Leonardo Gomes Kretzer

CLONAGEM, EXPRESSAO E ANALISE DE
TRANSPORTADORES DE ACUCARES EM LINHAGENS
RECOMBINANTES DE Saccharomyces cerevisiae

Trabalho de Conclusdo de Curso
submetido ao Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do Grau
de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.
Orientador: Professor Dr. Boris Juan
Carlos Ugarte Stambuk

Coorientadora: Ma. Marilia Knychala

Florianopolis
2017



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Kretzer, Leonardo Gomes

CLONAGEM, EXFRESSA0 E ANALISE DE TRANSFORTADORES DE
}'AC;L-TCER‘ES EM LINHAGENS RECOMEINANTES DE Saccharomyl:es
cerevisiae / Leonardo Gomes Eretzer ; orientador, Boris

Juan Carles Ugarte Stambuk ; coorientadora, Marilia
Knychala . - Floriandpolis, SC, 2017.
64 p.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduagio) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Bioldgicas. Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas.

Inclui referéncias

1. Ciéncias Bioldgicas. 2. Biotecnolegia de leveduras.
3. Etanol de segunda geragdo. 4. Biocombustiwvel. I. Stambuk
; Boris Juan Carles UOgarte. II. Enychala , Marilia . III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas. IV. Titule.







Este trabalho é dedicado a todos
aqueles que, de alguma forma, foram
importantes para mim durante toda a
graduacéo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Boris J. C. U. Stambuk
pela oportunidade, paciéncia e orientagcbes durante todo o periodo que
estive no laboratério.

Aos meus pais, Mauricio Kretzer e Ivete Gomes Kretzer que me
sustentaram, apoiaram, amaram e ensinaram durante toda a minha vida,
permitindo que eu me tornasse a pessoa que sou hoje.

Aos meus irmdos, Stefano e Isadora Gomes Kretzer, e todo o
restante da familia, que sempre estiveram presentes para dar conselhos e
ouvir meus desabafos.

A minha namorada, Maria Eduarda de Andrade Borges, por seu
carinho, paciéncia, lembretes, amor e dedicacéo.

Ao0s meus amigos da vida e da graduacdo, parceiros em todas as
festas, bares, estudos e todo o resto que o0 ambiente universitario
proporciona, que, sem dulvida, sd0 muito importantes para todo o
desenvolvimento como pessoa.

Aos professores da graduacdo que, certamente, foram grandes
estimuladores da minha curiosidade sobre o fascinante mundo biolégico
e que, com isso, me catapultaram até onde estou hoje.

A todo o pessoal do laboratério que, junto comigo, vibrou com
os bons resultados e afogou as magoas com 0s experimentos que nao
gueriam funcionar.

Ao CNPq, CAPES e demais financiadores por todo o suporte
concedido ao laboratério e pela oportunidade de receber bolsa de estudos
durante todo o periodo que estive no mesmo.

Um agradecimento mais do que especial a minha co-orientadora,
amiga e conselheira, Marilia Knychala, por toda sua dedicacdo em me
ensinar as técnicas e macetes necessarios para a vida laboratorial, por
todos os 6timos conselhos para a vida e por sempre me desculpar quando
0s erros do IC eram grandes.

Muito obrigado a todos vocés e a todos os outros que foram
esquecidos por essa cabeca tumultuada e confusa, vocés todos sdo muito
especiais para mim.






“Tudo que temos que decidir € o que fazer com
tempo que nos é dado”.
(Gandalf, em “A Sociedade do Anel”)






RESUMO

O etanol de 22 geracdo (2G) é uma alternativa energética que diminui os
impactos ambientais gerados pela utilizacdo dos combustiveis fosseis. A
fermentacdo da xilose, que é o segundo principal aclcar constituinte da
biomassa lignocelulésica, € necessaria para que se estabelegca uma
producdo industrial eficiente de etanol 2G. Entretanto, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, que € o organismo melhor adaptado para as
condi¢des industriais, ndo é capaz de utilizar esse, sendo necesséria a
utilizacdo de uma cepa recombinante que possua as enzimas necessarias
para a metabolizacdo da xilose, como a xilose redutase, xilitol
desidrogenase e xilucinase. O primeiro passo na via de metabolizacéo é a
internalizacdo do aclcar, que se da por meio de transportadores, que sdo
proteinas integrais de membrana. Varios organismos da biodiversidade
brasileira metabolizam a xilose de forma eficiente, sendo uma possivel
fonte de transportadores de xilose. Foram identificados, por analise de
similaridade com sequéncias depositadas no banco de dados (NCBI), trés
possiveis transportadores deste acucar: FRS1 de Spathaspora
passalidarum, e SUT4 e SUT6, ambos de Spathaspora arborariae, todos
apresentando similaridade com outros transportadores de xilose ja
conhecidos. Assim, esse trabalho teve como objetivo a construgdo de
linhagens recombinantes de S. cerevisiae contendo esses transportadores
de acUcares e posterior analise dos perfis de crescimento e fermentacédo
das mesmas. Uma vez construidas as linhagens recombinantes (DLGK1-
SUT4, DLGK1-SUT6, DLGK1-FRS1 e DLGK1-GPD), foi analisado o
perfil de crescimento das mesmas sobre diferentes fontes de carbono
(maltose, glicose, xilose, frutose e galactose). Também foram realizados
experimentos de fermentagdo em batelada, na presenca de glicose, xilose
ou em co-fermentacdo desses dois aclcares, simulando condicdes
industriais. Tanto nos ensaios de crescimento quanto nos ensaios de
fermentacdo foram mensurados o consumo dos agUcares, a producao de
etanol e outros metabolitos da fermentacdo (glicerol e xilitol). Como
resultado, obteve-se duas cepas (DLGK1-SUT4 e DLGK1-SUTG6) capazes
de consumir glicose. A linhagem com o transportador SUT4 também
apresentou capacidade de consumir xilose, porém, o consumo foi baixo e
a linhagem apresentou fenétipo de floculacdo, indicando uma condicédo
de estresse. O baixo consumo de xilose pela cepa contendo o gene SUT4
pode ser devido a esse transportador estar sendo removido da membrana
plasmatica através de endocitose mediada por ubiquitinacdo. A cepa
contendo o gene FRS1 ndo apresentou caracteristicas fenotipicas que



indiquem que esse gene é um transportador de aclcar funcional em S.
cerevisiae.

Palavras-chave: Alcool; 2G; etanol de segunda geragdo; Spathaspora
arborariae; Spathaspora passalidarum; biotecnologia; fermentacao;
levedura; xilose.
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1. Introducéo

Os combustiveis fosseis vém sendo amplamente utilizados desde
a revolucdo industrial. Apesar de possuir uma elevada eficiéncia
energética, esses combustiveis apresentam varias desvantagens. Dentre
essas desvantagens, destacam-se: a caracteristica de serem ndo-
renovaveis, prejudicarem o ambiente (desde sua extracdo até sua
utilizacdo como fonte energética), e sua extracao/producado ser restrita a
alguns paises produtores, fazendo com que esses sejam 0s responsaveis
pelo abastecimento de todo o globo (LOVINS et al., 2005). O pequeno
numero de paises responsaveis pela maior parte da produgdo mundial de
petrdleo, em conjunto a questdes politicas/diplomaticas levou a crise do
petroleo da década de 70, em que 0s precos por barril se elevaram em
guatro vezes, provocando uma grave crise econémica (LOVINS et al.,
2005).

Dado o grande interesse econdmico e dependéncia energética da
nossa sociedade sobre o petroleo, é de elevado o interesse de que se
desenvolva outras formas energéticas que supram as necessidades da
sociedade. Assim, durante a década de 70, em virtude do programa
PROALCOOL, os investimentos nacionais sobre o etanol combustivel
aumentaram grandemente, fazendo com que nosso pais se tornasse hoje o
segundo maior produtor mundial desse combustivel, atingindo, em 2014,
28,6 bilhdes de litros produzidos (BRASIL, 2015).

Toda a producdo de etanol brasileira se da a partir da cana-de-
acucar, um cultivar completamente adaptado as condi¢Bes climéticas
tropicais que vem sendo cultivado no territorio nacional desde o periodo
colonial. Desde que os investimentos sobre o alcool aumentaram, muitos
aspectos da producdo desse combustivel foram melhorados
(MARTINELLI & FILOSO, 2008).

