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RESUMO

SALES, B. B. Construcdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes
superexpressoras de transportadores de pentoses. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo,
2010.

A producdo industrial de etanol a partir de componentes vegetais € uma estratégia
importante para que esse produto se torne competitivo com os combustiveis tradicionais.
Entretanto, a conversdo da biomassa para este fim s6 é viavel se a fracdo hemicelulésica e
celulosica for utilizada no processo industrial. Na tentativa de se obter leveduras capazes de
produzir etanol a partir de pentoses presentes em hidrolisados vegetais, a captacdo desses
acucares € muito estudada e diversos autores concluiram que a captacdao do substrato € uma
etapa limitante. Ainda ndo foi descoberto um sistema especifico para a captacdo de pentoses,
e por isso, acredita-se que a captacdo de xilose por leveduras seja mediada, de forma nédo
especifica, pelo sistema de transportadores de hexoses. O objetivo deste trabalho foi isolar
microrganismos naturalmente capazes de utilizar e fermentar pentoses; e obter linhagens S.
cerevisiae capazes de captar mais xilose e glicose, decorrente da introducdo de copias
adicionais dos genes HXT5 e HXT7, visando a producdo de etanol. Foram isoladas sete
leveduras da biodiversidade brasileira, que utilizam preferencialmente xilose como fonte de
carbono. Analises qualitativas e quantitativas mostraram que os novos clones recombinantes
foram capazes de consumir mais rapidamente xilose ou glicose. Ap6s 24 horas de cultivo em
glicose (50 g/l), o clone recombinante YPH252/pMAHXT5, consumiu 10 g/l; o clone
YPH252/pMAHXT7, 16 g/l; e o controle YPH252/pMA91, 1,48 g/l; e, a producdo de etanol
de YPH252/pMAHXT5 foi de 2,08 g/l; YPH252/pMAHXT7 foi de 1,99 g/l e
YPH252/pMA91 (controle) foi de 1,85 g/l. Apds 24 horas de cultivo em xilose (50 g/l), o
clone recombinante YPH252/pMAHXTS5 consumiu 8,7 g/l; YPH252/pMAHXT7, 12,3 g/l; e,
YPH252/pMA91, 6,3 g/l. O maior consumo de glicose pelos clones recombinantes resultou
em maior producdo de etanol; porém, a maior captacdo de xilose ndo resultou em maior
producéo de biomassa ou etanol, possivelmente devido a baixa expressdo dos genes da rota de

utilizacdo de xilose enddégenos, causando acumulo intracelular desta pentose.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Gene HXT5. Gene HXT7. Produgdo de etanol.

Fermentacdo de material lignoceluldsico. Xilose.



ABSTRACT

SALES, B. B. Construction of Saccharomyces cerevisiae recombinant strains
overexpressing pentoses transporters. Master Thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The industrial production of ethanol from plant components is an important strategy to
make this product competitive with traditional fuels. However, the conversion of biomass for
this purpose is feasible only if hemicellulose and cellulose are used in the industrial process.
In the attempt to construct yeast strains capable of producing ethanol from pentoses present in
biomass hydrolyzed the uptake of these sugars are widely studied, and several authors
concluded that the internalization of this substrate is a limiting step for ethanol production. It
has not yet been discovered a special system for capturing pentoses, and therefore, it is
believed that the uptake of xylose by yeasts is mediated by a non-specific system of hexose
transporters. The purpose of this work was to isolate microrganisms naturally able to exploit
and ferment pentoses; and acquire S. cerevisiae strains capable of transport more xylose and
glucose due to the introduction of additional copies of the genes HXT5 and HXT7 for ethanol
production. It was selected seven strains isolated from Brazilian biodiversity, which
preferably use xylose as carbon source. Qualitative and quantitative analysis showed that the
recombinant clones were able to consume more rapidly xylose or glucose. After 24 hours of
cultivation in glucose (50 g/l), the clone YPH252/pMAHXT5 consumed 10 g/l;
YPH252/pMAHXT7, 16 g/l and the control strain YPH252pMAZ91, 1.48 g/l; and the ethanol
production by YPH252/pMAHXT5 was 2.08 ¢/l; YPH252/pMAHXT7, 1.99 ¢/l and by
YPH252pMA91, 1.85 ¢/l. after 24 hours of cultivation in xylose (50 g¢/l), the clone
YPH252/pMAHXT5 consumied 8.7 g/l; YPH252/pMAHXT7, 12.3 g/, and the control strain
YPH252/pMA91, 6.3 g/l. The higher consumption of glucose was converted into higher
ethanol production; although the higher xylose consumption did not result in more biomass ou
ethanol, possibly because of the low endogenous gene expression of xylose-utilizing route,

causing intracellular accumulation of this pentose.

Key-words: Saccharomyces cerevisiae. Gene HXT5. Gene HXT7. Ethanol production.

Fermentation of lignocellulosic material. Xylose.
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1 INTRODUCAO
1.1 Etanol celul6sico

A formac&o de recursos fosseis é um processo que demora milhdes de anos, entretanto
a humanidade estad acabando com as limitadas reservas de 6leo em um periodo de alguns
séculos, uma vez que o petréleo é utilizado na industria para a fabricacdo de combustiveis e
varios outros materiais derivados da industria petroquimica. Além disso, a demanda de
energia esta projetada para crescer mais de 50% em 2025, em grande parte decorrente do
crescimento de paises em rapido desenvolvimento. Em virtude da j& prevista escassez de
petréleo nas préximas décadas e do aumento da poluicdo ambiental ocasionada pelo uso de
combustiveis fosseis, a descoberta de fontes alternativas de energia tem despertado o interesse

de cientistas, governos e da populacdo em geral (ALPER et al., 2009).

O aumento da utilizacdo de recursos renovaveis, como a biomassa, reduz a
dependéncia de petroleo, é uma importante contribuicdo para o desenvolvimento de uma
sociedade industrial sustentavel, promove a diminuicdo da emissdo de gases do efeito estufa
(RAGAUSKAS et al., 2006), uma vez que o CO; gerado pela queima de biocombustiveis é
rapidamente absorvido pelas plantas. Também, produz menos CO, NOy e poluentes
fotoquimicos que a gasolina (WHEALS et al., 1999), além de poder proporcionar energia a
milhdes que ainda ndo acesso a esse recurso (LIN e TANAKA, 2006). A producéo industrial
de alcool combustivel a partir de biomassa é uma excelente estratégia tanto do ponto de vista
econbmico quanto energético e ambiental (FARRELL et al., 2006; HILL et al., 2006;
GOLDEMBERG, 2007).

No Brasil, quase a totalidade de etanol produzido € derivado da fermentacdo da
sacarose de cana-de-acUcar. Em 1984, 7,9 milhdes de litros de etanol foram produzidos (LIN
e TANAKA, 2006). Em 2006, foram produzidos 17,8 bilhdes de litros de etanol
(GOLDEMBERG e GUARDABASSI, 2009) e a estimativa da safra de 2012/13 é de
producdo de 36 bilhdes de litro de etanol, segundo a Unido da Industria de Cana-de-agucar
(UNICA). Nos Estados Unidos, praticamente todo etanol combustivel é produzido por
fermentacao de amido de milho e a produgdo em 2006 foi superior a producéo brasileira, com
18,6 bilhdes de litros tornando esse pais o maior produtor mundial de etanol
(GOLDEMBERG e GUARDABASSI, 2009). Entretanto, a expectativa de producdo em 2012
deve ser inferior a brasileira, com 28,4 bilhdes de litros (CORTEZ et al., 2010).
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Outro aspecto relevante entre o etanol produzido nesses dois paises refere-se ao
balanco energético. Goldemberg et al. (2007) concluiram que o etanol brasileiro a partir de
cana-de-agucar possui um balanco energético de 10,2, enquanto que para o etanol de milho
dos Estados Unidos este valor é de apenas 1,4. O que esses dados mostram € que, comparados
com gasolina, o etanol de cana-de-agucar emite 91% menos CO2, e o etanol de milho emite
14% menos deste composto na atmosfera.

No futuro, qualquer pais com uma significativa economia agricola podera se beneficiar
das tecnologias atuais e em desenvolvimento para a producdo de alcool combustivel a partir
de residuos agricolas (KATAHIRA et al., 2008). Além disso, existem culturas agricolas néo
comestiveis como gramineas e culturas de curta rotacdo que poderdo ser utilizadas para
objetivos energéticos (VAN MARIS et al., 2006). As plantacGes para producdo de energia
podem criar novas oportunidades de trabalho em &reas rurais contribuindo para o aspecto
social da sustentabilidade (LIN e TANAKA, 2006).

Entretanto, a conversdo da biomassa para uso como combustivel s6 é viavel
economicamente se todo seu carbono, incluindo as fragBes de celulose (constituida por
unidades de glicose), hemicelulose (composta majoritariamente de pentoses) e lignina forem
utilizadas eficientemente no processo industrial (WYMAN, 2003; GRAY et al.,, 2006;
HAHN-HAGERDAL et al., 2006, BETTIGA et al., 2008).

O bagaco de cana-de-agUcar representa um dos principais materiais lignoceluldsicos a
ser considerado na maioria dos paises tropicais, uma vez que possui altos indices de
carboidratos e baixo contetdo de lignina e é facilmente disponivel nas usinas de acgucar
(MARTIN et al., 2006). O etanol celuldsico tem potencial de suprir quase todas, senfo todas
as necessidades de combustivel liquido para o transporte. E uma fonte renovavel de que pode
ser facilmente usado por veiculos atuais e distribuido pela infra-estrutura ja existente em
praticamente todos os paises do mundo (SEDLAK e HO, 2001).

A biomassa lignocelulésica é um substrato alternativo (TAN et al., 2008) que oferece
algumas caracteristicas como fonte segura de abastecimento, pouco conflito entre o uso da
terra para producdo de alimentos e dispensa a entrada de energia féssil (MARGEOT et al.,
2009). Essas razbes fazem desse substrato uma matéria-prima atrativa para producdo de
etanol, devido a abundéancia e a sua grande proporcdo de acUcares potencialmente

fermentaveis (MATSUSHIKA et al., 2009). Materiais lignocelul6sicos sdo geralmente
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disponiveis localmente, podem ser encontrados em grandes quantidades e a baixo custo
(LYND et al., 2005).

1.2 Biomassa lignocelulésica

Fibras vegetais como bagago de cana-de-agucar consistem, em média, em celulose
cristalina (cerca de 45% do peso seco) entremeada por hemicelulose (cerca de 30% do peso
seco) e lignina (cerca de 25 % do peso seco) (WHEALS et al., 1999). Na Tabela 1 ¢
apresentada a composicdo tipica em porcentagens do bagaco de cana-de-acUcar brasileiro. A
celulose e hemicelulose s@o polissacarideos compostos de agucares de alta energia que podem
ser convertidos a etanol (MATSUSHIKA et al., 2009). Esses dois polimeros sdo unidos em
um composto reforcado pela lignina, um componente com caracteristicas estruturais
extremamente resistente, mas com capacidade de se flexionar e se desenvolver como um
cristal liquido (GREER, 2005). A lignina ¢ um material hidrofébico com estrutura
tridimensional, altamente ramificada (SILVA et al., 2009). Na Figura 1 séo apresentados dois
esquemas da parede celular vegetal, que evidencia a intima relacdo da celulose e da

hemicelulose com a lignina.

Tabela 1 - Composicdo tipica do bagaco de cana-de-agUcar brasileiro.

Fracdo % do bagaco (base seca)
Celulose 32-48
Hemicelulose 27-32
Lignina 19-24
Silica 0,7-3,5
Cinzas 1,5-5

Fonte: Finguerut et al., 2006 apud Cortez et al. 2010.
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Figura 1. Esquemas da parede celular vegetal. A esquerda sdo evidenciados os cristais de celulose entremeados
por hemicelulose e lignina. A direita, uma molécula de celulose se apresenta aumentada em
prolongada, mostrando as unidades de glicose ligadas entre si. Uma das moléculas de hemicelulose
também é mostrada.

Fonte: adaptado de Silva et al., 2009 e Buckeridge et al., 2010.

A conversdo dos materiais lignoceluldsicos em agUcares fermentaveis € um processo
intensivo que envolve uma combinacdo de pré-tratamento (quimico ou mecanico) e hidrolise
(quimica ou enzimatica) (JOJIMA et al., 2010) para promover a quebra dessas estruturas em
seus monémeros. Os mondmeros de celulose sdo principalmente glicose e celobiose. Ja 0s
mondémeros de hemicelulose sdo altamente ramificados, constituidos por um heteropolimero
complexo que contém hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose, L-ranmose e L-frutose),
pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acidos uranicos como D-acido-glucurénico e D-acido-
galacturdnico (KUMAR et al., 2008).

Pentoses sdo agucares de cinco carbonos que se tornam disponiveis para a fermentacéao
guando o material lignoceluldsico é hidrolisado (PETSCHACHER e NIDETZKY, 2008). A
composicao da hemicelulose é fortemente dependente da espécie da planta (MATSUSHIKA
et al., 2009). Na Tabela 2 é apresentada a porcentagem de agucares presentes no bagaco de
cana-de-agucar. Os principais aglcares no hidrolisado de celulose e hemicelulose s&o glicose

e xilose.
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Tabela 2 - Composicdo dos principais aglcares de bagago de cana-de-agucar.

Carboidratos % Bagacgo
Glicose 39
Xilose 22,1

Arabinose 2,1
Galactose 0,5
Manose 0,4
Acidos urénicos 2,2

Fonte: Van Maris et al., 2006

O objetivo do pré-tratamento é tornar a estrutura lignocelulésica suscetivel ao ataque
enziméatico e solubilizar alguns dos constituintes, particularmente hemicelulose, que é
quebrado em seus mondmeros (WHEALS et al., 1999). E necessario para aumentar a area de
superficie da matéria-prima e assim, tornar a lignocelulose acessivel para hidrélise (MARTIN
et al., 2006). Os hidrolisados de lignocelulose contém, além de monossacarideos,
oligossacarideos originados da degradacdo parcial dos polissacarideos e uma mistura
complexa de compostos que inibem a bioconversao dos agtcares (WYMAN et al., 2003). Tais
inibidores sdo compostos aromaticos (principalmente fenois) e acidos alifaticos, furfural,
hidroximetil furfural e acetato (KARHUMAA et al., 2007b), que aumentam o0s custos do
processo global. A natureza e concentracdo desses compostos dependem do tipo de matéria-
prima (contetdo percentual de celulose, hemicelulose e lignina, do pré-tratamento utilizado,
das condicGes do processo (temperatura e tempo de reacdo) e do emprego ou nao de
catalisadores acidos (BONOMI, 2010).

Um pré-tratamento eficiente do bagaco de cana-de-aclcar para a producdo de etanol
deve a0 mesmo tempo produzir uma polpa celulésica com elevada acessibilidade e
reatividade da fibra aos agentes hidroliticos &cidos ou enzimaticos, garantir adequada
recuperacdo das pentoses, além de limitar a geracdo de compostos inibidores aos
microrganismos usados na fermentacdo e as enzimas. Os processos de pre-tratamento com
vapor (“Steam Treatment”) autocataliticos ou em presenca de catalisador, 4&gua quente (“Hot
Water”) e acido sulfurico diluido (“Dilute Sulfuric Acid”) sdo alternativas tecnoldgicas mais
promissoras para a instalagdo de unidade de hidrdlise anexa as plantas sucroalcoleiras
(BONOMI, 2010).

