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RESUMO

O etanol utilizando biomassa vegetal, chamado de etanol de segunda geragao (2G),
€ uma alternativa para aumentar a producdo de biocombustiveis e diminuir a
dependéncia de fontes fosseis. Para isso, sdo necessarias etapas de pré-tratamento
da biomassa e hidrdlise de polissacarideos para liberagédo de agucares que podem
ser consumidos. A adigdao de enzimas B-glicosidases no coquetel enzimatico de
hidrolise, para hidrélise de celobiose, € o0 que mais encarece essa etapa. O
desenvolvimento de linhagens de leveduras capazes de transportar e hidrolisar
intracelularmente celobiose seria interessante para diminuir os custos de obtencao
do hidrolisado e ao mesmo tempo pode permitir a integracdo entre producgao
convencional (1G) e 2G. Com esse objetivo, o presente trabalho desenvolveu
linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae, tanto laboratoriais quanto
industriais, expressando o transportador de celobiose MgCBT2 e a enzima SpBGL2,
uma [-glicosidase intracelular, analisando suas capacidades de consumo de
celobiose e producdo de etanol. A enzima apresentou capacidade de hidrdlise de
celobiose e de p-nitrofenil-B-d-glicopiranosideo (pNBG), um analogo a celobiose, e
de p-nitrofenil-B-d-xilopiranosideo (pNBX), analogo a xilobiose, com maior velocidade
e afinidade para pNBG. O transportador MgCBT2 também apresentou capacidade
de transporte tanto de pNBG quanto de pNBX, com maior desempenho sobre o
primeiro. Foi observado um decréscimo na atividade de transporte de linhagens
fermentando celobiose e consequente diminuicdo na velocidade fermentativa e se
optou pela truncagem das extremidades N- e/ou C- terminais da proteina de forma a
remover os residuos de lisina que podem ser ubiquitinados e promover a endocitose
e posterior degradagdo. Além da utilizagdo correta de condi¢gdes de cultivo, os
resultados demonstram que a estratégia de truncagem foi eficiente para melhorar o
consumo de celobiose, sendo que a versao do transportador truncado em ambas as
extremidades permitiu consumo de toda a celobiose do meio fermentativo. Para
testar a possibilidade de utilizacdo de algumas linhagens desenvolvidas servirem
como plataformas iISUCCELL (metabolizar sacarose e celobiose intracelularmente) e
integrar a producgao 1G e 2G, foram realizados ensaios de co-fermentagéo contendo
sacarose e celobiose. As linhagens conseguiram consumir ambos os dissacarideos,
porém, o consumo de celobiose piorou em relagdo a fermentagao contendo apenas
celobiose. Quando se analisa esses resultados e se compara com outras evidéncias
na literatura, pode-se concluir que plataformas iISUCCELL sao interessantes, porém
esbarram em caracteristicas fisiolégicas de S. cerevisiae que precisariam ser
modificadas para permitir a fermentagao de celobiose. Em suma, o estudo destaca a
viabilidade do desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae capazes de consumir
celobiose, o que pode representar um avango na produgao de etanol de segunda
geragao a partir da biomassa lignocelulésica, contribuindo para a busca de solugbes
mais sustentaveis no setor de biocombustiveis.

Palavras-chave: @ Meyerozyma  guilliermondii, = Spathaspora  passalidarum;
endocitose; iISUCCELL; B-glicosidase.



ABSTRACT

A second-generation ethanol derived from plant biomass, known as 2G ethanol,
serves as an alternative to increase biofuel production and decrease reliance on
fossil fuel sources. Achieving this involves several steps, including biomass pre-
treatment and polysaccharide hydrolysis to release consumable sugars. The addition
of B-glucosidase enzymes in the enzymatic hydrolysis cocktail, for cellobiose
hydrolysis, significantly raises costs in this stage. Developing yeast strains capable of
transporting and intracellularly hydrolyzing cellobiose could reduce the costs of
obtaining the hydrolysate and potentially allow the integration between conventional
(1G) and 2G production. This study aimed to develop recombinant strains of
Saccharomyces cerevisiae, both in laboratory and industrial settings, expressing the
cellobiose transporter MgCBT2 and the enzyme SpBGL2, an intracellular (-
glucosidase. The analysis focused on their abilities to consume cellobiose and
produce ethanol. The enzyme demonstrated the capacity to hydrolyze cellobiose and
p-nitrophenyl-B-d-glucopyranoside (pNBG), an analogue of cellobiose, and p-
nitrophenyl-B-d-xylopyranoside (pNBX), an analogue of xylotriose, with higher speed
and affinity for pNBG. The transporter MgCBT2 also showed the ability to transport
both pNBG and pNBX, performing better with the former. A decrease in transport
activity was observed in strains fermenting cellobiose, resulting in a subsequent
reduction in fermentation rate. Truncation of the N- and/or C-terminal ends of the
protein was opted for to remove lysine residues that could be ubiquitinated,
promoting endocytosis and subsequent degradation. Alongside appropriate
cultivation conditions, the results demonstrate that the truncation strategy effectively
improved cellobiose consumption. The version of the transporter truncated at both
ends allowed for complete consumption of cellobiose from the fermentative medium.
To explore the possibility of using developed strains as iISUCCELL platforms
(metabolizing sucrose and cellobiose intracellularly) and integrating 1G and 2G
production, co-fermentation assays containing sucrose and cellobiose were
conducted. The strains managed to consume both disaccharides; however,
cellobiose consumption worsened in comparison to fermentation containing only
cellobiose. When analyzing these results and comparing them with other evidence in
the literature, it can be inferred that iISUCCELL platforms are promising but face
physiological characteristics of S. cerevisiae that would need modification to enable
cellobiose fermentation. In summary, the study highlights the feasibility of developing
S. cerevisiae strains capable of consuming cellobiose, potentially advancing second-
generation ethanol production from lignocellulosic biomass. This contributes to the
pursuit of more sustainable solutions in the biofuel sector.

Keywords: Meyerozyma gquilliermondii; Spathaspora passalidarum; endocytosis;
iISUCCELL; B-glucosidase.
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1. INTRODUGAO

Nossa espécie atualmente enfrenta o que talvez seja seu maior desafio desde
0 surgimento das civilizagbes: as mudangas climaticas ocasionadas ou
impulsionadas pelas agdes humanas (IPCC, 2022). O desenvolvimento tecnoldgico,
0 aumento populacional e o consequente aumento da capacidade ou necessidade
de consumo. que surgiram em decorréncia das sucessivas revolugdes industriais, so
foram possiveis gragas ao aumento progressivo na producao energética (STERN &
KANDER, 2012).

O carvao mineral, o petrdleo e o gas natural, por serem de relativa facil
extracdo e liberarem muita energia quando queimados, supriram o mundo
energeticamente e foram a for¢a motriz do desenvolvimento industrial e econémico
durante os dois ultimos séculos. A crescente expansao no consumo de fontes
fésseis desde a primeira revolugdo industrial tem acarretado a liberacdo de
quantidades imensas de carbono na atmosfera. Esse fenébmeno tem levado a sérios
problemas ambientais que se tornaram mais perceptiveis e estudados nas ultimas
décadas. Entre esses problemas, destacam-se o aumento da temperatura
atmosférica e a acidificacdo dos oceanos, ambos com consequéncias globais. Tais
questdes nao s6 ameagam a economia das nagdes, mas também colocam em risco
a proépria existéncia das civilizagdes humanas modernas e a estabilidade dos
ecossistemas atuais. Assim, as emissdes de carbono tém se tornando pauta de
discussdo e intensa mobilizagdo publica no mundo todo (BRASIL, 2021; IPCC,
2022). Além dos problemas ambientais, o fato de fontes fésseis de energia nao
serem renovaveis (ou pelo menos nao renovaveis dentro de um periodo de tempo
util) e de que a capacidade mundial de producdo/extracado ser restrita a alguns
poucos paises, faz com que a exploracao e o desenvolvimento de fontes alternativas
as fésseis sejam cada vez mais impulsionados (BUSIC et al., 2018).

O territério brasileiro é rico em recursos naturais propicios para o
desenvolvimento de uma matriz energética renovavel. O pais possui um amplo
potencial solar, edlico e hidraulico, sendo este ultimo historicamente o mais
explorado. Essa crescente exploragao é essencial para garantir ao Brasil o segundo
lugar do ranking mundial de paises com maior propor¢cao de fontes renovaveis em
sua matriz energética (WANG et al., 2022). Apesar do status de exemplo em
producao energética sustentavel, o pais enfrenta desafios significativos,
especialmente relacionados ao desmatamento (em especial, na regiao amazdnica).
Esse problema faz com que o Brasil contribua de forma relevante para os niveis
mundiais de emissdes de carbono e mudancas climaticas. Essa contribuigdo se da
nao apenas pela liberacdo direta de carbono decorrente do desmatamento, mas
também pela influéncia da Amazénia no ciclo hidrico de regides e biomas proximos
(BRIENEN et al., 2015; PHILLIPS & BRIENEN, 2017; HUBAU et al. 2020; GATTI et
al., 2021).

De 2004 a 2012, houve uma reducgao drastica nos niveis de desmatamento
dentro da Amazénia legal, porém, na ultima década, os niveis voltaram a subir



16

(INPE, 2020). Esse aumento se deve em grande parte a acdo de agentes politicos e
implementagao de politicas publicas nocivas, como o a redugdo do repasse de
verbas para o6rgaos de fiscalizacdo ambiental (FREITAS et al., 2022), além da
facilitagdo da expansao agricola em biomas protegidos, como o decreto de 2019,
retirando a proibigdo da expansdo do plantio de cana-de-agucar na Amazobnia e
Pantanal brasileiros (BRASIL, 2019).

Apesar de nao ter sido motivado pelos problemas ambientais oriundos da
utilizacdo de combustiveis fosseis, diversos incentivos publicos para (1)
implementagdo e desenvolvimento de uma industria alcooleira competitiva, (2)
diminuicdo no prego do etanol e (3) desenvolvimento e implementagdo de uma frota
automotiva com a possibilidade de ser movida a etanol permitiram que o Brasil
possuisse hoje estrutura suficiente para a utilizagdo ampla de biocombustiveis,
diminuindo nossa dependéncia e utilizacdo de fontes fésseis (MICHELLON et al.,
2008; SORDA et al., 2010; GOLDEMBERG & NOGUEIRA, 2014). Esse processo foi
fundamental para que hoje o Brasil se tornasse o segundo maior produtor de
biocombustiveis no mundo, com uma producgédo aproximada de 28 bilhdes de litros
de etanol, representando aproximadamente 27% de toda a produgdo mundial em
2021 (RFA, 2022).

A produgédo agricola brasileira gera um grande volume de biomassa vegetal
que é desperdicada, subutilizada ou que poderia ser utilizada com propdsitos
economicamente mais rentaveis, como a producdo do etanol de segunda geragéo
(ou etanol 2G) ou compostos de maior valor agregado (SHARMA et al., 2017). A
utilizacdo dessa biomassa para producdo de etanol 2G é uma estratégia que
possibilitaria tanto a diminuicdo do desmatamento quanto da utilizacdo de
combustiveis fésseis pois, caso produzido de forma eficiente, estima-se que apenas
com a palha e o bagago de cana-de-agucar, seria possivel aumentar em até 50% o
volume de etanol produzido atualmente, sem que fosse necessario aumentar a area
de cultivo (STAMBUK et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de residuos agricolas
como mateéria-prima para a producdo de biocombustiveis também é interessante
visando a nao-competicdo entre fontes energéticas e fontes alimentares (VAN
MARIS et al., 2006). Mesmo com essas caracteristicas, os incentivos para esse
setor continuam sendo muito inferiores quando comparados aos incentivos as fontes
fésseis. Por comparacéao, o subsidio para utilizagdo do carvao mineral, em 2021, foi
de R$ 749 milhdes, um valor cerca de trés vezes maior do que o destinado aos
biocombustiveis (INESC, 2022). E possivel que com a redistribuicdo de recursos e
incentivos, o desenvolvimento de tecnologias que permitam a produgao competitiva
de etanol 2G seja acelerado.

A biomassa vegetal € interessante como matéria-prima em bioprocessos
(produgao de etanol 2G ou outros compostos de maior valor agregado) devido a sua
composi¢ao. Dependendo de sua origem, as propor¢des entre lignina, celulose,
hemicelulose e cinzas (que sédo os constituintes da biomassa vegetal seca) podem
variar de forma significativa: no bagago de cana-de-agucar, essas propor¢des séo de
aproximadamente 38,4 a 45,5% de celulose, 22,7 a 27,0% de hemicelulose, 19,1 a
32,4% de lignina, e 1,0 a 2,8% de cinzas; enquanto que para a palha é de



17

aproximadamente 33,3 a 36,1% de celulose, 18,4 a 28,9% de hemicelulose, 25,8 a
40,7% de lignina e 2,1 a 11,7% de cinzas (CANILHA et al., 2012).

A lignina € uma macromolécula complexa e amorfa, composta em maior parte
por fenilpropano, estruturada tridimensionalmente de forma a interagir com a
celulose e se ligando a hemicelulose, recobrindo ambos e dando rigidez para toda a
estrutura da parede celular vegetal (PEREZ et al, 2002; SARKAR et al., 2012). A
principal e mais tradicional utilidade industrial da lignina € sua queima para produgéo
de calor e energia, porém, seu potencial de aplicagdes € diverso devido a sua
complexidade estrutural, sendo alvo de estudos para a produ¢cdo de compostos de
alto valor agregado (CHIO et al., 2019).

As porgdes celuldsicas e hemiceluldsicas séo constituidas por carboidratos e,
por sua vez, podem ser decompostas e utilizadas como fonte de carbono para
diversos bioprocessos. A celulose é um homopolimero composto Uunica e
exclusivamente por monémeros de glicose unidos linearmente entre si através de
ligacdes glicosidicas do tipo B(1-4) (ZHANG et al., 2012). A hemicelulose, por sua
vez, tem uma estrutura ramificada, mais complexa, e composicédo diversa dentre as
diferentes espécies vegetais, sendo que, na cana-de-agucar, é composta por
diferentes monossacarideos como xilose, arabinose, manose, glicose, galactose,
além de acido glicurdnico e acido galacturdnico. De forma simplificada, sua estrutura
contem longas cadeias de xilana, que sao polimeros lineares compostos por
mondmeros de xilose unidos por ligagcdes B(1-4) e, ao seu redor, ramificagdes
diversas e heterogéneas dos outros constituintes. Devido a presenga da xilana, o
principal monossacarideo que compdem a hemicelulose é a pentose xilose (ARO et
al., 2005; JEFFRIES, 2006; GIRIO et al., 2010; SARKAR et al., 2012). Apesar de ser
rica em carboidratos, essas porgdes da biomassa vegetal estdo inacessiveis a
grande maioria dos organismos devido a sua estrutura extremamente recalcitrante,
sendo necessario desestruturar e decompor seus constituintes, através de etapas de
pré-tratamento e hidrélise, para que essas fontes de carbono possam ser utilizadas
em bioprocessos (Figura 1) (DEN et al., 2018).

A etapa inicial, que visa a desestruturacdo dos componentes da parede
celular vegetal, é chamada de pré-tratamento. Existem varios tipos diferentes de pré-
tratamentos (quimicos, fisicos e bioldgicos), podendo ser utilizados solventes
organicos, liquidos ibnicos, solugbes acidas ou alcalinas, explosdo a vapor,
tratamentos hidrotermais, emprego de micro-ondas, tratamentos biologicos usando
fungos e/ou bactérias, ou diferentes combinacgdes entre eles (REZANIA et al., 2020).

Atualmente, as abordagens mais promissoras para serem utilizadas em larga
escala na industria (para produgéo de etanol 2G) sao as termoquimicas que utilizam
solugdes alcalinas ou acidas e explosao a vapor (TANG et al., 2021). A agao fisico-
quimica do pré-tratamento acaba gerando subprodutos indesejaveis que atuam
como inibidores das enzimas utilizadas na etapa de hidrélise enzimatica ou de
inibidores microbianos que prejudicam a etapa de fermentagdo dos carboidratos
liberados (JONSSON & MARTIN, 2016; MONTEIRO et al., 2021).

O grau de solubilizagdo e/ou hidrdlise da porgéo celuldsica, hemicelulésica e
lignina da biomassa depende muito do tipo e intensidade do pré-tratamento utilizado
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(LYND et al., 2002). Uma das formas de pré-tratamento que podem ser destacadas
€ a que utiliza solugdes alcalinas, que € um método eficiente na remocgao de lignina
sem que ocorra a perda de carboidratos. Essa técnica promove o aumento na area
superficial tanto da celulose quanto da hemicelulose, deixando essas por¢gdes mais
expostas a acao de enzimas hidroliticas (KIM et al., 2016).

Figura 1: Representacdo esquematica simplificada da biomassa lignocelulésica. Estrutura,
composicao (celulose, hemicelulose e lignina) e etapas necessarias para que ela possa ser utilizada
como matéria-prima em bioprocessos. Adaptado de Den et al., 2018.
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A utilizacdo de enzimas (normalmente empregadas na forma de coquetéis
enzimaticos) é a segunda etapa do processamento da biomassa e tem por objetivo a
liberacdo dos acucares que se pretende utilizar como substrato para os
bioprocessos, ou seja, tanto a porgao de pentoses (C5) quanto a de hexoses (C6).

Diversos fungos filamentosos sdo utilizados para produgdo das enzimas
utilizadas nos coquetéis enzimaticos. Dentre elas, destacam-se linhagens de
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Trichoderma spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. Os fungos filamentosos dessas
espécies sao utilizados para esse fim em virtude da alta produgcéo e secrecado de
enzimas (GUSAKOV, 2011; CHANDEL et al., 2012; BISCHOF et al., 2016; ADSUL
et al., 2020; JSTBY et al., 2020). A utilizacdo de duas ou mais linhagens produtoras
de enzimas é comum pois sao raras as espécies/linhagens capazes de produzir
todas as enzimas necessarias no coquetel em quantidades suficientes (ADSUL et
al., 2020).

O processo de hidrdlise enzimatica é o mais custoso de todo o
processamento da biomassa lignocelulosica (ADSUL & GOKHALE, 2012; JIN et al.,
2016; ADSUL et al., 2020), com um custo variando de 0,23 a 2,00 ddlares para cada
galédo (3,79 L) de etanol produzido, a depender dos microrganismos utilizados para
producdo do coquetel, dos substratos utilizados, do pais onde o coquetel é
produzido e do tipo de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica (JOHNSON,
2016; ADSUL et al., 2020).

As enzimas responsaveis pela hidrélise da porcao celuldsica (Figura 2) sao
chamadas de “celulases” e sao todas pertencentes ao grupo das glicosil-hidrolases —
enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas (HENRISSAT & DAVIES, 1997). Esse
grupo engloba: (1) endoglucanases (EC 3.2.1.4), que hidrolisam as ligacdes
glicosidicas entre mondmeros de glicose localizados na parte mais interna das
longas cadeias de celulose, aumentando o numero de extremidades livres do
polissacarideo; (2) exoglucanases (EC 3.2.1.176), que hidrolisam as ligagbes
glicosidicas entre monémeros de glicose localizados na parte mais externa da
celulose, produzindo majoritariamente dissacarideos (celobiose); e (3) B-glicosidases
(EC 3.2.1.21), normalmente presentes em maior abundancia no coquetel enzimatico
quando comparada com as outras celulases, que sao responsaveis pela hidrélise da
celobiose e, consequentemente, pela liberagdo de moléculas de glicose (LYND et
al., 2002; XIAO et al., 2004; MAKI et al., 2009; DASHTBAN et al., 2010; SINGHANIA
et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2017). Dentre essas enzimas, as B-glicosidases
sao consideradas as limitantes no processo de hidrdlise pois seu substrato
(celobiose) é capaz de inibir significativamente a atividade das endo e
exoglucanases. Além disso, a inibicdo pelo produto (glicose) costuma ser forte
nessas enzimas (SHEWALE, 1982; XIAO et al., 2004; MURPHY et al., 2013). Isso
demanda que os coquetéis enzimaticos possuam altas quantidades de -
glicosidases de alta eficiéncia e tolerantes a altas concentragcdes de glicose
(SYRENSEN et al., 2013; ISTBY et al., 2020), aumentando os custos do coquetel
enzimatico.

As enzimas que hidrolisam a por¢do hemiceluldsica (Figura 3), por sua vez,
sao denominadas “hemicelulases” e, uma vez que a xilana € o maior constituinte da
hemicelulose, sua hidrélise demanda a maior quantidade de enzimas no processo
de sacarificagdo da hemicelulose. Essa hidrolise € realizada por endo-1,4-B-
xilanases (EC 3.2.1.8) e por B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) (SWEENEY & XU, 2012).
As endo-1,4-B-xilanases catalisam a hidrolise das ligagbes glicosidicas ((1-4)
intramoleculares da xilana, gerando xilooligossacarideos (POLIZELI et al., 2005; LI
et al,, 2015). Ja as B-D-xilosidases sdo as hemicelulases empregadas em maior
quantidade no coquetel enzimatico e hidrolisam xilooligossacarideos de cadeia
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curta, preferencialmente xilobiose, liberando monémeros de xilose (POLIZELI et al.,
2005). Essas duas enzimas também sao pertencentes ao grande grupo das glicosil-
hidrolases, porém devido a maior complexidade presente na estrutura da
hemicelulose, a diversidade de enzimas necessarias para sua hidrolise é maior,
contando também com enzimas pertencentes ao grupo das carboidrato-esterases e
das carboidrato-liases (HERPOEL-GIMBERT et al., 2008; SIPOS et al., 2009;
CHUNDAWAT et al., 2011; SWEENEY & XU, 2012). Dessa forma, as B-xilosidases
sdao as enzimas que mais contribuem para o elevado prego do coquetel
hemiceluldsico devido a necessidade de altas concentracdes de versdes eficientes
dessa enzima para diminuir a inibigdo que a xilobiose (seu substrato) causa sob as
outras xilanases (ADELSBERGER et al., 2004; JORDAN & WAGSCHAL, 2010).

Figura 2: Representagcdo do processo de hidrolise enzimatica da celulose. Destacados os sitios de
acdo das trés glicosil-hidrolases: endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases, produzindo
glicose livre. Adaptado de Aro et al., 2005.
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Na tentativa de diminuir ou anular a necessidade de se utilizar em coquetéis
enzimaticos para hidrélise da biomassa lignocelulésica, tem-se buscado o
desenvolvimento de linhagens que possibilitem o bioprocessamento Consolidado
(CBP — do inglés Consolidated Bioprocessing), em que o uso comercial de coquetéis
enzimaticos para sacarificagcdo da biomassa lignocelulésica & completamente
substituido pela utilizacado de leveduras que secretam todas as enzimas necessarias,
permitindo que os processos de producdo enzimatica, hidrélise e fermentacao dos
substratos resultantes do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica sejam
realizados na mesma etapa (OLSON et al., 2012; SCHUSTER & CHINN, 2012).

Além de abolir a utilizagcdo de coquetéis enzimaticos para sacarificacdo dos
substratos lignocelulésicos, o CBP permite o consumo imediato dos agucares
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liberados na hidrélise, mantendo uma concentragdo baixa dos mesmos, diminuindo
inibicdbes enzimaticas pelos produtos das hidrélises ao mesmo tempo que diminui
problemas com contaminagdes (QING et al., 2010; TEUGJAS & VALJAMAE, 2013).
Porém, como no CBP a sacarificagdo precisa ocorrer na mesma temperatura que a
fermentagcdo, em torno de 35° C, as enzimas lignoceluloliticas atuariam em
temperaturas muito inferiores a sua temperatura 6tima, em torno de 55° C (CLAES
et al., 2020). Além disso, ja foi descrito que a secreg¢ao de altos niveis de proteinas
heter6logas pode fazer com que as leveduras entrem em estresse metabdlico e
percam produtividade (VAN RENSBURG et al., 2012; KAFRI et al., 2016).