A producédo de etanol em larga escala demanda uma grande area
de plantio de cana-de-agUcar, gerando uma quantidade imensa de residuos
de producdo, no caso, palha e bagaco. Cada tonelada de cana de agUcar
produzida gera, em média, 280 Kg de bagaco e 234 Kg de palha e pontas
(NOGUEIRA & GARCIA, 2014). A maior parte desses residuos é
gueimada para a producdo de energia elétrica nas préprias usinas
(CORTEZ, 2008; FERNANDES et al., 2012; SOUZA, 2012).

Essa biomassa vegetal (biomassa lignoceluldsica) é de grande
interesse energético pois, através dela, se pode aumentar em até 50% a
producdo de etanol brasileiro a partir da cana de aglcar, sem ser
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necessario aumentar a area de plantio de cana-de-agUcar. Isso é possivel
gracas ao chamado etanol de segunda geracdo - 2G (PESSOA Jr. et al.,
2005; STAMBUK et al., 2008; MILANEZ et al., 2012).

A utilizagdo de biomassa lignoceluldsica como substrato para a
fermentacdo é possivel gracas a composicdo bioquimica da biomassa
lignoceluldsica (Figura 1), que é composta por celulose, hemicelulose e
lignina (PEREIRA Jr.; COUTO; ANNA, 2008). A lignina é um polimero
heterogéneo de alcoois aromaticos (GUERRIERO et al., 2015) e pode ser
gueimada para gerar calor e eletricidade para a industria (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006). Ja a celulose, que é o maior componente dessa
biomassa, é um polissacarideo complexo formado exclusivamente por
mondmeros de glicose, unidos por ligagdes B(1-4). Este monossacarideo,
por sua vez, é de facil utilizacdo pela grande maioria dos organismos
conhecidos, podendo ser facilmente convertido a etanol pelas leveduras.
A hemicelulose é o0 segundo maior componente dessa biomassa, e € um
polimero muito mais heterogéneo, contendo varios tipos de agucares,
sendo a xilose, uma pentose, 0 mais abundante deles e o segundo agUcar
mais abundante no mundo (ficando atras apenas da glicose). Assim sendo,
este aclcar é um dos maiores focos de estudo para a producdo de etanol
2G (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005; JEFFRIES, 2006; GIRIO et al.,
2010; SARKAR et al., 2012).

Apesar de serem abundantes, 0s agUcares presentes na biomassa
lignoceluldsica ndo estdo prontamente disponiveis para serem utilizados
pelos organismos. Antes que possa ser utilizado pela indUstria, a biomassa
precisa passar por um pré-tratamento quimico, fisico, enzimatico ou um
conjunto desses fatores, de forma que 0s aclcares que 0s compdem
fiquem disponiveis (HSU, 1996).

As leveduras sdo fungos unicelulares muito diversos e que vivem
em diversos ambientes, como nas cascas de frutas, no solo, nos intestinos
de animais, entre outros. De todas as leveduras existentes no mundo, a
espécie Saccharomyces cerevisiae é a mais conhecida e amplamente
utilizada, sendo empregada a mais de dois mil anos em varios processos
alimenticios, como producdo de paes, cervejas e vinhos, por exemplo.
Essa mesma levedura é utilizada para a producéo de etanol nas industrias
(TAMANG & FLEET, 2009). Elas utilizam os agUcares (principalmente
hexoses) presentes em grandes quantidades no caldo da cana como
substrato energético, fazendo isso em um processo biolégico chamado
fermentacdo, que libera como produto tanto gas carbonico quanto etanol
(VAN MARIS et al., 2006).
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Figura 1: Imagem esquematica ilustrando tanto a organizagdo estrutural da
biomassa lignocelulésica quanto a estrutura bioquimica da celulose (polimeros
de glicose, azul) e hemicelulose (polimeros contendo glicose, xilose — verde, e
arabinose — vermelho). As percentagens dos constituintes estdo indicadas (valores
aproximados).

~40% celulose
~30% hemicelulose
Lignina e ~25%lignina

Hemicelulose 4

Coluose g

2

\
N g\é\/ D-O-O-<0-Cq
/\f

Fonte: Este trabalho

S. cerevisiae € utilizada pela industria do alcool por diversos
motivos, dentre eles esta sua robustez frente as condigdes industriais,
como resistir bem as altas concentracdes de etanol, aos baixos niveis de
pH, alta pressdo osmética, etc. Além disso, essa especie também é
utilizada por ser uma fermentadora preferencial, utilizando a via
fermentativa mesmo na presenca de oxigénio (LANDRY et al., 2006;
MERICO et al.,, 2007). Porém, ha um problema: S. cerevisiae ndo
consegue, naturalmente, metabolizar xilose uma vez que ndo expressa as
enzimas necessarias para metabolizacdo desta e de outras pentoses
(BATT et al., 1986; PITKANEN et al., 2003).

Na tentativa de melhorar a capacidade fermentativa de pentoses
por S. cerevisiae, tem-se realizado modificacdes genéticas especificas que
alteram os niveis de expressdo de certos genes ou entdo que introduzem
novos genes no organismo alvo. Essa metodologia é chamada de
engenharia metabdlica (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000).
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As principais estratégias dessas alteracdes genéticas (Figura 2)
visam possibilitar que a xilulose-5-fosfato seja produzida pela célula,
permitindo com que a mesma entre na via das pentoses fosfato (PPP).
Para tal, tem se desenvolvido linhagens que possuam as enzimas xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), além de possuir a
sobreexpressdo do gene que codifica para a enzima Xxilucinase (XK),
responsaveis pela metabolizagdo inicial da xilose (JEFFRIES, 2006). No
entanto, pode ocorrer desbalanco redox causado pela atividade das
préoprias enzimas responsaveis pela metabolizacdo inicial da xilose, em
gue a XR possui o NADPH como sendo o principal co-substrato enquanto
a XDH utiliza o NAD*, dessa forma, causa um desequilibrio de
co-substratos que é prejudicial a célula (JEFFRIES, 2006; VAN VLEET
& JEFFRIES, 2008). Finalmente, outras estratégias visam aumentar a
guantidade de xilose que ¢é internalizada pela célula, através da
identificacdo e clonagem de proteinas especificas chamadas
transportadores (HECTOR et al., 2008).

Os transportadores ou permeases sdo proteinas integrais de
membrana, que possuem doze dominios transmembrana em a-hélice
hidrofdbicos, pertencentes a familia de transportadores chamada Major
Facilitator Superfamily (MFS), que atuam levando o agUcar a favor do
gradiente de concentracdo (difusdo facilitada), ou por meio de um
transporte  ativo, utilizando o  co-transporte  agUcar-préton
(HENDERSON, 1993; WEUSTHUIS et al., 1994; HORAK, 1997;
STAMBUK et al., 2008). A grande maioria dos transportadores possui
sequéncias conservadas e especificas de residuos de aminoéacidos,
chamados motivos. Dentre os diversos motivos, o PESPR é presente em
praticamente todos os transportadores de acucares (HENDERSON &
MAIDEN, 1990).

A quantidade de xilose que adentra a célula permanece sendo o
passo limitante para a produgdo de etanol 2G de forma eficiente, pois
todos os transportadores ja estudados que possuem atividade sobre esta
fonte de carbono sdo ineficientes ou inespecificos (DU et al., 2010;
RUNQUIST; HAHN-HAGERDAL,; RADSTROM, 2010; FERREIRA et
al., 2013; YOUNG et al., 2014).