A hidrolise &cida de hemicelulose ocorre sob condigdes menos drasticas que a da
celulose porque a primeira € um polimero amorfo (Figura 2). Em principio, a hidrolise acida

apresenta vantagens importantes sobre o processo enzimatico, em virtude da disponibilidade,
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garantia de fornecimento e menor custo dos reagentes, além da maturidade tecnoldgica e
reduzidas restricbes em termos de propriedade intelectual. Todavia existem desvantagens
concernentes a necessidade de sistemas de recuperacdo de acido e maiores custos dos

materiais para construcao de equipamentos (BONOMI, 2010).
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Figura 2. Representacéo esquematica da hidrolise &cida reagindo com a celulose e a hemicelulose.
Fonte: Buckeridge et al. 2010.

A hidroélise enzimatica da hemicelulose é mais complicada que a da celulose, pois sua
mistura de agUcares de cinco ou seis carbonos requer diferentes enzimas para quebra-los como
endoxilanase, betaxilanase, a-L-arabinofuranosidase entre outras (JORGENSEN, 2007).
Esses pressupostos tornam dificeis e cara a hidrdlise enzimatica da hemicelulose
(QUINTERO-RAMIREZ, 2010). Apesar disso, as rotas enzimaticas apresentam vantagens
importantes sobre as rotas quimicas, no contexto da producéo de bioetanol a partir do bagaco
de cana-de-agucar, como elevados rendimentos glicosidicos, ao mesmo tempo em que 0s
hidrolisados possuem reduzida toxicidade aos microrganismos da fermentagcdo. Um grande
desafio consiste em tornar o processo enzimatico viavel. Os processos de hidrolise enzimatica
devem ser concebidos em funcéo do tipo de substrato produzido, do pré-tratamento utilizado,

bem como da estratégia de fermentacéo a ser adotada (BONOMI, 2010).
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1.3 Utilizacéo de pentoses por microrganimos

Inimeros microrganismos sdo capazes de metabolizar pentoses (HAHN-HAGERDAL
e PAMMENT, 2004). Entre bactérias e fungos, as analises das vias metabdlicas envolvidas
neste processo revelaram duas formas distintas de utilizacdo destes acglcares (Figura 3). Em
bactérias fermentadoras de pentoses, a conversdo de D-xilose em D-xilulose é catalizada pela
enzima Xilose isomerase (XI) (MARGEOQOT et al., 2009). A D-xilulose ¢ fosforilada pela acédo
da xiluloquinase. Em seguida, a D-xilulose é convertida a D-xilulose-5-fosfato pela enzima
xilulose quinase. Entdo a D-xilulose-5P é metabolizada pela via das pentoses (HAHN-
HAGERDAL et al., 2004).

Em leveduras e demais organismos eucariotos, a conversdo de D-xilose a D-xilulose
ocorre em duas etapas: inicialmente D-xilose é reduzida a D-xilitol, pela enzima xilose
redutase (XR); em seguida, D-xilitol é oxidado a D-xilulose, pela enzima xilitol
desidrogenase (XDH). D-xilulose é fosforilada pela enzima Xxilulose quinase (XK), a D-
xilulose 5-P. A D-xilulose-5P é convertida da mesma maneira em bactérias e fungos, é
convertda a gliceraldeido-3P e frutose-6P, ingressando na via da glicolise, chegando a piruvto
que PE convertido a etanol e varios outros produtos (PITKANEN et al., 2003).

FUNGOS
D-Xilose
Xilose NAD(P) XR
Redutase @ NAD(P)*
BACTERIAS
D-Xilose Xilitol
sge AD.
Xilose Xilitol @A
Isomerase ﬂ X Desidrogenase DH XDH
D-Xilulose D-Xilulose

XILULOSE QUINASE ATP XILULOSE QUINASE

@ATP

D-Xilulose-5-Fosfato

1l

Rota das Pentoses

Figura 3. Rotas de conversdo de D-xilose em D-xilulose-5-fosfato em bactérias e fungos.
Fonte: adaptado de Hahn-Hégerdal et al., 2004.
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As duas primeiras enzimas dessa rota (XR e XDH) possuem cofatores distintos
(redutases com preferéncia por NADPH e desidrogenases que utilizam apenas NAD®)
(JEPPSON et al., 2002; SALEH et al., 2006) provocando, assim, um desequilibrio redox e
impedindo a utilizacdo anaerdbica destes agUcares alem de ser uma das principais causas de
excrecdo de xilitol (PETSCHACHER e NIDETZKY, 2008). Por essa razdo, em leveduras
normalmente o metabolismo de pentoses ocorre por respiracdo ou a fermentacdo deve ocorrer
em condi¢bes micro-aerobicas com baixo rendimento, de dificil implantagdo em escala
industrial (DAHN et al., 1996).

A construcdo de linhagens recombinantes de E. coli para producdo de etanol foi uma
das primeiras aplicacdes na engenharia metabdlica, pois bactérias teriam varias vantagens
para a producdo de etanol, como a habilidade de fermentar um grande espectro de acUcares,
ndo necessitar de fatores de crescimento complexos e vasto uso industrial conhecido, além de
rapido metabolismo. Entretanto, produzem vérios outros compostos como subprodutos, séo
pouco resistentes as condi¢bes industriais formando biofilmes que entopem as instalacoes,
tem baixo rendimento de etanol, requerem pH neutro para crescimento, Sdo menos robustas
quando comparadas com leveduras e sdo tolerantes as altas concentracGes de etanol (LIN e
TANAKA, 2006). Essas desvantagens tém impossibilitado seu uso na producdo de etanol

industrialmente.

Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysole tannophilus s&o trés leveduras
reconhecidas como as melhores naturalmente fermentadoras de xilose. Entretanto, requerem
niveis de oxigénio muito baixos e muito bem controlados para a producdo méaxima de etanol
(DAHN et al., 1996). Também sdo muito sensiveis a inibidores metabdlicos presentes em
hidrolisados ricos em xilose, quando cultivadas nas condicGes O6timas de fermentacdo
(SEDLAK e HO, 2001). Muitos microrganismos selvagens possuem rotas bioquimicas
diferentes para a utilizagdo de biomassa e conversdo em produtos semelhantes aos
biocombustiveis. Entretanto, tais seres vivos s8o muitas vezes distintos dos utilizados

tradicionalmente e s&o ineficientes para utilizagdo industrial (ALPER et al., 2009).
1.4 Levedura Saccharomyces cerevisiae

O principal organismo utilizado na producdo industrial de alcool combustivel é a
levedura Saccharomyces cerevisiae (INGLEDEW, 1993; SILVA-FILHO et al., 2005) por sua

habilidade em produzir altas concentragdes desse alcool, possuir alta tolerdncia a esse
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composto (SALEH et al., 2006), resisténcia e robustez aos inibidores presentes nas altas
concentracOes de melago (BETTIGA et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2009), além de ndo

exibir muitas das limitacGes fermentativas presentes nas bactérias (LIN e TANAKA., 2006).

A levedura S. cerevisiae é considerada segura para consumo humano (GRAS
“generally recognized as safe”) pelo FDA (Food and Drug Administration) americano. Assim,
pode ser utilizada como aditivo alimenticio para humanos e animais, sendo ideal para
producdo de bebidas alcoodlicas e para promover o crescimento de pdes. No Brasil, durante o
processo de producdo de etanol nas usinas sucroalcooleiras foram selecionadas linhagens
provavelmente entre linhagens inicialmente contaminantes que dominaram e persistram no
fermentador e que também se adaptaram ao processo de producdo industrial de etanol. Estas
linhagens apresentam étimas habilidades fermentativas de sacarose de cana-de-acucar e séo
chamadas leveduras residentes de dornas (WHEALS et al., 1999; BASSO et al., 2008).

De modo geral, leveduras consomem mono e dissacarideos preferencialmente a
qualquer outra fonte de carbono (LAGUNAS, 1993). S. cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe preferem realizar fermentacdo a respiracdo quando a concentracdo de glicose no meio
excede 0,8 mM, mesmo sob condi¢des aerdbicas (ROLLAND et al., 2002).

Embora varios microrganismos utilizem xilose como fonte de carbono (LIN e
TANAKA, 2006), S. cerevisiae é incapaz de fermentar a xilose (HAMACHER et al., 2002;
MATSUSHIKA et al., 2009). Esta caracteristica € surpreendente uma vez que o genoma desta
levedura possui todos 0s genes necessarios para a metabolizacdo dessa pentose (TOIVARI et
al., 2004) e ja foi demonstrado que é possivel selecionar linhagens de S. cerevisiae capazes de
utilizar esta fonte de carbono (BATT et al., 1985; ATTFIELD e BELL, 2006). A incapacidade
de S. cerevisiae em fermentar xilose foi atribuida a impossibilidade dessa levedura converter
eficientemente esse substrato em xilulose, apesar de apresentar baixas atividades de XR e
XDH (MATSUSHIKA et al., 2009).

Além disso, S. cerevisiae ndo reconhece xilose como uma fonte de carbono
estritamente fermentavel. Ao contrario, xilose é capaz de reprimir alguns genes que sdo
reprimidos de forma catabolica, enquanto outros que séo geralmente reprimidos em glicose
mostram altos niveis de expressdo na presenca de xilose (HECTOR et al., 2008). Durante a

evolucdo, S. cerevisiae ndo foi exposta a diferentes agucares, & componentes aromaticos e as
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condigdes adversas tipicamente presentes em meios resultantes da hidrolise de substratos
lignocelul6sicos (ALPER et al., 2009).

Os principais problemas observados em linhagens recombinantes de S. cerevisiae
construidas para fermentagdo de xilose foram: baixos teores de producdo de etanol;
necessidade de controle do metabolismo glicolitico; preferéncia por glicose; integracdo na
utilizacdo de cofatores necessarios a fermentacao eficiente, formacao de diversos co-produtos,
como xilitol (LIN e TANAKA, 2006), que competem com a producéo de etanol; além do fato
de que etapas importantes da conversdo de piruvato a etanol ainda sdo pouco compreendidas
(ELBING et al., 2004).

As inUmeras vantagens ja apresentadas por S. cerevisiae para fermentacdo industrial
de sacarose de cana-de-agUcar a etanol e a acessibilidade dos conhecimentos de sua genética
(VAN MARIS et al.,, 2006), o emprego da engenharia metabllica para que esse
microrganismo consiga realizar a fermentacdo de misturas de hexoses e pentoses, de forma

eficiente, é uma estratégia bastante atrativa (JOJIMA et al., 2010).
1.5 Linhagens de S. cerevisiae recombinantes para utilizacdo da xilose

Em S. cerevisiae, a eficiente conversdo de xilose em etanol é limitada por fatores
como desbalango redox intercelular, baixo fluxo de xilose para a rota da via das pentoses e
falta de um eficiente transportador de xilose para dentro da célula (HECTOR et al., 2008).
Uma vez que S. cerevisiae, é capaz de metabolizar xilulose, embora com baixa eficiéncia a
primeira estratégia para melhorar a producdo alcoolica a partir de xilose foi a insercéo de de
genes codificadores de enzimas heter6logas, como xilose isomerase bacteriana (X1), capaz de
converter xilose em xilulose, sem causar um desbalanco de cofatores. Essa estratégia ja foi
tentada muitas vezes com resultados decepcionantes (SARTHY et al., 1987; MOES et al.,
1996; GARDONYI e HAHN-HAGERDAL, 2003). A falta de sucesso dessas expressdes
heterologas, com baixos niveis de atividade enzimatica quando expressas, tem sido atribuida a
modelacdo incorreta das proteinas, como modificacbes pos-transcricionais incorretas e

formacéo de pontes dissulfeto e pH intracelular da levedura.

Uma excecdo notavel nessa linha de pesquisa foi a xilose isomerase da Archaea
Thermus thermophilus (WALFRIDSSON et al., 1996). Essa foi a primeira XI funcionalmente

expressa em S. cerevisiae. Entretanto, sua atividade enzimética em temperaturas que
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permitiam o crescimento da levedura ndo é alta o bastante para uma eficiente fermentagéo de
xilose. Mesmo quando todas as enzimas envolvidas na conversdo de xilulose para a via
glicolitica sdo superexpressas, a atividade da XI é muito baixa para o eficiente metabolismo
de xilose (KARHUMAA et al., 2007b). Em outra pesquisa, o gene codificador de uma XI
fangica rara, de Piromyces SP, foi expresso em S. cerevisiae, resultando em altos niveis de
atividade enzimatica, quando comparada aos niveis de expressdo das Xl bacterianas
(KATAHIRA et al., 2008). Todavia, mesmo sendo o organismo recombinante que tenha a
maior velocidade de producdo de etanol a partir de xilose como Unica fonte de carbono,
misturas de glicose-xilose apresentam um padréo de diauxia, com baixo consumo da pentose
na segunda fase exponencial (HARHANGI et al., 2003).

Apds as tentativas com XI, muita atencéo foi dada para a expressao de xilose redutase
(XR) e xilitol desidrogenase (XHD) de P. stipitis correspondendo aos genes XYL1 e XYL2, em
S. cerevisiae (GARDONY| e HAHN-HAGERDAL, 2003a). Ao contrario das XI de Archaea
e de Bacteria, esses genes eucarioticos poderiam ser funcionalmente expressos em
Saccharomyces, possibilitando a essa levedura metabolizar xilose (KOTTER et al., 1990;
KOTTER e CIRIACY, 1993). Entretanto, o rendimento de etanol da fermentacdo anaerdbica
desse acucar pelas linhagens recombinantes é cerca de uma a duas vezes menor quando em
meio com glicose (JEFFRIES, 2006; MATSUSHIKA et al., 2009). Além disso, a fermentacéao
anaerdbica de xilose é sempre acompanhada por consideravel producdo de xilitol, ja que esse
subproduto é a unica forma das leveduras oxidar NAD(P)H nessas condicdes e a célula ndo
consegue obter suficiente NAD" para a atividade de XDH (TOIVARI et al., 2004).

Em condic¢des de anaerobiose com xilose como fonte de carbono, ndo ha regeneracao
de NAD" suficiente para a reagdo da XDH (GARDONY! et al., 2003b; GUO et al., 2006). Se
a célula ndo conseguir manter seu balanco redox, ndo ird fermentar tal substrato sob condicGes
anaerobicas. Além disso, sob condicGes aerobicas, tal recuperacdo na mitocondria,
provavelmente, limita o metabolismo de xilose, quando n&o ha glicose no meio (PITKANEN
et al., 2003).

Uma elegante saida para este problema foi a expressdo em S. cerevisiae, de uma XDH
mutada com especificidade incrementada para o cofator NADP* (WATANABE et al., 2004),
ou de uma XR mutada, com maior especificidade para NADH (JEPPSSON et al., 2002). A
introdugdo de uma XR dependente de NADH reduziu a excrecdo de xilitol, provavelmente,

devido ao restabelecimento do balango redox intercelular (SALEH et al., 2006). Petshacher et
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al. (2005) foram capazes de mudar a preferéncia do cofator da XR de uma linhagem de
Candida tenuis, de NADPH para NADH, empregando mutagéo sitio-dirigida. Verho et al., em
2003 obtiveram uma linhagem com mudltiplas copias de XDH com eficiéncia catalitica
dependente de NADP™" que superou mais de 3.8 vezes a eficiéncia correspondente & linhagem
selvagem que utiliza NAD". Apesar dessas vantagens teoricas, a expressio destas enzimas
resultou em grande impacto negativo no fluxo metabdlico de producdo de etanol por
linhagens de S. cerevisiae recombinantes (WAHLBOM et al., 2001; JIN e JEFFRIES, 2003).