Figura 3: Representagado do processo de hidrélise enzimatica da hemicelulose. Estao ilustrados os
sitios de agao/hidrolise das enzimas: endo-1-4-B-xilanase (glicosil-hidrolase que atua dentro da
cadeia de xilana), B-D-xilosidase (glicosil-hidrolase que atua na hidrolise de xilobiose e outros
xilooligossacarideos), a-L-arabinofuranosidase/arabinoxilana/arabinofuranoidrolase (glicosil-hidrolase
que atua entre os residuos laterais de L-arabinose e a xilana, desramificando-a), feruloil esterase
(carboidrato esterase responsavel pela liberagdo de acido ferulicos) e acetilxilana esterase
(carboidrato esterase responsavel pela liberagdo de grupos acetil ligados a xilana). Adaptado de De

Souza et al., (2013).
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Apesar dos esforcos para aumentar a competitividade econdmica do etanol
2G produzido com residuos da producdo de cana-de-agucar, diversos trabalhos tém
apontado que a maneira mais viavel de o fazer é de forma acoplada a producao de
etanol 1G (DIAS et al. 2012; ERDEI et al. 2013; LOSORDO et al. 2016). Como é
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tipico de tecnologias experimentais, essa combinagao entre as formas de produgéo
(etanol 1G e 2G) pode acontecer de diversas maneiras, porém, as que prometem
maiores rendimentos sao justamente aquelas em que a fermentacéo das porgdes C5
e C6 ocorre simultaneamente (DIAS et al. 2013; LOSORDO et al. 2016). Inclusive,
tém-se proposto que, no Brasil, a integragcao entre a producado de etanol 1G e 2G,
em que o hidrolisado lignoceluldsico € enriquecido com melago de cana-de-agucar
(rico em sacarose), seria uma melhor forma de produgédo, com melhores resultados
econdmicos (DIAS et al.,, 2012, BERMEJO et al., 2020). Assim sendo, tem-se
buscado o desenvolvimento de organismos que consigam fermentar de forma
eficiente tanto hexoses quanto pentoses presentes em hidrolisados lignocelulésicos
(GRAY et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2016).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 organismo majoritariamente
empregado para a produgao de etanol, seja combustivel ou para bebidas. Essa
especie é extremamente util ndo apenas no ambito industrial, mas também no
mundo cientifico, sendo amplamente utilizada como modelo de estudo em diversas
areas das ciéncias biologicas por ser um modelo celular eucarioto de facil
manipulacdo e com diversas ferramentas bioquimicas, moleculares e celulares
disponiveis (DUINA et al., 2014). Os motivos para sua utilizagdo na industria incluem
sua robustez frente as condi¢cdes fermentativas industriais, como o baixo pH,
elevadas concentracbes de etanol e ambiente hipertdnico, além de ser um
organismo Crabtree positivo, fermentando mesmo na presenca de oxigénio
(LANDRY et al., 2006; MERICO et al., 2007; STAMBUK, 2019). Além disso, S.
cerevisiae apresenta alta produtividade de etanol, resultado de milénios de sele¢des
sucessivas em tanques fermentativos (DELLA-BIANCA et al., 2014).

Contudo, linhagens naturais dessa levedura ndo conseguem metabolizar
eficientemente pentoses, como a xilose (segundo monossacarideo em concentragao
no hidrolisado lignoceluldsico), uma vez que ndo expressam as enzimas necessarias
para sua metabolizacéo (BATT et al., 1986; PITKANEN et al., 2003; PATINO et al.,
2019). Sendo assim, tem-se buscado em outros organismos genes que permitam a
utilizacao eficiente dos carboidratos resultantes da hidrolise da biomassa
lignocelulésica (KUYPER et al,, 2003; JEFFRIES, 2006; BRAT et al., 2009;
LEANDRO et al., 2009; MADHAVAN et al., 2009; YOUNG et al., 2010) e favorecer
economicamente a produgao de etanol 2G.

Para que um organismo consiga metabolizar xilose, € necessario que o
mesmo tenha capacidade de isomerizar essa pentose em xilulose, posteriormente
fosforilado-a em xilulose-5-fosfato, que, por sua vez, € um intermediario da via das
pentoses fosfato (VPF). A D-xilose pode ser isomerizada diretamente a D-xilulose
através da acao da enzima xilose isomerase (XI, codificada normalmente pelo gene
XylA) (ZHOU et al., 2012; KWAK & JIN, 2017). Alternativamente, a D-xilose pode ser
inicialmente reduzida a D-xilitol pela acdo da xilose redutase (XR, codificada pelo
gene XYL1), oxidando NADH a NAD™ ou, preferencialmente, NADPH a NADP*, em
sequéncia, o D-xilitol &€ oxidado a D-xilulose pela agdo da enzima xilitol
desidrogenase (XDH, codificado pelo gene XYL2), reduzindo-se um NAD* a NADH
no processo (JEFFRIES, 2006; PENG et al., 2012). Independente da via utilizada, a
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D-xilulose precisa ser fosforilada a D-xilulose-5-fosfato, um intermediario da VPF,
pela agao da enzima xilucinase (XK, codificada pelo gene XYL3 ou XKS1).

Nas leveduras que metabolizam xilose, as vias predominantes sdo a
oxirredutora (LEE, 1998; JEPPSSON et al, 2003; KARHUMAA et al.,, 2007,
MATSUSHIKA et al., 2008; KWAK & JIN, 2017; MILESSI et al., 2018; CUNHA et al.,
2019; NIU et al., 2019; MOURO et al., 2020; SILVA et al., 2021), caracterizada por
estudos em leveduras n&o convencionais, como espécies pertencentes aos géneros
Blastobotrys, Candida, Cyberlindnera, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pachysolen,
Scheffersomyces, Spathaspora, dentre outros (SCHNEIDER et al.,, 1981; 1983;
JEFFRIES, 1981; DEBUS et al., 1983; DU PREEZ et al., 1983; HAHN-HAGERDAL
et al., 1994; TAVARES et al., 2000; SANCHEZ et al., 2002; GARDONY! et al., 2003;
STAMBUK et al., 2003; NGUYEN et al., 2006; CADETE et al., 2009, 2012, 2013;
FERREIRA et al., 2011; BARRETTO et al., 2018; LOPES et al., 2018; BARROS et
al., 2021). Embora eficientes no consumo de xilose, essas leveduras geralmente
enfrentam limitagdes de tolerancia ao etanol, pressdo osmoética e pH baixo, exigindo
condi¢cbes controladas de oxigenagao para uma fermentagao eficaz (LANDRY, et al.,
2006; SLININGER et al., 2014; KWAK et al., 2017).

Para superar esses desafios, tem havido esforgos para desenvolver linhagens
de Saccharomyces cerevisiae que expressam as vias oxirredutora ou isomérica,
sobrexpressando xilucinase. Estudos comparativos revelaram que linhagens
expressando a via XR/XDH demonstraram um melhor consumo de xilose e producéao
de etanol em comparacdo com a via Xl, apesar de desafios, como o desequilibrio
dos cofatores NADPH e NAD* (BETTIGA et al., 2008). Outros estudos também
contrastaram o desempenho das vias, mostrando resultados variados. Enquanto a
via XR/XDH se mostrou mais produtiva, a via Xl gerou maiores rendimentos em
algumas situagdes (LI et al., 2016b). Recentemente, pesquisas apontaram que a
expressao simultdnea de ambas as vias pode oferecer um melhor desempenho em
meios contendo inibidores encontrados em hidrolisados lignocelulosicos (CUNHA et
al., 2019).

Para que a metabolizacdo de xilose (ou qualquer outro monossacarideo)
ocorra, além das vias metabdlicas intracelulares € necessario que o agucar consiga
atravessar a membrana plasmatica e acessar o interior da célula. Esse processo
ocorre mediado por proteinas integrais de membrana, os transportadores (ou
permeases), que permitem o transporte para o citosol de duas maneiras distintas: (1)
passivamente, de acordo com o gradiente de concentragdo, denominada difusdo
facilitada, ou (2) de forma ativa, através de co-transporte com préton (H*-simporte),
utilizando o gradiente eletroquimico de H* para realizar o transporte do agucar,
mesmo contra o gradiente de concentragcao (WEUSTHUIS et al., 1994; STAMBUK et
al., 1996; HORAK, 1997). Apesar de S. cerevisiae ndo conseguir metabolizar xilose,
essa espécie possui capacidade de internalizar essa pentose utilizando alguns de
seus transportadores de hexoses (HXT1 a HXT17 e GAL2) endoégenos (SEDLAK &
HO, 2004; GONCALVES et al., 2014). Isso ocorre mediado por permeases que tem
atividade preferencial por glicose, frutose ou galactose, porém sao relativamente
promiscuas e permitem o transporte de xilose, porém, com uma afinidade muito
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menor (KOTTER & CIRIACY, 1993; LEE et al.,, 2002; SUBTIL & BOLES, 2012,
GONGCALVES et al., 2014; PATINO et al., 2019).

Esses transportadores, assim como o restante dos transportadores de
acucares de S. cerevisiae, sdo membros da mesma familia de proteinas,
denominada Major Facilitador Superfamily (MFS). Dentre as caracteristicas comuns
a essas permeases, destacam-se a presengca de doze segmentos
transmembranares (TMs 1-12), que formam estruturas secundarias do tipo a-hélice,
ricas em residuos de aminoacidos com cadeias laterais hidrofobicas. Também estao
presentes regides citoplasmaticas amino-terminal (N-terminal) e carboxi-terminal (C-
terminal) (HENDERSON, 1993; PAO et al., 1998; SAIER, 2000). Apesar da escassa
quantidade de dados tridimensionais disponivel sobre essas permeases, em
especial das oriundas de eucariotos (KASAHARA & KASAHARA, 2003; KASAHARA
et al., 2004), de acordo com modelagens de transportadores de bactérias, acredita-
se que eles tenham estruturas semelhantes ao ilustrado na Figura 4, com os 12
TMs se organizando espacialmente de modo a formarem um poro dindmico que
atravessa a bicamada lipidica que compdéem a membrana plasmatica. O poro em si
€ estruturado de modo que apenas os TMs 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 e 11 participem da
interacdo com o substrato (Figura 4a). Como ilustrado na Figura 4b, as regides N- e
C-terminais sao longas e voltadas ao citoplasma, e o loop que liga o TM-6 ao TM-7
também é citoplasmatico e mais longo do que o restante dos loops entre os outros
TMs (SORGEN et al., 2002; ABRAMSON et al., 2003; TRICHEZ, 2012).
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Figura 4: Representagéo grafica simplificada de transportadores de agucares da superfamilia MFS
(Major Facilitador Superfamily), com seus 12 segmentos transmembranares (TMs 1-12) em a-hélice.
(a) Posicao relativa dos 12 TMs para a formagao do poro dindmico pelo qual o substrato (hexagono
central) sera transportado. (b) Distribuicdo dos 12 TMs (estruturas secundarias em a-hélices
hidrofébicas) na membra plasmatica da célula, ligados entre si por porgdes (ou loops) hidrofilicos e
com regides amino-terminal e carboxi-terminal voltadas ao citoplasma. Adaptado de Sorgen et al.
(2002); Abramson et al. (2003) e Trichez (2012).
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Guan & Kaback (2006) e de Mirza e colaboradores (2006), trabalhando com a
permease LacY, de Escherichia coli, propuseram que o transportador sofre
modificagdes conformacionais quando entra em contato com lactose e H* (seus
substratos), o que permite o transporte. De modo geral, essa permease possui duas
conformacgbes possiveis e intercambiaveis. Uma seria aberta ao meio extracelular,
em que o poro contendo os sitios de interagcdo com o agucar e com o H* ficam
acessiveis para interacdo com os substratos presentes no lado de fora da célula e,
apos contato com os substratos, os sitios de interagao no interior do poro promovem
a alteracao na estrutura do transportador, fechando-o para a face externa ao mesmo
tempo que abre o poro para o meio intracelular, liberando tanto agucar quanto H* no
citoplasma.

A menor afinidade que a maioria dos transportadores testados apresenta por
xilose, quando em comparagao com glicose, que levando a um co-consumo desses
monossacarideos de forma sequencial, com a xilose sendo consumida apenas
quando a glicose foi depletada. Essa caracteristica faz com que a etapa de
transporte de xilose seja um dos principais desafios da produgdo de etanol 2G
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utilizando S. cerevisiae (YOUNG et al., 2010; HA et al., 2011). Visando superar estas
limitagbes, diversos pesquisadores caracterizaram transportadores de xilose de
outras espécies de leveduras. Alguns exemplos sado: Leandro e colaboradores
(2006), que identificaram o transportador GXF1 e GXS1, de Candida intermedia, o
primeiro sendo um transportador que promove difusao facilitada de glicose e xilose,
com baixa afinidade e alta capacidade para xilose, e o segundo sendo um
transportador que promove co-transporte de xilose ou glicose com H*, com alta
afinidade; Du e colaboradores (2010), que identificaram os transportadores An29-2 e
An25, de Neurospora crassa, ambos com baixa atividade de transporte quando
expressos em linhagens de S. cerevisiae; De Sales e colaboradores (2015), que
identificaram os transportadores SsXUT1, SsQUP2 e SsHXT2.6 de Sc. stipitis, todos
permitindo crescimento de linhagem de S. cerevisiae deficiente nos transportadores
de hexose (hxt-null) em meios contendo glicose e/ou xilose; Knoshaug e
colaboradores (2015) identificaram os transportadores KmAXT1, de Kluyveromyces
marxianus, e PgAXT1, de Meyerozyma (Pichia) guilliermondii, ambos com
capacidade de transportar tanto arabinose quanto xilose. Os Km para xilose desses
transportadores séo, respectivamente 27 mM e 65 mM; e Knychala e colaboradores
(2021), identificaram os transportadores SpXUT1 e SaXUT1 de Spathaspora
passalidarum e Spathaspora arborariae, respectivamente, que, quando modificados
para ter maior estabilidade na membrana plasmatica, permitiram consumo,
crescimento e fermentagcdo em meios contendo glicose ou xilose. Um problema
comum de transportadores de xilose heterélogos expressos em S. cerevisiae é que
0s mesmos se mostram inespecificos ou ineficientes, inclusive sempre transportando
preferencialmente a glicose (DU et al., 2010; RUNQUIST et al., 2010; YOUNG et al.,
2012; FERREIRA et al., 2013).

A expressdo heterdloga de transportadores em S. cerevisiae que visam o
melhor consumo de xilose também enfrenta problemas relacionados a regulagao da
manutengdo dos transportadores na membrana plasmatica, sendo que alguns
residuos de lisina, localizados na porcao citoplasmatica da permease, podem servir
como sitios de ubiquitinagdo e posterior endocitose e degradagdo vacuolar da
proteina (STAMBUK, 2002; HORAK, 2003).

Ja foi demonstrado que a inativagao por glicose envolve etapas de alteragdes
pos-traducionais nas porg¢oes citoplasmaticas de permeases que transportam outras
fontes de carbono. Essas modificagdes sdo do tipo fosforilagdo e ubiquitinacdo e
promovem a endocitose das proteinas integrais de membrana e sua posterior
degradacdo (HORAK & WOLF, 1997; PAIVA et al., 2002). A ubiquitina se liga
covalentemente as porg¢des citoplasmaticas do transportador que sera endocitado.
Essas ligagbes ocorrem entre a extremidade C-terminal da ubiquitina e cadeias
laterais de residuos de lisina especificos no transportador (LIN et al., 2008;
BECUWE et al.,, 2012). Esse processo de ubiquitinagdo pode ocorrer de duas
formas. (1) Por meio da acédo direta da proteina ubiquitina ligase Rsp5 sobre a
proteina a ser ubiquitinada (FINLEY et al., 2012) ou (2) com a-arrestinas agindo
como intermediarias na interagcdo entre a Rsp5 e a proteina que deve ser
ubiquitinada (LEON & HAGUENAUER-TSAPIS, 2009; LIN et al, 2008).
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A Rsp5 é uma proteina com papel abrangente na endocitose de diversas
proteinas integrais de membrana de S. cerevisiae (FINLEY et al., 2012; NIKKO &
PELHAM, 2009), através do reconhecimento e ligacao especifica de seu dominio
conservado WW com o motivo PPXY na proteina que deve ser ubiquitinada (DUNN
& HICKE, 2001; GAJEWSKA et al., 2001). Entretanto, muitas proteinas de
membrana (como transportadores de agucares) nao possuem o motivo PPXY, sendo
necessario que a-arrestinas ajam como intermediarias (LEON & HAGUENAUER-
TSAPIS, 2009; LIN et al, 2008).

Leveduras possuem ao total 14 a-arrestinas, cada qual sendo responsavel
pelo recrutamento da Rsp5 para ubiquitinagdo de um grupo especifico de proteinas
integrais de membrana (LAUWERS et al., 2010). Dentre essas, € proposto que as a-
arrestinas Art4 (codificada pelo gene ROD1), Art7 (codificada pelo gene ROG3) e
Art8 (codificada pelo gene Csr2) sejam responsaveis pelo recrutamento da Rsp5 e
posterior ubiquitinacdo de transportadores de agucares. Ja foi descrito que a Art4 é
necessaria para ubiquitinacdo e endocitose da permease Hxt6 (NIKKO & PELHAM,
2009; LLOPIS-TORREGROSA et al, 2016) e das permeases Hxt1 e Hxt3
(O'DONNEL et al., 2015). A Art7 também é necessaria para endocitose do Hxt3
(O'DONNEL et al.,, 2015). A Art8 é necessaria para endocitose do Hxt6 e Hxt7
(HOVSEPIAN et al., 2017). Além disso, transportadores heterélogos expressos em
S. cerevisiae ja foram descritos como sendo endocitados em processos que
envolvem a-arrestinas, como o caso dos transportadores de CDT-1 e CDT-2 de N.
crassa, que sao endocitados em processos envolvendo a Art4 e Art7,
respectivamente (SEN, et al., 2016).

Alguns trabalhos ja se propuseram a remover os residuos de lisina passiveis
de ubiquitinagdo presentes nas regides N- e C-terminais de transportadores e, como
resultado, as linhagens contendo as permeases modificadas foram mais estaveis na
membrana e demonstraram uma melhora na capacidade de consumo dos agucares,
quando em comparagdo com as linhagens que expressavam as versdes nao
modificadas dos transportadores (ROY et al., 2014; LI et al., 2016b; SEN et al.,
2016; NIJLAND et al., 2016; PEREIRA et al., 2021; KNYCHALA et al., 2022).

Outra estratégia que visa contornar os problemas de transporte de xilose por
S. cerevisiae (principalmente quando glicose esta presente no meio) é, como
ilustrado na Figura 5, o desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae aptas a
transportar celobiose (e/ou xilobiose) e hidrolisa-la(s) intracelularmente. Dessa
forma, o problema do consumo sequencial de glicose e xilose (devido a competigéo
desses monossacarideos pelos transportadores) seria contornado, aumentando os
rendimentos de etanol. Essa estratégia também permitiria diminuir os custos de
hidrélise da biomassa lignoceluldsica, uma vez que seria desnecessaria a adicao de
B-glicosidases e [-xilosidases nos coquetéis enzimaticos (HA et al., 2011;
VINUSELVI & LEE, 2011, 2012). Linhagens expressando [(-glicosidases e/ou B-
xilosidases extracelulares ja foram desenvolvidas e permitem o consumo dos dois
dissacarideos em questado (FUJII et al., 2011; GURGU et al., 2011), porém, os
problemas decorrentes da presenca (simultanea ou ndo) de glicose e xilose no meio
extracelular permanecem.
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Figura 5: Estratégia de co-fermentagao de celobiose com xilose ou de xilobiose e glicose, evitando o
consumo sequencial dos acgUcares. Através da ndo adigdo de B-glicosidases e [B-xilosidases no
coquetel de hidrdlise enzimatica, aumenta-se a concentracdo de celobiose e xilobiose
(respectivamente) no meio fermentativo e, através da expressao intracelular de enzimas B-glicosidase
ou B-xilosidase e de transportadores com capacidade de internalizar celobiose e xilobiose, com
formacao intracelular de glicose e xilose. Através da expressao da via heter6loga de oxirredugao de
xilose — xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), além da expresséo da xilucinase (XK)
enddgena, torna-se possivel o consumo da xilose presente no meio intracelular. Fonte: autoria
prépria.
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Para superar essas barreiras, alguns trabalhos expressando via intracelular
de hidrdlise de celobiose ja demonstraram que essa estratégia € promissora. Sao
duas as vias de metabolizag¢ao intracelular de celobiose: a via hidrolitica, através da
expressao de um transportador de celobiose e uma B-glicosidase intracelular; e uma
via fosforolitica, através da expressdo de um transportador de celobiose € uma
celobiose-fosforilase intracelular. Na via hidrolitica, cada molécula de celobiose
internalizada é hidrolisada, formando duas moléculas de glicose pela agdo da (-
glicosidase intracelular. Em seguida, cada molécula de glicose é transformada em
glicose-6-fosfato por acdo de hexocinases, cada qual demandando uma molécula de
ATP no processo, sendo necessarias duas moléculas de ATP ao todo. Ja na via
fosforolitica, ocorre a quebra da celobiose dentro da célula por acdo de uma
celobiose-fosforilase (EC 2.4.1.20), resultando em uma molécula de glicose e outra
molécula de glicose-1-fosfato. A glicose-1-fosfato gerada é transformada em glicose-
6-fosfato pela agdo da fosfoglucomutase, sem a necessidade de utilizar ATP,
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enquanto a glicose é convertida normalmente a glicose-6-fosfato por acédo de
hexocinases, gastando apenas uma molécula de ATP no processo. Isso resulta na
economia de uma molécula de ATP quando comparado com a via hidrolitica (HA et
al., 2013a; KIM et al., 2018).

Os pioneiros em expressar transportadores funcionais de celobiose em S.
cerevisiae foram Galazka e colaboradores (2010) e Ha e colaboradores (2011),
trabalhando com os transportadores CDT-1 e CDT-2 e uma B-glicosidase GH1-1 de
N. crassa. Eles identificaram que ambos os transportadores tém alta afinidade para
celobiose (com Km em torno de 3-4 uM), sendo que a velocidade maxima de
transporte do CDT-1 € em torno de duas vezes superior do que a apresentada pelo
CDT-2. Posteriormente esses transportadores foram analisados quanto ao tipo de
transporte que realizam e se constatou que o transportador CDT-1 realiza simporte
com H*, enquanto o CDT-2 promove difusao facilitada (KIM et al., 2014).

Eriksen e colaboradores (2013) realizaram evolugdes direcionadas em
linhagens expressando uma B-glicosidase (GH1-1) e o transportador CDT-1, ambos
de N. crassa e identificaram que as substituicbes C82S e D433G no transportador
sao capazes de aumentar em cerca de 60% a atividade de transporte de celobiose.

Yuan & Zhao (2013), também trabalhando com GH1-1 e CDT-1 de N. crassa,
desenvolveram bibliotecas de promotores com intensidades regulando a expresséo
dos genes que codificam ambas as proteinas e, apds ensaios evolutivos
conseguiram identificar uma linhagem com taxa de consumo de celobiose seis vezes
superior a linhagem parental, indicando que, para a regulagem no nivel de
expressdao dos genes que codificam a via de metabolizagdo de celobiose, é
importante otimizar a fermentacdo de celobiose. Também investigando niveis de
expressao dos genes responsaveis pela internalizagao e hidrélise de celobiose em
linhagens recombinantes de S. cerevisiae, Oh e colaboradores (2016), apds ensaios
de engenharia evolutiva de linhagens contendo genes que codificam a enzima GH1-
1 e o transportador CDT-1 de N. crassa integrados em seu genoma, identificaram
que o aumento no numero de cépias, além de sua proporgado de 2:1 no genoma, sao
importantes para melhoria na fermentagéo de celobiose.

Utilizando a via fosforolitica, tanto o trabalho desenvolvido por Ha e
colaboradores (2013a) quanto o desenvolvido por Kim e colaboradores (2018)
utilizaram linhagens de S. cerevisiae expressando uma celobiose-fosforilase de
Saccharophagus degradans junto de uma versao mutante do transportador CDT-1
de N. crassa. Ambos os trabalhos conseguiram niveis de produtividade e
concentracdes de etanol similares, porém de forma mais lenta quando comparados
com os trabalhos utilizando a via hidrolitica.

Ao analisar o perfil transcricional de linhagens de S. cerevisiae cultivadas em
celobiose, Lin e colaboradores (2014) identificaram dois genes de interesse (SUT1 e
HAP4). Tanto a delecdo do HAP4 quanto a sobrexpressdo SUTT levaram a
aumentos em torno de 30% no consumo de celobiose das linhagens, indicando que
a presenca de celobiose € capaz de regular genes e afetar a fisiologia de S.
cerevisiae. Também analisando o perfil metabdlico de S. cerevisiae na presencga de
celobiose, Chomvong e colaboradores (2017) e Yun e colaboradores (2018)
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identificaram o papel importante que a concentragado de ATP possui no consumo de
celobiose. Eles identificaram que o descompasso entre as formas de sinalizagao da
presenca de glicose intra e extracelular leva a alteragdes fisioldgicas que resultam,
dentre outros efeitos, na inatividade da ATPase de membrana. Essa enzima, que
normalmente consome de 25% a 40% de todo o ATP produzido pela célula na
presenca de glicose, permanece inativa quando a célula esta exposta
exclusivamente a celobiose. Isso provavelmente contribui para os elevados niveis de
ATP dentro da célula e a consequente diminuicdo na atividade da via glicolitica,
observadas em células cultivadas em celobiose.