S. cerevisiae ndo possui transportadores especificos para xilose
(LEE etal., 2002; SUBTIL & BOLES, 2012), transportando essa pentose
devido a acdo inespecifica de diversos transportadores de hexoses (HXT1-
HXT17 e GAL2) que ttm uma especificidade maior a glicose a xilose
(GONCALVES et al., 2014). Porém, sdo varias as espécies de fungos que
se utilizam da biomassa lignoceluldsica como substrato para crescimento
e nutricdo. Sendo assim, muitos pesquisadores tém buscado nesses
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organismos alguns transportadores que possuam grande afinidade por
xilose, porém, nenhum dos transportadores encontrados se mostrou muito
eficiente para o transporte dessa pentose (WEIERSTALL,;
HOLLENBERG; BOLES, 1999; KATAHIRA et al., 2008; LEANDRO;
SPENCER-MARTINS; GONCALVES, et al., 2008; DU et al., 2010;
MOON et al., 2013; RUNQUIST; HAHN-HAGERDAL; RADSTROM,
2010; YOUNG et al., 2011; WANG et al., 2015), de forma que ainda é
necessario encontrar um transportador que seja especifico para xilose e
gue possua alta eficiéncia de transporte.

Figura 2: Figura esquematica de uma levedura Saccharomyces cerevisiae que
possui a via para metabolizagdo de xilose, iniciando com a internalizacdo desse
aclcar (através de um transportador), passando pela metabolizagéo através das
enzimas Xilose Redutase (XR), Xilitol Desidrogenase (XDH) e Xilucinase (XK),
entrando na Via das Pentoses Fosfato (PPP) e posteriormente na glicélise,
culminando com a produgdo de etanol a partir da via fermentativa.

XILOSE O ETANOL
XR
> O ETANOL
Lon 3 XLITOL VNAD(P’H
ol NAD®  NAD(P)
f ;NADH PIRUVATO
XILULOSE
XK fl )
XILULOSE-5-FOSFATO GLICOLISE

Fonte: Este trabalho

Recentemente, duas novas espécies de leveduras capazes de
utilizar xilose foram isoladas, Spathaspora passalidarum e Spathaspora
arborariae. A primeira foi isolada de intestinos de besouros que se
alimentam de madeira (NGUYEN et al., 2006), enquanto a segunda foi
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isolada de madeira em decomposicdo (CADETE et al., 2009). Ambas as
espécies pertencem a biodiversidade brasileira e apresentaram capacidade
de produzir etanol a partir de xilose (CADETE et al., 2012, 2013; DA
CUNHA-PEREIRA et al., 2011; NGUYEN et al., 2006). Além disso,
ambas as espécies tiveram seus genomas sequenciados (LOBO et al.,
2014; WOHLBACH et al., 2011) e alguns de seus genes apresentaram
grande similaridade com transportadores de xilose. Assim sendo, €
possivel que alguns deles codifiquem para possiveis transportadores
eficientes de xilose, o0 que pode melhorar a producéo de etanol 2G.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral: Melhorar a eficiéncia da fermentacdo de xilose e
producdo de etanol de segunda geracdo através da construcdo de
cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que possuam
transportadores de acUcares oriundos de leveduras da biodiversidade
brasileira.

2.2 Objetivos especificos:

-Construir plasmideos contendo transportadores de acucares das
leveduras S. passalidarum e S. arborariae, clonando-os em
Escherichia coli, e expressa-los em S. cerevisiae recombinante sem
transportadores de hexoses (hxt-null), que expressa 0s genes de
metabolizacdo da xilose;

-Analisar o perfil de crescimento e fermentacdo de aclcares pelas
leveduras S. cerevisiae recombinantes contendo diferentes
transportadores.
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3. Material e Métodos
3.1 Selecédo dos genes

Apds os genomas das espécies S. arborariae e S. passalidarum
terem sido sequenciados (LOBO et al., 2014; WOHLBACH et al., 2011),
foram identificados genes que possivelmente codificam para
transportadores de acucares. Assim, foi feita uma busca no banco de
dados do site NCBI, através da ferramenta BLASTp
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), procurando-se no genoma dessas duas
leveduras genes com homologia a transportadores de xilose ja
conhecidos. A partir dai, 3 genes foram selecionados (denominados
SUTA4, SUT6 e FRS1), sob o critério de pertencerem a superfamilia MFS.
Analises adicionais utilizando ferramentas de bioinformatica como
TMpred (http://embnet.vital-it.ch/software/ TMPRED _form.html) foram
utilizadas para identificar a presenca dos 12 segmentos transmembrana,
presente em todos os transportadores de aglcares.

Além disso, foi utilizado o software ClustalOmega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para fazer o alinhamento das
sequéncias, utilizando sequéncias no formato FASTA. O software
MEGAG6 (http://www.megasoftware.net/), foi utilizado para fazer uma
arvore filogenética, do tipo “maxima parciménia”. Para tal, utilizou-se o
alinhamento dos genes selecionados em conjunto com genes presentes no
banco de dados que possuem maior similaridade aos genes selecionados
e com os principais transportadores de xilose ja caracterizados. Com isso
buscou-se agrupar os transportadores selecionados de acordo com suas
similaridades, e assim nomear adequadamente cada um dos genes. Em
seguida, se desenhou iniciadores para amplificacdo desses trés genes
através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (ou PCR,
Polymerase Chain Reaction).

3.2 Extracdo dos DNAs genémicos

As extragdes dos DNAs gendmicos das linhagens UFMG-HMD-
16.2, de S. passalidarum e UFMG-HM19.1AT, de S. arborariae (Tabela
1), foram realizadas com o kit da ZIMO RESEARCH (YeaStar™
Genomic DNA Kit). As extragdes foram armazenadas a -20 °C.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Tabela 1: Linhagens de leveduras utilizadas no presente trabalho.

Linhagens de Gendtipo Referéncia
Saccharomyces
cerevisiae:
DLG-K1 MATa hxtl4::HIS::hxt44 GONGALVES et
hxt24::HIS3 hxt34::LEU2::hxt6 al., 2014
hxt5::LEU2 hxt7::HIS3 gal24
ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112
MAL2 SUC2 AURL::pAUR-
XKXDHXR
DLG-GPD DLG-K1 + p426-GPD Este trabalho
DLG-SUT4 DLG-K1 + p426-GPD-SUT4 Este trabalho
DLG-SUT6 DLG-K1 + p426-GPD-SUT6 Este trabalho
DLG-FRS1 DLG-K1 + pPGK-FRS1 Este trabalho
Linhagens de Descricdo Referéncia
Spathaspora:
S. passalidarum Isolada de madeira em CADETE et al.,
UFMG-HMD- decomposicéo; RR, Brasil 2012
16.2
S. arborariae Isolada de madeira em CADETE et al.,
UFMG- decomposicéo; MG, Brasil 2009
HM19.1AT

Fonte: Este trabalho

3.3 Amplificagdo de genes por PCR

As linhagens UFMG-HMD-16.2, de S. passalidarum (CADETE
et al., 2012), e UFMG-HM19.1AT, de S. arborariae (CADETE et al.,
2009), sdo as linhagens das quais o DNA genémico foram obtidos. A
partir dos DNAs genémicos, os genes de intersse foram amplificados por
PCR utilizando-se iniciadores sintetizados comercialmente, listados na
Tabela 2.

Para o gene SUT4, foi utilizado o iniciador pPGK-T2-F e 0 p426-
SUT2-R, enquanto para o gene SUTB, se utilizou o iniciador pPGK-T6-F
e 0 p426-SUT6-R, em ambos 0s casos, os iniciadores possuem regides de
complementariedade com seus respectivos genes e também possuem
sitios de restricdo para as enzimas BamHI (iniciadores forward) e Xhol
(iniciadores reverse), usados para a clonagem nos vetores p426-GPD
(Tabela 3). J& para o gene FRS1, foram utilizados os iniciadores
pPGK_FRS F e tPGK_FRS R, que anelam nas regides inicial e final do
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gene, respectivamente, e, a0 mesmo tempo, possuem regides que anelam
nas regides promotoras e terminadoras do vetor pPGK (Tabela 3). Foi
utilizada a enzima de alta eficiéncia Phusion® High Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific). Se utilizou eletroforese em gel de
agarose (1%), corado com brometo de etideo para visualizacéo, sob luz
UV, dos fragmentos amplificados.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para clonagem neste trabalho.

