP a partir de duas estratégias: manutengéo do promotor original do vetor (GAP1p) via
linearizag&o com enzima BamHlI e posterior clonagem da ORF; remogé&o do promotor GAP1 e substituicio pelo TEF1p, via digestdo com BamHI
e Sacl, simultaneamente
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Inicialmente, foi realizada a linearizacdo do vetor p425-GPD, para montagem do cassete de
expressdo GAP1p-XKS1-CYCL1t, com a finalidade de usa-lo como controle negativo, visto a expressédo
baixado promotor GAP1p durante o consumo de xilose, e uma digestdo de forma a extrair a sequéncia
enddgena de GAP1p do backbone, permitindo a construcao dos cassetes TEF1p-XKS1-CYC1t, ADH1p-
XKS1-CYC1lt e PGK1p-XKS1-CYC1t. Também foi realizada a amplificacdo das sequéncias TEF1p,
PGK1p, ADG1p e XKS1 do genoma de Saccharomyces cerevisiae. A montagem dos vetores de
expressao foi feita por clonagem in vivo em levedura, juntamente com um plasmideo de Orpynomices
sp. contendo uma xilose isomerase (GAP1p-XYLA-CYCL1t, URAS3), usando a linhagem BY4742 (Figura
4).
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Figura 4: Placas de YNB sem leucina e sem uracila com leveduras transformadas de BY4742 para montagem dos vetores de interesse.
Transformagédo pelo método PEG/LiAc, com controle negativo, integracdo de p425 TEFlp + p42_GPD p425 TEFlp + p426_XlOrp,
p425_GAP1p + p426_GPD, GAP1p_XKS1 + p426_XI e TEF1p_XKS1 + p426_XIOrp.

Apo6s a confirmac@o das clonagens, os DNAs dos novos vetores foram transformados em
Escherichia coli DH5a para amplificacao e reconfirmacao da clonagem por digestdo. Apds a constatagéo
de que a construcdo das cepas foi bem sucedida (Figura 5), os materiais foram enviados para
sequenciamento Sanger e o processo de validacdo do fendtipo foi iniciado. Todas as cepas
transformadas foram utilizadas para fermentacéo de xilose em meio YNB URA-LEU- contendo 2% de

xilose, seguidas de uma analise por HPLC.

Figura 5: Gel de eletroforese das reagdes de PCR de confirmag&o da transformacé@o em levedura para integracdo dos plasmideos contendo
os cassetes de expresséo previamente montados e a via de xilose isomerase. PCR de confirmacao da integragéo dos plasmideos p425_TEF1p
+ p426_GPD, p425_TEF1p + p426_XIOrp, p425_GAP1p + p426_GPD, GAP1p_XKS1 + p426_XIOrp e TEF1p_XKS1 + p426_XIOrp.
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CONCLUSOES:

Apbs confirmacdo da montagem dos vetores contendo os diferentes cassetes de expressao de
XKS1, e transformacdo da cepa com uma xilose isomerase, uma fermentacao preliminar foi realizada
para validar os fenétipos de consumo de xilose. Uma analise por HPLC do ensaio de fermentacéo
confirmou que o promotor TEF1p foi capaz de aumentar significativamente o fenétipo de fermentacao
de xilose em S. cerevisiae em contraste com 0s outros promotores testados. Portanto, esses resultados
podem contribuir para o desenvolvimento de cepas mais eficientes na fermentacado durante a producéo
de E2G.
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