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INTRODUGAO:

A fim de diminuir a emissdo de gases de efeito estufa na atmosfera, a producéo de bioetanol a
partir de residuos agricolas se demonstra como uma solu¢cdo ambientalmente plausivel, quando na
constituicdo da industria de segunda geracgéao (2G). O material lignoceluldsico é rico em xilose e glicose,
necessitando da acao de microrganismos para fermentacéo de aglcares em seu processo.

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui forte capacidade fermentativa em condicdes
aerébicas e anaerGbicas, e alta tolerancia ao etanol [1]. Entretanto, ndo possui capacidade natural de
metabolizar as pentoses — em abundancia na constituicdo da biomassa vegetal —, mas conta com
maguinaria endégena para metabolizar a xilulose (produto isomerizado da xilose) em etanol. Logo, a
engenharia metabdlica em S. cerevisiae que permita a converséo de xilose em xilulose sdo importantes
para viabilizar a produgéo do &lcool celuldsico [1]. Para facilitar o fluxo de assimilagédo de xilose em S.
cerevisiae, uma abordagem tradicional é a superexpressao de genes especificos, como a xiluloquinase
(XKS1), que conecta a xilulose a via enddgena da Pentose Fosfato (PPP) [1] [2] [3]. Ao mesmo tempo,
€ primordial que leveduras utilizadas em processos industriais sejam capazes de tolerar altas
temperaturas - considerando que dornas de fermentagdo podem atuar acima de 40° [2] [3] - uma vez
gue essa afeta diretamente a viabilidade celular e cinética enzimatica do organismo em questao.

A partir de estudos realizados no Laboratério de Genémica e bioEnergia (LGE), que abordam a
andlise dos niveis de expressdo dos transcritos de uma levedura em condi¢des industriais de
fermentacéo de xilose [6] e mutacdes pontuais interligadas a robustez térmica em S. cerevisiae [7], foram
identificadas estruturas genéticas que permitem aumentar a eficiéncia fermentativa de xilose em
condicdes industriais.

Para o primeiro estudo, a linhagem utlizada foi a Celere-2L, derivada da LVY34.4 - modificada e
evoluida para consumo de xilose [3]. A cepa LVY34.4 apresenta como uma de suas modificacbes, a

superexpressao de XKS1 controlada pelo promotor ADH1p. A partir dos dados de expressdo obtidos
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pelo transcriptoma desta cepa obtidos em fermentacdo industrial 2G, pode-se observar que este
promotor ndo é o mais expresso durante o consumo de xilose (Figura 12). Para efeito de comparacéo,
no mesmo gréfico, temos a expressado de TDH1, PGK1 e GAP1, normalmente usados na literatura para
construcdo de cassetes de expressdo. Entretanto, é possivel observar que TEF1 apresenta uma
expressao maior durante o consumo de xilose, indicando que seu promotor possa ser uma alternativa
mais interessante para superexpressao da xiluloquinase.

No segundo estudo foi analisada a arquitetura genética do segregante FMY097 [8] da cepa
industrial brasileira as-1 [9], descrita como tolerante a inibidores de fermentacdo encontrados no
processo 2G. Neste trabalho, através do mapeamento de quantitative trait loci (QTL), foram encontradas
mutacdes no gene essencial PKC1 de FMY097 que permitem crescimento a 40°C em meio so6lido
(Figura 1B). Esse alelo possui mutagbes raras ndo sinGnimas, que ndo estdo presentes em outras
linhagens. PKC1fY097 gpresenta alteragGes nos aminoacidos K92R e S328T, localizadas nas regides
conectoras da proteina, as alcas. Quando transferida para cepa suscetivel BY4742, o alelo PKC1FY097
confere robustez térmica. PKC1 é um gene participante da via da proteina quinase ativada por mitdgeno

(MAPK), responsavel por varias fungbes A wGicose | B
. . . 6000 __ mXilose [
celulares importantes, inclusive resposta ao £ Y X I
estresse térmico [10]. & 4000 o| s ORI
. N s ~ | PKCFMY0s7 I x E_
Nesse projeto, prevé-se estudar a @ AR de e |
) . ) N ' 2000 - FMY097
influéncia de TEF1p na superexpressdo de & “ RO %
> 7
XKS1, a fim de gerar um aumento na 04 ‘ ‘

ADH1 TDH1 PGK1 TEF1 GAP1

produtividade de etanol celuldsico. Por outro
Figura 1: Resultados de pesquisas anteriores no LGE que
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lado, pretende-se também avaliar a

S328T em PKC1 para a termotoleréncia em S.

do ponto de vista biotecnoldgico.

