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INTRODUGAO:

A busca por energias limpas é essencial para reduzir os danos causados pelo uso de
combustiveis fosseis. A vista disso, o bioetanol de segunda-geracédo (E2G) de cana-de-aglcar se
demonstra como uma alternativa eficiente para descarbonizar a matriz energética. O bagaco residual
da producéo de etanol de primeira geragdo, bem como a palha da planta descartada durante a colheita,

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

Porém, apesar de existirem alguns fungos capazes de converter xilose em etanol, estas espécies
ndo possuem a mesma capacidade fermentadora em condi¢cGes industriais que a S. cerevisiae®*. Neste
sentido, a engenharia metabdlica desta levedura se torna a opg¢do mais rentavel para a producao
industrial de E2G atualmente. A S. cerevisae é um microrganismo modelo, ndo patogénica, eficiente
fermentadora e robusta aos estresses industriais se comparada as outras leveduras, tornando-a o
principal chassi microbiano usado em biorrefinarias®. Por outro lado, mesmo ndo sendo fermentadora

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

Dentre as ferramentas de edicdo genética, o sistema CRISPR-Cas9 tem se consolidado como a
técnica mais versatil e eficiente em S. cerevisiae. O sistema CRISPR (do inglés, 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 regiao especifica do genoma onde ocorrera a clivagem

de uma sequéncia desejada na fita de DNA®S,

Todavia, as edicGes binarias de delecdo ou forte superexpressao possibilitadas pelo método

muitas vezes sao insuficientes para atingir um fenétipo de interesse. A integracdo de multiplas cépias
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de um gene que poderia ser benéfica pode causar um fardo metabdlico negativo, ou ainda o efeito da
repressao da expressao de genes essenciais se torna desafiadora. Logo, para flexibilizar a modulacéo
da expresséao génica, a ferramenta CRISPR-dCas9, onde a endonuclease Cas9 € inativada (dead Cas9
ou dCas9) por mutacBes que impedem a clivagem da dupla-fita do DNA, se torna uma alternativa ao

estudo da inibicdo (CRISPRI) ou ativacdo (CRISPRa) da transcricdo genética de genes alvo?.

Lancando méo desta ferramenta, o atual projeto visa estudar o efeito da ativacéo da expresséo
do gene XKS1, responsavel pela transcricdo de uma xiluloquinase &1°em S. cerevisiae e seu efeito no
metabolismo de xilose. Para tal, a endonuclease dCas9 sera fusionada ao complexo proteico ativador
VPR para superexpressao do gene em questdo. Assim, pretende-se aumentar a taxa de conversao 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 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0)* foi
utilizada nos experimentos de modulacéo da expresséo de genes alvos da via PPP para otimizacéo da
producdo de etanol. As cepas foram cultivadas em YPD (10 g.L? extrato de levedura, 20 g.L* peptona
e 20 g.L! glicose) para fins de inéculo e propagacdo. YNB (6.7 g. L™ base nitrogenada para levedura,
20 g. L glicose), CSM-U (500 mg. L dropout de aminoacidos sem L-Uracila), ou YPD suplementado
com 200 ug. mL? de geneticina G418 foram usados para selecdo de células transformadas com
marcador URA3 ou KanMX, respectivamente. Todos os cultivos foram realizados a 30 °C e 250 rpm,
guando necesséria agitacdo. Escherichia coli DH5a foi utilizada para propagacdo e manutencéo de
vetores de expressdo de levedura. Células DH5a foram cultivadas em meio Luria Bertani (10 g. L*
triptona, 5 g. L' extrato de levedura e 5 g. L cloreto de s6dio) adicionadas de 100 mg. mL-1 de
ampicilina para amplificacdo de plasmideos. O cultivo foi feito a 37 °C e 250 rpm, quando necessario
agitacdo. Em todos os casos, 15 g.L! de agar foi adicionado ao meio para cultivo em meio sélido e

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

Os plasmideos CRISPR-dCas9 utilizados neste estudo foram anteriormente descritos por
Camara et al (2020)*3. Para clonagem de gRNAs especificos nos plasmideos dCas9, sequéncias alvo
6timas para cada gene foram obtidas, utilizando os parametros fornecidos pelos softwares Yeast
CRISPRI XI** e CRISPR-era . Um vetor contendo uma xilose isomerase (xylA) de Orpinomyces foi

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

A transformacéo de levedura foi realizada através do método PEG/LiAc, descrito por Gietz e
Schietls (2007). A transformagéo de células de E. Coli DH5a foi realizada pelo protocolo padrédo de
choque elétrico. Purificacdo de plasmideos de bactéria foi feito com um protocolo caseiro de miniprep.
DNA gendmico serd extraido usando um protocolo rapido (LIOAc)-SDS/EtOH para uso em reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), ou pelo método Fenol/Cloroférmio para ensaios de sequenciamento.