Visando o desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae capazes de
consumir celobiose utilizando a via interna hidrolitica, Knychala (2017) identificou no
genoma de Spathaspora passalidarum (NCBI:txid619300) — uma levedura isolada
em intestino de besouros que se alimentam de madeira e ja foi caracterizada como
sendo capaz de consumir celobiose (Nguyen et al., 2006) — a presenca de dois
genes com similaridade a B-glicosidase TtBG de Thielavia terrestres descrita por
Bae e colaboradores (2014) e as nomeou SpBGL1 e SpBGL2. Dos dois genes
identificados, apenas o SpBGL2 conseguiu ser corretamente amplificado e clonado
para sobrexpressao em S. cerevisiae. A SpBGL2 é uma [B-glicosidase da familia
GH3. Enzimas dessa familia comumente apresentam funcionalidade multipla, sendo
capazes de hidrolisar mais de um substrato (LEE et al., 2003; MAYER et al., 2006;
MACDONALD et al., 2015) e, por sua vez, a SpBGL2 apresenta similaridade com a
ja descrita KmBgli, de Kluyveromyces marxianus, que ja foi descrita possuindo
atividade de hidrélise de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX), que é uma
molécula sintética analoga a xilobiose (YOSHIDA et al., 2010), fazendo dessa
enzima uma candidata promissora para se testar frente tanto a celobiose quanto a
xilobiose.

Knychala (2017) também clonou e sobrexpressou em S. cerevisiae 0s genes
CtCBT1 de Candida tropicalis (NCBI:txid5482), MgCBT2 de M. gquilliermondii
(NCBI:txid4929) e HXT2.4 de Scheffersomyces stipitis (NCBI:txid4924), todas
espécies descritas como sendo capazes de consumir celobiose (SCHLITZER &
AHEARN, 1982; DU PREEZ et al., 1986; FREER, 1991). Esses genes foram
selecionados por possuirem similaridade tanto ao CDT-1 quanto ao CDT-2 de
Neurospora crassa (NCBI:txid5141). Das linhagens desenvolvidas por Knychala
(2017), todas que sobrexpressavam a B-glicosidase SpBGL2 em conjunto de algum
dos trés transportadores citados foram capazes de crescer utilizando celobiose.
Dessas, apenas aquela contendo o transportador MgBGL2 foi capaz de produzir
etanol.

Recentemente, Bermejo e colaboradores (2020) propuseram uma alternativa
a producao de etanol exclusivamente 2G no Brasil, através da implementacdo da
estratégia ISUCCELL. Essa estratégia consiste em integrar a produgao de etanol 1G
brasileiro com a producdo de etanol 2G através da fermentacdo simultanea de
substratos ricos em sacarose (porcdo 1G) com substratos lignocelulésicos
parcialmente hidrolisados, ricos em celobiose (por¢do 2G), utilizando leveduras
capazes de internalizar, hidrolisar intracelularmente e fermentar sacarose e
celobiose.
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A sacarose (a-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-fructofuranoside) € ao mesmo
tempo um a-glucosideo e um B-frutosideo, portanto ela pode ser hidrolisada tanto
por B-D-frutosidases, como a invertase (SUC2), como por a-D-glucosidases, como
maltases (MALx2) (STAMBUK et al., 2000; BATISTA et al., 2005; BADOTTI et al.,
2008).

Normalmente, a fermentacido de sacarose por S. cerevisiae inicia com a
hidrélise extracelular realizada pela versao extracelular da enzima SUC2. Esse
processo resulta na liberacdo de glicose e frutose no meio de cultivo que, em
seguida s&o internalizadas pela célula através de um mecanismo de difusdo
facilitada proporcionada por transportadores especificos, como HXT1-17 e GAL2. A
partir desse ponto, tanto glicose quanto frutose sdo fosforiladas e seguem a via
glicolitica.

Alternativamente, a sacarose pode ser internalizada via permease AGT1, que
promove co-transporte com H*, e hidrolisada pela versao intracelular da invertase
(ISUC) ou por MALX2, liberando glicose e frutose ja no meio intracelular (STAMBUK
et al., 2000; BATISTA et al., 2005; BADOTTI et al., 2008). Essa via de consumo &
interessante pois, ao mesmo tempo que nao depende da formagao extracelular de
glicose e frutose, que podem ser utilizadas por contaminantes (GORE et al., 2009), o
consumo de ATP decorrente do co-transporte com H* é capaz de diminuir o
crescimento celular e aumentar o consumo de agucar, aumentando o rendimento de
etanol produzido (BASSO et al., 2011; GOMBERT & VAN MARIS, 2015; MULLER et
al., 2023).

Visando o desenvolvimento de uma linhagem industrial de S. cerevisiae capaz
de consumir sacarose utilizando a via de internalizagdo desse dissacarideo,
MULLER e colaboradores (2023) desenvolveram uma linhagem com delecdo da
enzima SUC2 e a sobrexpressao de sua versao intracelular (iISUC2), em conjunto da
sobrexpressdo da permease AGT1. Quando em meio fermentativo contendo
sacarose, a linhagem resultante ndo produziu glicose extracelular e foi capaz de
produzir aproximadamente 11% mais etanol quando comparada com a linhagem
parental.

Uma vez desenvolvida a linhagem capaz de internalizar sacarose e fermenta-
la, para que a estratégia iISUCCELL se torne efetiva, teoricamente seria necessario
apenas a modificagdo dessa linhagem para que expresse a via de consumo de
celobiose intracelular, com transportador que promova transporte eficiente desse
dissacarideo e B-glicosidase ativa intracelularmente.

Buscando o desenvolvimento de linhagens capazes de fermentar celobiose
ao mesmo tempo que tornam possivel a integracao eficiente de etanol 1G com o 2G,
o presente trabalho se propés a dar continuidade aos trabalhos iniciados por
Knychala (2017), através da caracterizagao das duas proteinas que permitiram os
resultados de consumo de celobiose mais interessantes, a B-glicosidase SpBGL2 e
o transportador MgCBT2, e do desenvolvimento de linhagens laboratoriais e
industriais de S. cerevisiae com capacidade de transporte e metabolizacao
intracelular de celobiose, analisando seus desempenhos fermentativos em meios
contendo substratos de interesse.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver linhagens recombinantes de S. cerevisiae, tanto laboratoriais quanto
industriais, capazes de transportar e hidrolisar intracelularmente celobiose visando
diminuir os custos de obtencéo do hidrolisado lignocelulésico e otimizar a producao
de etanol de segunda geragéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as propriedades cinéticas de hidrolise de celobiose, p-nitrofenil-
B- D-glicopiranosideo (p-NBG) e p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX) pela
enzima SpBGL2 expressa em S. cerevisiae;

¢ Analisar o transporte de pNBG e pNBX por S. cerevisiae expressando a
enzima SpBGL2 e o transportador MgCBT2;

e Avaliar o crescimento e a capacidade fermentativa de S. cerevisiae
expressando a enzima SpBGL2 e o transportador MgCBT2 em meios
contendo celobiose;

e Desenvolver diferentes versées do transportador MgCBT2 sem lisinas nas
extremidades amino- ou carboxi-terminal;

e Desenvolver estratégias para integrar no genoma de leveduras industriais a
enzima SpBGL2 e o transportador MgCBT2

e Analisar a capacidade de crescimento e fermentagcdo de celobiose, ou
misturas de celobiose com sacarose, pelas linhagens industriais
desenvolvidas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANALISES BIOINFORMATICAS

O programa ClustalOmega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) foi
utilizado para fazer alinhamento multiplo entre diversas sequéncias de
transportadores e, em seguida, o alinhamento foi utilizado para construir a arvore de
similaridade entre os transportadores utilizando o programa MEGA-X
(https://www.megasoftware.net/), através do método Neighbour-Joining com 1000
replicatas em bootstrap. Para busca de proteinas com as quais fazer correlagdes de
similaridade com a permease MgCBT2, foi utilizada a ferramenta BLASTp da NCBI
(do inglés National Center for Biotechnology Information).

As ferramentas utilizadas para prever quais seriam os possiveis dominios
transmembrana (TMs) do transportador foram: PRALINE, com os métodos PSIPRED
e HMMTOP, disponiveis no servidor IBIVU (http://www.ibi.vu.nl/programs/
pralinewww/) (TUSNADY, 2001; SIMOSSIS et al., 2005; PIROVANO et al., 2008;
PIROVANO & HERINGA, 2010); Phyre? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/htmi/
page.cgi?id=index) (KELLEY et al., 2015); TMHMM - 2.0 (https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) (KROGH et al., 2001); e SWISS-MODEL (BIASINI
et al. 2014), utilizando a estrutura aberta para o lado interno do transportador XylE
de E. coli (PDB ID: 4QIQ, WISEDCHAISRI et al. 2014) como molde.

Para predicdo dos residuos de lisina que podem ser possiveis sitios de
ubiquitinagcdo nas regides N- e C-terminais, utilizou-se o programa BDM-PUB
(http://bdmpub.biocuckoo.org/prediction.php) (LI et al., 2009).

3.2. AMPLIFICAGCAO DOS GENES E FRAGMENTOS DE DNA

Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando técnicas padrao de PCR
(Polymerase Chain Reaction) utilizando as seguintes enzimas DNA polimerase:
Sapphire (Takara) e/ou GoTaq® (Promega) para PCRs de confirmagdo, ou Phusion
High-Fidelity (Thermo Fisher) e/ou PrimeSTAR® GXL (Takara) para PCRs que
serviriam para clonagens, sequenciamentos ou transformacgdes, todas seguindo as
especificacoes do fabricante.

Como DNA molde para as PCR, foram utilizados plasmideos purificados,
produtos de Gibson Assemby ou células lisadas por incubagdo a 99° C, em 20 mM
de NaOH, por 10 min (PCR de colbnia).

3.3. INICIADORES E PLASMIDEOS UTILIZADOS

Cada uma das reacbes de PCR foi conduzida utilizando iniciadores
especificamente desenhados, sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies)
(www.idtdna.com), listados na Tabela 1. Destaca-se aqui que ambos os iniciadores
(forward — F e reverse - R) utilizados para clonagem das versdes truncadas do


http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/
http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/
http://www.idtdna.com/
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transportador apresentam sitios para as enzimas de restricdo BamH| e Hindlll,
respectivamente, em suas extremidades 5 (devidamente destacadas na Tabela 1),
para permitir a clonagem no plasmideo de interesse. Os iniciadores utilizados para
os sequenciamentos foram desenhados com o auxilio da ferramenta online de
desenhos de iniciadores EUROFINS
(https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/sequencing-primer-design/). Os
iniciadores utilizados para a técnica de Gibson Assembly foram desenhados com
auxilio da ferramenta online NEBulder® Assembly Tool (NEB — New England Biolabs
- disponivel em https://nebuilder.neb.com/).

Além dos plasmideos contendo (1) o gene que codifica o transportador
MgCBT2 e (2) o gene que codifica a enzima SpBGL2, desenvolvidos por Knychala
(2017), o presente trabalho também utilizou e desenvolveu uma série de outros
plasmideos, conforme listado na Tabela 2. Destaca-se aqui o plasmideo pMV,
utilizado para facilitar as construgdes com os ensaios de Gibson Assembly e selegao
em E. coli, que foi obtido através da empresa chinesa Qinglan Biotech.

3.4. CLONAGENS PARA SOBREXPRESSAO COM PLASMIDEOS

Para clonagem e sobrexpressdo das versdes modificadas do gene que
codifica o transportador MgCBT2, o gene MgCBT?2 foi amplificado por PCR a partir
do plasmideo p426-MgCBT2 (Figura 6a) utilizando-se os iniciadores MgCDT2.2-F e
tMgCDT2_R para criar a versao do gene que codifica a permease truncada na
regiao C-terminal e tMgCDT2_F e tMgCDT2_R para criar a versdao que codifica a
permease truncada nas regides N- e C-terminal (Tabela 1), conforme ilustrado na
Figura 6b, amplificando genes que mantem o cédon ATG que codifica o residuo de
metionina (M) inicial e o codon final TGA, para finalizacdo da sintese proteica. Dessa
forma, o gene que codifica o transportador truncado em C- n&o possui os pares de
base que estao da posicédo 4 a 60 no gene original, resultando em uma proteina que
nao possui os 19 primeiros residuos de aminoacido que se encontram apos a
metionina original. Ja o gene que codifica o transportador truncado em N- e C-
terminal, além de ndo possuir a mesma modificacdo descrita no gene que codifica o
transportador truncado em C-terminal, ndo possui os ultimos 36 pares de base
codificantes encontrados no gene original, o que resulta em uma proteina que nao
possui os ultimos 12 residuos de aminoacidos e os primeiros 19 que se encontram
apos a metionina original.

Cada uma das versdes dos genes amplificados, bem como o plasmideo p426-
GPD, foram entao tratados com as enzimas de restricdo previamente selecionadas
(BamHI e Hindlll - NEB), por 60 min a 37°C. Os resultados das digestdes foram
entao purificados (QIAquick PCR Purification Kit) e em seguida incubados a 15° C
por 16 h na presenca de T4 DNA ligase e seu respectivo tamp&o (ThermoFisher).
Dessa forma, os plasmideos resultantes possuem uma das versdes modificadas do
gene, flanqueada pelo promotor GPDp e terminador CYCT1L.

A descricédo do processo de clonagem das porgdes de DNA responsaveis pela
transcricdo do RNA CRISPR (crRNA), que é a parte do RNA guia unico (sgRNA - do
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inglés single gide RNA) responsavel pelo reconhecimento da sequéncia de DNA alvo

utilizados nos sistemas CRISPR-Cas9, esta descrita no tépico “3.6. SISTEMA

CRISPR-Cas9”.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados.

Nome Sequéncia? (5’-3’)

Clonagem:

MgCDT2.2-F CATggatccATGGGTTTCCATTCGTCTTC
tMgCDT2_F CATggatccATGCACCAGGATATCGCTACTCA
tMgCDT2_R TGAaagcttTCACGGAGTGGCAAGAATATGGA

sgRNA.ARS1309_F

/5Phos/GATCGCCTGTGGTGACTACGTATCCG

sgRNA.ARS1309_R

/5Phos/AAAACGGATACGTAGTCACCACAGGC

sgRNA.ARS208 F

/5Phos/GATCGGTCCGCTAAACAAAAGATCTG

sgRNA.ARS208 R

/5Phos/AAAACAGATCTTTTGTTTAGCGGACC

Gibson Assembly:

ARS1309 F AGGTTCCTCATTCCCGTTGTT

Mg-01 ATCCCTGTGGTGACTACGTAATCATTATCAATACTCGCCA

Mg-02 TGGCGAGTATTGATAATGATTACGTAGTCACCACAGGGAT

Mg-03 GCTCGAAGGCTTTAATTTGCTCTACTACTCCATCGTAAAGCC

Mg-04 CTTTACGATGGAGTAGTAGAGCAAATTAAAGCCTTCGAGC

ARS1309a_R TTGTCAACCCTAGCTAAGCCA

ARS208 F CCGCAGTGTCTTGCGTCTCTGATCTTACCTGGTGAATTGG

Sp-01 CACGTCCGCTAAACAAAAGAACCCAACTTTGGCTGATAATA

Sp-02 TATTATCAGCCAAAGTTGGGTTCTTTTGTTTAGCGGACGTG

Sp-03 ATCTAAGTTTTAATTACAAAATGACCGTGTCTGATTTCGA

Sp-04 TCGAAATCAGACACGGTCATTTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATT
GCT

Sp-05 TCTTCTGGAAAGGTAATTAGATTGAATTGAATTGAAATCGATAGA

Sp-06 CGATTTCAATTCAATTCAATCTAATTACCTTTCCAGAAGAAACT

Sp-07 TCATCCCACTTGCAACAAAAGCATTTTCTAAACTTGTAGTTTATG

Sp-08 CATAAACTACAAGTTTAGAAAATGCTTTTGTTGCAAGTGGGATGA

ARS208 R TTGGCAGTGACTCCGTCTCTAGTAGGTGCCAGTTGAATAG

pMV_F AGAGACGGAGTCACTGCCAA

pMV_R AGAGACGCAAGACACTGCGG

Sequenciamentos:

seq.p1382.sgRNA_F GCTGTAGAAGTGAAAGTTGG

seq.p1382.sgRNA R CAAGTTGATAACGGACTAGC

seq.ARS1309-Mg-1_F TCTGCTTAATAGCTTCATACCG

seq.ARS1309-Mg-2_F GGTGAACAGTTTATTCCTGGC

seq.MgCDT2-begin-R TGAGTAGCGATATCCTGGTG

seq.ARS1309-Mg-3 F

CACCAGGATATCGCTACTCAAG

seq.ARS1309-Mg-4 F

TTTGTGTGCCAAGAATCCAAAG

seq.ARS1309-Mg-5 F

TTTACAACACCTGCTGGTACTTGG

seq.MgCDT2-F2 CAAGCCGCTTTGCCTGCTAT
seq.MgCDT2-R2 GCATGATGGTGGGGACGAAC
seq.ARS1309-Mg-6_F TGGTCATTGCCATGACGGTTGC
seq.MgCDT2-end-F TTTGGCGACGATCCGGATAC

seq.ARS1309-Mg-7_R

CCCTTTAACCCTTTATTCTTGAGC

seq.ARS1309-Mg-8 R

ACATAGTTTAGTGACGCAATGC

seqARS209-B2-1_F

AGGGTTCTGTTACTTGTCCAG

seqARS209-B2-2_F

ACATATCACATAGGAAGCAACAGG

seqARS209-B2-3 R GGGATTGGGTGTGATGTAAG
seqARS209-B2-4 F CCGGTGTGTTGATGGGTGAAGAAG
seq.SpBGL2-1_F CAAGGTACCGTCATGTCCGA
seqARS209-B2-5 F TTGCTCTCCAATCCGGTATTC
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seq.SpBGL2-2 F ACTTCACTCCTGAAGAATCA
seqARS209-B2-6_F AGGTTAGAGTTGAATTTGGATCGG
seq.SpBGL2-3 R CCACGGTATTAGGATTAGCT

seqARS209-B2-7_F

GTCCAAGTGTATATCTCCAAAGAC

segARS209-B2-8_R

ATTGATCCTCTTGGGAAATGGG

seq.pAUR-AUR.beg R

TGTAATGCACCCAGTCGCTTAAAG

seq.AurR.end F

GATATCGAAAGTGTCCCTTTGTCC

seq.5’MCSpAUR R

CCCGTGTCATAAGATCATCCATCG

seq.5’MCSpAUR F

TTTGCTTCCAACTTTGGCGCATTG

seq.5'XKS1_F GTGTTCAGTAATTCAGAGACAGAC
seq.5'XKS1_R TTTAGGTCCTGGTTAATGGCG
seq.meioXKS1 F GGCAGATGCCTGTGGTATGAAC
seq.3'XKS1 _F TGGCATGTAATGGAAAGCATATCC
seq.3'’XKS1_R GGGACAATCTTGGAATTATAGCG
seq.5'XYL2 F ATGACTGCTAACCCTTCCTTG
seq.5'XYL2_R ATGGGCGTAGAAGTGGATGTCG
seq.3'XYL2 F GACTTTGAACAATTGATCACCC
seq.3'XYL2_R TTACTCAGGGCCGTCAATGAGAC
seq.3'XYL1_R TAGACGAAGATAGGAATCTTGTCC
seq.3'XYL1_F AAGTCCAACACTGTCCCAAG
seq.5'XYL1_R GTTGGCGTAATCTTCGGCAC
seq.5'XYL1_F GCCTTCTATTAAGTTGAACTCTGG

seq.3'MCSpAUR R

TGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAG

Confirmagoes:

GPD.2-F CGGCCGAAATCATTATCAATACTCGCCATTTC
CYC.2-R CGGCCGAAAGCAAATTAAAGCCTTCGAGC
pAUR-AurR-fim_F ATTGGCTGCAGATTCAAACG
pAUR-XKS1-inicio_R ACCTCTCTTGTCTGTCTCTG

XKS1-fim_F CCAAGATTGTCCCCTTAAGC

XYL2-begin_R GGCATCGTAAGTTTCGAACG

pAUR-XDH_F CACCGTTTTCGCCATGAAGG

XYL1-meio_R GCGAATTCGATCAATCTTGG

aSequéncias em minusculo e negrito correspondem aos sitios de restricdo BamHI e Hindlll.

Tabela 2: Plasmideos utilizados.

Plasmideo Descrigcao Referéncia
Sobrexpressao:
p426-GPD AmpR ori URA3 GPDp-CYC1t ATCC® 87361™

p424-SpBGL2

AmpR ori TRP1 Pgpp-SpBGL2-Tcyeq

KNYCHALA, 2017.

p426-MgCBT2

AmpR ori URA3 Pgpp-MgCBT2-Tcycs

KNYCHALA, 2017.

p426-tMgCBT2AC

AmpR ori URA3 Pgpp-tMgCBT2AC-Tcycy

Este trabalho.

p426-tMgCBT2ANAC

AmpR ori URA3 Pepp-tMgCBT2ANAC-Tcyet

Este trabalho.

pAUR-XKXDHXR

AmpR ori AUR1-C [Ppck1-ScXKS1-Tpek1,
PPGK1-SSXYL2- TPGK1, PADH1-SSXYL 1- TADH1]

MATSUSHIKA et al.,
2008.

Gibson Assembly:
pMV-seq1 AmpR ori Sp.arb-Seq1opt. BGI
pMV AmpR ori BGI

pMV-pTEF1-SpBGL2-
tPGK1

AmpR ori [5ARS208-Prer1-SpBGL2-Tpexi-
3ARS208]

Este trabalho.

Sistema CRISPR-Cas9:

pV1382

AmpR ori CaNATR URA3 Prer1-CaCas9-Teyer
Psnrs2-Tsnrs2

VYAS et al., 2018.

pV1382-ARS208

AmpR ori CaNATR URA3 Prer1-CaCas9-Teyer
PSNR52-SQRNA(AR8208)-T3NR52

Este trabalho.

pV1382-ARS1309

AmpR ori CaNATR URA3 Prer1-CaCas9-Teyer
PSNR52-SQRNA (ARS 1 309)- TSNR52

Este trabalho.
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Figura 6: Plasmideo p426-MgCBT2 e iniciadores utilizados para truncagem do gene. (a) mapa do
plasmideo p426-MgCBT2 com o gene MgCBT?2, salientando os residuos de lisina (K) presentes nas
por¢coes N- e C- terminais do transportador, bem como as porgdes que codificam os TMs 1 e 12.
Também estéo visiveis o0 gene URA3 e AmpR, para selegéo de leveduras e bactérias transformantes,
respectivamente, além da regido em amarelo, 2 ori e ori, sendo as origens de replicagdo plasmidial
de levedura e de bactéria, respectivamente. (b) Representagdes das porgdes inicial e final da regido
codificante do gene MgCBT2 clonado no plasmideo p426-MgCBT2 e respectivas sequéncias
proteicas codificadas por ambas as regiées. Na porgdo inicial do gene, destacado em amarelo,
encontra-se o Unico cédon que codifica um residuo de lisina (K). Na porgao final do gene, destacados
em vermelho, encontram-se os trés codons que codificam K que foram preditos como possiveis sitios
de ubiquitinagcdo. Na imagem também é possivel observar (localizados em paralelo aos seus sitios de
anelamento) os iniciadores desenhados para amplificar as versdes truncadas do transportador
MgCBT2. Imagens construidas utilizando programa SnapGene Viewer
(https://www.snapgene.com/snapgene-viewer).

p426-MgCBT2

8220 bp

n MgCDT2.2-F AT T tMgCDT2-F
C C atccATG
TggatccATGGGTTTCCATTCGTCTTC CACCAGGATATCGCTACTCA
CtathGATCC:‘T[V-““"\T"P‘\:-l GTCTTCATCTTGGAATATGACAGAT AAATT A TATTAA F AGGATATI( TA AAGA
3 1 3 L 3 4 i i 4 1 3 i 3 1 3 1 3 L 3
gatcaCCTAGGT"\ CCAAAGGTAAGCAGAAGTAGAAL TTATACTGTCTAAGTTTAAGGTCATAATTG GTGGTCCTATAGCGATGAGTTCT
1 " N " S n M " M 10 " L " 1 i i M L 20 L M L " 25 i L "
? M G F H S S S S W N M T (s S N S S ] N K H Q D 1 A T Q [
N-Terminal MgCBT2 —
ATCCATATTCTTGCCACTCCGAAGGAAAAATTATCGCTTGAACATGCTGAAAAAGTATGAAAGCTTatcgatac
i 1 L 1 i 1 i L i L i 1 i L i
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1 H 1 L A T P K E K L S L E H A E K \J a .
MgCBT2 C-Terminal

AGGTATAAGAACGGTGAGGC@

tMQCDT2-R


https://www.snapgene.com/snapgene-viewer
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3.5. LINHAGENS UTILIZADAS

Como plataforma para propagacéao de plasmideos, foi utilizada a linhagem de
E. coli DH5a (F’/ endA1hsdR17 (rK-mK+) gInV44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1A
(lacZYA-argF) U169 deoR ®80dlac A (LacZ) M15), ndo patogénica e propicia para
métodos de biologia molecular (MESELSON & YUAN, 1968). As linhagens de S.
cerevisiae utilizadas estao listadas na Tabela 3. Dessas, CEN.PK2-1C (ENTIAN &
KOTTER, 1998), MGDO01 (DARIO, 2011), GMY08 (MULLER et al., 2023) e MP-C5H1
(PEREIRA et al., 2021) foram utilizadas como linhagens parentais para o
desenvolvimento do trabalho.