METODOLOGIA:

e Linhagens e meio de cultivo

A linhagem de S. cerevisiae laboratorial BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0) [4] sera
utilizada como background para teste da superexpressdo de XKS1 com diferentes promotores e
mutacdes no gene PKC1 que conferem termotolerancia. A levedura sera cultivada em YPD (10 g.L?
extrato de levedura, 20 g.L* peptona e 20 g.L* glicose) para fins de in6culo e propagacéo. YNB (6.7 g.L
! base nitrogenada para levedura) suplementado com 20 g.L? glicose, CSM-L (500 mg.L? dropout de
aminoéacidos sem L-Leucina), ou YPD suplementado com 200 ug.mL* de geneticina G418 serdo usados
para selecdo de células transformadas com marcador LEU2 ou KanMX, respectivamente. YNB 0.5%
glicose 2% xilose CSM-U (500 mg.L* dropout de aminoacidos sem Uracila) serd usada em teste de

fermentagdo. Todos os cultivos serdo realizados a 30 °C e 250 rpm, quando necessario agitagao.

XXX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2022 2



Escherichia coli DH5a sera usada para propagacao e manutencao de vetores de expressdo em levedura.
Células DH5a serao cultivadas em meio Luria Bertani (10 g.L* triptona, 5 g.L? extrato de levedura e 5
g.L? cloreto de sédio) adicionadas de 100 mg.mL?* de ampicilina para amplificacéo de plasmideos. O
cultivo sera feito a 37 °C e 250 rpm, quando necessario agitacdo. Em todos os casos, 15 g.L? de agar
sera adicionado ao meio para cultivo em meio sélido e glicerol 50% sera adicionado 1:1 para

armazenamento estoque a -80 °C.

e Biologia molecular geral

A transformacéo de levedura seré realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e
cols. (2007) [5]. Transformacédo de células de E. Coli DH5a sera realizada pelo protocolo padrao de
choque elétrico. Purificagédo de plasmideos de bactéria sera feito com um protocolo caseiro de miniprep.
DNA genbmico sera extraido usando um protocolo rapido (LIOAc)-SDS/EtOH [8] para uso em reacao
em cadeia da polimerase (PCR), ou pelo método Fenol/Cloroférmio para ensaios de sequenciamento.
Todas as reagfes de PCR serdo realizadas usando a polimerase de alta fidelidade Phusion® de acordo
com as instrugdes do fabricante (NEB).

e Plasmideos e clonagem
Para montagem dos cassetes de expressao de XKS1 sera usado o vetor p425-GDP [6] como
backbone da estrutura necessaria para replicagdo e manutencdo do material genético. O vetor consta
com um promotor GAP1p, flanqueado por sitios de restricdo Sacl a 5’ e BamHI a 3’, e terminador CYCL1t.
Para constru¢do do cassete controle para teste de superexpressdo de XKS1, GAP1p-XKS1-CYC1t, o

vetor p425-GPD sera digerido com BamHI e a ORF - amplificada do genoma de BY4742 com homologias
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seréa clonada a partir de transformagéo em S. . 20504

cerevisiae. Para o cassete TEF1p-XKS1- p \ % \ } sgRNA
CYCLt, p425-GDP sera digerida com Sacl e g suseor g - s N
BamHI para remocédo de GAP1p, e TEFlp e U N

XKS1 (também amplificadas a partir do
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, . . N , Figura 2: Esquema das clonagens a serem realizadas na
também via recombinacdo homodloga em

atual proposta. (A) Clonagem do gene XKS1 no vetor p425-

levedura (Figura 2A). Uma xilose isomerase _ . .
GDP a partir de duas estratégias: manuten¢éo do promotor

funcional rpinom ra expr m . - . .
uncional de Orpinomyces sera expressa e original do vetor (GAP1lp) via linearizacdo com enzima

vetor (pXI) contendo o gene e marcador de BamHI e posterior clonagem da ORF; remocao do promotor
selecdo URAS. GAP1 e substituicdo pelo TEF1p, via digestdo com BamHI e