Em outro trabalho, foi construida uma linhagem de P. stipitis que superexpressava
xiluloquinase (XK - terceira enzima na via do metabolismo de xilose), pois nessa levedura a
atividade dessa enzima é baixa. Esta linhagem recombinante que superexpressa essa enzima,
comparada com a linhagem com expressao basal, aumentou drasticamente o nivel de captacédo
de xilose, além de aumentar também o rendimento de producdo de etanol e diminuir a
producdo de xilitol (TOIVARI et al., 2001). Entretanto, altos niveis de XK na célula inibem o
metabolismo para producao de etanol (JIN et al., 2003). Dessa maneira, é necessario conhecer
a fisiologia da célula e quantificar o efeito que modificacGes genéticas individuais causam nas
vias metabolicas (JOHANSSON et al., 2001).

Uma linhagem S. cerevisiae recombinante contendo copias adicionais do gene da XK
enddgeno e os genes XR e XDH de P. stipitis (ELIASSON et al., 2000; JEPPSON et al.,
2002) é capaz de fermentar xilose em etanol e também de realizar co-fermentacgéo de xilose e
glicose no meio, mas mesmo com a expressdo bem sucedida das trés enzimas em conjunto, a
taxa de utilizacdo de xilose é ainda baixa e o rendimento de conversdo pobre, devido ao
acumulo de xilitol (SALEH et al., 2006).

A taxa de consumo de xilose da linhagem recombinante de S. cerevisiae mais eficiente
ainda é menor que de glicose e gradualmente diminui, com a diminuigdo da concentracdo de
xilose (RUNQUIST et al., 2009). Como resultado, o consumo completo de Xxilose em
substratos com agucares mistos € dificil (JOJIMA et al., 2010). Isso é uma desvantagem ja
que nos hidrolisados de biomassa celulosica a composicdo de xilose € muito maior que a de
glicose (HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Além disso, existem outros desafios
microbioldgicos para melhoria da producdo de etanol, como a necessidade de se entender e
manipular a tolerdncia por etanol e aglUcar e a resisténcia aos inibidores gerados nos
tratamento de pressacarificacdo (RAGAUSKAS et al., 2006).
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1.6 Sistema de transportadores de agUcares em S. cerevisiae

Em S. cerevisiae o transporte pela membrana plasmatica € o primeiro e obrigatorio
passo para a utilizacdo de hexoses (BOLES e HOLLENBERG, 1997). Essa levedura tem o
maior nimero de transportadores de glicose de todos os microrganismos cujos genomas foram
sequenciados (MAIER et al., 2002). Nesse organismo as hexoses entram para 0 metabolismo
celular por difusdo facilitada através da membrana plasmatica, sem gasto de energia
(LAGUNAS, 1993; KRUCKEBERG, 1996; VAN SUYLEKOM et al., 2007). O transporte
desses acucares é mediado por uma familia de transportadores de monossacarideos
(RINTALA et al., 2008) pertencentes a superfamilia (Major Facilitator Superfamily-MSF) de

genes responsaveis pelo transporte de moléculas (ELBING et al., 2004).

Nessa classificacdo, estdo presentes cerca de 20 genes dos quais HXT1-HXT17, GALZ2,
SNF3 e RGT2 foram identificados (BUZIOL et al., 2008; ROSSI et al., 2010). Sete das
proteinas codificadas por esses genes estdo ligadas ao metabolismo de captacdo de glicose,
frutose e manose para o crescimento (HXT1-7), oito catalizam o transporte apenas em
quantidades muito pequenas (HXT8-11 e HXT13-HXT17) (VERWAAL et al., 2002); duas,
codificadas pelos genes SNF3 e RGT2, sio sensores de glicose extracelular (SALUSIJARVI et
al., 2008) e estdo envolvidas na regulacdo de expressdo dos genes de transporte de hexoses
(ROLLAND et al., 2002); duas estdo envolvidas no processo pleiotropico de resisténcia a
drogas (HXT9 e HXT11) (BOLES e HOLLENBERG, 1997).

As sequéncias das 20 proteinas de Hxt foram obtidas e alinhadas entre si, verificando-
se que estas proteinas sdo conservadas em quase toda sua extensdo. O grande numero de
genes da familia HXT é claramente devido a multiplas duplicacdes genéticas. Muitas dessas
duplicacdes ocorreram por recombinacdo dentro das regides subteloméricas. Os genes HXT1,
HXT4 e HXT5 séo encontrados no brago direito do cromossomo VIII e os genes HXT3, HXT6
e HXT7 no brago direito do cromossomo IV. As proteinas codificadas pelos genes HXT6 e
HXT7 sdo virtualmente idénticas (KRUCKEBERG, 1996). As proteinas Hxt apresentem 12
segmentos transmembranicos altamente homologos entre si (VERWAAL et al., 2004), tem
regibes bastante hidrofébicas intercaladas por regides pouco hidrofébicas ou hidrofilicas
(KRUCKEBERG, 1996). Os terminais carboxila e amina sdo hidrofilicos e ficam no lado
citosolico da membrana. As menores similaridades encontram-se nas regides que permanecem
intracelulares do terminal amina (VAN SUYLRKOM et al., 2007).
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A etapa de captacdo de agucares é 0 passo-chave da regulagcdo no metabolismo desses
compostos e a taxa de transporte é dependente do fluxo metabdlico, disponibilidade de
nutrientes e o nimero de proteinas presentes na membrana das células (KRUCKEBERG,
1996). Varios autores concluiram que a assimilacdo de substratos através da membrana € o
passo limitante também na fermentacdo dos acuUcares por S. cerevisiae, incluindo hexoses,
maltose e maltotriose, normalmente fermentados de forma eficiente por esta levedura
(ZASTROW et al., 2001; GOFFRINI et al., 2002; PEREZ et al., 2004). Além desses fatores, a
captacdo é um dos maiores problemas a ser vencido para desenvolver leveduras capazes de
fermentar eficientemente as pentoses (TOIVARI et al., 2001; GARDONY et al., 2003;
HAHN-HAGERDAL et al., 2007; STEPHANOPOULOS, 2007). Mesmo na levedura P.
stipitis, que é naturalmente capaz de fermentar xilose em etanol, a etapa limitante deste

processo também é o transporte de xilose na célula (KIM et al., 1999).

Uma vez que ainda ndo foi descoberto um sistema de transporte especifico para as
pentoses (BERTILSSON et al., 2008), acredita-se que a captacdo de xilose por leveduras seja
mediada de forma ndo especifica pelos transportadores de hexoses (HAMACHER et al.,
2002; RUNQUIST et al., 2010). Reifenberger et al. (1995) construiram uma linhagem S.
cerevisiae com mutacdes nos genes HXT1-HXT7 que era incapaz de crescer em glicose,
frutose ou manose e ndo transportava glicose a taxas detectaveis. Entretanto, a expressdo
isolada de apenas um dos genes HXT1, 2, 3, 4, 6 ou 7 foi suficiente para uma consideravel
utilizacdo de glicose, mas a niveis de captacdo diferentes. Esse trabalho foi confirmado por
outros pesquisadores (MAIER et al., 2002).

Em linhagens recombinantes S. cerevisiae com o0s genes HXT deletados que
expressavam independentemente cada um dos diversos transportadores de hexoses, foi
verificado que a expressdo de HXT5 ou de HXT7 é substancialmente mais efetiva para
promover a utilizacdo de xilose. Assim, concluiu-se que os produtos génicos de HXT7 >
HXT5 > GAL2 > WT > HXT1 > HXT4 captam xilose mais eficientemente para dentro das
células (HAMACHER et al., 2002; SEDLAK e HO, 2004).

As leveduras, assim como outros organismos unicelulares de vida livre, se adaptam a
concentracdo de fonte de carbono existentes no meio, através da expressdo do sistema de
transporte (PITKANEN et al., 2003). Os genes HXT diferem entre si quanto a regulacio
transcricional e pos-transcricional, especificidade de substrato e afinidade por glicose
(BATISTA et al., 2004; KUYPER et al., 2006). As diferencas nas cinéticas das proteinas
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refletem as afinidades pelo substrato de cada transportador de hexose sob diferentes
concentragOes de glicose ou de outros agucares (YE et al., 2001).

Os parametros cinéticos de cada proteina transportadora de hexoses foi determinada
em linhagem mutada com os genes HXT deletados. As proteinas Hxtl e Hxt3 sdo
transportadores de glicose de baixa-afinidade (Kmgiicose): 50-100mM); Hxt2 e Hxt7 séo
moderadamente baixos (Kmgicose)y Cerca de 10mM) e Hxt6 e Hxt7, assim como Gal2, sdo
transportadores de alta afinidade (Kmgiicose): 1-2mM) (REIFENBERGER et al., 1997;
SEDLAK e HO, 2004). Hamacher et al. (2002) consideraram Hxt4 e Hxt5 como
transportadores de afinidades moderadamente baixas para glicose, assim como Hxt2 e Hxt7.
A preferéncia dos transportadores para xilose € bem menor que para glicose (KOTTER e
CIRIACY, 1993; LEE et al., 2002), sendo cerca de 5-200 vezes mais baixo (BERTILSSON et
al., 2009). De um modo geral, os valores de K, para o transporte de xilose varia entre 130
mM a 1,5 mM (PITKANEN et al., 2005), e a captacio de xilose é fortemente reprimida por
glicose, por causa da competicdo pelo mesmo transportador (SEDLAK e HO, 2004).

Assim, é afirmado pelos pesquisadores que o consumo de xilose somente é iniciado
quando a glicose ¢ totalmente consumida do meio (BERTILSSON et al., 2008). Dessa forma,
as afinidades dos transportadores para xilose pode ser um fator crucial para o consumo de
xilose (KUYPER et al., 2005). Além disso, em diferentes linhagens de levedura, diferentes
fatores podem contribuir para limitar a fermentagéo de xilose, e a captacdo de xilose pode ser
um desses fatores (HAMACHER et al., 2002). Apesar do transporte de xilose em S.
cerevisiae recombinante ser extensamente estudado, até este momento obteve-se apenas uma

melhora moderada na capacidade fermentativa desse acticar (RUNQUIST et al., 2009).

Hamacher et al. (2002), verificaram que a expressdo de transportadores heter6logos
ndo foi suficiente para restabelecer o crescimento de S. cerevisiae em meio sintético com 2%
de xilose, indicando que essas proteinas ndo foram capazes de realizar a captacdo de xilose
para dentro das células. Embora alguns transportadores de xilose heterdlogos ja tenham sido
expressos com sucesso em S. cerevisiae permitindo o crescimento nesta fonte de carbono, até
0 presente ndo existem dados que permitam verificar que a eficiéncia da fermentagdo de
xilose foi incrementada nestas linhagens recombinantes (LEANDRO et al.,, 2006;
SALOHEIMO et al., 2007).
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A partir desse conhecimento, foi realizado no presente trabalho a superexpressao de
dois transportadores de monossacarideos (HXT5 e HXT7) sob regulacdo do promotor de
expressao PGK fortemente expresso em linhagem de S. cerevisiae. A melhoria na captacdo de
glicose e xilose, como fontes de carbono Unicas e a producdo de etanol foram analisadas. O
conhecimento gerado consiste numa contribuicdo para a obtencdo de novas linhagens
selvagens de S. cerevisiae recombinantes com potencial de emprego na producéo industrial de
etanol, contribuindo para a otimizacdo dos processos fermentativos atuais, e também futuros
que venham a utilizar pentoses para producéo de etanol a partir da fracdo hemicelulésica da

biomassa.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste projeto é isolar microrganismos naturalmente capazes de utilizar e
fermentar pentoses e obter linhagens de levedura superexpressando transportadores
enddgenos de hexoses HXT5 e HXT7 e, assim, melhorar suas capacidades de fermentacéo de

acucares a etanol.
2.2 Objetivos especificos

. Isolamento e selecdo de leveduras selvagens naturalmente capazes de crescer e

fermentar xilose como fonte de carbono;

. Construcdo de vetores de expressdo dos genes HXT5 e HXT7 de S. cerevisiae;
. Transformacao genética de linhagens de levedura S. cerevisiae de laboratério;
. Anélise do consumo de agUcares xilose e glicose e da producdo de etanol dos

clones recombinantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Meios e solugdes

Para o preparo de meios e solugdes foram utilizados reagentes de pureza analitica, dos
fornecedores “Sigma” ou “Merck” e agua deionizada. Foram esterilizados a 121 °C, durante
20 minutos, ou, quando necessario, filtrados em membrana do tipo “Millipore” de poro 0,22

pm. Todas as solugdes foram preparadas de acordo com Sambrook e Russel (2001).
3.1.1 Meios para bactérias

Para a preparacdo de bactérias eletrocompetentes, foi utilizado o meio 2xYT (1% de
peptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl). O meio utilizado para recuperacéo das
bactérias apds a eletroporacdo foi SOC (para volume de 100 ml: 1 ml de glicose 2M, 1 ml de
Mg?* e meio SOB para completar o volume). Para 0 meio SOB: 2% triptona, 0,5% extrato de
levedura, 10 mM de NacCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM de MgSQO,. As bactérias
recombinantes foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) com ampicilina em concentracao

final de 100ul/ml. Para meios solidos, acrescentou-se 2% de Bacto-agar.
3.1.2 Meios para leveduras

Para o isolamento de leveduras selvagens capazes de crescer em xilose, foi utilizado o
meio SX-1 contendo 0,67% de YNB e 1% xilose. Para verificar a capacidade de fermentacéo
e utilizacdo do acucar presentes foram utilizados os meios: SX-2, com 0,67% de YNB, 2% de
xilose e 100ul/ml de; SH-2 com 0,67% de YNB, 2% de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar e 100pl/ml de ampicilina; SX-1,5 com 0,67% de YNB, 1,5% de xilose e 0,5% de

glicose e 100pl/ml de ampicilina.

O meio completo utilizado para leveduras foi YPD contendo 2% de peptona, 1% de
extrato de levedura e 2% de glicose e YPX contendo 2% de peptona, 1% de extrato de
levedura e 2% de xilose. Para a transformacdo e posteriores analises dos clones
recombinantes, foram utilizados os meios SD/SX-THUAL-2 (0,67% de YNB acrescidos dos
aminoéacidos triptofano, lisina, adenina e histidina e da base nitrogenada uracila e 2% da fonte
de carbono - glicose ou xilose) ou SD/SX-THUAL-5 (diferenciando-se pela concentracéo de
5% da fonte de carbono — glicose ou xilose).

36



Construcdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes superexpressoras de

transportadores de pentoses 2010

Quando utilizados tubos Durhan, foi acrescentado ao meio o indicador de pH azul de
bromotimol (BTB) com o objetivo de facilitar a verificagdo da ocorréncia de fermentacao.
Com esse reagente é possivel visualizar trés mudancgas em pH do meio. Quando a coloracéo é

azul, o meio esta alcalino, quando esta verde, é neutro e meio amarelo, pH &cido.

Foi utilizado hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar rico em pentoses
(principalmente xilose) cedido gentilmente pelo Dr. Daniel Atala, do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC).

3.1.3 Solugdes

Para a preparacdao de bactérias eletrocompetentes foi utilizado solucéo de glicerol a
10%, a 4 °C. Para a extracéo de plasmideos foram utilizadas trés solugdes: Solucao I (5 ml de
Tris-HCI 0,5 M pH 8,0; 2 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0; 10 ml de glicose 0,5 M e agua
deionizada estéril para completar volume de 100 ml); Solucéo 11 (1 g de SDS, 20 ml de NaCl
1M e 4gua deionizada estéril para completar volume de 100 ml) e Solugdo Il (11,6 ml de
Acido Acético Glacial, 60 ml de Acetato de Potéssio e agua deionizada estéril para volume de
100 ml).