reacOes de PCR foram realizadas usando a polimerase de alta fidelidade Phusion® (NEB).
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As leveduras transformadas com os plasmideos dCas9-VPR para regulagdo de XKS1, junto com o
vetor de expressao de xylA serdo cultivadas em YNB CSM-U e YPD G418, respectivamente, contendo
2% xilose. O cultivo ocorrera em triplicata a uma densidade éptica de células inicial igual a 1, 30 °C e
250 rpm em 50 mL de meio condicionado em Erlenmeyer de 250 mL, vedado com rosca de borracha.
Amostras serdo coletadas ao longo da fermentacdo para analise de composicdo e biomassa. A

concentracao dos analitos sera quantificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Transformac&o de umalinhagem de S. cerevisiae com um vetor de expresséao de xilose isomerase

Células eletrocompetentes de E. coli DH5a foram preparadas e usadas para propagag¢ao e manutengao
do vetor pXI de alta copia (Figura 1A) contendo um cassete de expressao de xilose isomerase xylA de
Orpinomyces sp. (GAPp-OrpXylA-CYCL1t; URA3), XIOrp, utilizada para habilitar o fenétipo de consumo
de xilose na cepa de S. cerevisiae laboratorial BY4742 gre3A URA-. A transformacéo da levedura com
XlOrp foi feita empregando o método PEG/LiAc. Entdo, foi realizada a confirmacdo das cepas

expressando o gene desejado por meio de reagfes de PCR utilizando a polimerase GoTaq (Figura 1B).
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Figura 1: A - Mapa do vetor pXI de Orpinomyces sp. evidenciando os primers utilizados para amplificacdo por PCR. // B- Gel de eletroforese
(1%) do produto das rea¢8es de PCR de confirmag&o da transformacéo da cepa BY4742 gre3A com uma Xilose Isomerase de Orpinomyces

sp. Como controle positivo, estdo as reacdes de PCR das duas minipreps do plasmideo inteiro.

Desenho dos sgRNAs em diferentes regides promotoras de XKS1;

Foram escolhidas e desenhadas quatro sequéncias de sgRNAs 6timas para regido promotora do
gene XKS1 em diferentes posicdes em relacdo ao TSS (Transcription Start Site), utilizando os softwares
Yeast CRISPRi XI* e CRISPR-eral®. O primeiro software avalia principalmente possibilidades de off-

targets e a presenca de GC na sequéncia do DNA enquanto o ultimo avalia a ocupacao da regido por
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nucleossomos e acessibilidade da cromatina. As regifes selecionadas com base nos melhores

parametros, sobrepondo ambos os softwares, estdo descritas na Tabela 1.

ID Sequence Distance to TSS | Nucl. ATAC-seq E score 8 score | E+S score
3 | TCGTCCGCCTGAGATTGCAT -51 0 09 20 0 20

7 GTGACAATGTTATTAAATCG -198 053 0.06 20 0 20

g TTTCCATTCTGATGGAATAA -312 0.12 0.05 15 0 15

12 | GTTTTGCTTATTAAGGGTCT -460 0 024 10 0 10

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

1 o com a menor disténcia ao TSS e 0 gRNA 4 o0 que possui a maior distancia ao TSS.

Construcéo dos vetores dCas9-VPR contendo os sgRNAs

Inicialmente, o vetor dCas9-VPR (Figura 2A) foi amplificado e extraido por miniprep de bactéria,
a ser usado para a modulacao positiva do gene XKS1. O DNA foi purificado e posteriormente digerido
com a enzima Bbsl. A construgdo dos dsOligos com as sequéncias de sgRNA foi realizada por
hibridizag&o do par de primers correspondente, contendo as sequéncias de sgRNA (Tabela 1). Para a
clonagem do sgRNA no vetor dCas9-VPR linearizado, foi realizada técnica de recombinacao in vivo em
uma cepa BY4742 pela transformag@o com o método LiAc. A confirmacado da clonagem dos sgRNA foi
feita por PCR (Figura 2B).

EC2_4_dCas9_VPR_sgRNA
10.927 by
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Figura 2: A - Mapa do vetor dCas9-VPR evidenciando a regido de corte da enzima BbSlI, os primers usados para amplificacdo
das sequéncias no PCR e os genes presentes no plasmideo. // B- Gel de eletroforese (1% de agarose) com as reagdes de PCR
com a polimerase GoTaq de algumas col6nias transformantes. O tamanho esperado das bandas era de 368 bp. O controle
positivo é a reagdo de PCR da miniprep do vetor dCas9-VPR. O anelamento entre o vetor dCas9-VPR com o sgRNA 3 nao foi

confirmado, o projeto seguiu apesar disso, com os outros trés vetores dCas9-VPR + sgRNAs confirmados.
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Apés a montagem dos vetores dCas9, o Ultimo passo antes de seguir para as fermentagbes é a
construcdo de uma cepa contendo ambos os plasmideos: XIOrp e o vetor dCas9-VPR com as

sequéncias codificadoras dos sgRNAs especificos. Etapa que esta sendo realizada no momento.
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