Iniciadores Sequéncia (5’ - 3°)? Enzima
para de
clonagem: restricdo
pPGK-T2-F | AGATCGGAATTCAAGCTTGGATCCATG | BamHI

CACGGAGGTTCAGATAGTAA

p426-SUT2-R | GCCCTCGAGGTCGACCCCGGGGGCTT Xhol
AATCAGCATCAGCAACCTTTTC

pPGK-T6-F | AGATCGGAATTCAAGCTTGGATCCATG | BamHI
TTCAAATTCCTAGAGCAAATA

p426-SUT6-R | GCGCTCGAGGTCGACCCCGGGGGLCTT Xhol
ACTTTTGTTTTTTCTCTTGTTCTTG

PPGK_FRS_F | TCGGAATTCAAGCTTGGATCCATGTCAG
GTACAATTAGCCCAAC

tPGK_FRS_R | CACCACCAGTAGAGACATGGGCTATTTA
GTTAAAAATCTCTTCAT

@Nas sequéncias dos iniciadores, estdo destacados em negrito os sitios das
enzimas de restrigdo utilizadas, sublinhado, estdo as regides em que os iniciadores
se anelam nos respectivos genes e, em italico, estdo as regides em que os
iniciadores se anelam nos plasmideos.

Fonte: Este trabalho

Tabela 3: Plasmideos utilizados para clonagem dos genes.

Gene(s) | Plasmideos Caracteristica Referéncia
clonados
FRS1 pPGK URA3 PGK1p-PGK1t KANG et al., 1990

SUT4 e P426-GPD URA3 GPDp-CYCt ATCC ®87361TM
SUT6

Fonte: Este trabalho



32

3.4 Construcao dos plasmideos recombinantes

Os fragmentos dos genes (SUT4 e SUT6) amplificados por PCR
e 0s plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI e
Xhol pela incuba¢do em banho-maria a 37°C por um periodo de 4 horas.
Em seguida, cada um dos fragmentos amplificados, juntamente com 0s
plasmideos p426-GPD pré-tratados, foram incubados a temperatura
ambiente (aproximadamente 22°C) por 10 min, na presenca de T4 DNA
ligase (New England Biolabs). Apds a incubacgéo, o produto da ligagdo
foi transformado em E. coli DHS5a, que possui alta suscetibilidade para
transformacdo e clonagem, apresentando o seguinte gendtipo: F’/
endAlhsdR17 (rK-mK+) glnV44 thi-1 recAl gyrA (Nalr) relAIA
(lacZYA-argF) U169 deoR ®80dlac A (LacZ) M15 (MESELSON &
YUAN, 1968).

Dado que o gene FRS1 foi amplificado com iniciadores contendo
regides idénticas ao promotor e terminador existentes no plasmideo
pPGK (Tabela 2), o processo de insercdo do gene no plasmideo se deu
através do processo de recombinacao por Gibson Assembly (GIBSON et
al., 2008). Nesse processo, 0 gene é construido contendo regides idénticas
ao final da regido promotora e inicial da regido terminadora do plasmideo,
permitindo que o gene fosse inserido no plasmideo em uma reacdo de
PCR contendo exonuclease - T5 exonuclease (Epicentre), DNA
polimerase - Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific) e DNA ligase — T4 DNA ligase (New England Biolabs). A
reacdo de PCR ocorre na presenca do plasmideo (previamente hidrolisado
na regido onde o gene sera inserido), entdo a T5 exonuclease degrada as
regides 5’ das moléculas de DNA lineares, permitindo que ocorra o
pareamento entre as regifes do gene que sdo idénticas as do plasmideo.
Em seguida, a DNA polimerase sintetiza novamente as regides que foram
degradadas pela T5 exonuclease e a DNA ligase promove a ligacao entre
as fitas, obtendo-se entdo um plasmideo contendo o gene de interesse.

Para confirmacdo da correta inser¢do dos genes em seus
respectivos plasmideos, foram realizadas PCRs de confirmacdo dos
mesmos. Para o gene SUTA4, utilizou-se os iniciadores p426-SUT2-R, que
anela no final do gene, e 0 GPD-F, que anela no inicio do promotor do
plasmideo p426-GPD. Para o gene SUTS6, utilizou-se o iniciador p426-
SUT6-R, que anela no final do gene, e 0 GPD-F, que anela no inicio do
promotor do plasmideo p426-GPD. Para o gene FRS1, utilizou-se os
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iniciadores tPGK_FRS_R, que anela no final do gene, e 0 PGKpseq F,
que anela no final do promotor do plasmideo pPGK (Tabela 4).

Tabela 4: Iniciadores utilizados para confirmagéo da correta constru¢do dos
lasmideos.

Iniciadores para Sequéncia (5° - 3°)?
confirmacdo:

p426-SUT2-R GCCCTCGAGGTCGACCCCGGGGGCTTAATCAG

CATCAGCAACCTTTTC
GPD-F GGTACCGAGCTCCGGCCGTCATTATCA
p426-SUT6-R GCGCTCGAGGTCGACCCCGGGGGCTTACTTTT
GITTTTTCTCTTIGTTCTTG
tPGK_FRS_R CACCACCAGTAGAGACATGGGCTATTTAGTTA
AAAATCTCTTCAT

PGKpseq F CAGATCATCAAGGAAGTAATTATCT

@Nas sequéncias dos iniciadores, estdo sublinhadas as regies em que 0s
iniciadores se anelam nos respectivos genes e plasmideos.
Fonte: Este trabalho

3.5 Linhagens recombinantes

A linhagem de S. cerevisiae DLG-K1 (Tabela 1) foi a plataforma
para o estudo dos transportadores, pois a mesma apresenta delecdo de
todos os genes que codificam para os transportadores HXT, do HXT1 ao
HXT7, e GAL2 (hxt-null), sendo capazes de crescer apenas em meios que
contém maltose como fonte de carbono. Ela também ndo possui a
capacidade de crescer em meios sem uracila, pois ndo possuem o gene
URA3. Além disso, essa linhagem possui integrado em seu genoma o
plasmideo pAUR-XKXDHXR, que Ihe garante resisténcia ao antibiético
aureobasidina A e ainda lhe permite sobre-expressar as enzimas
responsaveis pela metabolizacdo da xilose: xilose redutase, xilitol
desidrogenase, e xilucinase (GONCALVES et al., 2014).

Foram utilizados, para clonagem em bactéria e expressdo em
levedura, os plasmideos pPGK (KANG et al., 1990), para o gene FRS1 e
p426-GPD, para os genes SUT4 e SUT6. Ambos possuem o gene URA3,
para selecdo em leveduras, e 0 gene para resisténcia a ampicilina (AMP"),
para selecdo em bactérias. O pPGK possui 0 promotor e o terminador
constitutivo da enzima fosfoglicerato-cinase, enquanto o p426-GPD
possui 0 promotor constitutivo da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e terminador constitutivo do citocromo C.



34

3.6 Meios de cultura e condicdes de crescimento

O cultivo da linhagem DH5a, de E. coli, se deu em meio LB
(Luria-Bertani), que é composto de 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato
de levedura e 5 g/L de NaCl, com adi¢do de 100 mg/mL de Ampicilina
guando necessario. O pH foi ajustado para 7,0 utilizando-se NaOH.
Quando necessario o cultivo em meio solido, se utilizou 0 mesmo meio,
porém, com adicdo de 20 g/L de bacto-agar. Tanto nos meios liquidos
guanto nos meios sélidos, os crescimentos foram realizados em estufas
com temperatura de 37°C, porém, em meio liquido, esse crescimento foi
sob agitacdo de 160 rpm.

O cultivo da linhagem DLG-K1, de S. cerevisiae, foi em meio
YPM, que contém 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20
g/L de maltose. Para a preparacéo de meios solidos, foi adicionado 20 g/L
de bacto-agar ao meio de cultura. Quando necessario, foi adicionado 0,5
mg/L de Aureobasidina A ao meio.

O cultivo das linhagens recombinantes de S. cerevisiae se deu em
meio sintético (SC), com 6,7 g/L de bases nitrogenadas sem aminoacidos,
1,92 g/L de suplemento de bases nitrogenadas e aminoacidos sem uracila
e 20 g/L de cada um dos acucares a serem analisados (glicose, maltose,
xilose, frutose e galactose). Os meios para o crescimento das leveduras
tiveram seus pH ajustados para 5,0 utilizando-se HCI. Tanto nos meios
liquidos quanto nos meios solidos, os crescimentos das leveduras foram
realizados em estufas com temperatura de 28°C, porém, em meio liquido,
esse crescimento foi sob agitacéo de 160 rpm.