Para a extracdo de DNA total de levedura, foi utilizado o seguinte tampdo de lise de
célula: 2% Triton X-100; 1% SDS; 100mM NacCl; 10mM Tris-HCI pH 8,0 e 1ImM EDTA pH
8,0. Para a transformacao de leveduras, foram preparadas solucdes de acetato de litioa 1l M e
a 0,IM. Os estoques dos aminoacidos triptofano, lisina, adenina e histidina e da base

nitrogenada uracila de 3 mg/ml e utilizada concentracéo final de 40 ug/ml.

3.2 Plasmideos utilizados

Para clonagem dos genes foram utilizados os plasmideos comerciais pPGEM-T (Vector
Systems, Promega) e p.C.R. 2.1 TOPO (Invitrogen), como vetores intermediarios. O
plasmideo bifuncional pMA91 foi utilizado na construcdo final para superexpressdo dos
genes. Este plasmideo contém o promotor e o terminador do gene fosfoglicerato quinase
(PGK) de Saccharomyces cerevisiae, um promotor constitutivo fortemente expresso nestas

células. Todos os plasmideos utilizados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Plasmideos utilizados como vetores de clonagem e/ou transformacéo génica.
Plasmideos Descricao Referéncia/Procedéncia
pGEM-T plasmideo de clonagem comercial, lacZ, Ap® Vector Systems,Promega
pCR 2.1 TOPO plasmideo de clonagem comercial, lacZ, Ap® Invitrogen
plasmideo bifuncional de expressdo de S. cerevisiae,
pMA91 Amp®, 241, LEU2, pPGK e tPGK MELLOR et al., 1983
0GEMTHXTS plasmideo de clonagem e expresséo E. coli, contendo o Este trabalho
gene HXT5
OTOPOHXT7 plasmideo de clonagem e expressdo E. coli, contendo o Este trabalho
gene HXT7
PMAHXT5 plasmideo bifuncional de expressdo de HXT5 Este trabalho
PMAHXT7 plasmideo bifuncional de expressao de HXT7 Este trabalho

3.3 Microrganismos utilizados

A linhagem bacteriana DH5a (MESELSON e YAN, 1968) foi utilizada para hospedar
as construcdes dos plasmideos recombinantes. As linhagens laboratoriais de levedura
utilizadas foram S288C, YPH 250, YPH 252 e YPH 274. As linhagens de leveduras isoladas
em usinas brasileiras de alcool foram: PE-2, CAT-1, BG-1 e SA-1 (BASSO et al., 2008). Os
meios inoculados com bactérias foram cultivados em temperatura de 37 °C e 0s meios
inoculados com leveduras foram cultivados em 28 °C. As linhagens de microrganismos
utilizadas neste trabalho encontram-se estocadas no banco de Linhagens do Laboratério de
Genética Molecular e de Microrganismos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sdo Paulo. Todas as linhagens utilizadas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Microrganismos utilizados neste trabalho.

Linhagem de bactéria E. coli Genotipo ou Descrigdo Referéncia
F’/ endAl hsdR17 (' mg") ginV44 thi recAl
DH5a gyrA (Nal") relA1A (lacZY A-argF) U169 deoR | MESELSON e YAN, 1968
(@80dlac A (LacZ) M15
Linhagem de bactéria E. coli Genotipo ou Descrigdo Referéncia
$288C MATa mall3 AGT1 MAL12 mal33 MAL31 MORTIMER e
MAL32 mel gal2 SUC JOHNSTON, 1986
PE-2 Utilizada na producéo de etanol combustivel BASSO et al., 2008
CAT-1 Utilizada na produgdo de etanol combustivel BASSO et al., 2008
BG-1 Utilizada na producéo de etanol combustivel BASSO et al., 2008
SA-1 Utilizada na produgdo de etanol combustivel BASSO et al., 2008
YPH 250 MATa, ura3-52, lys2-801°™" ade2-101°"", SIKORSKI e HIETER,
trp-A1, his2-A200, leu2-A1, CAN1, G418° 1989
YPH 252 MAT a, ura3-52, lys2-801°™" ade2-101°"", SIKORSKI e HIETER,
trp-Al, his2-A200, leu2-A1, CAN1, G418° 1989
MATa/MATa, ura3-52/ura3-52, lys2-
VPH 274 8012 /lys2-8012™¢" | qde2-101°°“_fe/ade2- SIKORSKI e HIETER,
101%™ | trp-A1/ trp-Al, his2-A200/his2-A200, 1989
leu2-A1/leu2-A1, CAN1/CAN1, G418°
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3.4 Isolamento e selecdo de levedura capazes de crescer ou fermentar xilose como fonte

de carbono

Para o isolamento de leveduras de diversos substratos (solo, frutas e flores) da
biodiversidade brasileira foi verificada a capacidade de crescer em meio minimo, contendo
xilose como principal fonte de carbono. As amostras foram incubadas em erlenmeyers de 250
ml contendo 50 ml de meio SX-1 e incubados em shaker, a 28 °C, por 48 horas. Apos esse
periodo, 100 ul de cada amostra foram inoculados em 10 ml do mesmo meio e realizada
incubacdo nas mesmas condigdes, por 48 horas. As amostras que apresentaram crescimento

foram transferidas para meios solidos SX-1, a fim de se obter col6nias isoladas.

Para verificar a capacidade fermentativa de xilose ou do hidrolisado bagaco de cana-
de-agUcar, cada uma das leveduras isoladas foi inoculada em tubos de ensaio contendo 15 ml
de meio SX-2, SH-2 e SX-1,5. As culturas foram monitoradas por até 72 horas para

verificacdo da ocorréncia de fermentacao.

3.5 Extracdo do DNA total de levedura

As extragBes de DNA total foram adaptado de Guimardes et al. (2005). As celulas
foram crescidas em 5 ml de meio YPD liquido por 24 horas. Foram centrifugadas a 4.500 g
durante 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em 1,5 ml de 4gua deionizada estéril e as células
foram submetidas a nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des anteriores. As células foram
ressuspensas em 200 ul de tampao de lise; adicionado glass beads estéreis e 200 pl de solugao
fenol-cloroformio (1:1). Os tubos foram agitados e foram acrescentados 200 ul de tampéao
Tris — EDTA pH 8,0 seguido de homogeneizacdo por inversdo. Foi realizada nova
centrifugagéo a 10.000 g durante 5 minutos. A fase aquosa foi recolhida para um novo tubo e
foram acrescentados 400 pl de cloroformio. Foi realizada homogeneizagdo por inversdo. O
processo de centrifugacéo foi repetido, nas mesmas condigOes anteriores. Foi recolhida a fase
aguosa para um tubo novo. Foram acrescentados 1 ml de etanol absoluto, realizada
homogeneiza¢do por inversdo e nova centrifugacdo a 10.000 g durante 2 minutos. O
sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 1 ml de etanol 70% (v/v) e
centrifugado a 10.000 g, durante 2 minutos. Apds secagem do DNA, este foi ressuspenso em

400 pL de solugdo tampao Tris — EDTA pH 8,0 contendo uma concentragao final de 2 pg/ ml
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RNaseA e incubado a 37 °C, durante 30 minutos. Este processo foi repetido desde a primeira
etapa da adicdo do cloroférmio até a secagem completa do DNA. O DNA foi ressuspenso em
20 ul de solugao tampao Tris — EDTA pH 8,0 e mantido a 4 °C.

3.6 Oligonucleotideos iniciadores

Foram construidos oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo das sequéncias
estruturais dos genes HXT5 e HXT7 de S. cerevisiae a partir da sequéncia do genoma da
levedura laboratorial S288C, disponivel no sitio National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Esses oligonucleotideos estdo ladeados pelo sitio de restricdo

reconhecido pela enzima de restri¢do Bglll.

Para amplificacdo dos cassestes de expressao, oligonucleotideos correspondentes ao
inicio do promotor de PGK e ao final do terminador de PGK foram construidos. Para
sequenciamento das construcdes, foram sintetizados oligonucleotideos internos, nas
sequéncias de HXT5, HXT7, do promotor de PGK e terminador de PGK. Todos 0s

oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5- Oligonucleotideos utilizados e construidos neste trabalho.

Tamanho
Nome Sequéncia (5™~ 3") Finalidade do
amplicon
hxt5.1 GGAAGATCTTTATTTTTCTTTAGTGAACATCCT Amplificagdo do gene
HXT5, ladeado pela 1.779 pb
hxt5.2 GGAAGATCTATGTCGGAACTTGAAAACGC sequencia da enzima de '
restricdo Bglll
hxt7.1: GGAAGATCTATGTCACAAGACGC Amplificagdo do gene
HXT7, ladeado pela 1.713 pb
hxt7.2 GGAAGATCTTTATTTGGTGCTGAAC sequencia da enzima de '
restri¢cdo Bglll
hxt int.1 CATTTGGCCATAATCTGG Sequenciamento para
) andlise dos genes 740 pb
hxt int.2 CGTGGAGACTCTGGAAC amplificados
PGK.1 |GTCGACAAGCTTTCTAACTGATCTATCCAAAACTG Sequenciamento para
analise do promotor e 1.866 pb
PGK.2 GTCGACAAGCTTTAACGAACGCAGAATTTTCGAG terminador PGK
PGK int.1 AGATCTTTTGGTTTTATATTTGTTG Sequenciamento para
} andlise do promotor e 815 pb
PGK int.2 CGAAATTGGAAGCTGCAATCAATAG terminador PGK
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3.7 Programas utilizados para Reacéo de Polimeragdo em Cadeia (PCR)

As condic¢des de amplificacdo dos fragmentos de HXT5 e HXT7 foram: 1) um passo
inicial de desnaturacdo a 94 °C, por 2 minutos; 2) 35 ciclos compostos por: desnhaturacao a 94
°C, por 30 segundos; anelamento a 45 °C (HXT5) ou 38 °C (HXT7), por 2 minutos; extenséo a
68 °C, por 2 minutos; e 3) um passo final de 10 minutos, a 68 °C, para finalizar todas as

extensdes incompletas.

As condicGes de amplificacdo para os cassetes de expressdo pPGK*HXT(x)*tPGK
foram: 1) um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C, por 5 minutos; 2) 30 ciclos compostos
por: desnaturacdo a 95 °C, por 60 segundos; anelamento a 58 °C, por 1 minuto; extensdo a 72
°C, por 2 minutos; e 3) um passo final de 10 minutos, a 72 °C, para finalizar todas as

extensdes incompletas.

3.8 Preparacao de bactérias eletrocompetentes

Para a preparacao de células de E. coli eletrocompetentes foi seguido o protocolo de
Sambrook e Russel (2001). Células da linhagem de E. coli DH5a foram inoculadas em meio
2xYT, e o cultivo foi incubado a 37° C em shaker, a 160 rpm. Desta pré-cultura 10 ml foram
transferidos para 1 litro do mesmo meio e levado em agitador automatico sob as mesmas

condicdes até atingir Absorbancia a 600 nm de 0,2 a 0,25.

Ap0s esse periodo, as células foram centrifugadas a 13.000 g por 10 minutos a 4° C. O
sedimento formado foi ressuspenso em 50 ml de glicerol 10% e centrifugado novamente a
13.000 g a 4° C por 30 minutos. Essa operacdo foi repetida trés vezes. O sedimento da ultima
etapa foi ressuspenso em 1 ml de glicerol 10% e acrescentado maior volume dessa solucéo até
as células atingirem Absorbancia a 600 nm de 0,15 (Absgpo=0,15). A suspenséo foi dividida e

armazenada em ultra-refrigeracdo, a -70 °C.
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3.9 Transformagcéo de E. coli

Para transformaces de E. coli, foi empregado o protocolo de Taketo et al. (1988). O
método utilizado para transformacao de bactérias foi eletroporacdo. As bactérias competentes
preparadas conforme descrito no item anterior foram retiradas do ultrarefrigerador a -70 °C e
incubadas em gelo por 10 minutos para descongelamento. Foram adicionados as células, 3 pl
de plasmideo ou da mistura de ligacdo a ser utilizada. Foi realizado controle negativo, no qual
ndo foi colocado DNA. Apo6s 5 minutos, cada mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporacgdo (previamente esterilizada com luz ultravioleta e refrigerada). Foi aplicado um
pulso de 2,5 mV.

Apbs a eletroporacdo, as células foram recuperadas em 1 ml de meio SOC e incubadas
em estufa, a 37 °C, por 1 a 2 horas. Em seguida, as células foram semeadas em meio solido
seletivo adequado e incubadas em estufa, a 37 °C, por 16-18 horas.

3.10 Extracao de DNA plasmidial

Para a extracdo de DNA plasmidial foi empregado protocolo de Sambrook e Russel
(2001). Para a extracdo de plasmideos de bactéria, as linhagens contendo os plasmideos
desejados foram inoculadas em 5 ml de meio LB contendo 100 pug/ml de. As culturas foram
incubadas com agitacdo em shaker, a 37 °C por 24 horas. As culturas foram transferidas para
tubos estéreis de microcentrifuga e centrifugadas por 5 minutos, a 10.000 g, a temperatura de
4 °C.

Em seguida, as células foram ressuspensas em 300 ul de solucéo I. Foram adicionados
300 pl de solucdo 11, realizada incubagdo por 5 minutos, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, foram adicionados 300 pl de solucdo IlI, realizada homogeneizacdo, seguida de
incubacdo em gelo por, no minimo, 15 minutos. Entdo, as células foram centrifugadas por 15
minutos a 10.000 g a 4 °C. Os sobrenadantes foram recuperados para novo tubo de
microcentrifuga estéril e a cada tubo foi adicionado 1 pl de solucdo de Ribonuclease A (10
pg/ml) para cada 100 ul de sobrenadante. Essas misturas foram incubadas em estufa, a 37 °C,

por 30 minutos.
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Posteriormente, foram adicionados 400 pl de solucdo cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1), misturado vigorosamente e realizada centrifugacéo por 5 minutos a 10.000ga 4 °C. A
fase aquosa superior foi transferida para novo tubo de microcentrifuga estéril. A este material
recuperado foram adicionados 700 ul de isopropanol. As misturas foram incubadas em -20 °C
por no minimo, 30 minutos. Apos esse periodo, foram centrifugadas por 30 minutos, a 10.000
g a 4 °C. Os sedimentos foram lavados com alcool 70%, secos e ressuspensos em 20 pl de

agua deionizada estéril.

3.11 Tratamento de DNA plasmidial com enzimas de restricéo

As misturas de digestdo de DNA com enzimas de restricdo foram realizadas em
volumes finais de 10 pl ou 100 pl. Utilizou-se, em média, 1 a 2 U de enzima para cada pg de
DNA. As incubac@es foram realizadas na temperatura de 37 °C, com incubacdo de 3 horas
(minimo) a 16 horas (mé&ximo). As enzimas de restricdo e outras empregadas neste trabalho
para manipulacdo de DNA (T4 DNA ligase, fosfatase alcalina) foram adquiridas das empresas
Fermentas®, Invitrogen®. Todas as enzimas foram utilizadas com seus respectivos tampdes,

de acordo com os protocolos enviados pelos fabricantes.

3.12 Andlise de fragmentos de DNA em gel de agarose

Para analisar a pureza ou o tamanho de fragmentos de DNA, foram realizadas
analises dos seus perfis de migracdo em géis de agarose submetidos a corridas eletroforéticas.
Foram empregados géis de agarose “Ultra pure” Sigma (Cod A4718) 0,8% em tampéo de
TBE 0,5 X (SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e 0,2 pg/ml de brometo de etideo. As corridas
eletroforéticas foram realizadas com tampao de corrida TBE 0,5 X. A visualizac¢do das bandas
foi realizada empregando-se transluminador contendo lampada ultravioleta, e a
fotodocumentagéo empregando-se o aparelho “Eagle-Eye” da “Stratagene”, modelo “Eagle-
Eye II”.