A CEN.PK2-1C foi selecionada por ser uma linhagem laboratorial haploide
amplamente utilizada em diversas linhas de pesquisa, possuindo facilidade de
manipulagédo genética e auxotrofia a uracila, histidina, triptofano e leucina, permitindo
a utilizacdo de plasmideos com selecao via auxotrofia para expressao de genes de
interesse. Além disso, essa foi a mesma linhagem parental utilizada por Knychala
(2017) para desenvolver a linhagem CENPK-B2-MgCBT2.

A linhagem MGDO01, por sua vez, &€ derivada da CEN.PK2-1C, com o mesmo
padrao auxotréfico, porém possui delecdo da versdao extracelular da enzima
invertase e, portanto, ndo hidrolisando sacarose extracelularmente. Dario (2011)
caracterizou a capacidade de consumo de sacarose dessa linhagem e identificou
uma produtividade para etanol de aproximadamente 4,83 g L' h*', com fator de
rendimento de aproximadamente 0,38 g de etanol produzidos por g de sacarose
consumida em meio fermentativo contendo aproximadamente 100 g L' de sacarose.
Essa caracteristica é interessante pensando em futuramente integrar a produgéo de
etanol 2G com a producao de etanol 1G brasileiro.

A linhagem GMY08 é uma linhagem derivada da levedura industrial CAT-1
(BASSO et al., 2008), 6tima fermentadora e isolada de usina alcooleira brasileira. A
GMY08 também possui delegcao da versao extracelular da enzima invertase e, além
disso, possui sobrexpressao da versao intracelular dessa enzima e do transportador
AGT1, o que confere a essa linhagem uma capacidade excepcional de fermentacao
de sacarose, apresentando uma producao de aproximadamente 11% mais etanol
em relagdo a CAT-1, quando fermentando 200 g L' de sacarose (MULLER, 2013;
MULLER et al., 2023), fazendo dessa, uma 6tima candidata para o desenvolvimento
de uma linhagem iSUCCELL robusta.

Ja a linhagem MP-C5H1, também derivada da CAT-1, sofreu modificagdes
voltadas a utilizacdo de xilose, como a integracdo genémica da via oxirredutora de
utilizagéo de xilose (com sobrexpressdo dos genes XYL1, XYL2 e XKS1), além da
sobrexpressao do transportador endégeno HXT1, modificado de forma a nao possuir
seus 56 primeiros residuos de aminoacidos, estando ai inclusos os residuos de
lisina (K) que podem sofrer ubiquitinagdo e permitir a endocitose do transportador.
Ja foi demonstrado que o conjunto dessas modificacbes realmente melhora o perfil
fermentativo de xilose por essa linhagem (PEREIRA et al., 2021).
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Tabela 3: Linhagens de Saccharomyces cerevisiae, tanto laboratoriais quanto industriais, utilizadas.

tMgANAC

ARS1309a:: Pepp1-tMgCBT2ANAC-Tcvc1

LINHAGEM GENOTIPO REFERENCIA

Laboratoriais

CEN.PK2-1C MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8c SUC2 ENTIAN &

KOTTER, 1998.

CENPK-B2- Isogénica a CEN.PK2-1C, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- KNYCHALA,

MgCBT2 GPD-MgCBT2 2017.

CENPK-X- Isogénica a CEN.PK2-1C, mas AUR::pAUR-XKXDHXR::AUR Este trabalho.

RDK

CENPK-X-B2 Isogénica a CENPK-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 Este trabalho.

CENPK-X-Mg | Isogénica a CENPK-X-RDK, mas p426-GPD-MgCBT2 Este trabalho.

CENPK-X-B2- | Isogénica a CENPK-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- | Este trabalho.

Mg GPD-MgCBT2

CENPK-X-B2- | Isogénica a CENPK-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- | Este trabalho.

tMgAC GPD-tMgCBT2AC

CENPK-X-B2- | Isogénica a CENPK-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- | Este trabalho.

tMgANAC GPD-tMgCBT2ANAC

MGD-01 Isogénica a CEN.PK2-1C, mas suc2A::KanR DARIO, 2011.

MGD-B2-Mg Isogénica a MGD-01, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426-GPD- Este trabalho.
MgCBT2

MGD-X-RDK Isogénica a MGD-01, mas AUR::pAUR-XKXDHXR::AUR Este trabalho.

MGD-X-B2 Isogénica a MGD-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 Este trabalho.

MGD-X-Mg Isogénica a MGD-X-RDK, mas p426-GPD-MgCBT2 Este trabalho.

MGD-X-B2-Mg | Isogénica a MGD-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- Este trabalho.
GPD-MgCBT2

MGD-X-B2- Isogénica &8 MGD-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- Este trabalho.

tMgAC GPD-tMgCBT2AC

MGD-X-B2- Isogénica &8 MGD-X-RDK, mas p424-GPD-SpBGL2 e p426- Este trabalho.

tMgANAC GPD-tMgCBT2ANAC

Industriais Este trabalho.

CAT-1 Diploide, isolada na Usina VO Catanduva, SP, 1998/1999 BASSO et al.,

2008.

GMYO08 Isogénica a CAT-1, mas loxP-KanMX-loxP-Papn1::iSUC2 / MULLER et al.,
suc2::loxP-Ble™loxP Pcprp1::AGT1/ AGT1 2023.

GMY-X-RDK Isogénica a GMY08, mas AUR::pAUR-XKXDHXR::AUR Este trabalho.

GMY-X-B2 Isogénica a GMY-X-RDK, mas ARS208a::Pter1-SpBGL2-Trak1 | Este trabalho.

GMY-X-Mg Isogénica a GMY-X-RDK, mas ARS1309a::Pcrp1-MgCBT2- Este trabalho.
Tevet

GMY-X-B2-Mg | Isogénica a GMY-X-RDK, mas ARS208a::Pter1-SpBGL2-Trek1 | Este trabalho.
e ARS1309a:: Pepp1-MgCBT2-Tcyct

GMY-X-B2- Isogénica a GMY-X-RDK, mas ARS208a:: Prer1-SpBGL2- Este trabalho.

tMgAC Trek1 € ARS1309a:: Peprp1-tMgCBT2AC-Tcyet

GMY-X-B2- Isogénica a GMY-X-RDK, mas ARS208a:: Prer1-SpBGL2- Este trabalho.

tMgANAC Trck1 € ARS1309a:: Peroi-tMgCBT2ANAC-Tcvet

MP-C5H1 Isogénica a CAT-1, mas AUR::pAUR-XKXDHXR::AUR loxP- PEREIRA et al.,
KanMX-loxP-PapH1::[4-59A]HXT1 2021.

MPC5H1-B2 Isogénica a MP-C5H1, mas ARS208a:: Prer1-SpBGL2-Trok1 Este trabalho.

MPC5H1-Mg Isogénica & MP-C5H1, mas ARS1309a:: Pepn1-MgCBT2-Tcyct1 | Este trabalho.

MPC5H1-B2- Isogénica a MP-C5H1, mas ARS208a:: Pter1-SpBGL2-Tpek1€ | Este trabalho.

Mg ARS1309a:: Perpi-MgCBT2-Tcvet

MPC5H1-B2- Isogénica a MP-C5H1, mas ARS208a:: Pter1-SpBGL2-Tpek1€ | Este trabalho.

tMgAC ARS1309a:: Peppi-tMgCBT2AC-Tcvet

MPC5H1-B2- Isogénica a MP-C5H1, mas ARS208a:: Prer1-SpBGL2-Trek1 e | Este trabalho.
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3.6. SISTEMA CRISPR-Cas9

O plasmideo pV1382 (Figura 7) foi utilizado para expressar o sistema
CRISPR-Cas9 em S. cerevisiae, servindo como plataforma para as edigdes
genbmicas. Esse plasmideo foi desenvolvido inicialmente como plataforma para
edicbes genéticas em Candida albicans (VYAS et al., 2015) e posteriormente
modificado para servir como vetor-plataforma para modificagbes gendmicas em S.
cerevisiae com sistema CRISPR, com expressao constitutiva da Cas9 e do sgRNA,
sob regéncia dos promotores TEF1p e SNR52p, respectivamente (VYAS et al.,
2018).

Figura 7: Mapa do plasmideo pV1382, desenvolvido por Vyas e colaboradores, 2018. Em destaque
(ordem horaria, iniciando pela parte superior), encontra-se as regides: (URA3) codificante do gene
URAS3 sob influéncia de seu promotor; (CaCas9) codificante do gene Cas9, inicialmente desenvolvido
para C. albicans e posteriormente otimizado para S. cerevisiae, sob influéncia do promotor TEF1p e
do terminador CYCTt; (CaNAT1) codificante do gene NATT, inicialmente desenvolvido para C.
albicans (VYAS et al., 2015) e posteriormente otimizado para S. cerevisiae, sob influéncia do
promotor TEF1p e do terminador TEF1t, que garante resisténcia a nourseotricina; (CRISPR-RNA) que
possui a sequencia necessaria para a produgao do sgRNA, responsavel por localizar o alvo do
sistema CRISPR-Cas9, com o sitio para insercdo da porcdo crRNA flanqueado por dois sitios de
corte da enzima BsmBI, e sob influéncia do promotor SNR52p e terminador SNR52t; (ori) origem de
replicacdo em bactéria, permitindo a propagagéo do plasmideo em E. coli; e (Ampicillin) codificante
do gene AmpR que garante resisténcia ao antibiético ampicilina, para selegdo em E. coli. Imagem
construida utilizando programa SnapGene Viewer (https://www.snapgene.com/snapgene-viewer).
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O vetor pV1382 é uma plataforma pratica para utilizagao e direcionamento do
sistema CRISPR-Cas9 em S. cerevisiae, promovendo a expressao constitutiva tanto
da enzima Cas9 quanto do sgRNA para direcionar a enzima para o local de corte.
Esse plasmideo também possui uma regido de clonagem da porgao de DNA
responsavel pela transcricdo do crRNA (responsavel por direcionar o sistema para
alvos desejados pelo pesquisador) que é flanqueada por sitios de restricdo da
endonuclease BsmBI (Figura 8a), permitindo a clonagem do fragmento de DNA,
portanto, direcionando o sistema para o alvo genomico desejado de forma simples.
Dado que o crRNA é pequeno, com apenas 20 pb, é possivel encomendar a sintese
do DNA desejado da mesma forma que se sintetizam oligonucleotideos para serem
utilizados como iniciadores em PCR, porém, suas extremidades 5 precisam ser
fosforiladas para permitir a clonagem (Figura 8b e c).

Figura 8: Esquema de clonagem do crRNA no pV1382. (a) sitio de clonagem do fragmento de DNA
que codifica a por¢gao crRNA do sgRNA utilizado pelo sistema CRISPR-Cas9, no plasmideo pV1382.
As caixas cinzas destacam os sitios de reconhecimento da enzima BsmBI, enquanto, em vermelho,
estao destacados os pontos de corte promovidos por ela. (b) par de oligonucleotideos (fosforilados
em suas extremidades 5’) desenhados de forma a serem complementares entre si e, assim, formarem
(c) uma fita dupla de DNA contendo os 20 pb que compdem a porgdo crRNA e extremidades livres
complementares aos sitios digeridos pela enzima BsmBI no plasmideo pV1382.
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As regidbes ARS208a e ARS1309a foram selecionadas para inser¢cdo dos
modulos de sobrexpressao dos genes focos do presente trabalho. Essa selecgéao foi
realizada tomando como base o trabalho realizado por Reider Apel e colaboradores
(2017). Neste trabalho, as regides ARS208a e ARS1309a, além de diversas outras,
foram testadas quanto as eficiéncias de integragdo de genes (usando sistema
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CRISPR-Cas9) e quanto a eficiéncia de expressdo de genes integrados nessas
regides. Como analisado no trabalho, ambas as regiées selecionadas apresentaram
eficiéncia de integracdo proxima a 100% e altos niveis de expressdo relativa as
demais regides analizadas.

ApoOs o sequenciamento de ambas as regides de interesse presentes nos
genomas das linhagens industriais GMY08 e MP-C5H1, conforme descrito em no
item 3.11., identificou-se diversos polimorfismos entre as duas linhagens e se
buscou por porgdes de 20 pb idénticas em ambas as linhagens (para servirem como
sitio de reconhecimento do crRNA), que fossem seguidas por uma sequéncia motivo
adjacente do protoespacador (do inglés protospacer adjacent motif ou PAM)
reconhecida pelo sistema CRISPR-Cas9 em questdo (nesse caso: “‘NGG”). Para o
sitio ARS208a, a sequéncia selecionada foi o sitio “GTCCGCTAAACAAAAGATCT?,
seguida pela sequencia PAM “TGG”, localizado aproximadamente 325 pb a
montante do locus ARS208a. Para o sitio ARS1309a, a sequéncia selecionada foi a
‘CCTGTGGTGACTACGTATCC”, seguida pela sequencia PAM “AGG”, localizada
aproximadamente 180 pb a montante do /locus ARS1309a.

Cada porcao de DNA responsavel pela transcricdo do crRNA especifico para
cada sitio, foi clonada no pV1382 como descrito por Vyas e colaboradores (2018).
Nesse processo, exemplificado na Figura 8, o vetor plataforma (pV1382) foi digerido
com a enzima BsmBI e, em seguida, as extremidades 5 de cada fita de DNA do
plasmideo linearizado foram desfosforiladas com fosfatase alcalina (Quick CIP -
NEB), e o produto foi purificado (QIAquick PCR Purification Kit). Para realizar a
clonagem, o plasmideo digerido e o par de oligonuleotideos especificos
(sgRNA.ARS1309_F e sgRNA.ARS1309 R para direcionar o sistema CRISPR-Cas9
para o0 local de interesse no Jocus ARS1309 e sgRNA.ARS208 F e
sgRNA.ARS208 R para o local de interesse no locus ARS208 — Tabela 1) foram
incubados a 15° C por 16 h na presenca de T4 DNA ligase e respectivo tampao
(ThermoFisher). Dessa forma, os plasmideos resultantes continham as sequéncias
de DNA (necessarias para as transcricbes corretas dos sgRNA de interesse)
clonadas corretamente no local desejado.

Depois de clonados, os plasmideos resultantes foram sequenciados utilizando
os iniciadores seq.p1382.sgRNA F e seq.p1382.sgRNA R (Tabela 1) para
confirmar a correta insergao dos fragmentos de DNA.

3.7. GIBSON ASSEMBLY

Para unir os diferentes fragmentos de DNA amplificados por PCR foi realizado
Gibson Assembly® utilizando o kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly (NEB). Para
cada reacado de PCR foi utilizado um par de iniciadores (Tabela 1) contendo ao
menos 20 pb na extremidade 3’ que anelam no inicio (ou fim) da regido que se
pretende amplificar e, na extremidade 5’°, ao menos 20 nucleotideos idénticos a
extremidade da porcdo de DNA presente na outra molécula com a qual se pretende
unir. Cada iniciador foi desenhado utilizando a plataforma/ferramenta NEBuilder®
Assembly Tool (NEB — disponivel em https://nebuilder.neb.com/).
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Para construgcao do fragmento de reparo para inser¢gao do gene que codifica
cada uma das versdes do transportador MgCBT2, foram necessarios unir trés
fragmentos iniciais diferentes: (I) fragmento de DNA com 515 pb idénticos a regido a
montante do ponto de corte do sitio ARS7309a (obtido por PCR de colénia das
linhagens que se desejava modificar), amplificado com os iniciadores ARS1309 F e
Mg-02; (ll) fragmento de DNA contendo o promotor GPDp, a versao desejada do
MgCBT2 e o terminador CYCt (obtido por PCR utilizando os plasmideos p426-
MgCBT2, p426-tMgCBT2AC ou p426-tMgCBT2ANAC como DNA molde),
amplificado com os iniciadores Mg-01 e Mg-04; e (lll) fragmento de DNA com 624 pb
idénticos a regido a jusante do ponto de corte do sitio ARS1309a (obtido por PCR de
colénia das linhagens que se desejava modificar), amplificado com os iniciadores
Mg-03 e ARS1309a_R.

Dessa forma, os 20 ultimos nucleotideos do iniciador Mg-01 s&o idénticos aos
20 ultimos pb da regidao a montante do ponto de corte do sitio ARS1309a, e os 20
ultimos nucleotideos do iniciador Mg-02 s&o idénticos aos 20 primeiros pb do
promotor GPDp. Assim, os 40 ultimos pb do fragmento | sdo idénticos aos 40
primeiros pb do fragmento Il. De modo similar, os 20 ultimos nucleotideos do
iniciador Mg-03 sao idénticos aos 20 primeiros pb da regido a jusante do ponto de
corte do sitio ARS71309a, e os 20 ultimos nucleotideos do iniciador Mg-04 séao
idénticos aos 20 ultimos pb do terminador CYCt. Assim, os 40 ultimos pb do
fragmento Il sdo idénticos aos 40 primeiros pb do fragmento Ill.

Para formagao do fragmento de reparo contendo o moédulo de sobrexpressao
do gene que codifica a enzima SpBGL2, optou-se pela construgdo circular da
mesma, uma vez que a técnica de Gibson Assembly possui baixa eficiéncia na
formagao de uma molécula linear a partir de mais de trés fragmentos distintos. Para
circularizagao, foi utilizado o vetor pMV como molde para amplificagdo por PCR,
utilizado os iniciadores pMV_F e pMV_R (Tabela 1), amplificando a por¢ao contendo
origem de replicagdo em E. coli e gene que confere resisténcia a ampicilina para
selecdo das transformantes. O fragmento de reparo foi construido unindo cinco
fragmentos iniciais distintos: (I) fragmento de DNA com 695 pb idénticos a regido a
montante do ponto de corte do sitio ARS208a (obtido por PCR de colénia das
linhagens que se desejava modificar), amplificado com os iniciadores ARS208_F e
Sp-02; (l) fragmento de DNA contendo os 608 pb imediatamente a montante da
regido codificante do gene TEF1, correspondentes a sua regiao promotora (obtido
por PCR de colbnia das linhagens que se desejava modificar), amplificado com os
iniciadores Sp-01 e Sp-04; (Ill) fragmento de DNA contendo o gene SpBGL2 (obtido
por PCR utilizando o plasmideo p424-SpBGL2 como DNA molde) , amplificado com
os iniciadores Sp-03 e Sp-06; (IV) fragmento de DNA contendo os 428 pb
imediatamente a jusante da regido codificante do gene PGK1, correspondentes a
sua regiao terminadora (obtido por PCR de colbénia das linhagens que se desejava
modificar), amplificado com os iniciadores Sp-05 e Sp-08; e (V) fragmento de DNA
com 742 pb idénticos a regidao a jusante do ponto de corte do sitio ARS208a (obtido
por PCR de colbnia das linhagens que se desejava modificar), amplificado com os
iniciadores Sp-07 e ARS208 R.
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Dessa forma, os 20 ultimos nucleotideos do iniciador ARS208_F sao idénticos
aos 20 ultimos pb da regiao do pMV amplificada pelos iniciadores pMV_F e pMV_R,
0 que faz com que os 20 primeiros pb do fragmento | sejam idénticos aos 20 ultimos
pb do fragmento amplificado a partir do pMV. Os 20 ultimos nucleotideos do iniciador
Sp-02 sao idénticos aos 20 primeiros pb da regido promotora TEF1t, o que faz com
que os 40 ultimos pb do fragmento | sejam idénticos aos 40 primeiros pb do
fragmento II. Os 20 ultimos nucleotideos do iniciador Sp-04 sdo idénticos aos 20
primeiros pb da regido codificadora do gene SpBGL2, o que faz com que os 40
ultimos pb do fragmento Il sejam idénticos aos 40 primeiros do fragmento Ill. Os
ultimos 20 nucleotideos do iniciador Sp-05 sdo idénticos aos 20 ultimos pb da regido
codificadora do gene SpBGL2, o que faz com que os 40 primeiros pb do fragmento
IV sejam idénticos aos 40 ultimos pb do fragmento Ill. Os 20 ultimos nucleotideos do
iniciador Sp-07 sao idénticos aos 20 ultimos pb do terminador PKGt, fazendo com
que os 40 primeiros pb do fragmento V sejam idénticos aos 40 ultimos pb do
fragmento IV. Os 20 ultimos pb do iniciador ARS208 R sao idénticos aos 20
primeiros pb do fragmento amplificado a partir do pMV, assim circularizando o
fragmento contendo o fragmento de reparo que contém o modulo de sobrexpressao
do gene SpBGL?2.

Cada fragmento de PCR foi purificado utilizando o kit QIAquick PCR
Purification Kit e, em seguida, incubados em conjunto a 50° C, por 60 min, na
presenca do reagente NEBuilder® HiFi DNA Assembly (NEB), composto por solugao
tampao e mix enzimatico de exonuclease 5’-3’, DNA-polimerase e DNA-ligase.
Posteriormente, os produtos foram purificados (QIAquick PCR Purification Kit) e/ou
transformados em E. coli DH5a e, através de selegdo por ampicilina, colénias foram
selecionadas para que seus plasmideos pudessem ser confirmados quanto a correta
construgao.

3.8. TRANSFORMACOES

Para transformacdes das E. coli DH5a, foi utilizado o método de cloreto de
calcio, como descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001). Todas as bactérias
transformadas foram selecionadas em meios contendo 100 mg L' de ampicilina
(Sigma-Aldrich). Todas as transformacées de linhagens de leveduras foram
realizadas utilizando o método de acetato de litio, descrito por GIETZ & WOODS
(2006). Para integragao do plasmideo pAUR-XKXDHXR (Figura 9, MATSUSHIKA et
al., 2008) no genoma das linhagens de levedura, se digeriu o mesmo utilizando a
enzima de restricdo BsiWI (NEB) e, em seguida, cerca de 1 ug do DNA produto da
digestéo foi utilizado para transformar as linhagens selecionadas. Como esse sitio
de restrigao fica localizado dentro do gene AUR1-C, o plasmideo linearizado com a
BsiWI consegue se integrar no locus AUR1 de S. cerevisiae via recombinacao
homodloga. Esse processo torna as células que o integraram corretamente
resistentes a aureobasedin A (Takara), o que permitiu sua selecdo em meios
contendo 0,5 mg L' desse antibidtico, ao mesmo tempo que insere no genoma os
genes necessarios para a metabolizagéo de xilose: XYL7 (XR) e XYL2 (XDH), de Sc.
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stipitis, e XKS1 (XK) de S. cerevisiae, todos sob regéncia de promotores fortes e
constitutivos (Figura 9).

Para transformacédo das linhagens laboratoriais com os plasmideos de
sobrexpresséo contendo versdes do transportador MgCBT2 e/ou a enzima SpBGL2,
aproximadamente 300 ng de cada plasmideo foi utilizado para transformar as
linhagens selecionadas. As células resultantes foram entdo selecionadas em meios
deficientes em uracila, triptofano ou ambos, a depender do(s) plasmideo(s)
transformado(s).
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Figura 9: Mapa do plasmideo pAUR-XKXDHXR (MATSUSHIKA et al., 2008), utilizado para inserir a
via oxirredutora para o metabolismo de xilose no locus AUR1 de S. cerevisiae. Em destaque é
possivel identificar (interno ao gene AurR) o sitio de restricdo da enzima BsiWI, utilizado para
linearizar o plasmideo, além das regiées onde se encontram os genes ScXKS1, de S. cerevisiae,
SsXYL2 e SsXYL1, ambos de Sc. stipitis, todos sob influencias de promotores fortes e constitutivos.
Também estéo visiveis o gene AmpR, para selegéo de bactérias, além da regido em amarelo (ori)
sendo a origem de replicacao de bactéria.