3.7 Transformacéo de bactérias

Para a transformagdo da linhagem DH5a. foi utilizado o método
de cloreto de célcio e choque térmico (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
As bactérias tratadas com cloreto de calcio foram retiradas do
ultracongelador a -80°C e incubadas em gelo por 10 minutos para
descongelamento. Foram adicionados a solucdo celular 5 pl. do DNA
desejado. Um controle negativo foi realizado, o qual ndo possuia DNA.
Apos 5 minutos, as bactérias foram aquecidas a uma temperatura de 42
°C (por 2 minutos) e em seguida, resfriadas no gelo por mais 2 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 500 uL de meio LB, para que cresgcam
durante 1 hora sob temperatura de 37°C. Em seguida, as células foram
transferidas para meio sélido contendo ampicilina.
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3.8 Extracao de plasmideos

Para a extracdo dos plasmideos de bactérias, foi realizado o
método “miniprep” (GREEN & SAMBROOK, 2012), para o qual foi
inoculado, em meio LB com ampicilina, a bactéria contendo o plasmideo
desejado e crescida, a 37°C e sob agitacdo de 160 rpm, durante toda a
noite (overnight). A cultura foi transferida para microtubos e centrifugada
a temperatura ambiente, durante 4 minutos a 6000 g. Em seguida, a
solucdo foi ressuspendida em 100 uL de solugdo GTE (50 mM glicose,
25 mM Tris-HCIpH 8,0, 10 mM EDTA) e adicionado 1 pL de RNAse (1
mg/mL) e incubada por 5 min em temperatura ambiente. Depois disso,
adicionaram-se 200 uL de solugdo 11 (0,2 M NaOH e 1% SDS), incubou-
se por 5 min no gelo e adicionaram-se 150 uL de 5 M acetato de potassio,
e deixou-se por mais 5 min no gelo. Centrifugou-se a solugéo durante 10
min, a 4°C, por 12000 g e transferiu-se 0 sobrenadante para um novo
microtubo, adicionando-se 20 pL de NaCl 3 M e 800 uL de etanol 100%,
gelado, e entdo, se manteve no freezer (-20 °C), por 2 horas. Em seguida,
0 DNA foi precipitado, centrifugando-se a 12000 g por 20 min, a 4°C, e
lavando-se com etanol 70%, gelado. Precipitou-se novamente 0 DNA,
centrifugando-se a 13000 rpm por 5 min, a 4°C. Removeu-se 0
sobrenadante deixou-se o plasmideo secar, a temperatura ambiente. Os
plasmideos foram ressuspendidos em agua destilada e os mesmos foram
armazenados a -20 °C.

As extracOes de plasmideos de leveduras foram realizadas com o
kit da ZIMO RESEARCH (Zymoprep™ Yeast Plasmid Miniprep II)
seguindo as instru¢bes do fabricante, e os plasmideos obtidos foram
armazenados a -20°C.

3.9 Transformacéo de leveduras

Para a transformacdo da linhagem DLG-K1 foi utilizado o
método de acetato de litio (GIETZ & WOODS, 2006). Neste, apos as
leveduras serem cultivadas em 50 mL de meio YPM, sob as condigdes
descritas anteriormente, e atingirem a fase exponencial, foi feita uma
lavagem das células com &gua destilada, e ressuspensas em 150 uL de 0,1
M de acetato de litio. Entdo, aliquotas de 50 uL das células foram
transferidas para microtubos, no qual foram adicionados mais 50 pL de
0,1 M LiAc, 5 uL. de DNA de esperma de salméo e 30 uL do plasmideo
de interesse. Em seguida, adicionaram-se 340 pL de PLI, composto por 1
mL de 1 M LiAc, 1 mL 4gua destilada e 8 mL de 50% PEG 3350, e
incubou-se por 30 min sob agitacdo (160 rpm) e temperatura de 28°C.
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Depois disso, foram adicionados 40 uL. de DMSO, e os tubos aquecidos
a 42°C por 15 min (em banho-maria), sendo resfriados logo em seguida
por 2 min. A solugdo foi centrifugada por 3 min, a 6000 g e se
ressuspenderam-se as células em 200 puL de meio SC, sem uracila, com
20 g/L de maltose. A seguir, as células foram inoculadas em placas
contendo meio SC com maltose.

3.10 Ensaios de crescimento e fermentacao

Os crescimentos foram realizados com DO inicial de 0,1 (a 600
nm) das células pré-crescidas em meio SC, sem uracila, contendo 20 g/L
de maltose, em erlenmeyers de 250 mL, cada um contendo 50 mL de meio
SC, sem uracila, e uma fonte de carbono diferente (maltose, glicose,
xilose, frutose ou galactose), incubados como descrito anteriormente.
Esse ensaio foi realizado durante até 216 horas, e aliquotas dos meios
foram retiradas em intervalos predeterminados. Essas aliquotas foram
utilizadas para analisar a densidade celular (a 600 nm) e o consumo de
acucares e producéo de etanol e outros metabdlitos.

Nos experimentos de fermentacdo, primeiramente foi feito pré
crescimentos celulares para que as células estivessem em fase
exponencial no inicio dos experimentos. As células foram crescidas em
meio SC, sem uracila, com 20 g/L de maltose, até que atingissem
densidade suficiente para serem concentradas a densidades celulares de
10 g/L, simulando condigBes industriais. Os ensaios fermentativos foram
realizados em microaerobiose, em frascos de 20 mL cheios de meio de
cultura, agitados utilizando agitadores magnéticos. Os experimentos
foram realizados todos com meios SC, sem uracila, variando na fonte de
carbono (sempre na concentracdo de 20 g/L). Aliquotas foram retiradas
em intervalos regulares de 2 horas a partir do tempo inicial do
experimento. Essas aliquotas foram utilizadas para analisar a densidade
celular e o consumo de aglcares e producdo de etanol e outros
metabdlitos.

3.11 Determinacéo do consumo de aclcares e producdo de
etanol

As determinacGes de consumo de agUcares e producéo de etanol
e outros metabolitos (glicerol e xilitol) foram feitas através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, ou HPLC (High-performance
liquid chromatography), usando o modelo HPLC - Jasco XLC, com
detector por indice de refracdo (R1 2031 plus — Jasco) e coluna para acidos
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organicos (Aminex HPX-87H lon Exclusion Column — Bio-Rad), a fase
movel sendo 5 mM de &cido sulfdrico, com fluxo de 0,6 mL/min, durante
30 min, a 50°C.
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4. Resultados e discussdo
4.1 Selecéo e clonagem dos genes

A sele¢do dos genes se deu com base na andlise de similaridade
com transportadores de aclcares ja conhecidos. Todos os trés genes
apresentaram 0 motivo conservado PESPR (Figura 3), geralmente
presente  em transportadores de aclcares (WEIERSTALL,;
HOLLENBERG; BOLES, 1999). Além disso, os dois genes oriundos de
S. arborariae (genes SUT4 e SUT6) também apresentam o motivo G-G/F-
XXX-G (motivo YOUNG) no primeiro segmento transmembrana,
conservado em transportadores de xilose (YOUNG et al., 2014). Nenhum
dos genes escolhidos apresentou o cédon CUG, que codifica para serina
nas espécies S. passalidarum e S. arborariae, enquanto que em S.
cerevisiae (como na grande maioria dos eucariotos), esse mesmo codon
codifica para leucina (MUHLHAUSEN & KOLLMAR, 2014). Por essas
razdes, esses genes foram selecionados para o presente trabalho.

Com base no filograma (Figura 4) foi possivel um agrupamento
dos genes selecionados e, com base nessa analise, o gene oriundo de S.
passalidarum foi nomeado FRuctose Simporter 1 (FRS1), pois apresenta
maior similaridade com um transportador de frutose, do tipo simporte,
oriundo de Scheffersomyces stipitis. Ja o0s genes oriundos de S.
arborariae, foram nomeados SUgar Transporter 4 (SUT4) e SUgar
Transporter 6 (SUT6). J4 a numeragéo “4” e “6” dos respectivos genes se
deve a numeracdo que as sequéncias dos mesmos receberam no trabalho
que fez o sequenciamento da linhagem UFMG-HM19.1AT, de S.
arborariae (LOBO et al., 2014).