Os marcadores de tamanho molecular de DNA, utilizados como referéncia nas
corridas eletroforéticas para as analises dos fragmentos de DNA, obtidos apés a digestdo com

as enzimas de restricdo, foram de procedéncia da Fermentas ®.
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3.13 Purificagdo de fragmentos de DNA de gel de agarose

Os fragmentos de DNA obtidos por digestdo ou por amplificacdo por PCR foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose. O fragmento de DNA que apresentava
o perfil de migracdo desejado foi recortado e transferido para tubo de microcentrifuga. Para
purificacdo do fragmento de DNA desejado, empregou-se o “Kit Prep — A Gene — DNA

Purification System/Bio-Rad Laboratories”.

3.14 Ligacdo entre fragmentos de DNA

As ligacOes entre os fragmentos de DNA foram realizadas empregando-se a enzima
DNA ligase do fago T4, que catalisa a ligagdo fosfodiéster entre a terminagao 5’-fosfato e a
terminagdo 3’-hidroxi das fitas de DNA, promovendo a recircularizacdo do plasmideo, ou a

ligacdo entre fragmentos de DNA.

As concentracdes de DNA (vetor/inserto) utilizadas nos sistemas de ligacdo variaram
de acordo com o experimento. Normalmente, a propor¢do molecular de inserto foi de trés
vezes a do vetor. A mistura de ligacdo foi preparada e incubada empregando-se as
recomendag0es do fabricante da enzima DNA ligase de fago T4, Invitrogen®.

3.15 Sequenciamento de DNA

Para obter a sequéncia de fragmentos de DNA o fragmento de DNA foi obtido a partir
de extragbes plasmidiais, ou resultado de amplificagdo por PCR e oligonucleotideos

iniciadores especificamente desenhados neste trabalho para essa finalidade.

As reacdes de amplificacdo por PCR para seqlienciamento e o sequenciamento foram
realizadas no Centro de Genoma Humano da USP. Para tanto, em cada caso, foram enviados
o fragmento de DNA desejado e os oligonucleotideos iniciadores especificos para obtencao

do amplicon.
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3.16 Transformacao de levedura S. cerevisiae

Para transformacao de levedura S. cerevisiae foi empregado protocolo de Gietz et al.
(2002). Para a transformacédo das linhagens de levedura laboratoriais, uma col6nia de cada
linhagem de interesse foi inoculada em 5 ml de meio YPD e a cultura foi incubada em shaker
a 28 °C por 24 horas. Ap0s esse periodo, 20 pl do pré-cultivo foram inoculados em 10 ml do
mesmo meio de cultura, até atingir a Absorbancia a 600 nm de 0,4-0,5. Em seguida, as células

foram centrifugadas a 3.800 g, por 5 minutos, a temperatura ambiente.

O sedimento foi ressuspenso em 1 ml de agua estéril e a suspensdo foi centrifugada a
10.000 g, por 30 segundos, em temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
ressuspensas em 1 ml de acetato de litio 0,1M, seguido de centrifugacdo a 10.000 por 30
segundos em temperatura ambiente. Esta etapa foi repetida uma vez. Ao sedimento de células
foram adicionados 240 pl de solucdo PEG 4.000 50%, 36 pl de solucdo de acetato de litio
1M, 25 pl de DNA de esperma de salmédo e 50 pl da suspensdo de DNA do plasmideo de

interesse.

A suspensdo foi agitada vigorosamente em “vortex” e incubada a 28 °C, por 30
minutos, sem agitacdo. Em seguida, foi realizado choque térmico a 42 °C, por 30 minutos,
sem agitacdo. Foi realizada centrifugacdo a 10.000 g por 30 segundos a temperatura ambiente.
As células foram ressuspensas em 500 pl de agua estéril. As células foram semeadas em meio
solido seletivo SD-2 THUAL.

3.17 Andlise da capacidade de fermentacdo dos clones em tubos Durhan

Para analisar rapidamente e de forma qualitativa a capacidade de fermentacdo de
glicose dos clones transformantes que superexpressavam as proteinas transportadoras de
acucares, colbnias das linhagens S. cerevisiae foram pré-cultivadas em meio SD-2 THUAL
liquido e incubadas a 28 °C em shaker. Apds cerca de 30 horas, 600 pl desta pré-cultura
foram inoculados em tubos Durhan com 6 ml de meio SD-2 THUAL acrescidos de azul de
bromotimol (BTB). A capacidade fermentativa em cada tubo foi monitorada por 72 horas e

caracterizada pela formagdo de bolhas, além da mudanga de coloracdo do meio.
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Para testar a capacidade de fermentacdo de xilose dos clones, 0 mesmo procedimento
foi realizado empregando-se 0 meio SX-2 THUAL também acrescido de BTB.

3.18 Analise da capacidade de fermentacéo dos clones em meio sélido contendo purpura

de bromocresol

Para se comparar a capacidade fermentativa dos clones recombinantes, de forma
qualitativa, 1 ul de cada cultivo foi inoculado em placas contendo os meios solidos YPD-2,
YPD-5, YPX-2, YPX-5, acrescidos com purpura de bromocresol (BCP), um indicador de pH.
Esse possui coloracdo violeta bastante escuro quando o pH do meio estd acima de 6.8 e cor
amarela em pH abaixo de 5.2.

3.19 Condig0es de cultivo dos clones e das leveduras isoladas

O cultivo dos clones recombinantes de S. cerevisiae que superexpressam
transportadores de acucares foi realizado de quatro maneiras diferentes, a fim de se avaliar a
producdo de etanol e o consumo de fonte de carbono. Em todos os cultivos, os clones foram

pré-cultivados por cerca de 30 horas.

Na condicdo 1, as células foram previamente cultivadas em 5 ml de meio SD-2
THUAL liquido, a 28 °C, com aeracdo em shaker; e 500 ul desta pré-cultura foram
inoculados em meio SD-2 THUAL e esta cultura foi cultivada em agitacdo, em shaker a 170
rpm, a 28 °C. Na condic¢do 2, as células foram previamente cultivadas em 5 ml de meio SD-2
THUAL liquido, a 28 °C, com aeracdo em shaker; e 500 pl desta pré-cultura foram
inoculados em meio SX-2 THUAL e esta cultura foi cultivada em agitagéo, em shaker a 170
rpm, a 28 °C.

Os dois experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250 ml com volume de 50
ml do meio minimo (1/5 do volume final do frasco). As leveduras isoladas foram cultivadas
da mesma maneira que as condi¢Oes citadas, mas os meios utilizados foram SD-2 para

condicdo 1 e SX-2 para condigdo 2.
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Na condigdo 3, as células foram previamente cultivadas em meio SD-2 THUAL e
inoculadas em meio SD-5 THUAL. Na condicdo 4, o pré-cultivo utilizado foi SD-2 THUAL e
o cultivo foi o meio SX-5 THUAL. Os dois experimentos foram realizados em erlenmeyers de
250 ml com volume de 150 ml do meio minimo (10/6 do volume final do frasco). As células

foram mantidas em condicgdes de limitagdo de oxigénio, em shaker, a 50 rpm, a 28 °C.

Os cultivos foram realizados por até 72 horas. As células das pré-culturas foram
concentradas 10X e lavadas duas vezes com solucdo salina 0,9%, com o objetivo de se iniciar
0 experimento com alta densidade de células. A perda de volume do meio de cultura, por
conta da retirada de amostras, nunca ultrapassou 10% do volume inicial do cultivo. Os
experimentos foram realizados em duplicata e as amostras retiradas em intervalos regulares

até o final do cultivo.

3.20 Analise de consumo dos agucares xilose e glicose dos clones e das leveduras isoladas

A analise do consumo de fonte de carbono foi realizada por testes enziméaticos com
glicose oxidase (para consumo de glicose) e quantidade de agucar redutor no meio de cultura

(para consumo de xilose).

A glicose foi determinada empregando-se “kit” enziméatico comercial da BioSystems
de acordo com as instrucdes deste fabricante. Para essa analise, 10 ul de cada amostra
reagiram com 1 ml do reagente de cor desse “kit” (composto pelas enzimas glicose oxidase e
peroxidase) sob incubacdo de 10 minutos, a 37 °C. Em seguida, 0 composto quinonimina
(produto de cor avermelhada) produzido na reacdo foi estimado a 500 nm, permitindo a
determinacdo da concentracdo de glicose em cada amostra através da correlacdo informada

pelo fabricante com a absorbancia apresentada pela solucao padréo.

A quantificacdo de consumo de xilose no meio foi determinada pela quantidade de
acucar redutor presente, utilizando o acido dinitrosalicilico (DNS). Para isso, a 100 ul de cada
amostra foram adicionados 190 pl de agua destilada estéril e 3 ml de DNS. Em seguida,
levou-se a mistura ao banho-maria, com a agua em ebulicdo por 5 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram resfriadas em agua com gelo a fim de paralisar a reacdo. As
amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 540 nm. Foi realizado ensaio em branco,

contendo exclusivamente agua destilada estéril na amostra. A quantidade de xilose no meio
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foi determinada pela correlacdo do valor de absorbancia apresentada para cada amostra com a
equacdo da reta extraida de uma curva padrdo construida com solug¢Ges padrdes de 0,0% a 5%
de xilose (ANEXO A).

3.21 Andlise da producéo de etanol dos clones e das leveduras isoladas

A producdo de etanol foi determinada enzimaticamente utilizando as enzimas alcool
oxidade (AOD, extraida de Pichia pastoris, Sigma) e peroxidase (enzima extraida da planta
raiz forte, Sigma) seguindo metodologias adaptadas dos protocolos descritos por Salgado et
al. (2000), Rodionov et al. (2002) e Alves et al. (2007). Para a determinacdo de etanol, 10 pl
de amostra foram incubados com 200 ul do reagente enzimético (0,5 U de AOD/ml, 4,0 U/ml
de POD, 14 mM de 4-aminoantipirina e 60 mM de Fenol em Tampéo Fosfato de Sédio 0,1 M
pH 7,5), por uma hora, a 37 °C. ApOs esse periodo, a Absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 420 nm e a concentracdo de etanol foi determinada pela correlagéo do
valor da Absorbéancia apresentada para cada amostra com a equagdo de reta extraida de uma
curva padréo construida com solugdes padrao de etanol (1,0 — 10 g/l) (ANEXO B).

O etanol, produzido pelas células, junto com o oxigénio, quando reage com a AOD
forma acetoaldeido e perdxido de hidrogénio. Este Gltimo junto com aminoantipirina e
hidroxiquinolina forma o composto quinonimina, que possui Absorbancia maxima a 500 nm
(Figura 4).

CH,CH,OH+ 0, sty CH,CHO + H,0,

0O i
4H,0, + 4-Aminoantipirina+ 8-Hydroxiquinolina &w_umonnnma + 2H,0,

Figura 4. Equacbes das reacOes enzimaticas para determinacdo bioquimica de etanol no sobrenadante dos

cultivos.

3.22 Andlise do crescimento dos clones e das leveduras isoladas

Para analisar o crescimento dos clones recombinantes obtidos, foram retiradas
aliquotas durante os cultivos realizados em meio liquido e foi feita a determinacdo da

Absorbancia a 600 nm.
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4 RESULTADOS
4.1 Selecdo de leveduras com capacidade de bioconversédo de pentoses

4.1.1 Isolamento de leveduras selvagens capazes de crescer em xilose como Unica fonte de

carbono

Foram coletadas amostras de solo, frutas, folhas e flores de diferentes cidades dos
estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, que se encontravam tanto na area urbana quanto
em regides rurais. As amostras foram coletadas de diversas fontes: solo rico ou pobre em
nutrientes; flores, folhas e frutos verdes ou em decomposicdo ou secos. Destas amostras,
foram obtidas 79 isolados de leveduras capazes de crescer em meio minimo contendo xilose
como Unica fonte de carbono SX-1 (Material e Métodos, item 3.1.2). Col6nias de algumas
destas leveduras isoladas cultivadas em meio minimo so6lido estdo mostrados na Figura 5. Este
trabalho também resultou no isolamento de bactérias, que estdo sendo mantidas no

laborat6rio, em geladeira para trabalhos futuros.

Figura 5. Crescimento de leveduras isoladas em meio minimo so6lido contendo xilose (SX-1).
4.1.2 Selecdo de leveduras selvagens capazes de fermentar xilose

Para analisar a capacidade de fermentacdo de xilose das 79 leveduras isoladas, estas
foram inoculadas em tubos Durham contendo meio minimo com diferentes concentracfes de

xilose (SX-2, SH-2 e SX-1,5; Material e Métodos item 3.1.2). A formacéo de bolhas durante o

ensaio e a mudanca de coloracdo do meio, pela presenca do indicador azul de bromotimol, de

9 |




Construcdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes superexpressoras de
transportadores de pentoses

2010

verde (pH neutro) para amarelo (pH é&cido), foi tomado como indicativo de fermentagdo

positiva (Figura 6). Assim, das 79 linhagens de levedura capazes de crescer em xilose como

Unica fonte de carbono, apenas 7 foram selecionadas como fermentadoras de xilose,
denominadas LX6, LX12, LX34, LX41, LX43, LX57 e LX58. Na Tabela 6 sdo apresentados
os locais onde cada linhagem de levedura foi coletada.

™

Figura 6. Ensaio de fermentacdo de xilose de leveduras sélvagens isoladas neste trabalho. A) fermentacdo em
meio minimo com 2% de hidrolisado de bagago de cana-de-aglcar; C: controle negativo; B)

fermentacdo em meio minimo com 2% de xilose; C:

controle negativo; C) comparacdo da

fermentacdo do isolado LX6 nos meios minimos de cultura contendo 2% xilose (1), 1,5% xilose
com 0,5% glicose (2) e 2% hidrolisado de cana-de-agucar (3).

Tabela 6- Locais de coleta das de leveduras selvagens fermentadoras de xilose.

Linhagem selecionada Localidade Tipo de amostra Data da coleta
LX6 Trés Lagoas/MS Flor Junho de 2008
LX12 Jundiai/SP Solo (horta) Junho de 2008
LX34 Sdo Paulo/SP Folha Agosto de 2008
LX41 Séo Paulo/SP Folha Agosto de 2008
LX43 Séo Paulo/SP Fruto Agosto de 2008
LX57 Séo Paulo/SP Flor Setembro de 2008
LX58 Séo Paulo/SP Flor Setembro de 2008
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4.1.3 Andlises do consumo de agUcares, producdo de etanol e verificagdo da curva de

crescimento das leveduras isoladas

As leveduras selvagens isoladas foram cultivadas em meio minimo (Material e
Métodos, item 31.2) contendo apenas glicose ou xilose como fontes de carbono. As células
foram cultivadas por 72 horas e determinados os consumos desses dois agucares, producao de

etanol e suas curvas de crescimento.
4.1.3.1 Consumo de glicose pelas leveduras isoladas

A partir de uma concentracdo inicial de 2%, o consumo dessas linhagens foi baixo,
inferior a 30% (Figura 7). As linhagens com melhor desempenho foram LX41, LX43 e
LX58. A linhagem LX41 teve maior consumo inicial de glicose, em 24 horas, estabilizando-
se até o final do cultivo. A linhagem LX58, a partir de 48 horas, apresentou rapida queda da
glicose presente no meio. A linhagem LX43 foi a que se manteve mais estavel, pois manteve
seu consumo constante durante todo o cultivo, seguido das linhagens LX41 e LX58. A
linhagem LX57 diminuiu a concentracdo inicial de glicose rapidamente nas primeiras 24
horas e a partir de 60 horas, teve diminuicdo brusca na quantidade de agucar, até 72 horas. As

piores leveduras consumidoras dessa hexose foram LX6, LX12 e LX34.