YT

b

AmpR pmeOte_;-' — B

PAUR-XKXDHXR
13.476 bp

Para insercdo genbmica assistida por CRISPR-Cas9 dos moddulos de
sobrexpressao do SpBGL2 ou o0 modulo de sobrexpressado de cada uma das versdes
do gene MgCBT2 nas linhagens industriais, as transformag¢des foram realizadas
com: (1) aproximadamente 300 ng do plasmideo derivado do pV1382, modificado
para direcionar o sistema CRISPR-Cas9 ao sitio de interesse; e (2) cerca de 5 ug do
modulo de reparo contendo o moédulo de sobrexpressdao de cada um dos genes de
interesse (produtos do Gibson Assembly).
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Tendo em vista que apenas as células que receberam o plasmideo derivado
do pV1382 possuem resiséncia a nourseotricina — cloNAT (WERNER BioAgents), as
células resultantes foram selecionadas em meio contendo 100 mg L' desse
antibidtico.

3.9. PROPAGACAO E EXTRACOES DE PLASMIDEOS

As linhagens de E. coli contendo os plasmideos a serem propagados foram
cultivadas em meio LB (Luria-Bertani), pH 7,0 e contendo 100 mg L' de Ampicilina
(Sigma-Aldrich), a 37° C e agitagcdo de 180 rpm. A extragcdo dos plasmideos foi
realizada pelo método manual “miniprep”, através do protocolo descrito por Green &
Sambrook (2012) ou entdo através de kit comercial QlAprep Spin Miniprep Kit
(QUIAGEN).

3.10. ANALISES DE FRAGMENTOS DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Quando necessario, os fragmentos de DNA gerados por PCR e/ou digestdes
com enzimas de restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de 1% agarose
(Sigma-Aldrich) em tampao TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0)
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001) para que o perfil de migragcdo pudesse ser
observado. Foi adicionado brometo de etidio aos géis de forma suficiente para que a
concentragéo final fosse de 2,5 ug L. Foram também utilizados marcadores de
tamanho molecular de DNA (New England Biolabs).

3.11. SEQUENCIAMENTOS

Para os sequenciamentos de DNA, o servico de sequenciamento Sanger
(Mix2Seq, da empresa Eurofins) foi utilizado, em que é necessario o fornecimento de
uma amostra de DNA em conjunto de um iniciador especifico para realizar o
sequenciamento de Sanger.

Os sequenciamentos dos plasmideos derivados do pV1382 foram realizados
utilizando os iniciadores seq.p1382.sgRNA_F e seq.p1382.sgRNA_R e amostras
purificadas (Q/Aquick PCR Purification Kit) dos plasmideos em questéo.

Os sequenciamentos das corretas construcbes dos modulos de
sobrexpressdo do gene MgCBT2 e suas variantes foi realizado utilizando os
iniciadores seq.ARS1309-Mg-1_F, seq.ARS1309-Mg-2_F, seq.MgCDT2-begin-R,
seq.ARS1309-Mg-3_F, seq.ARS1309-Mg-4_F, seq.ARS1309-Mg-5 F, seq.MgCDT2-
F2, seq.MgCDT2-R2, seq.ARS1309-Mg-6_F, seq.MgCDT2-end-F, seq.ARS1309-
Mg-7_R e seq.ARS1309-Mg-8 R e amplificagbes por PCR do respectivo modulo,
amplificadas utilizando os iniciadores seq.ARS1309-Mg-1_F e seq.ARS1309-Mg-
8 R.
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O sequenciamento da correta construgdo do médulo de sobrexpressdo do
gene SpBGL2 foi realizado utilizando os iniciadores seqARS209-B2-1 F,
seqARS209-B2-2_F, seqARS209-B2-3 R, seqARS209-B2-4 F, seq.SpBGL2-1_F,
seqARS209-B2-5 F, seq.SpBGL2-2 F, seqARS209-B2-6 F, seq.SpBGL2-3 R,
seqARS209-B2-7 F e seqARS209-B2-8 R e amostra purificada (QIAquick PCR
Purification Kit) do plasmideo pMV-pTEF1-SpBGL2-tPGK1, contendo o respectivo
modulo de sobrexpressao.

Os sequenciamentos dos plasmideos p426-MgCBT2, p426-tMgCBT2AC e
p426-tMgCBT2ANAC foram realizados utilizando os iniciadores seq.MgCDT2-begin-
R, seq.MgCDT2-F2, seq.MgCDT2-R2, seq.MgCDT2-end-F, GPD.2-F e CYC.2-R e
amostras purificadas (Q/Aquick PCR Purification Kit) dos plasmideos em questéo.

O sequenciamento do plasmideo p424-SpBGL2 foi realizado utilizando os
iniciadores seq.SpBGL2-1_F, seq.SpBGL2-2 F, seq.SpBGL2-3 R, GPD.2-F e
CYC.2-R e amostras purificadas (QIAquick PCR Purification Kit) dos plasmideos em
questao.

Os sequenciamentos do plasmideo contendo os genes que codificam as
enzimas necessarias para a via de metabolizacdo de xilose e das linhagens
transformadas com esse plasmideo foram realizados utilizando os iniciadores
seq.pAUR-AUR.beg R, seq.AurR.end_F, seq.5'MCSpAUR_R, seq.5'MCSpAUR _F,
seq.5'’XKS1_F, seq.5'XKS1_R, seq.meioXKS1 _F, seq.3'XKS1_F, seq.3'XKS1_R,
seq.5'XYL2_F, seq.5'XYL2 R, seq.3'XYL2_F, seq.3'XYL2_R, seq.3'XYL1_R,
seq.3'XYL1_F, seq.5'XYL1_R, seq.5'XYL1_F e seq.3'MCSpAUR_R e amostras
purificadas (QIAquick PCR Purification Kit) dos plasmideos em questdo ou
amplificagdes do locus AUR1 por PCR de colénia das linhagens CENPK-X-RDK,
MGD-X-RDK, GMY-X-RDK e MP-C5H1.

O sequenciamento da regido genémica cerca de 900 pb em torno do locus
ARS208a foi realizado utilizando os iniciadores segARS209-B2-1 F e seqARS209-
B2-8 R e amplificagdo da regido gendmica em questdo por PCR de colbnia das
linhagens GMY-X-RDK e MP-C5H1, utilizando o mesmo par de iniciadores.

O sequenciamento da regido genémica cerca de 900 pb em torno do /ocus
ARS1309a foi realizado utilizando os iniciadores seq.ARS1309-Mg-1 F e
seq.ARS1309-Mg-8 R e amplificagao da regido gendmica em questao por PCR de
colénia das linhagens GMY-X-RDK e MP-C5H1, utilizando o mesmo par de
iniciadores.

Todos os iniciadores citados estao listados na Tabela 1.

3.12. MEIOS E CONDIGOES DE CULTIVO

As linhagens de E. coli, tanto a DH5a quanto as transformadas com os
plasmideos para propagacgao, foram crescidas em meio LB (Luria-Bertani), pH 7,0,
contendo 100 mg L' de ampicilina quando necessario. A temperatura de cultivo foi
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de 37°C. Para cultivo sdlido, adicionou-se 15 g L' de agar no meio. Os cultivos
liquidos foram incubados sob agitagdo de 180 rpm.

Para o cultivo das linhagens de levedura, se utilizou tanto meio rico YP
(composto por 10 g L' de extrato de levedura e 20 g L' de peptona) quanto meio
sintético Sc otimizado URA" TRP- (adaptado de Sen et al., 2016), contendo 13,4 g L'
de bases nitrogenadas de levedura sem aminodacidos e 2,78 g L' de suplemento
drop-out (Sigma-Aldrich) sem uracila (URA"), sem triptofano (TRP-) ou sem ambos. A
temperatura de cultivo foi de 30°C e o pH foi ajustado para 5,0. Para cultivo sélido,
adicionou-se 20 g L' de agar no meio. Os cultivos liquidos foram incubados sob
agitacdo de 180 rpm. Quando era necessario fazer sele¢cdo de transformantes ou
manutencgdo de plasmideos, os meios ricos foram suplementados com 0,5 mg L' de
Aureobasidina A (Takara-Bio) ou 100 mg L' de Nourseotricina (cloNAT, WERNER
BioAgents) e os meios sintéticos foram formulados de forma a serem deficientes em
uracila e/ou triptofano. Todos os meios foram suplementados com 10, 20 ou 40 g L
de fonte de carbono de interesse (glicose, celobiose ou celobiose e sacarose).

3.13. ENSAIOS DE CRESCIMENTO E FERMENTACAO

Ao inicio de cada experimento, foram realizados inéculos em tubos de ensaio
contendo de 3 mL de meio liquido, e incubados de 12 a 48 h. Em seguida, aliquotas
deste cultivo foram utilizadas para inocular 10 mL de meio, em Erlenmeyer de 50
mL, de forma que a concentragdo de células no frasco fosse de aproximadamente
0,026 g L' (DO = 0,1 a 600 nm), e incubados de 12 a 48 h. A partir desses indculos,
as células foram colhidas para servirem de in6culo para o crescimento (realizados
em volumes de 50 ou 100 mL, preenchendo 20% do volume total de frascos
Erlenmeyer), de modo que esse iniciasse com uma concentragcdo celular de
aproximadamente 0,026 g L-'. Todas as incubagdes foram realizadas a 30°C, sob
agitacdo de 180 rpm durante o periodo de crescimento e, quando necessario,
amostras foram retiradas para monitorar o crescimento celular, consumo de
agucares e produgao de etanol e glicerol. Como forma de monitorar a densidade
celular nos cultivos liquidos, as amostras coletadas dos mesmos foram diluidas com
agua destilada e lidas em espectrofotdmetro Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies),
utilizando comprimento de onda de 600 nm.

Para os ensaios fermentativos, as células colhidas durante a fase exponencial
de crescimento foram lavadas, concentradas e transferidas para frascos de 25 mL
contendo 20 mL de meio de cultivo, de modo a apresentarem aproximadamente 10 g
L' de massa celular seca. Os frascos foram mantidos a 30°C, sob agitagido de 180
rom, € amostras foram retiradas para monitorar o consumo de acucares e produgao
de etanol e glicerol.

O coeficiente de rendimento de conversao de substrato (celobiose) a produto
(etanol) Yess foi obtido pela Equagao 1.

r CE 'V_CED '\"TD
Yes = v _c.v
s0° Yo sV
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(1)

onde:

“Yesis' € o coeficiente de rendimento (g g™');
“Ce” é a concentragado de produto (g L);
“Cs” é a concentragdo de substrato (g L™);
“V” é o volume (L) e;

o subscrito “0” é referente ao tempo inicial.

A velocidade de consumo de substrato (V) foi obtida pela Equagao 2.

acucarg—acucar
V = :

(2)

onde:

“V" é a velocidade de consumo (g h™");

“acUcaro” € a concentragao inicial de agucar (g L™);
“aglcary” € a concentragdo final de agucar (g L);

“t” & o tempo (h).

3.14. DETERMINACAO DO CONSUMO DE AGUCARES E PRODUGAO DE
METABOLITOS

Para determinar a concentracdo de acucares e de etanol presentes nos
cultivos liquidos, as amostras coletadas ao longo dos experimentos foram
submetidas a CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — em inglés: HPLC)
utilizando-se coluna para acidos organicos Aminex HPX-87H (Biorad), fase movel
com 5 mM Aacido sulfurico, fluxo de 0,5 mL min~' durante 30 min, temperatura da
coluna de 30°C e detecgdo por indice de refragdo do cromatégrafo liquido
(Shimadzu Prominence LC-20A - Shimadzu).

3.15. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os ensaios de atividade enzimatica seguiram um protocolo utilizando células
permeabilizadas, como descrito por Stambuk (1999). As células crescidas em cultivo
liguido foram lavadas duas vezes com agua destilada estéril e gelada (4°C) e
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concentradas para aproximadamente 2 g L. Aliquotas de 1 mL dessa solugdo
celular foram separadas em tubos eppendorf e lavadas com tampéao 100 mM MOPS-
NaOH, pH 6,8; e apdés o sobrenadante ser descartado, as células foram
ressuspensas em 200 pL do mesmo tampé&o contendo 20% glicerol, 1 mM EDTA, 1
mM ditiotreitol, e adicionado 12 yL de solugéo de tolueno/etanol/10% triton X-100 em
agua (1:4:1; v/v). Os tubos foram vigorosamente agitados por 1 min e, em seguida,
centrifugados (2600 g, 1 min); o sobrenadante foi descartado e as células
permeabilizadas foram lavadas com tampao 100 mM MOPS-NaOH, pH 6,8, e
ressuspensas em 1 mL do mesmo tampao.

Para quantificar a atividade de hidrdlise dos substratos, 50 uL de solucao de
células permeabilizadas (em concentragbes que variaram de ~0,1 a ~0,4 g L, a
depender do ensaio) foram adicionadas a 450 pL de solugdo tampdo 100 mM
MOPS-NaOH, pH 6,8, contendo a quantidade desejada de substrato, e
imediatamente incubadas a 30°C por exatos 10 min. A reagao foi interrompida
colocando os tubos a 99°C por 3 min. Como controles foram utilizadas células pré-
fervidas por 3 min. Como substratos foram utilizados trés compostos: (1) p-nitrofenil-
B-D-glicopiranosideo (p-NBG), (2) p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX), ambos
com concentragao final variando de 0,05 a 10 mM (a depender do experimento), e
(3) celobiose, com concentragdo variando de 1 a 80 mM (a depender do
experimento). Apds a reacgdo, as células foram centrifugadas (2600 g, 5 min) e o
sobrenadante dos ensaios utilizando p-NBG e p-NBX foram utilizados para
determinar a atividade enzimatica através da concentracdo de p-nitrofenol liberado
pela hidrélise dos substratos, mensurada através da absorbancia a 400 nm (Ae =
7.28 mM' cm'). Para determinar a atividade de hidrolise da celobiose, o
sobrenadante dos ensaios foi utilizado para mensurar a concentracdo de glicose
formada, através de kit comercial de glicose oxidase-peroxidase (GLICOSE PAP
LIQUIFORM da Centerlab). As atividades sdo expressas em uM de substrato
hidrolisado (g seca de célula)! min-".

Os valores de Km e Vmax foram obtidos através de regressdo nao-linear
aplicada sobre o modelo cinético de Michaelis—Menten, utilizando o programa
GraphPad Prism 8.0.

3.16. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE TRANSPORTE

Os ensaios de atividade de transporte seguiram um método colorimétrico
como descrito por Hollatz & Stambuk (2001). As células foram removidas do cultivo
liquido, lavadas duas vezes com agua destilada estéril e gelada (4°C) e
ressuspensas em tampdo 50 mM succinato-Tris, pH 5,0 de forma que a
concentragdo de células ficasse em torno de 30 g L. Aliquotas de 50 yL dessa
solucdo celular foram separadas em tubos eppendorf e um volume de 50 pL de
substrato no mesmo tampao foram adicionados. As células foram imediatamente
incubadas a 30°C por exatos 10 min, durante os quais o substrato internalizado
sofria hidrélise em fungdo das atividades de [-glicosidase ou [-xilosidase
intracelulares, e a reacgao foi interrompida colocando os tubos a 99°C por 3 min. Em
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seguida, foram adicionados 200 pyL de 2M NaHCOs. Como controles foram utilizadas
células pré-fervidas por 3 min. Como substratos foram utilizados dois compostos: (1)
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NBG), (2) p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-
NBX), ambos com concentragao final de 5 mM. Apds a parada da reagao e adigao
de NaHCOs, as células foram centrifugadas (2600 g, 5 min) e o sobrenadante dos
ensaios foram utilizados para determinar a concentragdo de p-nitrofenol liberado
pelo transporte e hidrdlise dos substratos, mensurada através da absorbancia a 400
nm (Ae = 7.28 mM"' cm™). As atividades sdo expressas em pM de substrato
hidrolisado (g seca de célula)™' min’
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DA ENZIMA SpBGL2

Para caracterizar a atividade da enzima SpBGL2 de S. passalidarum clonada
por Knychala (2017), realizamos ensaios de hidrolise de trés substratos pela enzima
presente na linhagem CENPK-B2-MgCBT2 (Tabela 3). As células foram crescidas
em meio rico (YP) contendo 20 g L' de celobiose até que atingissem a fase
exponencial. Em seguida, elas foram permeabilizadas, e a atividade de hidrdlise de
celobiose, p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NBG), analogo a celobiose, ou p-
nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX), analogo a xilobiose, foi avaliada. Como pode
ser observado na Figura 10, a B-glicosidase expressa pela linhagem CENPK-B2-
MgCBT2 apresentou capacidade de hidrélise de todos os substratos testados, com
Vmax de 1.188, 5.368 e 1.088 nmoles mg~' min"' e Km de 18,160, 0,810 e 0,965 mM
para celobiose, p-NBG e p-NBX, respectivamente (Tabela 4). Esses dados
demonstram uma maior atividade de hidrolise de p-NBG pela enzima SpBGL2
expressa pela linhagem CENPK-B2-MgCBT2 quando comparado com os outros
substratos.

Figura 10: Caraterizagao enzimatica da enzima SpBGL2 expressa na linhagem CENPK-B2-MgCBT2.
A capacidade de hidrolisar (a) 1 a 80 mM de celobiose, (b) 0,05 a 7 mM de p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo (p-NBG) e (¢) 0,05 a 5 mM de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX) foi realizada
como descrito em Material e Métodos.
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Tabela 4: Parametros cinéticos obtidos para a enzima SpBGL2 expressa na linhagem CENPK-B2-
MgCBT2.

Substrato Vmax (hmoles mg™ min') | Km (mM)
Celobiose 1.188 £85 18,160 £3,870
p-NBG 5.368 £199 0,810 £0,159
p-NBX 1.088 £174,8 0,965 +0,445

4.2. CARACTERIZACAO COLORIMETRICA DA ATIVIDADE DE
TRANSPORTE DE B—-GLUCOSIDEOS PELA PERMEASE MgCBT2

Uma vez constatada a capacidade de hidrolise e parametros cinéticos da
enzima SpBGL2, foi analisada a capacidade de transporte da permease MgCBT2,
expressa na linhagem CENPK-B2-MgCBT2, usando um método colorimétrico com
os substratos p-NBG e p-NBX, adaptado da metodologia proposta por Hollatz &
Stambuk (2001) para a determinagao colorimétrica do transporte de a-glucosideos
por leveduras. Para isso, a linhagem CENPK-B2-MgCBT2 foi crescida em meio rico
(YP) contendo 20 g L' de celobiose até que atingisse a fase exponencial e, em
seguida as células foram avaliadas quanto a capacidade de transportar e hidrolisar 5
mM dos substratos sintéticos. Como pode ser observado na Figura 11, a linhagem
expressando o transportador MgCBT2 e p-glicosidase SpBGL2 €& capaz de
internalizar e hidrolisar ambos os substratos, apresentando uma atividade de
transporte maior para 5 mM do analogo a celobiose (p-NBG) em relagdo a 5 mM do
analogo a xilobiose (p-NBX), com valores aproximados de 4,91 e 3,29 nmoles mg-’
min-!, respectivamente.

Figura 11: Atividade de transporte (nmoles mg' min') de 5 mM dos substratos p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (p-NBG) e p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NBX) apresentada pela linhagem
CENPK-B2-MgCBT2.
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Ao comparar os resultados ilustrados nas Figuras 10 e 11, é possivel
constatar uma notavel disparidade na producgao de p-nitrofenol utilizando 5 mM de p-
NBG como substrato. No contexto do ensaio de atividade de transporte, que utilizou
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células integras, essa produgao foi substancialmente menor, em uma ordem de
magnitude de mil vezes, quando contrastada com a atividade enzimatica registrada
no ensaio utilizando células permeabilizadas. Isso indica que, em células
expressando esse transportador de celobiose e essa [B-glicosidase intracelular, a
velocidade de transporte pode ser o fator limitante para a hidrolise dos substratos
testados e, possivelmente, para o consumo de celobiose e/ou xilobiose em
linhagens que expressem tanto o transportador quanto a enzima em questao.

O trabalho conduzido por Ha e colaboradores (2011) elucidou que a variagao
no desenvolvimento de distintas linhagens de S. cerevisiae, expressando uma (-
glicosidase intracelular em comum, porém que divergem nos tipos de
transportadores de celobiose, resulta em discrepantes niveis de consumo desse
dissacarideo, também indicando que, entre a etapa de transporte e a de hidrdlise
intracelular, € a primeira o que limita o consumo de celobiose.

4.3. ANALISES ESTRUTURAL DA PERMEASE MgCBT2

Apos sequenciamento do gene MgCBT2 clonado no plasmideo p426-GPD,
como descrito em Material e Métodos, percebeu-se diversas diferengas pontuais na
proteina codificada pela versao clonada em relagcdo a codificada pela versao
depositada no NCBI (GenelD: XM_001486960.1), como pode ser observado no
alinhamento ilustrado na Figura 12, com a linha “NCBI” indicando a sequéncia da
proteina codificada pelo gene depositado no NCBI e a linha “clonada” indicando a
sequéncia codificada pelo gene clonado. A identidade entre as duas versdes é de
95%, sendo que a metade final do alinhamento apresentou um maior grau de
similaridade entre as duas sequéncias, com apenas seis pontos de discordancia
entre as sequéncias proteicas, todas sendo substituicbes de impacto leve ou
moderado com cadeias laterais diferindo pouco em termos de polaridade e/ou
tamanho. Ja a metade inicial do alinhamento apresentou 23 pontos de discordancia
entre as duas sequéncias, com substituicbes de maior impacto sob a similaridade da
substituigdo, como a substituigdo na posigao 8 de um residuo de tirosina (Y — que
possui uma cadeia lateral polar com um anel aromatico) por um de serina (S — que
possui uma cadeia lateral composta apenas por um grupo hidroxila), a substitui¢cao
na posigao 23 de um residuo de valina (V — de cadeia lateral apolar) por um de acido
aspartico (D — de cadeia lateral acida) e a substituicdo na posicdo 138 de um
residuo de glicina (G — de cadeia lateral composta apenas por um atomo de H) por
um de isoleucina (I — de cadeia lateral composta por um grupo sec-butil), por
exemplo. Além disso, pode ser destacada a posi¢ao 10, em que um residuo de lisina
€ substituido por um residuo de asparagina (N) que, por se encontrar no inicio da
proteina, provavelmente compdéem a regido N-terminal anterior ao primeiro TM e
pode vir a servir como possivel sitio de ubiquitinagdo do transportador codificado
pelo gene depositado no NCBI, mas nao na versao clonada. Diferencas sutis entre
as proteinas sdo esperadas uma vez que a linhagem que teve seu genoma
sequenciado e depositado no NCBI (NCBI:1xid294746) é diferente da utilizada por
Knychala (2017) para fazer a clonagem do gene.
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Figura 12: Alinhamento pelo programa PRALINE das duas versbes do transportador MgCBT2,
depositada no NCBI (linha NCBI) e clonada no plasmideo p-426-GPD por Knychala (2017) (linha
clonada). Os pontos de divergéncia na sequéncia aminoacidica das duas proteinas estdo destacados
na escala de cores que vai do azul (menos conservado) ao vermelho (mais conservado), de acordo
com as caracteristicas de polaridade e/ou tamanho da cadeia lateral.
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Com a correta sequéncia do gene clonado, foi possivel utilizar ferramentas
computacionais para analisar algumas caracteristicas do transportador. Para
comparar o transportador foco do presente trabalho com outras permeases ja
descritas e caracterizadas, foi construido uma arvore filogenética (Figura 13). E
possivel notar a separagao entre dois grandes grupos de transportadores,
distinguiveis em relagdo as suas capacidades de transporte de mono ou
dissacarideos (com algumas excecbes que transportam ambos). A esquerda se
agrupam os transportadores de monossacarideos, mais semelhantes aos
transportadores da familia dos HXT e, a direita, estdo as permeases que promovem
o transporte de dissacarideos, como os transportadores da familia MALx1 de S.
cerevisiae e os transportadores CDT-1 e CDT-2 de N. crassa, classicos
transportadores de celobiose amplamente estudados, caracterizados como tendo
capacidade de transporte de celobiose (GALAZKA et al., 2010; LIN et al., 2014; SON
et al., 2016; OH et al., 2016; CHOMVONG et al., 2017) e de xilobiose, no caso do
CDT-2 (LI et al., 2015). Mais similares ao MgCBT2, destacam-se os transportadores
HXT2.4 de Sc. stipitis e o CBT1 de C. tropicalis, ambos também estudados por
Knychala (2017), em que foi observado que permitem consumo de celobiose por
linhagens de S. cerevisiae quando expressos em conjunto de [-glicosidase
intracelular.