Depois de amplificados a partir do DNA genémico de suas
respectivas espécies, os genes foram entdo inseridos nos plasmideos. Os
plasmideos estdo representados na figura 5, com as caracteristicas
descritas na tabela 3. Para confirmacdo da correta inser¢do dos genes nos
plasmideos, foi feito tanto tratamentos com enzimas de restricao (Figuras
6 e 7), quanto PCRs utilizando-se iniciadores (Tabela 2) que anelam no
final dos genes e nas regifes promotoras dos respectivos plasmideos
(Figura 8). Depois da constru¢do dos plasmideos, os mesmos foram
introduzidos em E. coli.
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Figura 3: Alinhamento das sequéncias das proteinas FRS1, SUT4 e SUT6. O
alinhamento foi realizado utilizando-se o programa IBIVU Server-PRALINE
(http:/lwww.ibi.vu.nl/). As posi¢cdes dos 12 segmentos transmembrana estéo
destacadas em cinza. Os tracos indicam realinhamentos para maximizar a
similaridade entre as sequéncias. Os motivos PESPR estdo destacados em azul.
Os residuos de lisina das porgdes N e C terminais estdo destacados em vermelho.
O motivo YOUNG esta destacado em alaranjado.

10
(PRED) FRSIMSGTISPTSE FORPTVEETE NYSASVESVE LGEDIDVOKE FGDYVQLGHE (PRED) FRS1)
(PRED) suTa| (PRED) SUT4|
(PRED) SUTs| (PRED) SUTS)

.......................... 80 beveoreac@60.........470.........400.........490.........500
(PRED) FRSLILKSGGTFHTN LKNVEFPVTF KNRNNMVRFL (PRED) FRS1|- - ETQRAAA] PAESFS IGTR
(PRED) SUTAlIQQITAERRL EIAGKPGIAG LVANKKSFE (PRED) SUTAPF TNHMGAGH A EVEP LGLRAK
(PRED) SUTGREQTLYONTI EEEVHRELRQ [EsSS TGLING  |(PRED) SUTS|- -KQPEINSI LSVSFSC oIvs IsIRQK
......... 50.........50.........50.........50.........5%0

(PRED) FRSI)
(PRED) SuTal
(PRED) SuTs|

(PRED) FRS1]
(PRED) SUT4
(PRED) SUTG]

160. 170
(PRED) FRS1| - (PRED) FRS1
- (PRED) SUT4

R A [
(PRED) SUTAR W
(PRED) SUT6, AL--TELALL AAGR] (PRED) SUTG)

PETKGRTL DEIDELFGDT SGVSKREAEI HWNRIIKEVGL LELVGLEDLD

(PRED) FRS1)
(PRED) SUT4)
(PRED) SUTG)

(prED) FRS1
(PRED) SUTafs DRSEGGOVQ YQEEKVADAD
(PRED) SUTS[TSTPSDVSHN TIVEKDTVPE PLYNSNQGND LTIIPYNNIL SPTSTTEQDT

(PRED) FRSY
(PRED) suTal
(PRED) SuTS|

(PRED) FRS1
(PRED) SUT4
(PRED) SUTGIEEFRRESVTS HQFSNTNMST ISPLTQGDSH VSNDYQSYLE SLKREYSGIQ

(PRED) FRS1|- -RTSKVEFL EMIKNAQAER KLRASQSRVQ - --------- ---- VMLOLF (PRED) FRS1

(PRED) SUTANNELIQMEFL EMKAQKLFEH ELEATAYPDL QDGSASSRFK IGFLQYKSMI (PRED) SUTA)

(PRED) SUTGPDADLIEELV EIKANYDYEL SFGKTTILDC --vvcecece ~ooee FRSGG (PRED) SUTGRLIPQEFSDE ESIEISNIET SQNLPTTVIA TPYFTQPPSD SDSSDEEEEE
........ 360. .. ... . 370.........380.........390.........400 Ppraamet - oA

(PRED) FRS1[TIPRNRR TMMANTGF SE-EN (PRED) FRS1|- - = v vvvvvn oovnon

(PRED) SUTA[THY P TFKR| LYY APFIFASLGL SGKTTSL [ R

(PRED) SUT6JRHKQR L RM| YY GUNFFLNTGV ---QNYY (PRED) SUTGIEEQKEEQEQE QEKKQK

Fonte: Este trabalho

Os plasmideos foram extraidos das bactérias e inseridos em
leveduras da linhagem DLG-K1, surgindo assim quatro novas linhagens
recombinantes de S. cerevisiae, uma contendo o plasmideo p426-GPD
com o gene SUT4, outra com 0 mesmo plasmideo, mas com o gene SUT6
inserido, outra contendo o plasmideo pPGK com o gene FRSL1 inserido e,
como controle negativo, uma linhagem contendo o plasmideo p426-GPD
sem nenhum gene adicionado (plasmideo vazio). Como todas as
linhagens descendem da cepa DLG-K1, elas foram nomeadas DLGK1-
SUT4 (SUT4), DLGK1-SUT6 (SUT6), DLGK1-FRS1 (FRS1), DLGK1-
GPD (GPD).


http://www.ibi.vu.nl/
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Figura 4: Arvore filogenética do tipo maxima parciménia, montada com o
software MEGAG6 (http://www.megasoftware.net/). Para tal, utilizou-se o
alinhamento se sequencias no formato FASTA, realizado pelo programa
ClustalOmega  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As  sequéncias
contidas na arvore sdo dos trés genes estudados no presente trabalho, de genes
presentes no banco de dados que possuem maior similaridade aos genes
selecionados e com os principais transportadores de xilose j& caracterizados.

XP 0193310731 HxtSp [Candida albicans SC5314]
XP 003866043.1 HitS sugar transporter [Candida orthopsilosis Co 90-125]

XP 001385662.1 fructose symporter [Scheffersomyces stipitis CBS 6054]

35 XP 001382352. 1 Arabi proton symporter (Arabinose transporter) [Scheffersomyces stipitis CBS 6054]

» mxp 9559272 MFS sugar transporter [Neurospora crassa ORT4A]

XP 963320.3 MFS tol transporter ! pora crassa ORT4A]

At5g53250 | psis thaliana]

EAZ63115.1 sugar transporter, putative XUT3 [Scheflersomyces stipitis CBS 6054]
XP 0112710471 Galactose transporter [Wickerhamomyces ciferri]
XP 960000.1 quinate permease [Neurospora crassa ORTAA]
CDOS6848.1 similar to Saccharomyces cerevisiae YMROTIVY HXT2 High-afinity glucose transporter of the major facilitator superfamily [Geatrichum candidum]
XP 001385583.1 sugar transporter, high affinity. putative XUT1 [Scheffersomyces stipitis CBS 6054]
KHC28931.1 sugar porter (SP) family MFS transporter [Candida albicans P76055]

AEB31262.1 xylose transporter XUT4 [Scheffersomyces stipitis]

ABN6BS60.1 Sugar transporter, putative (STL12) [Scheflersomyces stipitis CBS 6054]

BN66624.2 hexose transporter HXT2.6 [Scheflersomyces stipitis CBS 6054]
ABN6B057.1 high-affinity hexose (glucose) transporter QUP2 [Scheffersomyces stipitis CBS 6054]
CAI77652.1 glucoselxylose facilitator 1 GXF1 [[Candida] intermedia]

AADO0266.1 sugar transporter 1 SUT1 [Scheffersomyces stipitis]

AAD02831.2 sugar transporter 2 protein SUT2 [Scheflersomyces stipitis]

98| AAD00269.2 sugar transporter 3 SUT3 [Scheffersamyces stiptis]

100 ———— EIW11923.1 Mal21p [Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D]
L cAAgT322.1 AGT1 [Saccharomyces ceresisiae]