Quantidade de Glicose no Meio (%)

——1X12
14 - —h— X34 N
13 - e X41
b ¥ 1X43
—0—1X57
11 -
LX58
10 T T T T T 1
0h 12 h 24h 36h 48h 60 h 72h

Periodo de Tempo (horas)

Figura 7. Consumo de glicose em meio minimo contendo 2% de glicose (SD-2), durante incubagdo em frascos
agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.
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4.1.3.2 Consumo de xilose pelas leveduras isoladas

O consumo de xilose pelas leveduras isoladas (Figura 8) foi maior. As leveduras
chegaram a consumir até 80% dos 2% de xilose inicialmente presente. As leveduras com
melhor desempenho foram LX41, LX43 e LX57. Entretanto, LX6 consumiu mais
rapidamente a xilose nas primeiras 12 horas, 10 g/l, ou seja, metade do agUcar inicialmente
presente no meio, entretanto, a captacdo ndo aumenta muito durante o resto do cultivo, e apds
72 horas, LX6 consumiu 14,7 g/l. Apo6s 24 horas de cultivo, LX41 atingiu 0 mesmo patamar
que LX6, sendo que este isolado apresenta maior consumo final de xilose. LX41 em 12 horas,
consumiu 7 g/l de xilose; em 24 horas, 12 g/l; mantendo o consumo constante até 72 horas;

consumindo ao todo 17,2 g/l de xilose.

20 [

== LX6

-
'S
1

[y
[y
1

00}
1

Quantidade de Xilose no Meio (%)
(03]

Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Periodo de Tempo (horas)

Figura 8. Consumo de xilose em meio minimo contendo 2% de xilose (SX-2), durante incubagcdo em frascos
agitados em “shaker”, com agita¢do de 170 rpm.

A levedura LX43 tem um consumo moderado de xilose até 60 horas, consumindo
rapidamente o agUcar nas Ultimas 12 horas (17 g/l em 72 horas). Foi LX57 que manteve a
interiorizacdo de xilose mais equilibrada durante todo o cultivo, sem quedas bruscas da

quantidade de agucar no meio, tendo consumido ao final do cultivo 16,1 g/I.

A levedura isolada que apresentou o pior consumo de xilose foi LX34, tendo

consumido 11,2 g/l ao final do cultivo. Comparando o consumo das leveduras com melhor
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desempenho com LX34, que menos consumiu, observa-se que: o consumo de xilose por LX6
foi superior em 31%; o de LX41, 53%; o de LX43, 51%.

4.1.3.3 Crescimento das leveduras isoladas em glicose e em Xilose

Também foram analisados os perfis de crescimento das leveduras isoladas
selecionadas durante os ensaios relacionados nos dois itens anteriores. O resultado obtido foi
um crescimento celular bastante baixo das leveduras quando cultivadas com as duas fontes de
carbono investigadas (Figuras 9 e 10). A levedura LX6 obteve o maior crescimento
microbiano em ambos 0s agucares, comparado com as demais, porém ainda baixo. Assim, 0

consumo de xilose das leveduras isoladas nédo foi refletido em producéo de biomassa.

0,45 ~ == LX6

== X12

0,4
== X34
0,35 == X41
=ie=|X43

0,3
=0=LX57

0,25
LX58

0,2

Absorbéancia (600 nm)

0,15

O=_. T T T T T 1
Oh 12h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Periodo de Tempo (horas)

Figura 9. Curva de crescimento em meio minimo contendo 2% de glicose (SD-2), durante incubacéo em frascos
agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.
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Figura 10. Curva de crescimento em meio minimo contendo 2% de xilose (SX-2), durante incubacgéo em frascos
agitados em “shaker”, com agitacao de 170 rpm.

4.1.3.3 Anélise de producdo de etanol pelas leveduras isoladas

A producéo de etanol também foi investigada nos cultivos realizados pelas leveduras
selvagens (dados ndo apresentados). Infelizmente, a bioconversdo a produto ndo foi alta
suficiente para a detec¢do pelos métodos enzimaticos realizados, ou o tipo de alcool ou
metabdlito produzido ndo reagiu com as enzimas alcool oxidase e peroxidase utilizadas
(Material e Métodos, item 3.21).

4.2 Construcédo de linhagens de S. cerevisiae recombinantes que superexpressam HXT5 e
HXT7

Como as proteinas transportadoras de hexoses HXT5 e HXT7 sdo sabidamente
envolvidas no transporte também de pentoses para o interior da célula da levedura S.
cerevisiae, buscou-se obter linhagens recombinantes que superexpressam 0s genes HXT5 e
HXT7.

Para tanto, os genes HXT5 e HXT7 foram amplificados por PCR a partir do DNA total

da linhagem S288C. As sequéncias estruturais destes genes foram clonados em vetores que se
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mantém em multiplas copias em S. cerevisiae; e estes vetores foram inseridos em linhagens

hospedeiras.

4.2.1 Obtencéo dos genes HXT5 e HXT7

As sequéncias estruturais dos genes HXT5 e HXT7 foram obtidos por amplificacdo por

PCR, a partir do DNA total da linhagem laboratorial S288C, utilizando os oligonucleotideos

iniciadores e as condides mencionadas em Material e Métodos (item 3.7) (Figuras 11 e 12).
12

1 2

Figura 11. Perfil de migracdo em gel de agarose Figura 12. Perfil de migragdo em gel de

0,8%, submetido a eletroforese e
corado com brometo de etidio do
amplicon correspondente a0 gene
HXT5 (1.779 pb) obtido por reacdo de
PCR, a partir do DNA genbmico da
levedura S288C; 1) marcador 1 Kb
DNA Ladder (Fermentas) (150 ng).

agarose 0,8%, submetido a
eletroforese e corado com
brometo de etidio do amplicon
correspondente ao gene HXT7
(1.713 pb) obtido por reacéo de
PCR, a partir do DNA genémico
da levedura S288C; 1) marcador
1 Kb DNA Ladder (Fermentas)
(150 ng).

4.2.2 Sequenciamento e alinhamento dos genes HXT5 e HXT7

Os produtos de PCR dos genes HXT5 e HXT7 foram seqlenciados e as sequéncias

obtidas mostram 100% de identidade com as sequéncias dos genes disponiveis no sitio

National Center for Biotechnology Information (NCBI). A sequéncia do gene HXT5 é
apresentada no ANEXO C e do gene HXT7 no ANEXO D.

As sequéncias dos genes HXT5 e HXT7 apresentam 70% de similaridade (ANEXO E).

Apesar disso, os dois genes apresentam expressdes diferentes durante o ciclo celular e as

proteinas codificadas também apresentam cinéticas diferentes (BUZIOL et al., 2002;

VERWAAL et al., 2002).
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4.2.3 Construcéo do plasmideo de expressdo pMAHXT5

O gene HXT5 foi clonado no vetor comercial, pGEM-T (Promega, Material e
Métodos, item 3.2), para se obter o plasmideo pGEMTHXT5 (Figura 13). A mistura de
ligagdo do amplicon HXT5 (1.779 pb) e pGEM-T foi empregada na transformacao genética da
linhagem DH5a de E. coli. Clones Amy" escolhidos ao acaso foram cultivadas e tiveram o
seu plasmideo extraido e digerido com Bglll. A digestdo de pPGEMTHXT5 com a enzima de
restricdo Bglll, resulta na liberacdo do gene HXT5 (Figura 14). A confirmacdo da clonagem
do amplicon HXT5 no vetor pGEM-T, foi realizada por andlise de restricdo com as enzimas
de restricdo BamHI, Accl. Essas enzimas reconhecem apenas um sitio neste gene e nenhum no
plasmideo, assim, o vetor recombinante é linearizado (Figura 15). Esta construcdo possui
tamanho de 4.779 pares de bases. A confirmacdo desta constru¢do também foi realizada por
PCR, utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores usados para a amplificagdo primaria
dos genes e pPGEMTHXT5 como DNA molde (Figura 16).

Xmn| 1994

Scal 1875— X Nael 2692

4

f1on

pGEMgl’ Vector &y I ga0y
3000 bp 1

45P6 PGEMTHXTS

HXTS

Figura 13. Representacdo esquematica da construgdo do vetor intermediario pGEMTHXTS5.
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Figura 14. Perfil de migracédo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio
de: 1) marcador 1 Kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) digestdo do plasmideo intermediario
construido pPGEMTHXT5 com a enzima de restricdo Bglll, liberando o gene HXT5 (1.779 pares de

base).

pGEMTHXTS5/BamHI pGEMTHXT5/Accl

Figura 15. Perfis de migracdo em gel de
agarose  0,8%, submetido a
eletroforese e corado com brometo
de etidio: 1) marcador 1 Kb DNA
Ladder (Fermentas) (150 ng); 2)
pGEMTHXT5/BamHI; 3) pGEMT
HXT5/Accl).

Figura 16. Perfis de migracdo em gel de agarose

0,8%, submetido a eletroforese e
corado com brometo de etidio: 1)
marcador 1 Kb DNA Ladder
(Fermentas) (150 ng); 2) plasmideo
pGEMTHXT5; 3) fragmento HXTS5,
produto de PCR empregado como
DNA molde 0 plasmideo
pGEMTHXTS.

O gene HXT5 foi extraido do plasmideo pGEMHXT5 por digestdo com a enzima de

restricdo Bglll, e foi inserido no sitio de clonagem Bglll do plasmideo pMA91, entre o

promotor e o terminador de transcricdo PGK, dando origem ao plasmideo pMAHXTS5 (Figura

17). Na Figura 18 é mostrado o perfil de migracdo dos fragmentos de DNA resultantes da
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digestdo desse plasmideo com a enzima Bglll, liberando o vetor linearizado (cerca de 9.500
pares de bases) e o gene HXT5 (1.779 pb).

A clonagem do gene HXT5 foi confirmada com a amplificacdo do cassete de
expressdo pPGK*HXT5*tPGK por PCR. A correta orientacdo da inser¢do de HXT5 foi
confirmada por tratamento com as enzima de restricdo Accl, BamHI e Kpnl (Figura 19). Este

procedimento levou a confirmacéo da construcdo do vetor de expressaio pMAHXTS.

pGEMTHXTS

_ Bglll - 1401

EcoRI- 7650 __
- Hind III - 2000

HXTS >

/
Hind I1I - 800

pMAHXTS
11279 bp

Figura 18. Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio
plasmideo pMAHXTS5 digerido com a enzima Bglll, liberando o vetor linearizado (cerca de 9.500 pb)
e 0 gene HXT5 (1.779 pb);1) marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) Digestdo de
PMAHXTS com Bglll.
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Figura 19. Perfis de migracéo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio
da amplificacdo do cassete de expressao pPGK*HXT5*tPGK (3.636 pb) e da andlise de restricdo: 1)
marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) pPGK*HXT5*tPGK amplificado por PCR; 3)
Controle negativo da amplificacdo; 4) pMAHXT5/Accl (3.238 e 477 pb); 5) pMAHXT5/BamHI
(3.248 e 467 pb); 6) pMAHXT5/Kpnl (1.676, 1.374 e 630 pb).

4.2.4 Construcéo do plasmideo de expressdo pMAHXT7

O gene HXT7 foi inserido no plasmideo comercial p.C.R 2.1 TOPO (Invitrogen,
Material e Métodos, item 3.2), obtendo-se o plasmideo pTOPOHXT7 (Figura 20). A
confirmacdo da construcdo de pTOPOHXT?7 foi realizada empregando-se digestdo com a
enzima de restricdo Bglll, resultando na liberacdo do gene HXT7 (1.713 pb) (Figura 21) e com
as enzimas Hindlll, Hpal e Ncol. Estas enzimas clivam em dois sitios 0 gene HXT7 e em
nenhum sitio no vetor utilizado; assim, este procedimento resulta em duas bandas de migracdo
no gel, permitindo a identificacdo da orientacdo da inser¢do do gene de interesse no plasmideo
utilizado (Figura 22). A insercdo de HXT7, também foi confirmada empregando-se
amplificagdo por PCR, utilizando o mesmo par de oligonucleotideo iniciadores usados na
amplificacdo primaria do gene e o plasmideo pTOPOHXT7 como DNA molde (Figura 23).
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Figura 20: Representacdo esquematica da construcao do vetor intermediario pTOPOHXT?7.

Figura 21. Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio
da digestdo do plasmideo intermediario construido pTOPOHXT7 com a enzima de restricdo Bglll,
liberando o fragmento HXT7 (1.713 pb). 1) marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng).

Figura 22. Perfis de migracéo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio:
1) marcador 1 Kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) pTOPOHXT7/Hindlll; 3)
pTOPOHXT7/Hpal; 4) pTOPOHXT7/Ncol.
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Figura 23. Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio:
1) marcador 1 Kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) amplificagdo do fragmento HXT7, por PCR
a partir do plasmideo pTOPO.

O gene HXT?7 foi extraido do plasmideo pTOPOHXT?7 e inserido no sitio de clonagem
Bglll do plasmideo pMA91, obtendo o vetor de expressao pMAHXT7 (Figura 24). A anélise
desta construcao foi realizada empregando-se digestdo com a enzima Bglll, que resulta na

liberacdo do gene (1.713 pares de base) e de pMAO91 linearizado (Figura 25).

A orientacdo correta da insercdo do fragmento HXT7 no plasmideo foi analisada
empregando-se amplificacdo do cassete de expressdo pPGK*HXT7*tPGK por PCR
(empregando-se os oligonucleotideos iniciadores e o plasmideo como DNA molde) e
posterior tratamento com as enzimas de restricdo Hindlll, Hpal e Ncol (Figura 26). Este

procedimento levou a confirmacéo da correta construcdo do vetor de expressao pMAHXT7.
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Figura 24. Representagdo esquematica da do plasmideo pMAHXT7.

Figura 25. Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio:
1) marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) digestdo plasmideo pMAHXT7 com a
enzima BgllIl, liberando o vetor pMA91 linearizado (9.483 pb) e 0 gene HXT7 (1.713 pb).
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Figura 26. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de
etidio: 1) marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (150 ng); 2) pPGK*HXT7*tPGK amplificado; 3)
controle negativo da amplificacdo; 4) pMAHXT7/HindlIl (1.960 e 1.613 pb); 5) pMAHXT7/Hpal
(2.603 e 976 pb); 6) pPMAHXT7/Ncol (3.96 e 483 pb).

4.2.5 Transformacao de leveduras com os plasmideos recombinantes construidos

As linhagens de S. cerevisiae YPH 250, YPH252 e YPH 274 foram transformadas
com os plasmideos recombinantes pMAHXT5, pMAHXT7, e com o plasmideo pMA91

(controle), utilizando-se 3 pg de cada plasmideo. Os clones transformantes foram

selecionados por complementagdo génica do fendtipo Leu™ em meio minimo (SD-THUAL)

(Tabela 7).

Tabela 7- Eficiéncia de transformacao das leveduras com o plasmideos recombinantes construidos.