Inicialmente, as ferramentas PRALINE, HMMTOP, TMHMM - 2.0 e Phyre?
foram utilizadas para prever quais seriam os TMs do transportador. Os resultados
das diferentes ferramentas foram concisos para a maioria dos TMs, porém
conflitantes em alguns. Como a superfamilia MFS inclui diversos transportadores
que possuem 12 TMs (HENDERSON, 1993; PAO et al.,, 1998; SAIER, 2000),
utilizou-se uma combinagao dos resultados dos programas, em comparagdo com o
modelo tridimensional construido com o SWISS-MODEL, para se estipular que os
TMs do MgCBT2 s&o os 12 destacados na Figura 14.

Ferramentas de bioinformatica sao uteis na tentativa de predizer quais lisinas
(K) podem ou néao servir como sitios de ubiquitinagdo, porém os mecanismos pelos
quais as proteinas de membrana sao ubiquitinadas ainda ndo sdo completamente
compreendidos, o que torna desafiador antecipar o local exato de ubiquitinacdo nos
transportadores. Uma ferramenta que busca identificar possiveis sitios de
ubiquitinacdo € o BDM-PUB, descrita por Li e colaboradores (2009), e que foi a
utilizada para prever sitios de ubiquitinacéo no transportador MgCBT2.

Apenas os residuos de lisina que foram preditos como sendo possiveis sitios
de ubiquitinagdo e que estavam presentes nas regides N- e/ou C- terminais foram
destacados em vermelho na Figura 14. Percebe-se que esses residuos de lisina séo
apenas trés presentes apenas na regidao C-terminal do transportador. Um outro
residuo de lisina esta presente na regido C-terminal, na posi¢cao 517, porém nao foi
predito como sendo passivel de ubiquitinacdo. Além desse, o residuo de lisina da
posicédo 20, na regido N-terminal, também n&o foi predito como sendo passivel de
ubiquitinagdo pelo PDM-PUB, mas se encontra destacado em amarelo por ser o
unico residuo de lisina presente na regidao N-terminal do transportador MgCBT2. A
Figura 14 também ilustra a sequéncia de outros dois transportadores MgCBT2
truncados que serao discutidos no tépico seguinte.
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Figura 13: Arvore filogenética comparativa entre o transportador de Meyerozyma guilliermondii
MgCBT2 (M.gui CBT2, destacado na caixa vermelha) e diversos outros transportadores ja descritos e
caracterizados quanto aos substratos que transportam (indicados pelas esferas coloridas ao lado dos
nomes). A arvore foi construida como descrito em Material e Métodos.
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Ao comparar a sequéncia do MgCBT2 com os transportadores de
celodextrinas CDT-1 e CDT-2 de N. crassa (Figura 15), percebe-se que as trés
permeases possuem também residuos de acido aspartico (D) e de acido glutdmico
(E) nos seus TMs. Analisar a presenga desses residuos de aminoacido nos TMs é
interessante pois permite estipular se o transportador em questao poderia ou néo se
tratar de um transportador que realiza co-transporte de agucar com H*, uma vez que
esse tipo de transporte demanda que haja interagdo do H* com a cadeia lateral de
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um residuo de acido aspartico ou de acido glutdmico, ambas carregadas
negativamente, localizados no poro do transportador (SAHIN-TOTH et al., 2000;
GUAN & KABACK, 2006; VADYVALOO et al., 2006; TRICHEZ et al., 2019). O
alinhamento demonstra a presenca de residuos de acido asparticonos TMs 1 e 10 e
residuos de acido glutamico nos TMs 3, 8 e 12. Desses residuos, os presentes no
TM-1 e no TM-12 sao conservados entre os trés transportadores que foram
alinhados. Uma vez que os TMs 3, 6, 9 e 12 nao fazem parte da composi¢cao do poro
central do transportador (Figura 4) (ABRAMSON et al., 2003; SORGEN et al., 2002;
TRICHEZ et al., 2019), os residuos de acido glutdmico e acido aspartico presentes
nessas por¢oes dos transportadores ndo devem ser responsaveis pela interacéo
com o H*. Assim, caso o tipo de transporte realizado pelo transportador MgCBT2
seja um co-transporte de agucar com H*, os residuos de aminoacidos capazes de
interagir com o H* poderiam ser o D-80 (TM-1), E-356 (TM-8) e D-432 (TM-10).

O trabalho de Ujwal e colaboradores (1994) ja descreveu o E-269 (TM-8) do
LacY de E. coli como essencial para a funcionalidade do transportador ativo de
lactose. Ja os trabalhos de Sahin-Toth e colaboradores (2000) e Sahin-Toth &
Kaback (2001) descreveram o E-325 (TM-10) do LacY de E. coli como sendo
fundamental para a interagdo transportador-H*. Trichez e colaboradores (2019)
demonstram que o E-325 do LacY se encontram posicionados praticamente da
mesma maneira que o D-123 (TM-1) do transportador AGT1 de S. cerevisiae e, além
do D-123, o G-120 também se encontra no TM-1 e tem a posi¢cao conservada em
outros transportadores de o-—glucosideos relacionados (como os MALx1). A
mutagénese destes residuos no transportador AGT1 aboliam a capacidade de
transportar (e fermentar agucares) por esta permease, ressaltando a sua importancia
para a atividade H*-simporte.

O transportador CDT-1 possui apenas o D-90 (TM-1), que se encontra na
mesma posi¢ao estrutural do D-80 do MgCBT2, como sendo um possivel ponto de
interacgo com o H*. O transportador CDT-1 foi caracterizado por Kim e
colaboradores (2014), com base em experimentos de inibicdo utilizando carbonil
cianeto m-clorofenil hidrazona (um desacoplador de gradiente de prétons), como
tendo atividade de co-transporte com H*. Apesar disso, o mesmo trabalho classificou
o CDT-2 como sendo um transportador que realiza difusdo facilitada, mesmo
possuindo um D-56 que se encontra na mesma posigao estrutural do D-90 do CDT-1
ou do D-80 do MgCBT2. Portanto, novos estudos serdo necessarios para confirmar
se o transportador MgCBT2 é um transportador ativo de celobiose (celobiose-H*-
simporte).

4.4. FERMENTACAO DE CELOBIOSE E ANALISE TEMPORAL DE
ATIVIDADES ENZIMATICA E DE TRANSPORTE NA LINHAGEM CENPK-
B2-MgCBT2

A seguir a linhagem CENPK-B2-MgCBT2 foi avaliada quanto a sua
capacidade fermentativa na presenga de 20 g L' de celobiose em meio complexo
YP (Figura 16a) e meio Sc otimizado URA- TRP- (Figura 16b) durante 148 h. Os
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melhores resultados foram obtidos em fermentagdes utilizando meio YP, em que a
linhagem conseguiu consumir cerca de 71,7% da celobiose presente no meio e
produzir aproximadamente 6,3 g L-! de etanol, enquanto em meio Sc otimizado URA"
TRP- a mesma linhagem foi capaz de consumir apenas 4% de celobiose, produzindo
aproximadamente 0,7 g L' de etanol.
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Figura 14: Alinhamento pelo programa PRALINE das trés versGes do transportador MgCBT2
(selvagem e truncadas - tMgCBT2AC (tMg-C) e tMgCBT2ANAC (tMg-N-C)). As 12 possiveis regides
transmembrana (TMs), destacadas em verde, foram resultado de uma analise bioinformatica
utilizando, além do proprio programa PRALINE (com as metodologias PSIPRED e HMMTOP) os
programas TMHMM - 2.0, Phyre? e SWISS-MODEL para determinar a mais provavel posigdo dos
TMs. Em laranja esta destacada a posigdo do unico residuo de lisina (K) localizado na regido N-
terminal da proteina e, em vermelho, os residuos K localizados na regido C-terminal que, de acordo
com o programa BDM-PUB, séo possiveis sitios de ubiquitinagao.
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Figura 15: Alinhamento pelo programa PRALINE das permeases CDT-1 e CDT-2 de N. crassa e da
permease MgCBT2 de M. guilliermondii. Em verde estdo destacadas as regides transmembrana
(TMs), determinadas utilizando os programas PRALINE (com as metodologias PSIPRED e
HMMTOP), TMHMM - 2.0, Phyre2 e SWISS-MODEL. Os residuos de acido aspartico (D) presentes
nos TMs estdo destacados em vermelho, enquanto os de acido glutamico (E) estdo destacados em
azul.
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Figura 16: Ensaio de fermentagdo utilizando 10 g L' de células da linhagem CENPK-B2-MgCBT?2,
em (a) meio YP com ~20 g L' de celobiose ou (b) meio Sc otimizado URA- TRP- com ~20 g L
celobiose. Células pré-inoculadas em meio Sc otimizado URA- TRP- glicose 20 g L.
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Esses resultados contrastam com o observado por Knychala (2017). No seu
experimento fermentativo utilizando meio Sc URA- TRP- simples, foi observado
consumo de cerca de 75% de toda celobiose presente no meio fermentativo, com
producdo de 8,1 g L' de etanol em 120 h de fermentagdo. O consumo observado
também se deu de forma lenta e com diminui¢do na taxa de consumo ao longo do
experimento, se assemelhando aos resultados observados em meio YP do presente
trabalho. Os motivos pelo qual o desempenho fermentativo da linhagem CENPK-B2-
MgCBT2 observado por Knychala (2017) foi tdo diferente do observado em meio
sintético no presente trabalho permanece incertos.

Em virtude dos resultados superiores observados em meio YP quando
comparados com meio Sc otimizado URA- TRP- (Figura 16), os experimentos
subsequentes do presente trabalho foram realizados utilizando meio YP.

Na tentativa de elucidar o motivo pelo qual a linhagem perde sua capacidade
de consumo de celobiose ao longo da fermentacao, outro experimento fermentativo
foi realizado, mas agora, além de serem mensuradas as concentragbes de celobiose
e etanol ao longo da fermentagao (Figura 17a), também foi determinada a atividade
enzimatica e de transporte de p-NBG ao longo do experimento (Figura 17b). De
forma similar ao encontrado no experimento anterior (Figura 16a), o consumo de
celobiose também foi longo e incompleto, com 86,88% do substrato consumido ao
longo de 148 h. A linhagem manteve a velocidade de consumo maior no inicio do
experimento, 0,33 g h-' nas primeiras 48 h, quando comparadas com as Ultimas 96 h
(0,03 g h™).

Os ensaios de atividade enzimatica e de transporte de p-NBG (Figura 17b)
revelam que a linhagem expressando a enzima SpBGL2 e o transportador MgCBT2
mantém a atividade de hidrdlise do substrato alta (em torno de 48 nmoles mg~' min-")
e constante ao longo do experimento, mas a sua atividade de transporte é reduzida
em mais de trés vezes quando comparado o inicio (em torno de 9,6 nmoles mg-’
min') e o final do experimento (em torno de 2,7 nmoles mg™' min-'), com uma queda
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na atividade de transporte que ocorre de forma paralela a queda no consumo de
celobiose. Esses resultados indicam que a reducédo na atividade de transporte € a
responsavel pelo interrompimento no consumo e fermentagao de celobiose.

Figura 17: Ensaio de fermentacdo com 10 g L' de células da linhagem CENPK-B2-MgCBT2 em meio
YP contendo 20 g L' de celobiose. Células pré-inoculadas em Sc otimizado URA- TRP- glicose 20 g
L. Os consumos de celobiose e produgdo de etanol estao ilustrados em (a), enquanto as atividades
de hidrélise e de transporte de p-nitrofenil-3-D-glicopiranosideo estéo ilustradas em (b).
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Na tentativa de elucidar se a concentracao de celobiose no meio fermentativo
tem alguma influéncia na diminuicio da capacidade de transporte e,
consequentemente, na capacidade fermentativa, foram realizados ensaios
fermentativos nas mesmas condicbes que as utilizadas nos ensaios anteriores,
porém, utilizando celobiose na concentragdo de 40 gL' e 10 g L' (Figura 18).

Como pode ser observado, os resultados das fermentacbes sao similares
entre si, com ambas as condicbes levando aos mesmos padrdes observados
anteriormente de atividade enzimatica e de transporte. Observa-se também que, na
fermentagdo com concentragdo inicial de aproximadamente 10 g L' de celobiose, foi
possivel o consumo total do substrato, o que mostra que a capacidade de transporte
garantida pelo transportador estudado € eficiente até mesmo em concentragbes
baixas de celobiose. Com concentragdo inicial de aproximadamente 10 g L', o
Yes=0,48 g g™, e a velocidade de consumo nas primeiras 34 h foi de 0,25 g h™'. Ja
na concentragao inicial de 40 L' de celobiose, a linhagem foi capaz de consumir
apenas 38,6% do substrato presente no meio, com velocidade de consumo de 0,35
g h™' nas primeiras 34 h.

E interessante ressaltar que, durante a fermentagéo que inicia com apenas 10
g L' de celobiose, mesmo apds 48h de experimento, quando ndo ha mais celobiose
presente no meio, as células ainda apresentam atividade enzimatica e de transporte.
Isso indica que a estratégia de sobrexpressao de rotas metabdlicas sob promotores
constitutivos expressos em plasmideos epissomais de cépia multipla é eficiente. O
padrdao de diminuicdo na atividade de transporte encontrado em todos os
experimentos realizados com a linhagem CENPK-B2-MgCBT2, em conjunto com o
fato de que os genes que codificam esses transportadores se encontram sob
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regéncia dos mesmos promotores (fortes e constitutivos) que regem os genes que
codificam a enzima SpBGL2, € um indicio de que as permeases MgCBT2 estéo
sendo reguladas negativamente de forma pés-traducional pelas leveduras.

Figura 18: Ensaio de fermentagdo com 10 g L' de células da linhagem CENPK-B2-MgCBT2
utilizando 10 g L' e 40 g L-' de celobiose como fonte de carbono. Sc otimizado URA- TRP- glicose 20
g L''. Em (a) observa-se os padrdes de consumo de celobiose e em (b) os padrées de produgéo de
etanol, em (¢) o padréo temporal de atividade enzimatica e em (d) o padrao temporal de atividade de
transporte. Os dois ultimos parémetros foram estimados avaliando a hidrélise de p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo (e consequente formacdo de p-nitrofenol) por células permeabilizadas e células
intactas, respectivamente.
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Como ja discutido por Stambuk (2002) e Horak (2003), proteinas presentes na
membrana plasmatica (como € o caso das permeases de agucares) podem sofrer
modificagdes pods-traducionais, do tipo ubiquitinacdo, em alguns de seus residuos de
lisina presentes em suas porgdes N- ou C-terminais citoplasmaticas. Por exemplo,
Roy e colaboradores (2014) identificaram que a porgao N-terminal do transportador
Hxt1 de S. cerevisiae possui duas lisinas (K12 e K39) que podem servir como sitios
de ubiquitinagdo e promover a endocitose do transportador quando glicose é
depletada do meio. Nesse trabalho, a remocédo da regidao N-terminal desse
transportador (via truncagem) e a sobrexpressdao dessa versao modificada em
linhagem de S. cerevisiae deficiente nos transportadores de hexose (hxt-null)
permitiu a permanéncia da permease na membrana plasmatica mesmo quando a
glicose era depletada do meio. A mesma estratégia foi utilizada por Pereira e
colaboradores (2021) numa linhagem industrial recombinante com a via de
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fermentacdo de xilose, o que permitiu a estabilidade do transportador durante o
consumo de xilose, e portanto, auséncia de glicose. A linhagem sobrexpressando
esse transportador truncado apresentou uma melhora na capacidade de fermentar
xilose, conseguindo consumir cerca de 40 g L' em 48 h, enquanto a linhagem
parental foi capaz de consumir cerca de 80% desse valor no mesmo periodo.
(PEREIRA et al., 2021; vide DOS SANTOS, 2021).

Li e colaboradores (2016b) expressaram em linhagem de S. cerevisiae hxt-
null contendo via de metabolizacdo de xilose, o transportador CiGXS1 de Candida
infermedia, um transportador com capacidade de transportar tanto glicose quanto
xilose via co-transporte com H*. Apds ensaios de mutagénese, identificaram que a
truncagem de parte da regido C-terminal do transportador diminuia a inibicdo do
transporte de xilose, causado pela presenga de glicose, nesse transportador.

Sen e colaboradores (2016) expressaram os transportadores de celobiose
CDT-1 e CDT-2 de N. crassa em S. cerevisiae, e identificaram o papel de
a-arrestinas na endocitose desses transportadores heterdlogos. Além disso, também
identificaram a importancia de lisinas presentes na regido C-terminal do CDT-2 para
a remocao desse transportador da membrana plasmatica. Através da substituicdo
dos K484, K493, K512 e K522 por residuos de arginina (R), a versdao modificada do
CDT-2 teve uma permanéncia maior na membrana quando comparado com a
versao nado modificada, e a linhagem expressando essa versdo mutante conseguiu
consumir cerca de 75% dos 80 g L' de celobiose inicialmente presentes no meio
fermentativo ao final de 172 h de experimento, enquanto a linhagem expressando a
versao convencional foi capaz de consumir apenas 40% da celobiose no mesmo
periodo.

Nijland e colaboradores (2016) substituiram os residuos de lisina por residuos
de arginina nas posicdes 12, 27, 35 e 59 (todos presentes na regido N-terminal) dos
transportadores Hxt1 e Hxt36 (uma variante do Hxt3). Quando introduzidas em
linhagens de S. cerevisiae hxt-null expressando via de metabolizacdo de xilose,
essas versoes alteradas das permeases em questao exibiram maior permanéncia na
membrana em comparagdo com as permeases nao modificadas, mesmo na
auséncia de glicose. Além disso, essas variantes promoveram uma melhora
significativa no consumo de xilose.

Knychala e colaboradores (2022) identificaram uma permease de Sp.
passalidarum, nomeada SpXUT1, e outra de Sp. arborariae, nomeada SaXUT1,
ambas contendo similaridade com o transportador de glicose e xilose SsXUT1, de
Sc. stipitis (de Sales et al., 2015). Tanto a sobrexpressdo do SpXUT1 e quanto a do
SaXUT1 nao permitiram que linhagens de S. cerevisiae hxt-null conseguissem
consumir glicose ou xilose. Apds o desenvolvimento de versdes truncadas dessas
permeases, SpXUT1 sem os ultimos 22 residuos de aminoacidos (SpXUT1AC) e
SaXUT1 sem os primeiros 17 e os ultimos 19 residuos de aminoacidos
(SaXUT1ANAC), uma vez inseridas em linhagem hxt-null de S. cerevisiae com via
de metabolizagdo de xilose, permitiram o consumo, crescimento e fermentagdo em
meios contendo tanto glicose quanto xilose. Das linhagens desenvolvidas, a
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contendo o transportador SpXUT1AC foi capaz de fermentar aproximadamente 20 g
L-! de xilose em 48 h.

Dessa forma, optou-se pela analise da presenca de residuos de lisina
passiveis de ubiquitinacdo presentes nas regides N- e/ou C-terminais do
transportador MgCBT2 e, caso presentes, realizar o desenvolvimento de versdes
truncadas desta permease.

4.5. INTEGRACAO DO pAUR-XKXDHXR

Para permitir o co-consumo de xilose juntamente com a porgdo C6 (hexoses)
na industria de etanol 2G, é necessario o desenvolvimento de linhagens de S.
cerevisiae que possuam expressdo das enzimas necessarias para metabolizacio
intracelular de xilose. Para tal, optou-se pela mesma estratégia que permitiu o
desenvolvimento da linhagem MP-C5H1, de integracdo génica do plasmideo pAUR-
XKXDHXR (Figura 9) (MATSUSHIKA et al., 2008c.) no locus AUR1. Apds a correta
integracdo desse plasmideo integrativo no restante das linhagens selecionadas,
confirmada por PCR (Figura 19), as linhagens desenvolvidas possuiam integrados
em seus genomas os genes XKS1 (de S. cerevisiae), XYL2 e XYL1 (ambos oriundos
de S. stiptis), todos sob regéncia dos promotores fortes e constitutivos (PGK1p para
os dois primeiros e ADH1p para o ultimo).

Figura 19: Imagem de eletroforese em gel de agarose ilustrando a correta insergéo do plasmideo
pAUR-XKXDHXR no locus AUR1 das linhagens. Na metade A da imagem, ilustra-se a eletroforese
dos produtos de PCR utilizando os iniciadores AurR-meio_F e XKS1-begin.2-R (Tabela 1), que juntos
promovem a amplificacdo de um fragmento de 2344 pb. Ja a metade B, ilustra a eletroforese dos
produtos de PCR utilizando os iniciadores XKS1-fim_F e XYL2-begin_R (Tabela 1), que juntos
promovem a amplificacdo de um fragmento de 1094 pb. As colunas numeradas sao relativas a origem
do DNA utilizado como molde para cada PCR, sendo elas: (1) linhagem CENPK-X-B2-Mg, derivada
da linhagem CENPK-B2-MgCBT2; (2) linhagem CENPK-X-RDK, derivada da linhagem CEN.PK2-1C;
(3) linhagem MGD-X-RDK, derivada da linhagem MGD-01; (4) linhagem GMY-X-RDK, derivada da
linhagem GMY08; (5) linhagem MP-C5H1 e; (6) plasmideo pAUR-XKXDHXR purificado. As colunas
(-) representam os PCR controle, sem utilizar DNA como molde.
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4.6. TRUNCAGEM DO TRANSPORTADOR MgCBT2

Na tentativa de aumentar a permanéncia do transportador na membrana e,
em consequéncia, melhorar o consumo de celobiose pelas linhagens, optou-se pela
remogao dos residuos de lisina que podem servir como sitios de ubiquitinagao
presentes na regido C-terminal do transportador, criando uma versao truncada na
extremidade final da proteina (Figura 14, linha tMg-C). Apesar de a ferramenta
BDM-PUB apontar apenas os residuos de lisina presentes na regidao C-terminal
como passiveis de ubiquitinagao, optou-se por desenvolver uma segunda versao do
transportador que, além da modificagdo na regido C-terminal ja descrita, também
ndo possuisse nenhuma lisina presente em sua regido N-terminal (Figura 14, linha
tMg-N-C).

A estratégia adotada foi a truncagem dos genes, por ser uma técnica simples,
barata e que ja foi demonstrada como sendo eficiente para a melhoria no consumo
dos acgucares (ROY et al., 2014; LI et al., 2016b; PEREIRA et al., 2021; KNYCHALA
et al., 2022). Essa técnica consiste na utilizacdo de iniciadores que amplifiquem
apenas a parte do gene que codifica a regido da proteina que se pretende manter na
versao truncada, deixando de lado uma e/ou ambas as extremidades, de forma que
as traducbes desses genes resultem em transportadores que apenas diferem do
original em relagdo ao comprimento de suas regides N- e/ou C- terminais. E
importante destacar que, com essa técnica, € necessario que o codon ATG inicial
e/ou o codon final (stop) sejam mantidos nas versdes truncadas tal qual estdo na
versao selvagem do gene. Para isso, planejou-se o desenvolvimento de duas novas
versdoes do gene MgCBT2: (1) tMgCBT2AC - que codifica uma versdo do
transportador truncado apenas na regido C-terminal, ilustrado na Figura 14, linha
tMg-C (MgCBT2[1600-1635A]) e (2) tMgCBT2ANAC — que codifica uma versao do
transportador truncando em ambas as regides N- e C-terminal, ilustrado na Figura
14, linha tMg-N-C ([4-60A]JMgCBT2[1600-1635A]). O gene tMgCBT2AC foi obtido
através de PCR utilizando os iniciadores MgCDT2.2-F e tMgCDT2_R (Tabela 1),
com o plasmideo p426-MgCBT2 como molde. O gene tMgCBT2ANAC foi obtido
através de PCR utilizando os iniciadores tMgCDT2_F e tMgCDT2_R (Tabela 1), com
o plasmideo p426-MgCBT2 como molde.

Os genes que codificam as versdes truncadas do transportador foram
clonadas no mesmo vetor utilizado para a versao selvagem usado por Knychala
(2017), o plasmideo p426-GPD, entre o promotor forte e constitutivo GPDp e o
terminador CYC1t. A confirmacgao da correta clonagem das novas versées do gene
se deu através de amplificagdes das regides iniciais e finais dos genes (Figura 20) e
de sequenciamentos das regides relevantes nos plasmideos, conforme descrito na
secdo de Material e Métodos. Uma vez que a construcado dos plasmideos foi
confirmada, os mesmos foram inseridos nas linhagens laboratoriais de interesse.
Para confirmagéo da correta transformacao das linhagens, foram realizadas PCRs
de colénia amplificando as mesmas regides utilizadas para confirmar a correta
construgéo dos plasmideos (dados nao mostrados).



71

4.7. FERMENTAGCOES DE CELOBIOSE PELAS LINHAGENS
LABORATORIAIS

Como forma de comparagao das eficiéncias entre as duas linhagens
laboratoriais selecionadas, outro experimento fermentativo com acompanhamento
temporal das atividades enzimaticas e de transporte foi realizado, nos mesmos
moldes do experimento ilustrado na Figura 17, porém utilizando a linhagem MGD-X-
B2-MgCBT2 (Figura 21).