O plasmideo pGS004 [11] sera usado  Sacl, simultaneamente. (B) Integracéo de oligo de dupla fita
como backbone para expressdo de sgRNA representando o sgRNA no vetor CRISPR-Cas9 pGS004
especifico para eventos de edigdo gendmica Usando a enzima T4 ligase.

usando a metodologia CRISPR-Cas9. Novos sgRNAs serdo construidos por PCR de
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anelamento/extensdo usando dois oligos de 24 bp, com 20 bp de sobreposigédo a 3'. A insergéo de
sgRNAs especificos neste vetor sera feito via digestdo do pGS004 por BsmBI, seguida de ligacéo via

enzima T4 Ligase (Figura 2B).

e Engenharia genéticaem S. cerevisiae

Para integracdo gendmica de sequéncias de DNA, serd utilizado o sistema CRISPR-Cas9. A
integracdo de diferentes cassetes de expressdo de XKS1 serd realizado no locus HO, usando o
plasmideo pGS004.30 (disponivel no LGE) e a sequéncia a ser integrada amplificada por PCR. Para
edicdo dos aminoacidos K92 e S328 em PKC1, serdo utilizados vetores pGS004 contendo sgRNA
diferentes proximos a cada posicdo a ser alterada, e uma sequéncia de dupla fita sintetizada de 90 bp
contendo a mutacao de interesse e alteracdo na sequéncia PAM para desativar edicdes subsequentes.
Para cada transformacéo sera usada 1 ug do vetor e do DNA doador.

e Validagcédo dos fendtipos

Cepas com superexpressdo de XKS1 e expressando pXl serdo avaliadas de acordo com sua
produtividade e rendimento de etanol em fermentagdo semi-anaerodbica. Cultivos serdo realizados em
garrafas do tipo Shott de 100 mL contendo 80 mL de meio YNB 0.5% glicose 2% xilose CSM-U, com
uma densidade 6tica inicial (DOsoo) de 1.0, 30 °C e 100 rpm. A quantificagdo dos agucares consumidos
e metabdlitos produzidos sera feita em analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
validacdo das mutagbes em PKC1 que possam conferir termotolerancia, as cepas editadas seréo
fenotipadas em teste do tipo spot: 5uL de diluicdes subsequentes de uma cultura com DOeoo de 1.0 serdo
plagueadas em YNB 2% glicose. As placas serdo mantidas a 40 °C por até 96h, quando serdo

fotodocumentadas para andlise.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos nesta proposta seréo avaliados em duas frentes: i) o efeito de um promotor
forte na expressdo de XKS1 - um gene chave para a via PPP - e consequente producdo de etanol a
partir de xilose; e ii) o efeito de duas mutagbes ndo sindnimas em PKC1 - gene essencial participante
da via da integridade da parede celular - para 0 aumento da tolerancia a altas temperaturas em S.
cerevisiae. Para o primeiro ponto, sera avaliada a produtividade e rendimento de etanol em cepas com
0 mesmo background expressando uma xilose isomerase, diferenciando apenas no promotor usado para
superexpressao de XKS1. Os resultados obtidos em fermentacdo poderéo responder se a escolha de
promotor para superexpressao deste gene é relevante para o consumo de pentose e rendimento final
de bioetanol em cepas industriais. Ja para o segundo ponto, sera avaliado se uma das mutacfes
encontradas em um alelo de PKC1 (K92R e S328T) confere, isoladamente, capacidade de crescimento
a 40 °C. As cepas mutadas serdo avaliadas de acordo com sua resposta ao estresse de temperatura em
meio solido, a priori. O resultado deste ensaio permitira analisar a contribuicdo de muta¢des nao

sinbnimas em PKC1 para termotolerancia.
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Até o presente momento, foram realizadas digestfes no plasmideo P425 com as enzimas de
restricdo Sacl e BamHlI, resultando, portanto, no plasmideo linearizado e nho promotor isolado. Também,
foi amplificado o promotor TEF1p a partir do genoma da linhagem BY4742. Este material sera usado
para montagem de um vetor modular para construcdo de cassetes usando TEF1lp como promotor.
Demais atividades estdo em andamento, e os resultados obtidos até o momento representam os 2 meses

iniciais de atividade do projeto.
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