, Eficiéncia de Transformacéo
. . NuUmero de
Linhagem Plasmideos Quantidade (n°Transformantes/ g
Transformantes
DNA)
PMAHXT5 3ug 3.457 1,152 x 10°
YPH 250 PMAHXT7 3 g 3.986 1,328 x 10°
pMA91 3 g 3.885 1,295 x 10°
PMAHXTS 3 g 4.665 1,555 x 10°
YPH 252 PMAHXT7 3ug 6.254 2,084 x 10°
pPMA91 3 ug 3.066 1,022 x 10°
PMAHXTS 3 ug 4.332 1,444 x 10°
YPH 274 PMAHXT7 3ug 3.987 1,329 x 10°
pPMA91 3 ug 3.122 1,040 x 10°
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4.2.6 Andlise qualitativa da capacidade fermentativa das leveduras recombinantes

As linhagens de S. cerevisiae = recombinantes  YPH252/pMAHXTS5,
YPH252/pMAHXT7 e YPH 252/pMA91 (controle) foram submetidos a ensaios de

fermentagao de glicose e xilose.
4.2.6.1 Analise em tubos Durham

No ensaio de fermentagdo de glicose, os transformantes foram pré-inoculados em SD-
2 THUAL (Material e Métodos, item 3.1.2) e inoculados no mesmo meio. Em 24 horas os
tubos inoculados com clones recombinantes YPH252/pMAHXTS5 YPH252/pMAHXT7
apresentavam maior formagdo de bolhas que o controle (YPH252/pMA91) (Figura 27).
Observa-se que na linhagem YPH252/pMAHXT5, o tubo Durham esta suspenso devido a
guantidade de gas carbbnico formado. A fermentacdo foi acompanhada até 72 horas (fotos de
48 e 72 horas no ANEXO F) sendo que a reacdo atingiu seu apice em 48 horas. Apos a
realizacdo deste teste, os melhores clones recombinantes foram selecionados para serem

empregados nos testes seguintes de fermentacdo em pequena escala e analises posteriores.

Figura 27. Ensaio de fermentacdo de glicose em tubos Durham com o meio SD-2 THUAL dos clones
recombinantes YPH252/pMAHXT5, YPH252/pMAHXT7 e YPH252/pMA91: A: YPH 252/pMA91;
B: YPH252/pMAHXTS5 clone 11; C: YPH252/pMAHXTS5 clone 13; D: YPH252/pMAHXTS clone
20; E: YPH252/pMAHXTT7 clone 3; F: YPH252/ pMAHXT7 clone 9; G: YPH252/pMAHXT7 clone
20.

No ensaio de fermentacdo de xilose, os transformantes foram pré-inoculados em SX-2
THUAL (Material e Métodos, item 3.1.2) e inoculados em SX-2 THUAL. Nessa condigdo
ndo se observou nenhum tipo de reagdo, ou seja, ndo houve mudanca entre os tubos
inoculados com os clones recombinantes e os controles YPH252/pMA91 e o tubo que néo foi

64 |




Construcdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes superexpressoras de

transportadores de pentoses 2010

inoculado. Os tubos se mantiveram com a coloragdo verde inicial, sem formacéo de bolhas até
o final do cultivo, que foi de 144 horas (ANEXO G).

4.2.6.2 Analise em meio solido

Com o objetivo de futura selecdo de clones sem um marcador auxotréfico (como
manipulacdo génica de linhagens industriais de leveduras) buscou-se desenvolver uma
estratégia rapida e eficaz que permitisse a visualizagdo de um grande nimero de clones com
capacidade aumentada de fermentagdo, utilizando-se placas com meio YPD sélido com
indicador de pH pdrpura de bromocresol (Material e Métodos, item 3.18). Dessa maneira, 0s
clones que utilizam o agucar mais rapidamente devido a superexpressdo dos transportadores
de aclcares HXT5 e HXT7 formariam um halo decorrente da alteracdo do pH para &cido, com

conseqiiente mudanca da coloracgdo de violeta para amarelo.

Trés clones YPH252/pMAHXT5, trés clones YPH252;,pMAHXT7 e um clone
YPH252/pMA91 foram inoculados em placas de YPD-2 BCP e YPD-5 BCP. Apds 30 horas,
foi possivel observar a formagdo de halos em torno dos clones recombinantes, sendo dois
deles mais expressivos: YPH252/pMAHXT5 clone 20 e YPH252/pMAHXT?7 clone 20 (Figura
28).

YPH 252 pMAHXT5

YPH 252 pMAHXT7

YPH 252 pMA91

Figura 28. Cultivo de clones recombinantes em meio completo sélido ap6s cultivo por 30 horas, a 28 °C: |)
YPD-2 BCP; Il) YPD-5 BCP. A: YPH252/pMAHXT5 clone 20; B: YPH252/pMAHXTS clone 13;
C: YPH252/pMAHXTS clone 11; D: YPH252/pMAHXT7 clone 20; E: YPH252/pMAHXT7 clone 9;
F: YPH252/pMAHXT7 clone 3; G: YPH252/pMA9L1.

4.2.7 Caracterizacao dos clones recombinantes

Foram realizados cultivos com trés clones YPH252/pMAHXTS e trés clones
YPH252/pMAHXT7. Foram cultivados dois clones YPH252/pMA91, que ndo possui um gene
codificador de proteina transportadora de acUcares. Os graficos foram desenhados obtendo-se
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a média dos trés clones de cada plasmideo, inserindo o desvio padrdo nas curvas, a fim de se
observar as diferencas dos clones. O consumo de glicose e xilose em duas concentracées (2%
e 5%) foram investigados. O consumo de glicose foi mais rapido nos clones recombinantes
que na linhagem controle, mais uma vez evidenciando a correta expressao dos genes HXT5 e
HXT7 inseridos no plasmideo entre o promotor de expressdo forte e o terminador de
transcri¢cdo da enzima fosfoglicerato quinase (PGK).

4.2.7.1 Consumo de glicose em condigdes de aerobiose

De uma maneira geral, os clones que expressam o0 gene HXT7 tiveram um consumo
um pouco mais rapido de glicose que os clones que expressam HXT5. A maior diferenca de
consumo em cultivos de glicose é evidenciada nas primeiras horas de cultivo, mantendo
consumo constante até a total deplecdo da fonte de carbono presente nos cultivos com 20 g/l e
também 50 g/I.

O consumo de glicose contendo 20 g/l e sob condicGes aerdbicas foi completado
praticamente em 36 horas de cultivo (Figura 29). Comparando os clones recombinantes
YPH252/pMAHXT5 e YPH252/pMAHXT7 com o controle YPH252/pMA91 durante todo o
cultivo, é possivel observar a superioridade de captacdo de aclcar dos novos clones re
combinantes construidos neste trabalho. Em 12 horas, YPH252/pMAHXT5 ja havia
consumido 13 g/l de glicose eYPH252/ pMAHXT7, 12 g/l, enquanto que o controle
YPH252/pMA91 havia consumido apenas 9 g/l. O clone YPH252/pMAHXTS5 consumiu nas
primeiras 12 horas 44% a mais de glicose que o controle, e YPH252/pMAHXT7 33%.

No cultivo em condices aerdbicas, em 24 horas, YPH252/pMAHXT5 consumiu 18,36
o/l, YPH252/pMAHXT7 17,7 g/l e o controle YPH252/pMA91 16,48 g/l. Nesse periodo, a
diferenca de captacdo entre os clones e o controle € menor. YPH252/pMAHXTS5 consumiu
11% e YPH252/pMAHXT7 7% a mais que o controle. Em 36 horas, YPH252/pMAHXTS ja
havia consumido praticamente todo o agucar, sobrando apenas 0,006 g/l de glicose, enquanto
que no cultivo de YPH252/pMAHXT7 faltavam 0,1 g/l da hexose a ser consumida e no
controle, 0,6 g/l.
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=¢=YPH 252 pMAHXT5

=fi=YPH 252 pMAHXT7

YPH 252 pMA91

Quantidade de Glicose no Meio (g/L)

O T T } v"
Oh 12h 24h 36h 48h

Periodo de tempo (horas)

Figura 29. Consumo de glicose em meio minimo contendo 2% de glicose (SD-2 THUAL), durante incubagéo
em frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.

4.2.7.2 Consumo de glicose em condigdes de restricdo de oxigénio

No cultivo em condicGes de restricdo de oxigénio, com 50g/I de glicose as diferencas
de consumo sdo melhores evidenciados. Em 12 horas de cultivo, YPH252/pMAHXT5
consumiu 10 g/l, YPH252/pMAHXT7 16 g/l e o controle apenas 1,48 g/l. O clone que
superexpressava 0 gene HXT5 consumiu 576% ou 5,7 vezes mais glicose que
YPH252/pMA91 e o clone com superexpressdo do gene HXT7 981% ou 9,8 vezes (Figura
30).

Em 24 horas de cultivo, a diferenca ainda é notdvel, apesar de bem menor que nas
primeiras 12 horas. YPH252/pMAHXT5 consumiu 29 g/l, YPH252/pMAHXT7 25 g/l e o
controle 20 g/l. Em porcentagem, esses valores equivalem a 25% a mais de consumo pelo
YPH252/pMAHXTS5 e 45% a mais em YPH252/pMAHXT7 comparando-se com o controle.
Ja em 36 horas e no resto do cultivo, mesmo havendo diferencas de consumo entre os clones
recombinantes e o controle, essas sdo menores que nas horas iniciais. Os dois clones
recombinantes consumiram cerca de 42 g/l, ou seja, 17% a mais que o controle, que consumiu
apenas 36 gl/l.
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Figura 30. Consumo de glicose em meio minimo contendo 5% de glicose (SD-2 THUAL), durante incubagéo
em frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 50 rpm.

4.2.7.3 Consumo de xilose em condigdes de aerobiose

Nos cultivos aerdbicos contendo xilose como fonte de carbono foi possivel observar
maior captacdo nos clones recombinantes comparando-se ao transporte desse acucar do clone
controle, sendo também possivel observar a melhora na captacdo do agucar nas primeiras
horas. O consumo de xilose pelos clones e pelo controle nao foi total restando agucar ao final
do cultivo. Retiraram-se pontos de amostras até 72 horas, porém foram considerados os dados
ate 36 horas. Apesar do consumo néo ter sido completo, os clones captaram mais xilose que 0
controle, mesmo que isso ndo tenha sido refletido em biomassa celular. O maior consumo de
xilose foi do clone YPH252/pMAHXT7, de 90% da xilose presente. Em 12 horas de cultivo,
YPH252/pMAHXT5 teve captacdo de 7,5 g/l do total de 20 g/l. YPH252/pMAHXT7 captou
mais que o primeiro clone, 13,3 g/l do agucar enquanto que o controle consumiu 7,3 g/l. em
porcentagens, e somente o consumo de YPH252/pMAHXT?7 foi consideravelmente maior que
0 do controle, de 82% (Figura 31).

Em 24 horas, YPH252/pMAHXT5 consumiu 11,1 g/l e YPH252/pMAHXT7 14,1 g/l
de xilose, enquanto que o controle consumiu 8,5 g/l. Nesse periodo, € maior a diferencga de
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consumo, sendo de 31% em YPH252/pMAHXT5 e 66% em YPH252/pMAHXT7
comparando-se ao controle. Em 36 horas ocorre o maior consumo de xilose nos clones
recombinantes. Para YPH252/pMAHXTS5, foi de 15,2 g/l, em YPH252/pMAHXT7 de 18 g/l e
o controle de 9,7 g/l. Esse consumo equivale a 57% maior que o controle em
YPH252/pMAHXTS5 e 86% em YPH252/pMAHXT7.

20,00 ML

=0==YPH 252 pMAHXT5
== YPH 252 pMAHXT7

18,00 -
16,00 -
YPH 252 pMA91
14,00 -
12,00 -
10,00 -
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Quantidade de Xilose no Meio (g/L)
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Figura 31. Consumo de xilose em meio minimo contendo 2% de xilose (SX-2 THUAL), durante incubacdo em
frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.

4.2.7.4 Consumo de xilose em condigdes de restricdo de oxigénio

No cultivo em condicGes anaerdbicas, sem agitacdo e com 50 g/l de xilose, o consumo
dessa pentose pelos clones recombinantes e o controle foi menor, devido a maior quantidade
desse acUcar presente e da restricdo de oxigénio. Nas primeiras 12 horas, somente o clone
YPH252/pMAHXT7 teve consumo de xilose superior ao controle, tendo captado 9,6 g¢/l,
enquanto o controle YPH/pMAZ91 transportou 5,7 g/l 4 e o clone YPH252/pMAHXTS5 4,1 gl/l.
assim, o consumo de agucar de YPH252/pMAHXT?7 foi de 68% maior que o transporte do
controle (Figura 32).
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Em 24 horas, o consumo de xilose por YPH252/pMAHXT5 foi maior que do controle,
com 8,7 g/l enquanto o YPH252/pMAO91 teve consumo de 6,3 g/l e YPH252/pMAHXT7 12,3
o/l. Em porcentagens, o ultimo teve 95% maior consumo que 0 controle e
YPH252/pMAHXTS5, 38% maior. Em 36 horas, YPH252/pMAHXTS5 atingiu seu maximo de
consumo (14,9 g/l) comparado a YPH252/pMA91 (9,4 g/l), sendo em porcentagem 58%
maior e YPH252/pMAHXT7 teve consumo de 17,1 g/l ou 82% comparado ao controle.
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Figura 32. Consumo de xilose em meio minimo contendo 5% de xilose (SX-5 THUAL), durante incubacdo em
frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.

4.2.7.5 Curvas de crescimento das leveduras recombinantes

A curva de crescimento dos clones recombinantes também foi investigada nas
condicBes aerdbicas, com 20 g/l de glicose e xilose. No cultivo contendo 20 g/l de glicose
(Figura 33), a biomassa dos clones e do controle chegou a uma absorbancia (600 nm) de 5. E
possivel observar que apesar dos clones terem captado mais glicose e mais rapidamente que o
controle, isso ndo refletiu em maior producdo de biomassa, pois as trés curvas apresentam, de
maneira geral, o0 mesmo perfil. Isso também ocorreu nos cultivos com 20 g/l de xilose (Figura
34), mas com crescimento celular muito abaixo que com glicose, sendo que a absorbancia ndo

ultrapassou 0,4 (a 600 nm).
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Figura 33. Curva de crescimento em meio minimo contendo 2% de glicose (SD-2 THUAL), durante incubagéo
em frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.
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Figura 34. Curva de crescimento em meio minimo contendo 2% de xilose (SX-2 THUAL), durante incubagédo
em frascos agitados em “shaker”, com agitagdo de 170 rpm.
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4.2.7.6 Fermentacdo alcoolica das leveduras recombinantes

A producdo de etanol foi investigada em todos os tipos de cultivo realizados.

Entretanto somente os resultados do cultivo de glicose com 50 g/l, em condigdes de restricao

de oxigénio (Figura 35) sdo apresentados, devido ao baixo nivel de producdo de etanol nos

outros cultivos, por conta das limitagdes de detec¢do dos métodos enzimaticos utilizados. A

Tabela 8 mostra a quantidade de etanol
YPH252/pMAHXTS5 e YPH252/pMAHXT7 e pelo controle YPH252/pMA9L1.