Figura 20: Esquema para confirmacado do desenvolvimento das novas versdes do gene MgCBT2.
Estao representadas as regides amplificadas (com seus respectivos tamanhos esperados), pares de
iniciadores utilizados, e eletroforese em géis de agarose dos PCRs das regides (a) inicial e (b) final
do gene MgCBT2 e de suas versodes truncadas tMgCBT2AC e tMgCBT2ANAC. Nos géis, as colunas
nomeadas Mg, AC e ANAC correspondem aos PCRs utilizando os plasmideos clonados com os
genes MgCBT2, tMgCBT2AC e tMgCBT2ANAC como DNA molde (respectivamente), enquanto a
coluna (-), representa o PCR controle, em que néo foi adicionado nenhum DNA molde.
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Ao comparar os desempenhos fermentativos nos dois experimentos, percebe-
se que a linhagem CENPK-B2-MgCBT2 (Figura 17) apresentou melhor
performance, consumindo cerca de 86,9% da celobiose presente no meio,
produzindo 8,4 g L' de etanol, com velocidade de consumo de 0,33 g h' nas
primeiras 48 h. Enquanto isso, a linhagem MGD-X-B2-Mg foi capaz de consumir em
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torno de 65,5% de celobiose, com 6,1 g L' de etanol produzidos e uma velocidade
de consumo de 0,25 g h-' nas primeiras 48 h.

Além do desempenho fermentativo superior, os niveis de atividade enzimatica
e atividade de transporte de p-NBG encontrados na linhagem CENPK-B2-MgCBT2
também foram maiores que os observados na linhagem MGD-X-B2-Mg. Enquanto a
linhagem CENPK-B2-MgCBT2 apresentou 10,0 nmoles mg' min"' como maxima
atividade de transporte pelo transportador MgCBT2 e 50,0 nmoles mg-! min-! como
maxima atividade enzimatica pela enzima SpBGL2, a linhagem MGD-X-B2-Mg
apresentou atividades maximas de 2,9 nmoles mg-! min-! para o transportador e 40,8
nmoles mg' min' para a enzima. Apesar do desempenho inferior, a fermentagdo
realizada pela linhagem MGD-X-B2-Mg seguiu o0s mesmos padrdes dos
apresentados pela linhagem CENPK-B2-MgCBT2, com fermentagcdo lenta e
incompleta, em que a linhagem em questdo mantém a atividade de sua B-
glicosidase e apresenta uma diminuicdo na atividade de transporte. Esses
resultados indicam que, do mesmo modo que ocorre com a linhagem CENPK-B2-
MgCBT2, a reducdo na atividade de transporte € o responsavel pela diminuicdo na
velocidade de consumo e fermentacao de celobiose.

Figura 21: Ensaio de fermentagdo com 10 g L' de células da linhagem MGD-X-B2-MgCBT2 em meio
YP contendo 20 g L' de celobiose. Células pré-inoculadas em YP glicose 20 g L. Os consumos de
celobiose e produgao de etanol estdo ilustrados em (a), enquanto as atividades enzimaticas e de
transporte de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (através da formagao de p-nitrofenol utilizando células
permeabilizadas e células intactas, respectivamente) estéo ilustradas em (b).
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Os demais experimentos utilizando linhagens laboratoriais sobrexpressando
B-glicosidase intracelular e transportador de celobiose em plasmideos de copia
multipla foram realizados utilizando linhagens mais proximas da CENPK-B2-
MgCBT2 devido ao seu melhor desempenho aqui relatado.

Outro resultado relacionado as condi¢cdes de cultivo observado no presente
trabalho foi: células previamente expostas a glicose apresentaram uma menor
velocidade de crescimento em celobiose em comparagdo com células cultivadas
exclusivamente em celobiose (dados nao mostrados). O tempo necessario para que
as linhagens crescidas apenas em YP celobiose 20 g L (ja a partir de meio sdlido)
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atingissem concentragdes celulares suficientes para o inicio de experimentos de
crescimento ou fermentagao, era cerca de 24 h menor do que quando comparado
com as mesmas linhagens crescidas anteriormente em meio Sc otimizado URA"
TRP- contendo glicose. Bae e colaboradores (2014), que desenvolveram diversas
linhagens de S. cerevisiae expressando [B-glicosidase GH1-1 de N. crassa e
diferentes transportadores de celobiose de N. crassa, Penicillium chrysogenum,
Thielavia terrestris e Trichoderma reesei, também relatam que, apesar das [-
glicosidases e transportadores estarem sob regéncia de promotores fortes e
constitutivos (GPDp), todas as linhagens desenvolvidas apresentaram uma longa
fase lag que pdde ser diminuida através do cultivo prévio das linhagens em meio
contendo celobiose.

Para identificar possiveis impactos da mudanga na estratégia de metodologia
de pré cultivo sobre os experimentos subsequentes, foi realizado um ensaio
fermentativo (Figura 22) nos mesmos moldes dos experimentos ilustrado nas
Figuras 16 e 17, porém, utilizando células pré-crescidas apenas em YP celobiose
20 g L. Como é possivel observar, todas as linhagens testadas contendo pB-
glicosidase intracelular e alguma versao do transportador de celobiose foram
capazes de consumir praticamente toda celobiose presente no meio, restando
menos de 5% do agucar inicial ao final de 96 h de fermentagdo, com um rendimento
em torno de 0,42 g g' e velocidade de consumo em torno de 0,42 g h™' para cada
uma das trés linhagens. Isso indica que o cultivo apenas em celobiose, por si so, ja €
capaz de melhorar o desempenho fermentativo das linhagens.

Figura 22: Ensaio fermentativo das linhagens CENPK-X-B2-Mg (quadrados vermelhos), CENPK-X-
B2-tMgAC (triangulos azuis) e CENPK-X-B2-tMgANAC (tridngulos verdes) em meio YP contendo
aproximadamente 20 g L' de celobiose como fonte de carbono. Células pré-inoculadas em YP
celobiose 20 g L-'. Em (a) estao ilustradas as concentragdes de celobiose e em (b) as concentragbes
de etanol ao longo do experimento.

a 30 b 15+

- s - B2-Mg

' F 3 - —

;20_.}\-\\ ®- B2-tMgAC " 10~

E’ '-.\_'\ & B2-tMgANAC f“’

e 5

2 10- \\k\ 5 5- - B2Mg

g T x\ L -2 B2-tMgAC

-4 B2-tMgANAC
0 rrrr 71TV I o e e e e e e e e e e e

0 50 100 150 0 50 100 150

Tempo (h) Tempo (h)

Com a melhora no desempenho fermentativo observado por todas as
linhagens pré-crescidas apenas em celobiose, esse experimento nao foi capaz de
indicar qual versao do transportador MgCBT2 garante maior vantagem no consumo
de celobiose.
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Para analisar se as linhagens expressando as diferentes versées do
transportador MgCBT2 apresentavam diferentes atividades de transporte e de
hidrolise enzimatica do p-NBG, foram realizados experimentos pontuais para
mensurar as atividades enzimatica e de transporte com o conjunto de linhagens
apos 48 h de crescimento em meio YP celobiose 20 g L' (Figura 23). Como
esperado, as trés linhagens apresentaram atividade enzimatica idéntica, (cerca de
1308 nmoles mg' min') (Figura 23a). As atividades de transporte foram
estatisticamente iguais para todas as linhagens, com valor de aproximadamente 4,6
nmoles mg™' min! (Figura 23b). Esses resultados indicam que as modificagbes
realizadas nas extremidades do transportador MgCBT2 n&o alteram sua atividade de
transporte.

Figura 23: Comparagao entre (a) atividade (nmoles mg-' min-') da B-glicosidase em solugéo de
células permeabilizadas na presenca de 10 mM de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NBG) e (b) de
transporte por células intactas na presenga de 7,5 mM de p-NBG das trés de background laboratorial:
CENPK-X-B2-Mg, CENPK-X-B2-tMgAC e CENPK-X-B2-tMgANAC. Médias e desvio padrao seguidas
da mesma letra nao diferem significativamente a 5% de probabilidade pela ANOVA seguida pelo pés-
teste de Tuckey.
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Li e colaboradores (2016b) ja relataram que o desenvolvimento de versdes
truncadas de transportadores de glicose/xilose alteram apenas a estabilidade na
membrana e nao o perfil de crescimento e consumo dos agucares testados,
enquanto outras versbes (com por¢gdes maiores do transportador removido)
apresentavam piora em ambos os perfis.
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4.8. INTEGRACAO GENOMICA DOS GENES SpBGL2 E/OU DAS
DIFERENTES VERSOES DO GENE MgCBT2 NAS LINHAGENS
INDUSTRIAIS

Para auxiliar na correta inser¢cao dos genes e evitar a insercdo de genes
marcadores, utilizou-se o sistema CRISPR-Cas9 (através do vetor pV1382), com
sgRNAs especificos para as regides nos loci ARS208a e ARS1309a, nos quais se
planejou inserir os genes. O sistema CRISPR-Cas9, quando na presencga do correto
sgRNA, promove um corte em ambas as fitas do DNA alvo e, assim, ativa o sistema
de reparo celular. Se, além do sistema de corte, for fornecido um mddulo de reparo
(que possua regides similares ao ponto de corte) para a célula, a mesma tendera a
utilizar o modulo de reparo fornecido como molde para realizar o reparo via
recombinagdo homédloga (CONG & ZHANG, 2015).

Uma vez que os plasmideos que garantem a expressao e direcionamento do
sistema CRISPR-Cas9 foram desenvolvidos corretamente (vide tdpico anterior),
buscou-se construir fragmentos de DNA que pudessem operar como moédulos de
reparo através de recombinacdo homdloga e, ao mesmo tempo, inserir no genoma
das linhagens os mddulos de sobrexpressao dos genes de interesse do presente
trabalho.

Para isso, modulos de reparo contendo cada uma das versdes do MgCBT2
(Figura 24) foram desenvolvidos através da unido de fragmentos de DNA distintos
por Gibson Assembly. Cada um desses procedimentos de Gibson Assembly visava a
formacao de uma unica molécula de DNA resultante da unido de trés fragmentos de
DNA distintos. Os fragmentos eram: (1) fragmento de DNA com 515 pb idénticos a
regidao a montante do ponto de corte do sitio ARS71309a (obtido por PCR de colbénia
das linhagens que se desejava modificar); (ll) fragmento de DNA contendo o
promotor GPDp, a versdo desejada do MgCBT2 e o terminador CYCt (obtido por
PCR utilizando os plasmideos p426-MgCBT2, p426-tMgCBT2AC ou p426-
tMgCBT2ANAC como DNA molde) e; (lll) fragmento de DNA com 624 pb idénticos a
regido a jusante do ponto de corte do sitio ARS7309a (obtido por PCR de colbnia
das linhagens que se desejava modificar).

Ja para a inserg¢do do gene SpBGL2, se desenvolveu, via Gibson Assembly,
um moédulo de reparo consistido por 5 fragmentos de DNA distintos (Figura 25): (I)
fragmento de DNA com 695 pb idénticos a regiao a montante do ponto de corte do
sitio ARS208a (obtido por PCR de colbnia das linhagens que se desejava modificar);
(I1) fragmento de DNA contendo os 608 pb imediatamente & montante da regido
codificante do gene TEF1, correspondentes a sua regidao promotora (obtido por PCR
de colénia das linhagens que se desejava modificar); (lll) fragmento de DNA
contendo o gene SpBGL2 (obtido por PCR utilizando o plasmideo p424-SpBGL2
como DNA molde); (IV) fragmento de DNA contendo os 428 pb imediatamente a
jusante da regiao codificante do gene PGK17, correspondentes a sua regiao
terminadora (obtido por PCR de colbnia das linhagens que se desejava modificar), e;
(V) fragmento de DNA com 742 pb idénticos a regido a jusante do ponto de corte do
sitio ARS208a (obtido por PCR de col6nia das linhagens que se desejava modificar).
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Devido a menor eficiéncia intrinseca da técnica de Gibson Assembly para unir
mais de trés fragmentos de DNA em uma unica molécula, optou-se pela construgao
circular do modulo de reparo para inser¢cdo do modulo de sobrexpressao do gene
SpBGL2. Para tal, utilizou-se o vetor pMV como plataforma para circularizagao e
selegdo em bactéria, na qual o vetor pMV foi utilizado como molde para amplificagéo
por PCR utilizando os iniciadores pMV_F e pMV_R (Tabela 1), amplificando a
por¢cao contendo origem de replicagdo em E. coli e gene que confere resisténcia a
ampicilina para selecao das transformantes. Essa por¢gao amplificada por PCR foi
adicionada aos cinco fragmentos descritos acima e, via Gibson Assembly, os seis
produtos de PCR foram unidos de modo a formar uma molécula circular (Figura 25).

Figura 24: Esquema ilustrando o resultado final da técnica de Gibson Assembly para formar o
moédulo de reparo para sobrexpressdo do gene MgCBT2 e suas variagdes no sitio ARS7309. (a)
MgCBT2, (b) tMgCBT2AC e (c) tMgCBT2ANAC. Os iniciadores utilizados para amplificar cada um
dos fragmentos estédo destacados (em rosa), paralelos as regides onde se anelam.
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As linhagens GMY-X-RDK e MP-C5H1 foram transformadas com os
plasmideos pV1382-ARS208 e o moédulo de reparo 5’ARS208-TEF1p-SpBGL2-
PGK1t-3’ARS208 (amplificado por PCR utilizando o par de iniciadores ARS209 F +
ARS209 R e o plasmideo pMV-pTEF1-SpBGL2-tPGK1 como DNA molde) e/ou com
o plasmideo pV1382-ARS1309 e um dos mddulos de reparo que continham cada
uma das diferentes variantes do gene MgCBT2: (1) 5ARS1309-GPDp-MgCBT2-
CYC1t-3’ARS1309, (2) 5ARS1309-GPDp-tMgCBT2AC-CYC1t-3'ARS1309 ou (3)
5’ARS1309-GPDp-tMgCBT2ANAC-CYC1t-3'ARS1309. Esses mddulos foram obtidos
através de PCR utilizando os iniciadores ARS1309 F + ARS1309 R e, como molde,
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os produtos resultantes de cada reagao de Gibson Assembly contendo os respetivos
modulos de sobrexpressao e os iniciadores.

Apos as transformagbes, foram selecionadas colbnias de cada uma das
transformantes e as corretas inser¢gdes foram confirmadas via sequenciamento das
regides de insercdo de cada modulo. Para tal, foram utilizados os iniciadores
seq.ARS1309-Mg-1_F, seq.ARS1309-Mg-2_F, seq.MgCDT2-begin-R, seq.ARS1309-
Mg-3_F, seq.ARS1309-Mg-4_F, seq.ARS1309-Mg-5_F, seq.MgCDT2-F2,
seq.MgCDT2-R2, seq.ARS1309-Mg-6_F, seq.MgCDT2-end-F, seq.ARS1309-Mg-
7_R, seq.ARS1309-Mg-8_R, seqgARS209-B2-1_F, seqARS209-B2-2_F, seqARS209-
B2-3_R, seqARS209-B2-4 F, seq.SpBGL2-1_F, seqARS209-B2-5 F, seq.SpBGL2-
2 _F, seqARS209-B2-6_F, seq.SpBGL2-3 R, seqARS209-B2-7_F e seqARS209-B2-
8 R.
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Figura 25: Esquema ilustrando o resultado final da técnica de Gibson Assembly realizado para formar
o plasmideo pMV-pTEF1-SpBGL2-tPGK1, que contém o modulo de reparo desenhado para integrar
no sitio ARS208 o médulo de sobrexpressédo do gene SpBGL2. Os fragmentos destacados consistem
de: () regido idéntica aquela presente a montante do ponto de corte no sitio ARS208a; (ll) regiao
promotora do gene TEFT; (lll) regido codificante do gene SpBGL2; (IV) regido terminadora do gene
PGK1 e; (IV) regido idéntica aquela presente a jusante do ponto de corte no sitio ARS208a. Os
iniciadores utilizados para amplificar cada um dos fragmentos (e o vetor pMV linearizado) estédo
destacados (em rosa), paralelos as regides onde se anelam. Também estéo visiveis o gene AmpR,
para selecao de bactérias, além da regido em amarelo (ori) sendo a origem de replicagdo de bactéria.

ARS208_F

pMV_R

4.9. ENSAIOS DE CRESCIMENTO E FERMENTAGAO EM CELOBIOSE DAS
LINHAGENS INDUSTRIAIS

Para identificar se a estratégia de inser¢cao de apenas uma cépia de cada um
dos genes que codificam a via de metabolizacdo de celobiose no genoma de
linhagens industriais de S. cerevisiae é capaz de permitir o consumo desse
dissacarideo, foi realizado um ensaio de crescimento em celobiose com a linhagem
GMY-X-B2 (controle expressando [-glicosidase, mas n&o expressando
transportador) e GMY-X-B2-Mg (Figura 26 a e b). Como esperado, a linhagem
controle ndo apresentou nem consumo e nem crescimento significativo. Porém, o
crescimento da linhagem GMY-X-B2-Mg foi discreto e com uma extensa fase lag.
Atingindo uma densidade optica (DO (600 nm) superior a 5 apos 200 h de
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experimento, com DO maxima de aproximadamente 8,3 em 240 h, consumindo
apenas ~1,6 g L' de celobiose. Também foram comparados os desempenhos de
crescimento e consumo de celobiose entre as linhagens GMY-X-B2-tMgAC e GMY-
X-B2-tMgANAC (Figura 26 ¢ e d). A linhagem contendo a versao truncada do
transportador tanto em N quanto em C-terminal apresentou um crescimento modesto
similar ao observado na linhagem contendo o transportador original, porém superou
a DO = 5 em aproximadamente 144 h, atingindo DO = ~16,9 em 240 h, e
consumindo cerca de 3,83 g L' de celobiose ao longo do experimento. Apenas a
linhagem GMY-X-B2-tMgAC (expressando tanto a SpBGL2 quanto o tMgCBT2AC)
apresentou capacidade de consumo de toda celobiose presente no meio (~20 g L),
depletando-a em 192 h e atingindo DO = 39,0. Durante o ensaio, néo foi produzido
quantidades relevantes de etanol. Apesar do crescimento e consumo superiores,
essa linhagem apresentou uma longa fase lag, de aproximadamente 96 h.

Lin e colaboradores (2014), ao investigarem o uso e modulagdo de
promotores e fatores de transcricdo para melhorar o consumo de celobiose de
linhagens de S. cerevisiae expressando B-glicosidase GH1-1 e o transportador CDT-
1 de N. crassa, também notaram a existéncia de uma extensa fase lag em suas
linhagens. A duracao das fases lag das diferentes linhagens desenvolvidas, em meio
fermentativo sintético otimizado, girou em torno de 74,28 h e 58,32 h.

Chomvong e colaboradores (2017), também desenvolveram uma linhagem de
S. cerevisiae contendo o transportador CDT-1 e a B-glicosidase GH1-1 intracelular
LYP1 de N. crassa, expressos sob promotores fortes e constitutivos (pPGK1 e
pTDH3, respectivamente) e observaram uma fase lag superior a 72 h, em meio
fermentativo sintético otimizado, podendo ser reduzida significativamente mediante
diminuicdo da concentracao de ATP intracelular.

Recentemente, Bermejo (2022) desenvolveu linhagens de S. cerevisiae
contendo a via de consumo de celobiose presente em coOpia Unica no genoma e a
linhagem néao foi capaz de consumir celobiose ou crescer em meio contendo esse
dissacarideo. Ao realizar ensaios de atividade enzimatica em extratos celulares, foi
verificado uma baixa atividade de B-glicosidase. Também foram desenvolvidas
linhagens expressando o transportador de celodextrina em plasmideo epissomal de
copia multipla e, mesmo assim, a linhagem né&o foi capaz de crescer em celobiose
ou consumir essa fonte de carbono. Foi entdo hipotetizado que a presenga em copia
unica da B-glicosidase intracelular ndo era capaz de gerar expressao em quantidade
suficiente da enzima a ponto de permitir o consumo de celobiose pelas linhagens.

Apesar do presente trabalho ter selecionado genes e loci diferentes dos
escolhidos por Bermejo (2022), os resultados descritos na Figura 26 indicam que &
possivel obter atividades enzimaticas e de transporte suficientes para permitir
consumo de celobiose e crescimento celular em linhagens contendo apenas uma
copia do gene que codifica a B-glicosidase intracelular e uma cépia do gene que
codifica o transportador. Essa conclusdo também é corroborada por outros trabalhos
que expressaram transportador de celobiose e B-glicosidase intracelular em coépias
unicas no genoma (CHOMVONG et al, 2017; ZHANG et al., 2022). Porém, é
interessante ressaltar que os cultivos realizados por Bermejo (2022) utilizaram meios
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sintéticos com baixas concentragbes aminoacidica e, quando se compara 0Os
resultados ilustrados na Figura 16, fica evidente que a composicdo do meio
fermentativo influencia os resultados de consumo de celobiose.

Figura 26: Ensaio de crescimento em meio YP contendo aproximadamente 20 g L' de celobiose
como fonte de carbono. Células pré-inoculadas em YP glicose 20 g L. llustrados em (a) e (b),
respectivamente, as densidades opticas (DO) a 600nm e as concentragdes de celobiose ao longo do
experimento com as linhagens GMY-X-B2 (circulos pretos) e GMY-X-B2-Mg (quadrados vermelhos).
llustrados em (c) e (d), respectivamente, as densidades 6pticas (DO) a 600nm e as concentragdes de
celobiose ao longo do experimento com as linhagens GMY-X-B2-tMgAC (tridngulos azuis) e GMY-X-
B2-tMgANAC (tridngulos verdes).
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Analisando os resultados do ensaio de crescimento em celobiose das
linhagens oriundas da MP-C5H1 (Figura 27), percebe-se que a extensa fase lag &
encontrada também nessas linhagens. Ao final do experimento com a linhagem
contendo B-glicosidase e a versao selvagem do transportador (MgCBT2) (Figura 27
¢ e d), ainda havia cerca de 31,3% de celobiose residual, com velocidade de
consumo de 0,11 g h' nas ultimas 96 h de experimento e a linhagem controle
(expressando apenas a B-glicosidase) ndo apresentou capacidade de crescimento
relevante e ndo consumiu celobiose. As linhagens contendo as versdes modificadas
do transportador (tMgCBT2AC e tMgCBT2ANAC) (Figura 27 ¢ e d) foram capazes
de consumir toda celobiose presente no meio em até 240 h, com velocidades de
consumo nas Uultimas 96 h sendo ligeiramente superiores para a linhagem
tMgCBT2AC (0,18 g h'') quando comparado com a linhagem tMgCBT2ANAC (0,17 g
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h-'). Nenhuma das linhagens foi capaz de produzir concentragdes significativas de
etanol.

Figura 27: Ensaio de crescimento em meio YP contendo 20 g L' de celobiose como fonte de
carbono. Linhagens MPC5H1-B2 (circulos pretos) foi pré inoculada em YP glicose 20 g L' e demais
linhagens foram pré-inoculadas em YP celobiose 20 g L-'. Resultados com linhagem MPC5H1-B2 e
MPC5H1-B2-Mg (quadrados vermelhos) estéo ilustrados em (a) — densidades 6pticas (DO) a 600nm
— e em (b) — concentracbes de celobiose ao longo do experimento. Resultados com linhagem
MPC5H1-B2-tMgAC (tridangulos azuis) e MPC5H1-B2-tMgANAC (triangulos verdes) estdo ilustrados
em (c) — densidades ¢épticas (DO) a 600nm — e em (d) — concentragdes de celobiose ao longo do
experimento.
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Diferente do observado no crescimento realizado com as linhagens oriundas
da GMY-X-RDK (Figura 26), todas as linhagens contendo a via completa de
consumo de celobiose foram capazes de crescer e consumir essa fonte de carbono.
Esse resultado é interessante pois, diferente do experimento ilustrado na Figura 26,
em que as células passaram por etapa de pré-crescimento em meio Sc otimizado
URA- TRP- com 20 g L' de glicose, as linhagens utilizadas para o experimento
ilustrado na Figura 27 foram cultivadas apenas em meio YP com 20 g L' de
celobiose. Isso reforca o encontrado em experimento prévio com linhagem
laboratorial, ilustrado nas Figuras 17 e 22, em que a capacidade de consumo de
celobiose utilizando células pré-crescidas apenas nesse dissacarideo é superior
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quando comparado com o consumo de celobiose de células pré-crescidas em
alguma etapa anterior em meio contendo glicose.