XP 958069.2 MFS monosaccharide transporter [Neurospora crassa ORT4A]
XP_955977.1 monosaccharide transporter [Neurospora crassa ORT4A]
XP_959573.2 high-affinity glucose transporter [Neurospora crassa ORT4A
CAI44332.1 glucoselxylose symporter 1 GXS1 [[Candida] intermedia]

KHC63804.1 sugar porter (SP) family MFS transporter [Candida albicans P75010]
XP_003868772.1 Hgtd glucose and galactose sensor [Candida orthopsilosis Co 90-125]

%P_001386416.2 High-affinity glucose transporter [Scheffersomyces stipitis CBS 6054]

EDNG0219.1 glucose receptor [Saccharomyces cerevisiae YJM789]
CAY78314.1 Snf3p [Saccharomyces cerevisiae EC1118]

Fonte: Este trabalho
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Figura 5: Em (A) e (B) estdo ilustrados os plasmideos p426-GPD
(https://www.addgene.org/) e pPGK (KANG et al., 1990), respectivamente, que
sdo os vetores de clonagem que foram utilizados no presente trabalho. No
plasmideo pPGK foi inserido o gene FRS1, enquanto que no p426-GPD foram
inseridos os genes SUT4 e SUTB.

p426-GPD

{Smal/Pvull)

Fonte: Este trabalho

Figura 6: Representacdo dos genes que foram analisados no presente trabalho,
com seus respectivos tamanhos.
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Fonte: Este trabalho
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Figura 7: Confirmacdo da inser¢do dos genes SUT4 e SUT6 nos plasmideos
p426-GPD. Para tal, se fez o tratamento dos plasmideos com as enzimas de
restricdo Xhol e BamHl.
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Fonte: Este trabalho
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Figura 8: Imagens das eletroforeses das PCRs de confirmagdo da insergdo de
cada um dos genes — (A) SUT4, (B) SUT6 e (C) FRS1 - em seus respectivos
plasmideos e, logo a baixo estdo ilustradas as regifes amplificadas por PCR,
juntamente com o tamanho esperado de cada um dos amplicons.

Fonte: Este trabalho

4.2 Crescimento das linhagens recombinantes

Depois de se obter as linhagens, testou-se a capacidade de
crescimento das mesmas em diversas fontes de carbono (maltose, glicose,
xilose, frutose e galactose). Como esperado, todas as linhagens
mantiveram sua capacidade de consumir e crescer em um meio contendo
maltose (Figura 9 A e B). As linhagens com os transportadores SUT4 e
SUT6 apresentaram uma ligeira melhora na capacidade de crescer neste
acucar, quando comparado com o controle (plasmideo GPD vazio).

A linhagem com a permeasse FRS1, apesar de ndo apresentar
grande diferenca na producdo de etanol quando comparada ao controle,
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apresentou uma velocidade de crescimento e consumo de maltose
ligeiramente menor do que o controle, indicando que, talvez, a expressdo
desta proteina gera alguma perturbacdo na célula, afetando o transporte
de maltose.

Em relacdo a producdo de etanol (Figura 9 C), a linhagem com
SUT6 produz cerca de 3 g/L a mais em comparagao as outras linhagens,
gue apresentaram praticamente a mesma producédo de etanol.

Figura 9: Ensaio de crescimento em meio SC, sem uracila, contendo maltose,
das linhagens GPD (controle), e as linhagens contendo FRS1, SUT4 e SUT6. Em
A, esta representado o crescimento de cada uma das linhagens, sendo que nesses
ensaios a DO (600 nm) inicial foi de 0,1. Em B e C, estdo representadas as curvas
de consumo de maltose e producdo de etanol, respectivamente. Todos 0s
parametros foram analisados conforme descrito em Material e Métodos.
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Fonte: Este trabalho

Nenhuma das linhagens recombinantes apresentou, dentre as 216
horas de experimento, capacidade de consumir ou crescer em meios
contendo apenas frutose ou galactose como fontes de carbono (Figuras 10
e 11). Isso sugere que nenhum dos genes analisados codificam para
transportadores que possuem atividade sobre esses aglcares. Ressalta-se
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aqui que nem mesmo o gene FRS1, que apresentou similaridade com
transportadores de frutose, apresentou capacidade de transportar esse
acucar, indicando que, em S. cerevisiae, esse transportador ndo €
funcional.

Figura 10: Ensaio de crescimento em meio SC, sem uracila, contendo frutose,
das linhagens GPD (controle), e as linhagens com FRS1, SUT4 e SUT6. Em A,
esta representado o crescimento de cada uma das linhagens, sendo que nesses
ensaios a DO (600 nm) inicial foi de 0,1. Em B, estdo representadas as curvas de
consumo de frutose. Todos os parametros foram analisados conforme descrito em
Material e Métodos.
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Fonte: Este trabalho

Figura 11: Ensaio de crescimento em meio SC, sem uracila, contendo galactose,
das linhagens GPD (controle), e as linhagens com FRS1, SUT4 e SUT6. Em A,
esta representado o crescimento de cada uma das linhagens, sendo que nesses
ensaios a DO (600 nm) inicial foi de 0,1. Em B, estéo representadas as curvas de
consumo de galactose. Todos os parametros foram analisados conforme descrito
em Material e Métodos.

A Crescimento B Consumo
204 25+
< -+ GPD -+ GPD
< = FRST ool o g gy = FRS1
§15- - s 2] -+ SUT4
- -+ SUT6 ' 154 - SUT6
s 10 g
& £ 10-
.E Q
o 54 c
& 3 57
=
04 0 T T T T v
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tempo (h) Tempo (h)

Fonte: Este trabalho
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As linhagens com as permeases SUT4 e SUT6, por sua vez, foram
capazes de crescer em glicose, como observado na figura 12 A e B.
Ambas as linhagens apresentaram uma extensa fase lag, que dura mais de
100 horas.

Figura 12: Ensaio de crescimento em meio SC, sem uracila, contendo glicose,
das linhagens GPD (controle), e as linhagens com FRS1, SUT4 e SUT6. Em A,
esta representado o crescimento de cada uma das linhagens, sendo que nesses
ensaios a DO (600 nm) inicial foi de 0,1. Em B e C, estédo representadas as curvas
de consumo de glicose e produgdo de etanol, respectivamente. Todos 0s
parametros foram analisados conforme descrito em Material e Métodos.
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Fonte: Este trabalho

Apesar de apresentar similaridade com os receptores de glicose
Snf3 e Rgt2 (Figura 4), possuindo uma extensa porcao N terminal (Figura
3), 0 gene SUT6 apresentou capacidade de transportar este acucar. Esse
resultado é interessante, pois S. cerevisiae ndo possui transceptores que
possuem capacidade de transporte, porém, outros pesquisadores ja
relataram resultados similares aos obtidos ne presente trabalho quando
trabalhando com transceptores de outras leveduras (STASYK et al.,
2008).
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A Unica linhagem que apresentou crescimento em meios
contendo xilose foi a linhagem contendo SUT4 (Figura 13). Essa
linhagem apresentou baixo desempenho com esse actcar, consumindo em
torno de 1 g/L, apenas. A avaliacdo do crescimento da linhagem SUT4 foi
feito por andlise de densidade Optica, porém, dado que essa linhagem
floculou no meio contendo apenas xilose como fonte de carbono, as
analises épticas ndo podem ser adotadas como um parametro confiavel
para a mensuracao do crescimento celular. A floculacdo apenas em xilose
também é um indicativo de que essas leveduras estavam submetidas a
uma condicdo de estresse quando apenas esse aclcar esta disponivel
durante o crescimento das leveduras (CLARO; RIJSBRACK; SOARES,
2007).

Figura 13: Ensaio de crescimento em meio SC, sem uracila, contendo xilose, das
linhagens GPD (controle), e as linhagens com FRS1, SUT4 e SUT6. Em A, esta
representado o crescimento de cada uma das linhagens, sendo que nesses ensaios
a DO (600 nm) inicial foi de 0,1. Em B, estéo representadas as curvas de consumo
de xilose. Todos os pardmetros foram analisados conforme descrito em Material
e Métodos.
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Fonte: Este trabalho

Houve producdo de glicerol por todas as linhagens, quando as
mesmas estavam crescendo em maltose. Além desses casos, a produgdo
de glicerol a partir de glicose, se deu apenas pelas linhagens com SUT4 e
SUT6. Independente do acglcar ou da linhagem, a producdo desse
metabdlito secundéario ndo superou 0s 0,5 g/L em nenhum momento dos
crescimentos.

