
 

 

XXXII Congresso de Iniciação Científica da UNICAMP – 2024  1 

Regulação moderada da expressão de XKS1 usando 

CRISPR-dCas9 para otimização do metabolismo de xilose 

em S. cerevisiae 

Palavras-Chave: CRISPR/dCas9, Xilose, Saccharomyces cerevisiae 

Autores(as): 

Laura Diniz, IB – UNICAMP 

Prof. Dr. Fellipe da Silveira Bezerra de Mello (orientador), IB - UNICAMP Prof. Dr. Gonçalo 

Amarante Guimarães Pereira (coorientador), IB - UNICAMP 

 

  

INTRODUÇÃO: 

A busca por energias limpas é essencial para reduzir os danos causados pelo uso de 

combustíveis fósseis. À vista disso, o bioetanol de segunda-geração (E2G) de cana-de-açúcar se 

demonstra como uma alternativa eficiente para descarbonizar a matriz energética.  O bagaço residual 

da produção de etanol de primeira geração, bem como a palha da planta descartada durante a colheita, 

é rico em hemicelulose composta por pentoses, como a xilose 2, matéria-prima para produção do E2G. 

Porém, apesar de existirem alguns fungos capazes de converter xilose em etanol, estas espécies 

não possuem a mesma capacidade fermentadora em condições industriais que a S. cerevisiae3,4. Neste 

sentido, a engenharia metabólica desta levedura se torna a opção mais rentável para a produção 

industrial de E2G atualmente. A S. cerevisae é um microrganismo modelo, não patogênica, eficiente 

fermentadora e robusta aos estresses industriais se comparada às outras leveduras, tornando-a o 

principal chassi microbiano usado em biorrefinarias
3
. Por outro lado, mesmo não sendo fermentadora 

natural da xilose, é capaz de metabolizar a xilulose, produto isomerizado da xilose, em etanol. 

Dentre as ferramentas de edição genética, o sistema CRISPR-Cas9 tem se consolidado como a 

técnica mais versátil e eficiente em S. cerevisiae. O sistema CRISPR (do inglês, Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats) surgiu como forma de sistema imune adaptativo em procariotos 

e archeas e consiste no uso de uma fita de RNA (gRNA) que direciona a endonuclease Cas9, 

proveniente de Streptococcus pyogenes, a uma região específica do genoma onde ocorrerá a clivagem 

de uma sequência desejada na fita de DNA5,6. 

Todavia, as edições binárias de deleção ou forte superexpressão possibilitadas pelo método 

muitas vezes são insuficientes para atingir um fenótipo de interesse. A integração de múltiplas cópias 
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de um gene que poderia ser benéfica pode causar um fardo metabólico negativo, ou ainda o efeito da 

repressão da expressão de genes essenciais se torna desafiadora. Logo, para flexibilizar a modulação 

da expressão gênica, a ferramenta CRISPR-dCas9, onde a endonuclease Cas9 é inativada (dead Cas9 

ou dCas9) por mutações que impedem a clivagem da dupla-fita do DNA, se torna uma alternativa ao 

estudo da inibição (CRISPRi) ou ativação (CRISPRa) da transcrição genética de genes alvo7. 

Lançando mão desta ferramenta, o atual projeto visa estudar o efeito da ativação da expressão 

do gene XKS1, responsável pela transcrição de uma xiluloquinase 8-10 em S. cerevisiae e seu efeito no 

metabolismo de xilose. Para tal, a endonuclease dCas9 será fusionada ao complexo proteico ativador 

VPR para superexpressão do gene em questão. Assim, pretende-se aumentar a taxa de conversão de 

xilose a xilulose, e por fim, o rendimento de etanol produzido a partir de xilose em S. cerevisiae 

METODOLOGIA: 

A linhagem de S. cerevisiae laboratorial BY4742 (MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0)11 foi 

utilizada nos experimentos de modulação da expressão de genes alvos da via PPP para otimização da 

produção de etanol. As cepas foram cultivadas em YPD (10 g.L-1 extrato de levedura, 20 g.L-1 peptona 

e 20 g.L-1 glicose) para fins de inóculo e propagação. YNB (6.7 g. L-1 base nitrogenada para levedura, 

20 g. L-1 glicose), CSM-U (500 mg. L-1 dropout de aminoácidos sem L-Uracila), ou YPD suplementado 

com 200 μg. mL-1 de geneticina G418 foram usados para seleção de células transformadas com 

marcador URA3 ou KanMX, respectivamente. Todos os cultivos foram realizados a 30 ºC e 250 rpm, 

quando necessária agitação. Escherichia coli DH5α foi utilizada para propagação e manutenção de 

vetores de expressão de levedura. Células DH5α foram cultivadas em meio Luria Bertani (10 g. L-1 

triptona, 5 g. L-1 extrato de levedura e 5 g. L-1 cloreto de sódio) adicionadas de 100 mg. mL-1 de 

ampicilina para amplificação de plasmídeos. O cultivo foi feito a 37 ºC e 250 rpm, quando necessário 

agitação. Em todos os casos, 15 g.L-1 de ágar foi adicionado ao meio para cultivo em meio sólido e 

glicerol 50% foi adicionado 1:1 para armazenamento estoque a -80 ºC. 