De forma idéntica ao realizado com as linhagens laboratoriais no experimento
ilustrado na Figura 23, foi realizado um experimento para analisar e comparar as
atividades pontuais de transporte e de hidrélise enzimatica de p-NBG das linhagens
industriais expressando a enzima SpBGL2 e cada uma das diferentes versdes do
transportador MgCBT2 (Figura 28). Inesperadamente, os niveis de atividade
enzimatica das trés linhagens foram estatisticamente diferentes, com a linhagem
MPC5H1-B2-Mg apresentando menor atividade (~1183 nmoles mg™' min’), a
linhagem MPC5H1-B2-tMgAC apresentando atividade de ~1240 nmoles mg™! min-! e
a linhagem MPC5H1-B2-tMgANAC maior atividade (~1308 nmoles mg’' min™).
Apesar disso, essas atividades sdo proximas das encontradas nas linhagens
laboratoriais (Figura 23a). Também inesperados foram os resultados de atividade de
transporte (Figura 28b), em que as linhagens MPC5H1-B2-Mg e MPC5H1-B2-
tMgANAC apresentaram valores similares e levemente superiores (9,5 nmoles mg-’
min-') ao observado na linhagem MPC5H1-B2-tMgAC (7,2 nmoles mg™' min).
Apesar de os genes que codificam as versdes do transportador estarem presentes
em coépia unica no genoma das linhagens industriais, enquanto a expressao dos
mesmos genes ser realizada em plasmideo de cdépia multipla nas linhagens
laboratoriais, todos os resultados de atividade de transporte nas linhagens industriais
foram superiores aos encontrados nas linhagens laboratoriais (Figura 23b).

As linhagens derivadas da MP-C5H1 também foram desafiadas em ensaio
fermentativo (Figura 29). Todas as linhagens foram capazes de consumir celobiose
e produzir etanol, sendo que a linhagem contendo o transportador tMgCBT2ANAC
apresentou o melhor desempenho, com rendimento de 0,37 g g, velocidade de
consumo de 0,22 g h”' nas primeiras 72 h e restando apenas cerca de 5,31% de
celobiose residual ao fim do experimento. O percentual de celobiose restante nos
experimentos com as linhagens contendo o transportador MgCBT2 e o tMgCBT2AC
foi de 44,77% e 57,51%, respectivamente.

E interessante notar que, apesar de apresentarem maior atividade de
transporte quando comparadas com as linhagens laboratoriais oriundas da CENPK-
X-RDK, (Figuras 28 e 23, respectivamente), os desempenhos em fermentacdo de
celobiose das linhagens derivadas da MP-C5H1 foram inferiores. Esses resultados
indicam que os diferentes desempenhos de consumo de celobiose encontrados
nessas linhagens com diferentes backgrounds ndo se deve apenas pelas diferentes
estratégias de expressao/numero de copias dos genes (expressao em cdpia unica
no genoma ou em plasmideo de cdpia multipla), mas também em virtude de outras
caracteristicas fisiolégicas das linhagens.
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Figura 28: Comparacdo entre (a) atividade (nmoles mg' min') da B-glicosidase em solugdo de
células permeabilizadas na presenca de 10 mM de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NBG) e (b) de
transporte por células intactas na presencga de 7,5 mM de p-NBG das trés de background industrial:
MPC5H1-B2-Mg, MPC5H1-B2-tMgAC e MPC5H1-B2-tMgANAC. Médias e desvio padrao seguidas da
mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pela ANOVA seguida pelo pos-
teste de Tuckey.
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Apesar disso, Oh e colaboradores (2016) utilizaram engenharia evolutiva de
linhagens de S. cerevisiae contendo tanto o transportador de celobiose (codificado
pelo gene cdt-1) quanto uma B-glicosidase intracelular (codificada pelo gene gh1-17)
de N. crassa em seu genoma e identificaram que, dentre outras modificagées a nivel
genbmico, houve amplificagdo no numero de cépias dos genes cdi-1 e ghi-1,
mantendo uma proporgdo de 1:2, respectivamente, nas linhagens com melhores
capacidades fermentativas. Essa proporg¢ao entre o numero de copias desses dois
genes também foi observada no trabalho de Zhang e colaboradores (2022),
indicando que a propor¢ao do numero de cdpias dos genes (e consequente nivel de
expressao dos mesmos) € importante para a eficiéncia fermentativa.

As linhagens derivadas da GMY-X-RDK também foram avaliadas quanto a
sua capacidade de fermentar celobiose (Figura 30). Seguindo 0 mesmo padrao que
o observado pelas diferentes linhagens oriundas da MP-C5H1, na Figura 29, todas
as linhagens foram capazes de consumir celobiose e produzir etanol, sendo que a
linhagem contendo o transportador tMgCBT2ANAC também apresentou o melhor
desempenho, consumindo toda a celobiose presente no meio, com velocidade de
consumo de 0,16 g h-' nas primeiras 120 h e rendimento de 0,43 g g'. O percentual
de celobiose restante nos experimentos com as linhagens contendo o transportador
MgCBT2 e o tMgCBT2AC foi de 64,65% e 70,48%, respectivamente.
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Figura 29: Ensaio fermentativo em meio YP contendo 20 g L' de celobiose como fonte de carbono.
Linhagens MPC5H1-B2 (circulos pretos) foi pré inoculada em YP glicose 20 g L' e demais linhagens
foram pré-inoculadas em YP celobiose 20 g L-'. Resultados com linhagem MPC5H1-B2 e MPC5H1-
B2-Mg (quadrados vermelhos) estao ilustrados em (a) — concentragbes de celobiose — e em (b) —
concentracdes de etanol ao longo do experimento. Resultados com linhagem MPC5H1-B2-tMgAC
(tridngulos azuis) e MPC5H1-B2-tMgANAC (tridngulos verdes) estdo ilustrados em (¢) -
concentracdes de celobiose — e em (d) — concentragdes de etanol ao longo do experimento.
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Figura 30: Ensaio fermentativo das linhagens GMY-X-B2-Mg (circulos vermelhos), GMY-X-B2-tMgAC
(quadrados azuis) e GMY-X-B2-tMgANAC (tridngulos verdes) em meio YP contendo
aproximadamente 20 g L' de celobiose. Células pré-inoculadas em YP celobiose 20 g L. Em (a)
estéo ilustradas as concentragbes de celobiose e em (b) as concentragées de etanol ao longo do
experimento.
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Esses resultados indicam que, em meio fermentativo (em condi¢cdes de
microarobiose), as linhagens contendo o transportador tMgCBT2ANAC possuem
vantagem em relagdo as suas linhagens irmas que expressam as outras versdes
desse transportador. Esses resultados sao contrastantes quando comparados com
os experimentos de crescimento (com agitacdo e livre troca gasosa com a
atmosfera), em que as linhagens GMY-X-B2-tMgAC e MPC5H1-B2-tMgAC tiveram
vantagem (de maior ou menor grau) do que suas respectivas irmas contendo outras
versdes do transportador MgCBT2. Sao necessarios mais estudos para identificar a
razao pela qual esse fenbmeno ocorre.

Visando avaliar o potencial iSUCCELL das linhagens derivadas da GMY -X-
RDK, foram realizados ensaios de co-fermentagdo de sacarose e celobiose (Figura
31). Apesar de todas as trés linhagens, GMY-X-B2-Mg, GMY-X-B2-tMgAC e GMY-X-
B2-tMgANAC, terem conseguido consumir completamente a sacarose com
rendimentos de 0,51 g g, 0,48 g g' e 0,47 g g, respectivamente, o consumo de
aproximadamente 20 g L' sé se deu apds 24 h de experimento, explicitando
velocidades de consumo de 0,87 g h™', 0,28 g h"' e 0,87 g h™'. Esses resultados de
velocidade de consumo de sacarose sdo muito inferiores que o observado pela
linhagem parental desenvolvida por Mdller e colaboradores (2023) que foi capaz de
consumir aproximadamente 200 g L' em menos de 10 h, com velocidade de
consumo superior a 20 g h™".

Figura 31: Ensaio co-fermentativo das linhagens GMY-X-B2-Mg (circulos vermelhos), GMY-X-B2-
tMgAC (quadrados azuis) e GMY-X-B2-tMgANAC (tridangulos verdes) em meio YP contendo 20 g L
de sacarose e mais 20 g L' celobiose como fonte de carbono. Células pré-inoculadas em YP
celobiose 20 g L. Em (a) estdo ilustradas as concentragées de sacarose e celobiose e em (b) as
concentracdes de etanol ao longo do experimento.
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Além disso, quando comparado com os resultados de fermentagcdo contendo
apenas celobiose (Figura 30), a co-fermentagdo com sacarose leva a um pior
consumo de celobiose, com porcentagem residual sendo de 74,48%, 76,42% e
62,32% para as linhagens contendo o transportador MgCBT2, tMgCBT2AC e o
tMgCBT2ANAC, respectivamente.
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Chomvong e colaboradores (2017) também desenvolveram uma linhagem de
S. cerevisiae que expressa a via hidrolitica de consumo de celobiose intracelular e,
visando elucidar os fatores responsaveis pelo consumo mais lento desse
dissacarideo, comparam os niveis de metabdlitos nas células cultivadas em
celobiose com o de células cultivadas em glicose. Apesar da rota de metabolizagao
de celobiose diferir pouco da rota de consumo de glicose, o perfil fisiolégico das
células é alterado drasticamente.

A via dlicolitica é regulada principalmente de forma poés-transcricional
(DARAN-LAPUJADE et al, 2007), e sua regulagdo influencia diretamente a
eficiéncia de consumo de celobiose, sendo que o consumo lento de celobiose em
linhagens expressando o transportador de celodextrinas e a [-glicosidase
intracelular se deve a inativagado da enzima Fosfofrutocinase-1 (Pfk1), devido a altas
concentracbes de ATP intracelular durante o consumo de celobiose, freando a via
glicolitica (CHOMVONG et al.,, 2017). A Pfk1 é responsavel pela reacdo de
fosforilagdo da frutose-6-fosfato em frutose-1-6-bisfosfato, sendo um dos passos
regulatérios da glicolise e possuindo o ATP como inativador alostérico. Algumas
modificagdes foram capazes de melhorar, de forma independente e isoladas, o
desempenho fermentativo de celobiose, como a expressao de uma Pfk1 insensivel a
ATP, expressdao da ATPase de membrana Pma1 constitutivamente ativa (para
diminuir as concentragdes de ATP celular) e a delegao dos receptores membranares
Snf3 e Rgt2, que regulam o transporte de glicose e, indiretamente, os niveis de ATP
(CHOMVONG et al., 2017).

O consumo lento de celobiose observado nas fermentagbes das linhagens
industriais, com uma extensa fase lag, pode ser explicado devido a uma possivel
alta concentragao de ATP celular apresentada por essas células. De forma similar, a
piora na capacidade de consumo de celobiose apresentado durante os ensaios de
co-fermentagdo com sacarose poderia ser devido a um aumento ainda maior dos
niveis internos de ATP, ocasionado pela fermentagdo de sacarose. A inativagao
alostérica da Pfk1 devido aos altos niveis de ATP também poderia ser responsavel
pela piora no consumo de sacarose dessas linhagens durante a co-fermentagao
celobiose/sacarose, em comparacao com a linhagem parental desenvolvida por
Mdiller e colaboradores (2023) durante a fermentagao de sacarose.

Para melhor compreender o metabolismo de células consumindo celobiose
via rota de hidrdlise intracelular, é interessante antes reanalisar a forma como S.
cerevisiae regula seu metabolismo de acordo com a presenga ou auséncia de
glicose nos meios intra e extracelular. Como bem descrito no capitulo de STASYK &
STASYK (2019), a glicose é a fonte de carbono utilizada preferencialmente por S.
cerevisiae e também exerce papel fundamental na regulacdo metabdlica de
leveduras através de trés vias de sinalizagao: via de repressao por glicose, mediada
por Mig1-Hxk2; via AMP ciclico (AMPc)/proteina-cinase A (PKA); e via
sensor/receptor-repressor, mediada por Snf3/Rgt2.

A Hxk2 é uma enzima bifuncional, com atividade citosolica catalitica
(fosforilando glicose a glicose-6-fosfato) e também agindo como importante
regulador da expressado génica envolvida na repressao catabdlica por glicose.
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Quando na presenca de glicose, a Hxk2 tem papel fundamental, agindo em conjunto
da Mig1, para repressdao da utilizacdo de outras fontes de carbono, da
gliconeogénese e da atividade mitocondrial (NEHLIN & RONNE, 1990; GANCEDO,
1998; TREITEL et al., 1998; MORENO et al., 2005; CONRAD et al., 2014; KAYIKCI
& NIELSEN, 2015).

A proteina-cinase ativada por AMP, Snf1, € um elemento central na
integracdo da sinalizacdo da repressédo por glicose com a sinalizagdo dos niveis
energéticos de leveduras (HEDBACKER & CARLSON, 2008; PETRANOVIC et al.,
2010; COCCETTI et al., 2018). Sua ativagdo € responsavel pela troca de um
metabolismo fermentativo para um respiratéorio (MCCARTNEY & SCHMIDT, 2001;
HONG et al., 2003). Tanto Hxk2 quando Mig1 sao fosforiladas pela Snf1 quando na
presenga de baixa concentragdes de glicose, o que inativa suas fung¢des de
repressores transcricionais (KRIEGEL et al., 1994; PAPAMICHOS-CHRONAKIS et
al., 2004; AHUATZI et al., 2007; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012). Quando na
presenca de glicose, a fosfatase Glc7 desfosforila tanto Hxk2 quando Mig1,
permitindo suas agdes de repressdo na transcricdo génica (RANDEZ-GIL et al.,
1998; RUBENSTEIN et al., 2008; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).

Dessa forma, células expressando a via hidrolitica de consumo intracelular de
celobiose, quando na presenca desse dissacarideo, podem apresentar altas
concentragbes de glicose intracelular formadas pela hidrélise da celobiose, o que
levaria ao aumento na atividade da Glc7 e consequente desfosforilacdo da Hxk2 e
Mig1, ativando a via de repressao génica pela presenga de glicose, 0 que deveria
promover o perfil fermentativo.

A proteina-cinase A (PKA) regula a fisiologia da célula de diversas formas. Se
ativa, age promovendo caracteristicas relacionadas ao rapido crescimento e
fermentacdo, ao mesmo tempo que reprime o crescimento respiratorio lento, a fase
estacionaria, o acumulo de carboidrato (glicogénio e trealose), a tolerancia ao
estresse, etc. (THEVELEIN & DE WINDE, 1999; THEVELEIN, 2004; CONRAD et al.,
2014). Também ja foi descrito que a exposicdo a glicose leva ao aumento da
concentragédo de AMP ciclico (AMPc) e da ativagdo da PKA (THEVELEIN, 1984;
WANG et al., 2004).

O mecanismo de ativagdo da via AMPc-PKA na presenca de glicose ja foi
elucidado e envolve ativacdo da proteina Gpr1, um receptor transmembrana que
responde a concentragao extracelular de glicose (e sacarose) e promove cascata de
sinalizagdo mediada por proteina G (YUN et al., 1997; XUE et al., 1998; KRAAKMAN
et al., 1999; LEMAIRE et al., 2004; CONRAD et al., 2014). Uma das proteinas
ativadas durante a cascata de sinalizacdo desencadeada pela ativagao da Gpr1 é a
adenilato ciclase Cyr1, que converte ATP em AMPc (YUN et al., 1997; YUN et al.,
1998; PEETERS et al., 2006; STEYFKENS et al., 2018) e as altas concentragdes de
AMPc promovem a ativagéo da PKA (TODA et al., 1987; KRAAKMAN et al., 1999).

De alguma forma ainda nao elucidada, a presenca de glicose intracelular ativa
proteinas Ras (ROLLAND et al., 2000; COLOMBO et al., 2004). As proteinas Ras
sao proteinas essenciais em S. cerevisiae e sao parte das GTPases envolvidas
principalmente na transdugéo de sinais e agem aumentando a produgao de cAMP e,
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consequentemente, ativando PKA (KATAOKA et al., 1985; ROLLAND et al., 2000;
COLOMBO et al., 2004).

Desse modo, como em células cultivadas em celobiose a Gpr1 nao estaria
ativa (e consequentemente néo estaria promovendo a formacéo de cAMP e ativagao
da PKA), essa via de sinalizagdo estaria promovendo caracteristicas respiratorias e
de defesa contra estresse. Por outro lado, a presencga de glicose intracelular poderia
estar ativando as proteinas Ras, que tenderiam a aumentar a concentracdo de
cAMP e ativagao da PKA.

Os receptores Snf3/Rgt2 detectam os niveis extracelulares de glicose e
promovem cascatas de sinalizacdo para modular, principalmente, a expressao dos
transportadores de hexoses HXTs (OZCAN et al., 1996; OZCAN & JOHNSTON,
1999; KANIAK et al., 2004; HORAK, 2013). Enquanto o Snf3 é um receptor de alta
afinidade por glicose, o Rgt2 é um receptor de baixa afinidade. Assim, a expressao
dos transportadores de glicose de baixa afinidade é aumentada quando o Rgt2 esta
ativado (na presenca de altas concentragbes de glicose), e a expressdao dos
transportadores de alta afinidade € aumentada quando o Snf3 esta ativado (na
presenca de baixas concentracdes de glicose) (OZCAN, 2002). Ja foi proposto que
esses receptores também tém, de alguma forma, capacidade de avaliar a proporgéo
da concentragdo de glicose entre o meio extra e intracelular, de modo a modular a
expressdo dos transportadores para manter a homeostase intracelular de glicose
(KARHUMAA et al., 2010).

Dessa forma, como células que expressam a via intracelular de
metabolizagdo de celobiose ndo encontram glicose no meio extracelular, auséncia
desta resultaria na nao ativacdo desses receptores, levando ao bloqueio na sintese
de transportadores de hexoses, o que poderia inclusive aumentar o espaco livre
disponivel na membrana plasmatica para que mais transportadores heterdlogos de
celobiose, por exemplo, possam estar ativos na membrana. Isso deveria melhorar a
fermentacdo de celobiose (a menos que a captacdo de celobiose ndo seja o
problema).

Analisando as possibilidades (descritas acima) de regulagdo metabdlica que a
auséncia de glicose extracelular e hidrélise intracelular de celobiose proporcionam, é
possivel que esse contexto metabdlico esteja causando conflitos entre as vias de
sinalizagao, levando a prejuizos no consumo e fermentacéo de celobiose. Inclusive,
Lin e colaboradores (2014) identificaram que células cultivadas em celobiose
apresentam ativagdo mitocondrial e redugao da sintese de aminoacidos. Além disso,
identificaram que tanto elementos da via AMPc-PKA, quanto Snf3 e Rgt2 e
elementos da via Hxk2-Mig1 se encontravam apenas parcialmente ativos. Esses
resultados corroboram o encontrado no presente trabalho, em que células cultivadas
em celobiose na presenga de oxigénio (ensaios de crescimento) sdo capazes de
consumir o dissacarideo, mas o respiram em vez de fermentar (Figuras 26 e 27),
além de indicar conflito nas vias de sinalizagao de glicose.

Outro trabalho que busca melhorar a fermentagdo de celobiose é o
desenvolvido por Zhang e colaboradores (2022). Nesse, os autores desenvolvem
uma linhagem de S. cerevisiae contendo os genes que possibilitam o transporte de
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celobiose e sua hidrdlise intracelular em uma versao artificial do cromossomo V e
submetem essa linhagem a eventos de Rearranjo e Modificagdo de Cromossomos
Sintéticos por Evolugdo Mediada por LoxPsym, ou “SCRaMbLE” (do inglés Synthetic
Chromosome Rearrangement and Modification by LoxPsym-mediated Evolution),
que permite a obtencado rapida de diversos mutantes aleatérios via rearranjos
cromossOmicos. Fazendo analise das melhores linhagens obtidas pos evento de
rearranjo cromossOmico, identificaram tanto um aumento no numero de copias de
ambos os genes que codificam a B-glicosidase intracelular e o transportador de
celobiose quanto a delecdo de dois genes: MXR1 e ADK2. O gene MXR1 codifica
uma metionina-S-sulfoxido redutase, envolvida na resposta ao estrese oxidativo,
regulagdo do tempo de vida celular, protecdo contra inativagédo de clusters de ferro-
enxofre, entre outros (MOSKOVITZ et al., 1997; HANSEN, 1999; KOC et al., 2004;
SIDERI et al., 2009), enquanto o gene ADKZ2 codifica uma adenilato cinase
mitocondrial, capaz de catalisar a sintese reversivel de GTP e AMP a partir de GDP
e ADP, podendo servir como via alternativa para a sintese de GTP ou ADP,
dependendo das condigdes metabdlicas (GU et al. 2005). A delecédo do ADK?2 foi a
responsavel pelo aumento maior da capacidade de consumo de celobiose, e a
explicagdo para isso poderia ser por conta de alteragdes nos niveis de ATP, de
forma similar ao descrito por Chamvong e colaboradores (2017).

Blount e colaboradores (2018) também utilizaram SCRaMbLE na levedura
com a versao artificial do cromossomo V, mas seu objetivo era o desenvolvimento de
linhagens de S. cerevisiae recombinantes (com a via XYL1, XYL2 e XKS1) com
melhor capacidade de consumo de xilose. Interessantemente, dentre outras
alteracdes, constataram que a delegcéo do gene MXR1 também é capaz de melhorar
o consumo de xilose. Esses resultados indicam que a delegcdo desse gene pode
levar a melhora na expressao de vias metabdlicas heterdlogas em S. cerevisiae.

Assim, a versdo truncada nas regides N- e C-terminal do transportador
MgCBT2 de M. guilliermondii e a [-glicosidase intracelular SpBGL2 de Sp.
passalidarum se mostram muito promissores para melhorar a internalizagdo e
hidrolise intracelular de celobiose (e consequente e producdo de etanol) por
linhagens de S. cerevisiae que expressam ambos. Porém, provavelmente é
necessario o emprego de outras estratégias que visem contornar as caracteristicas
fisioloégicas apresentadas por S. cerevisiae que surgem em decorréncia do consumo
de celobiose, e que prejudicam a fermentagdo deste dissacarideo que nédo é
naturalmente metabolizado por esta levedura.
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. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que:

e A enzima SpBGL2 de S. passalidarum expressa em S. cerevisiae possui
capacidade de hidrdlise tanto de celobiose (Km 18 mM, Vmax 1.188 nmoles mg-
" min"), como de pNBG (Km 0,8 mM, Vmax 5.368 nmoles mg™' min""), ou de
PNBX (Km 0,9 mM, Vmax 1.088 nmoles mg" min'), portanto com velocidade
maxima e afinidade maior para o pNBG;

e O transportador MgCBT2 de M. guilhermondii expresso em S. cerevisiae
possui capacidade de transporte de celobiose e dos substratos sintéticos
PNBG e pNBX;

e Embora as células de S. cerevisiae expressando a enzima SpBGL2 e o
transportador MgCBT2 sejam capazes de crescer em celobiose, a
fermentacao deste acucar pelas células recombinantes ocorre de forma lenta
e incompleta quando comparadas com fermentagdes de glicose;

¢ A diminuicdo no consumo de celobiose durante a fermentagao ocorre devido
a uma queda na atividade de transporte, e ndo na atividade de hidrélise
intracelular do agucar;

e O crescimento e fermentacdo de celobiose podem ser melhorados com a
remogcao de residuos de lisina presentes nas extremidades N- e/ou C-
terminais do transportador MgCBT2, através da truncagem das extremidades
da permease;

e Em condigbes fermentativas, o transportador truncado nas duas extremidades
(tMgCBT2ANAC) se mostrou mais eficiente no consumo e fermentacao de
celobiose, do que o transportador MgCBT2 ou sua versao truncada apenas
na extremidade C-terminal (tMgCBT2AC);

e Um maior numero de coépias dos genes SpBGL2 e MgCBT2 na levedura
recombinante ndo necessariamente levam a uma relativa maior atividade
enzimatica e/ou de transporte e fermentacao pelas células;

e A estratégia iISUCCELL, embora interessante, esbarra em outros problemas
fisiologicos de S. cerevisiae, de forma que, além de inserir via de
metabolizagcdo intracelular de celobiose em linhagens que hidrolisam
sacarose intracelularmente, talvez seja necessario fazer outras modificagoes
adicionais para garantir a co-fermentacao eficiente de celobiose e sacarose
pela levedura utilizando as vias de metabolizagado intracelular de ambos os
dissacarideos;

e S3ao necessarios mais estudos para identificar os motivos pelos quais o
transportador tMgCBT2AC permite um melhor consumo de celobiose em
condicbes aeradas e o transportador tMgCBT2ANAC permite um melhor
consumo em condi¢des de microaerobiose.
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