Uma possivel explicacdo sobre o porqué de a linhagem DLGK1-
SUT4, que possui 0 transportador que consegue transportar Xilose, o ter

GPD

FRS1
SUT4
SUTe
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feito com uma baixa eficiéncia é a possibilidade de esse transportador
estar sendo removido da membrana plasmatica assim que é inserido na
mesma. Isso se deve ao processo de endocitose, que é dependente de
ubiquitinacdo e ocorre em uma ampla variedade de transportadores
(HORAK, 2003). O processo de ubiquitinacdo, em transportadores,
ocorre em residuos de lisina presentes nas regides voltadas ao citoplasma
(HORAK, 2003). A endocitose ocorre em transportadores que nio estdo
sendo utilizados pela célula (ou cujo funcionamento ndo é detectado pela
mesma). Como a xilose ndo é um acucar reconhecido por S. cerevisiae,
devido a essa levedura ndo possuir as enzimas necessarias para
metabolizacdo desse aclcar (BATT et al., 1986; PITKANEN et al.,
2003), os transportadores que estdo apenas transportando esse aculcar,
normalmente sdo internalizados por esse mecanismo de ubiquitinacdo
(NIJLAND et al., 2016). Desta forma, é provavel que o transportador
SUT4 transporte xilose de forma mais eficiente do que o observado neste
ensaio, porém, sua remocdo da membrana plasmatica, em virtude da
presenca de residuos de lisina nas porces N e C terminais do
transportador (Figura 3), provoca um decréscimo no crescimento dessas
leveduras em meios contendo apenas esta fonte de carbono.

4.3 Ensaios de fermentacgéo

Os ensaios de fermentagdo em batelada foram realizados para
simular as condi¢des de fermentacdo utilizadas atualmente pelas
industrias no Brasil. Portanto, esses experimentos foram realizados em
microaerobiose e com altas densidades celulares (ZANIN et al., 2000;
SOCCOL et al., 2005). Assim, pode-se avaliar a atividade das leveduras
sob essas condi¢es e mensurar suas atividades sobre os aglicares em um
curto periodo de tempo. Também foi feito uma co-fermentacéo para se
avaliar possiveis diferencas de atividade das leveduras quando na
presencga de ambos os agucares (glicose e xilose).

Como o esperado, de acordo com os resultados dos crescimentos,
nem a linhagem GPD (controle) nem a que contem a permease FRS1
consumiram nenhum dos acUcares e nem produziram nenhum dos
metabdlitos secundarios analisados durante o experimento (Figuras 14 e
15). A linhagem com SUT4 apresentou um padrdo de consumo de xilose
muito parecido com o observado durante o ensaio de crescimento,
consumindo uma pequena quantidade desse acUcar, de aproximadamente
2 g/L, tanto em meios contendo apenas xilose quanto em meios contendo
tanto xilose e glicose (Figura 16).
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A linhagem com SUT6 ndo consumiu xilose, mas depletou toda
a glicose de ambos os meios (s6 glicose, ou glicose mais xilose) por volta
das 10 horas do experimento (Figura 17). A producéo de etanol também
ndo sofreu nenhuma alteracdo entre o a fermentacdo com meio contendo
apenas glicose ou em co-fermentacdo com xilose. Em ambos 0s meios e
em ambas as cepas, a producdo de etanol foi de aproximadamente 10 g/L.

Figura 14: Ensaio de fermentacdo em meio SC, sem uracila, contendo (A)
glicose, (B) xilose e (C) glicose mais xilose, da linhagem GPD (controle). Em
cada uma das partes da figura (A, B e C), estdo representadas as curvas de
consumo do(s) agucar(es) e producéo de etanol. Todas as concentra¢fes estdo em
g/L. Todos os parametros foram analisados conforme descrito em Material e
Métodos.
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Fonte: Este trabalho
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Figura 15: Ensaio de fermentacdo em meio SC, sem uracila, contendo (A)
glicose, (B) xilose e (C) glicose mais xilose, da linhagem com FRS1. Em cada
uma das partes da figura (A, B e C), estdo representadas as curvas de consumo
do(s) acucar(es) e producdo de etanol. Todas as concentragdes estdo em g/L.
Todos os parametros foram analisados conforme descrito em Material e Métodos.
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Fonte: Este trabalho

A producdo de glicerol ndo superou a concentracdo de
aproximadamente 1 g/L em nenhum dos casos. Além disso, ndo houve
producdo de xilitol por nenhuma das linhagens, como era de se esperar j&
gue ndo houve significativo consumo de xilose.

O motivo de ndo se ter observado um consumo maior de xilose
durante a co-fermentacdo se deve a esse transportador possivelmente
apresentar uma preferéncia muito maior por glicose do que por xilose.
Assim, em meios contendo ambos os aclcares, o transportador da
preferéncia a glicose, fazendo com que 0 mesmo permanec¢a na membrana
plasmatica até a deplecdo dessa fonte de carbono e, posteriormente, é
possivelmente ubiquitinado e posteriormente removido da membrana
quando resta apenas xilose no meio (KOTYK, 1967).
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Figura 16: Ensaio de fermentacdo em meio SC, sem uracila, contendo (A)
glicose, (B) xilose e (C) glicose e xilose, da linhagem com SUT4. Em cada uma
das partes da figura (A, B e C), estéo representadas as curvas de consumo do(s)
acucar(es) e producgdo de etanol. Todas as concentragdes estdo em g/L. Todos 0s
parametros foram analisados conforme descrito em Material e Métodos.
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Figura 17: Ensaio de fermentacdo em meio SC, sem uracila, contendo (A)
glicose, (B) xilose e (C) glicose e xilose, da linhagem com SUT6. Em cada uma
das partes da figura (A, B e C), estéo representadas as curvas de consumo do(s)
acucar(es) e producgdo de etanol. Todas as concentragdes estdo em g/L. Todos 0s
parametros foram analisados conforme descrito em Material e Métodos.
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5. Conclusdes

As linhagems contendo os transportadores SUT4 e SUT6 apresentaram
capacidade de crescer em glicose, porém, somente apds uma extensiva
fase lag;

O crescimento em xilose apresentado pela cepa contendo o gene SUT4
foi baixo, com consumo de xilose correspondente a aproximadamente
1 g/L. Além disso, essa cepa apresentou fenotipo de floculacdo quando
crescendo apenas nessa fonte de carbono, indicando que essa é uma
condicdo de estresse para as células;

Apesar de ter consumido xilose durante a fermentagdo
(aproximadamente 2 g/L), a linhagem contendo o transportado SUT4
ndo produziu etanol ou outro metabdlito analisado;

O transportador SUT6 se mostrou um transportador de glicose apenas,
ndo apresentando atividade sobre nenhum dos outros aglcares
testados;

A cepa contendo o gene FRS1 ndo apresentou caracteristicas
fenotipicas que indiquem que esse gene é um transportador de acUcar.
N&o permitiu que a cepa que 0 continha consumisse ou Crescesse em
nenhum dos agUcares testados e, inclusive, dificultou seu crescimento
em maltose, indicando que esse gene pode causar alguma alteracdo
celular negativa.
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6. Perspectivas Futuras

Como nenhuma das permeases testadas apresentaram resultados
significativos sobre a xilose, os transportadores utilizados pelas
leveduras S. passalidarum e S. arborariae podem ser codificados por
outros genes gue ndo os analisados no presente trabalho. Dessa forma,
mais estudos sdo necessarios na tentativa de se caracterizar algum bom
transportador de xilose possivelmente presente nestas espécies;

E possivel que, através de engenharia evolutiva com o transportador
SUT4, a cepa que o possui consiga utilizar a xilose de forma mais
eficiente.

Para contornar a problematica da endocitose mediada por
ubiquitinacdo, uma alternativa é a remocdo dos residuos de lisina
presentes nas extremidades N- e/ou C-terminais dos transportadores,
fazendo com que eles permanecam na membrana.
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