Os plasmídeos CRISPR-dCas9 utilizados neste estudo foram anteriormente descritos por 

Cámara et al (2020)13. Para clonagem de gRNAs específicos nos plasmídeos dCas9, sequências alvo 

ótimas para cada gene foram obtidas, utilizando os parâmetros fornecidos pelos softwares Yeast 

CRISPRi XI14 e CRISPR-era 15. Um vetor contendo uma xilose isomerase (xylA) de Orpinomyces foi 

usado para possibilitar o consumo de xilose pelas cepas de levedura selecionadas. 

A transformação de levedura foi realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e 

Schietls (2007). A transformação de células de E. Coli DH5α foi realizada pelo protocolo padrão de 

choque elétrico. Purificação de plasmídeos de bactéria foi feito com um protocolo caseiro de miniprep. 

DNA genômico será extraído usando um protocolo rápido (LiOAc)-SDS/EtOH para uso em reação em 

cadeia da polimerase (PCR), ou pelo método Fenol/Clorofórmio para ensaios de sequenciamento.  

reações de PCR foram realizadas usando a polimerase de alta fidelidade Phusion® (NEB). 
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       As leveduras transformadas com os plasmídeos dCas9-VPR para regulação de XKS1, junto com o 

vetor de expressão de xylA serão cultivadas em YNB CSM-U e YPD G418, respectivamente, contendo 

2% xilose. O cultivo ocorrerá em triplicata a uma densidade óptica de células inicial igual a 1, 30 ºC e 

250 rpm em 50 mL de meio condicionado em Erlenmeyer de 250 mL, vedado com rosca de borracha. 

Amostras serão coletadas ao longo da fermentação para análise de composição e biomassa. A 

concentração dos analitos será quantificada em cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Transformação de uma linhagem de S. cerevisiae com um vetor de expressão de xilose isomerase 

Células eletrocompetentes de E. coli DH5α foram preparadas e usadas para propagação e manutenção 

do vetor pXI de alta cópia (Figura 1A) contendo um cassete de expressão de xilose isomerase xylA de 

Orpinomyces sp. (GAPp-OrpXylA-CYC1t; URA3), XIOrp, utilizada para habilitar o fenótipo de consumo 

de xilose na cepa de S. cerevisiae laboratorial BY4742 gre3Δ URA-. A transformação da levedura com 

XIOrp foi feita empregando o método PEG/LiAc. Então, foi realizada a confirmação das cepas 

expressando o gene desejado por meio de reações de PCR utilizando a polimerase GoTaq (Figura 1B). 

 

Figura 1: A - Mapa do vetor pXI de Orpinomyces sp. evidenciando os primers utilizados para amplificação por PCR. // B- Gel de eletroforese 

(1%) do produto das reações de PCR de confirmação da transformação da cepa BY4742 gre3Δ com uma Xilose Isomerase de Orpinomyces 

sp. Como controle positivo, estão as reações de PCR das duas minipreps do plasmídeo inteiro. 

Desenho dos sgRNAs em diferentes regiões promotoras de XKS1; 

Foram escolhidas e desenhadas quatro sequências de sgRNAs ótimas para região promotora do 

gene XKS1 em diferentes posições em relação ao TSS (Transcription Start Site), utilizando os softwares 

Yeast CRISPRi XI13 e CRISPR-era14.  O primeiro software avalia principalmente possibilidades de off-

targets e a presença de GC na sequência do DNA enquanto o último avalia a ocupação da região por 
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nucleossomos e acessibilidade da cromatina. As regiões selecionadas com base nos melhores 

parâmetros, sobrepondo ambos os softwares, estão descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Sequências escolhidas para os quatro gRNAs que foram utilizados na expressão modulada de XKS1. Sendo o gRNA 

1 o com a menor distância ao TSS e o gRNA 4 o que possui a maior distância ao TSS. 

Construção dos vetores dCas9-VPR contendo os sgRNAs 

Inicialmente, o vetor dCas9-VPR (Figura 2A) foi amplificado e extraído por miniprep de bactéria, 

a ser usado para a modulação positiva do gene XKS1. O DNA foi purificado e posteriormente digerido 

com a enzima BbsI. A construção dos dsOligos com as sequências de sgRNA foi realizada por 

hibridização do par de primers correspondente, contendo as sequências de sgRNA (Tabela 1). Para a 

clonagem do sgRNA no vetor dCas9-VPR linearizado, foi realizada técnica de recombinação in vivo em 

uma cepa BY4742 pela transformação com o método LiAc. A confirmação da clonagem dos sgRNA foi 

feita por PCR (Figura 2B). 

 

Figura 2:  A - Mapa do vetor dCas9-VPR evidenciando a região de corte da enzima BbSI, os primers usados para amplificação 

das sequências no PCR e os genes presentes no plasmídeo. // B- Gel de eletroforese (1% de agarose) com as reações de PCR 

com a polimerase GoTaq de algumas colônias transformantes. O tamanho esperado das bandas era de 368 bp. O controle 

positivo é a reação de PCR da miniprep do vetor dCas9-VPR. O anelamento entre o vetor dCas9-VPR com o sgRNA 3 não foi 

confirmado, o projeto seguiu apesar disso, com os outros três vetores dCas9-VPR + sgRNAs confirmados. 
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Após a montagem dos vetores dCas9, o último passo antes de seguir para as fermentações é a 

construção de uma cepa contendo ambos os plasmídeos: XIOrp e o vetor dCas9-VPR com as 

sequências codificadoras dos sgRNAs específicos. Etapa que está sendo realizada no momento.  
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