Tabela 8 — Producdo de etanol pelas linhagens recombinantes construidas neste trabalho.

produzido pelos clones

recombinantes

Linhagem recombinante

Producdo de etanol (g/l)

Porcentagem de produgdo de etanol,
comparando com o controle (%)

24 horas | 36 horas 48 horas 24 horas | 36 horas 48 horas
YPH252/pMAHXT5 2,08 2,36 2,4 11 12 11
YPH252/pMAHXT7 1,99 2,07 2,28 7 -1,9 5
YPH252/pMA91 (controle) 1,85 2,11 2,17 - - -

E preciso salientar que a deteccdo de etanol nos ensaios ndo reflete com 100% de

fidelidade a producédo obtida, uma vez que o etanol é perdido rapidamente do meio de cultura

e armazenamentos até a quantificacéo.
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Figura 35. Producdo de etanol a partir de glicose pelos clones recombinantes selecionados em meio SD-5
THUAL em “shaker” a 50 rpm.
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4.3 AmplificacOes dos alelos HXTS5 e HXT7 das linhagens de levedura selvagens e das

leveduras selvagens selecionadas

Na Figura 36 sdo apresentados os perfis de migracdo em gel de agarose dos amplicons
obtidos correspondentes aos alelos HXT5 (1.779 pares de base) e HXT7 (1713 pares de bases)
da linhagem Saccharomyces cerevisiae S288C, linhagem da qual a sequéncia dos genes foi
utilizada para fazer os oligonucleotideos iniciadores para a PCR. As outras caneletas
correspondem as tentativas de amplificacOes desses genes nas linhagens selvagens isoladas
(LX6, LX12, LX34, LX41 e LX43) selecionadas como fermentadoras de xilose.

1 2 3 4 5 67 8 9 1011121314 1516

e W e -

1,7 kb
HXT5

Figura 36. Perfis de migracdo em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese e corado com brometo de etidio
de produtos de PCR de alelos de HXT5 e HXT7 da levedura S288C: 1 e 9) marcador de 1 Kb DNA
Ladder (Fermentas) (150 ng); 2).HXT5 de S288C; 3-8) resultado da amplificagdo; 10) HXT7 de
S288C; 11-16) resultado da amplificacéo.

Foi testada a amplificacdo dos alelos HXT5 e HXT7 das linhagens industriais (Material
e Meétodos, item 3.3), com o objetivo de comparar essas sequéncias com a da linhagem

laboratorial SC288C. Todavia, ndo foi alcangado sucesso.
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5 DISCUSSAO

Muitas das caracteristicas necessarias para a producdo de etanol a partir de materiais
lignocelulosicos, como habilidade em degradar este substrato, pouca inibicdo a substratos e
produtos presentes, alem de alto rendimento de biocombustiveis, podem ser encontradas em
linhagens selvagens isoladas do meio ambiente. Dessa forma, a bioprospec¢do € uma
alternativa de pesquisa interessante para obter resultados em busca da melhoria na

fermentacao com hidrolisados da biomassa lignocelulosica.

Nos ensaios de fermentacdo e cultivos aerobicos realizados neste trabalho com as
leveduras isoladas da biodiversidade brasileira foram utilizados apenas meios minimos para
gue ndo houvesse divida de que as células estavam utilizando a xilose ou hidrolisado de cana-
de-agUcar (esta fonte de carbono, utilizada apenas nos ensaios fermentativos em tubos de
ensaio). Pela coloracdo dos meios e a producdo de bolhas, foi possivel observar que a melhor
condicdo de fermentacao de xilose foi obtida com SX1,5 (0,5% de glicose e 1,5% de xilose).
Tal situacdo demonstra que a glicose auxiliou a utilizacdo de xilose, durante a fermentacao
nos isolados. Nos tubos com meio SX2 (2% de xilose), a fermentagdo de xilose pelas
leveduras isoladas também foi confirmada, demonstrando a capacidade das leveduras isoladas

de utilizar a xilose em condic¢des de microaerofilia.

A menor atividade observada foi nos tubos contendo o meio SH-2 (2% de hidrolisado
de cana-de-acucar). Esse hidrolisado foi analisado por cromatografia gasosa e contém 35,1%
de xilose, 10,3% de glicose, 7,9% de arabinose e 46,7% de outros agucares. Além da presenca
de maior quantidade de xilose no hidrolisado de cana-de-agUcar, estdo presentes compostos
fendlicos, furaldeidos e &cidos alifaticos que atuam como inibidores de crescimento das
leveduras (MARTIN et al., 2006).

Goffrini et al. (2002), assim como varios outros autores, utilizaram em seu trabalho o
mesmo indicador de pH que o usado nesse trabalho, azul de bromotimol, para facilitar a
visualizagcdo da fermentacdo. Guo et al. (2006) selecionaram linhagens de levedura para
producdo de xilitol utilizando meio completo (YPX) para a fermentacdo, mas este meio possui
nutrientes como a peptona que servem como fonte nutricional auxiliar da fermentacdo. No
trabalho citado, foi confirmado que em YPX o metabolismo dos microrganismos foi
direcionado para o crescimento celular e ndo para a producéo de alcool.
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Nigam et al. (1985) fizeram isolamento de leveduras de diversos substratos como
formigueiros e exudatos de arvores, mas ndo foi observado producdo de gas em condicBes
anaerdbicas tendo a xilose como fonte de carbono. No nosso trabalho, foi observada a
producdo de gas em condicdes de restricdo de oxigénio, pois 0s indculos foram mantidos em

estufa a 28 °C, sem agitacédo, contendo 15 ml do meio em um tubo de ensaio.

Nos cultivos aerdbicos realizados neste trabalho, maior quantidade de xilose foi
captada pelas leveduras isoladas do que glicose; entretanto, a producéo de biomassa foi igual
nos dois cultivos. I1sso pode ter acontecido porque esses microrganismos ndo conseguem obter
a mesma quantidade de energia a partir de xilose que obtém a partir da glicose (WAHLBOM
et al., 2002), por isso precisam internalizar mais xilose para atingir o mesmo padrdo de
crescimento. Nigam et al. (1985), isolaram leveduras que produziam mais de 1 grama etanol/l
a partir de 20 gramas de xilose/l, sob condicBes aerébicas. Em nosso trabalho, observacGes
mais detalhadas mostraram que os tempos de consumo de xilose s&o diferentes nas diversas
leveduras isoladas. Algumas dessas produziram mais biomassa gque etanol e, entre estas, o
etanol produzido a partir da xilose pode ter sido rapidamente utilizado para crescimento para
manter a viabilidade celular. Semelhante constatacdo ja foi observada por (BUZIOL et al.,
2008).

Nas leveduras isoladas no presente trabalho, a quantificacdo de etanol foi realizada nos
cultivos aeroébicos, com producao variando apenas entre 0,2 g/l a 0,8 g/l de etanol a partir de
2% de glicose e nos cultivos com 2% de xilose, ndo foi possivel determinar a producdo desse
alcool. Esse fato é intrigante e mais pesquisas devem ser realizadas com essas leveduras, uma
vez que as leveduras foram capazes de consumir até 80% do acUcar presente no meio,
demonstrando boa capacidade de transporte intracelular desse agucar. A identificacdo das sete
leveduras mais promissoras (Tabela 4) ainda ndo foi realizada. Dessa forma ndo € possivel
afirmar se estes isolados sdo do género Saccharomyces. O insucesso da amplificagdo dos
genes HXT5 e HXT7 desses isolados sugerem que tenham sequiéncias diferentes da de S.

cerevisiae S288C.

Os isolamentos de leveduras que fermentam xilose séo limitados aos microrganismos
capazes de crescer em meios de cultura convencionais e existe pouco conhecimento sobre a
significancia ecologica da fermentacéo de xilose. Dessa maneira, podem existir leveduras com
bom consumo de xilose, possuindo uma rota bioguimica distinta das conhecidas atualmente,

mas que ndo sao cultivaveis em meios laboratoriais conhecidos. Apesar de essa possibilidade
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diminuir as chances de isolamento de um novo microrganismo com estas caracteristicas
desejaveis, através da bioprospecdo € possivel identificar novos genes que podem ser
transferidos para microrganismos mais usualmente utilizados em laboratério, como E. coli e
S. cerevisiae, tornando-os capazes de degradar biomassa lignocelulésica ou produzir maior
quantidade de etanol a partir deste substrato (ALPER et al., 2009). Assim, a bioprospecg¢éo
deve enfocar mais a descoberta de novas funcgdes bioldgicas, empregando, por exemplo, a

metagendmica, do que a descoberta de novas linhagens de microrganismos.

A expressdo dos principais genes HXT (1, 2, 3, 4, 6 e 7) é regulada pela concentragdo
de glicose extracelular (VERWAAL et al., 2002). Diferentemente, a expressdo de HXT5 é
determinada pelo decréscimo da taxa de crescimento das células e quando had pouco
nitrogénio disponivel (VAN SUYLEKOM et al., 2007). Entretanto, ha resultados
controversos, j& que alguns trabalhos relatam que a concentracdo de glicose no meio nao afeta
a expressdao de HXT5 (VERWAAL et al., 2004), outros que a expressao de HXT5 sé ocorre
guando ha pouca ou nenhuma disponibilidade de glicose (BUZIOL et al., 2002). Além dessas
regulacGes, em condigdes de estresse como mudancas de temperatura, adicdo de compostos
nocivos as células, aumento da osmolaridade e presenca de fontes de carbono n&do
fermentesciveis como etanol e glicerol, a expressdao de HXT5 é aumentada (WAHLBOM et
al., 2002).

Segundo Rintala et al. (2008), HXT5 é mais expresso quando h& pouco oxigénio
disponivel juntamente com limitacdo de glicose no meio. Em mutantes hxt5, as células
exibem uma fase lag relativamente longa antes de comecar o crescimento exponencial, apés a
deplecéo desse agucar e sua readministracdo. Isso sugere que a proteina Hxt5 tem um papel na
adaptacdo para condicGes de crescimento, quando a glicose € utilizada como fonte de carbono
e energia (VAN SUYLEKOM et al., 2007). Dessa forma, Hxt5p pode ser considerada um
transportador de reserva (BUZIOL et al., 2008). No trabalho de Sedlak e Ho (2004), a
expressdo de HXT5 foi severamente reprimida por glicose, mas o nivel de transcricdo

aumentou continuamente com a fermentagéo na presenca de xilose.

Transportadores de alta afinidade, como Hxt6 e Hxt7, sdo necessarios para boa
fermentacdo em condicBes de baixa concentracio de glicose (OZCAN et al., 1999). Essas
condicBes aparecem durante a fase exponencial tardia de culturas em batelada em hexoses;
durante culturas em batelada alimentada ou em quimiostato com limitacdo de hexose; e,

durante crescimento em aglcares como sacarose ou rafinose, que sdo hidrolisados em hexoses
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fora das células (YE et al., 2001). Os genes HXT6 e HXT7 sdo induzidos em meio contendo
baixa concentracdo de glicose e reprimidos, quase totalmente, em altas concentragcdes deste
acucar, sendo que concentracbes maiores que 5 g/l sdo suficientes para reprimir suas
expressdes. O gene HXT7 tem seu maior nivel de expressdo quando xilose estd sendo
consumida (SEDLAK e HO, 2004).

Segundo Rintala et al., (2008), HXT7 foi mais expresso em condi¢Ges de pouco
oxigénio disponivel ou aerobicas do que em anaerobiose. Perez et al. (2005) concluiram que
esse gene, apesar de ser um transportador de alta afinidade, tem sua expressdo induzida por
estresse, pois é expresso em condi¢des ndo-ideais, como na falta de nitrogénio. Foi observado,
também, que HXT7 é expresso em meio contendo galactose, etanol e glicerol (YE et al.,
2001). O transportador de alta afinidade de glicose HXT7 apresenta a maior afinidade por
xilose que os demais transportadores de hexoses; entretanto, ainda esta afinidade é cerca de
100 vezes menor comparada a afinidade por glicose (SALOHEIMO et al., 2007). Segundo
Rintala et al. (2008), os promotores de HXT7 e HXT6 ndo sdo co-regulados e sdo apenas 51%

idénticos, em contraste com o0s proprios genes que sao 99% idénticos.

A levedura S. cerevisiae ndo reconhece xilose como uma fonte de carbono
estritamente fermentescivel (JIN et al., 2004), assim esse agucar € considerado um substrato
estranho para a célula, ndo sendo reconhecida nem como fermentativa nem como oxidativa
(PITKANEN et al., 2005). Quando esses microrganismos sdo cultivados em meios contendo
xilose, alguns genes que sdo reprimidos por glicose tém alto nivel de expressao
(BELINCHON e GANCEDO, 2003). Ou seja, 0 metabolismo de S. cerevisiae crescendo em
xilose ndo corresponde ao metabolismo quando totalmente reprimido observado quando
cultivado em glicose, nem ao metabolismo ndo-reprimido por glicose, sendo que o fluxo até
piruvato é mais baixo que quando o crescimento ocorre naquela hexose (SALUSJARVI et al.,
2008). Isso pode ser uma das razdes para a fermentacdo em xilose ndo ser tdo rapida quanto é
em glicose, mesmo em linhagens S. cerevisiae recombinantes, uma vez que células crescendo

em xilose ndo tém niveis de expressao suficientes de certos genes.

Observamos que ndo ha na literatura trabalhos realizados de superexpressao dos
transportadores enddégenos de hexoses de S. cerevisiae para captacdo de Xxilose com o
promotor PGK. Nos trabalhos com expressdo dessas proteinas, estas foram superexpressas em
linhagens com os genes HXT previamente mutados ou deletados. As melhores linhagens com

capacidade aumentada de metabolizar xilose tem o gene xiluloguinase (XK) de S. cerevisiae e
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0s genes xilose desidrogenase (XDH) e xilose redutase (XR) de Pichia stipitis expressos,
compondo a rota de utilizagéo de xilose KDR.

Os clones recombinantes obtidos em nosso trabalho foram capazes de transportar mais
rapidamente glicose que a linhagem controle. A linhagem expressando o gene HXT5
transportou 576% mais glicose que a controle; e a linhagem expressando HXT7 teve aumento
de 981% ap0ds 12 horas de cultivo em meio minimo com 2% de glicose. No trabalho de
Sedlak e Ho (2004) em que as linhagens expressavam o0s genes da rota de utilizacdo de xilose
KDR e apenas um transportador de hexose, os clones transportaram de 53% a 121% mais
glicose que o controle (que expressava apenas 0s genes KDR). Em Rossi et al. (2010), que
inseriram no genoma de S. cerevisiae uma copia adicional de HXT1 e HXT7, o aumento de
consumo de glicose em relacdo a linhagem controle foi de apenas 8% para HXT1 e 7% para
HXT7.

A producéo de etanol a partir de glicose pelos clones do nosso trabalho foi préxima ao
maximo teorico, e obteve-se maior producdo de etanol pelos clones, sendo que a linhagem
recombinante expressando HXT5 produziu 11% e a linhagem expressando HXT7 produziu 7%
comparados ao controle. J& em Rossi et al. (2010) a producédo de etanol foi de 17% quando
expresso o0 gene HXT1 e 21% quando expresso o gene HXT7. A menor diferenca de producéo
de etanol pelos clones do nosso trabalho, comparada com Rossi et al. (2010) pode ser devido
as condicOes de cultivo realizadas, que ndo foram estritamente anaerdbicas e possivel perda
de etanol para quantificacdo pela manipulacdo do meio.

Em nosso trabalho, os clones recombinantes foram capazes de internalizar quantidades
maiores de xilose que o controle. O consumo de xilose no clone expressando HXT7 (86%
maior que o controle) foi maior que o clone expressando HXT5 (57% maior que o controle).
Ja no trabalho de Sedlak e Ho (2004) o consumo de xilose comparado ao controle foi de
133% a 189%. O maior consumo de xilose comparado ao presente trabalho pode ser atribuido
a expressdo da rota de utilizacdo de xilose KDR, expresso juntamente com um dos
transportadores endogenos como HXT5 e HXT7. No trabalho de Hector et al. (2008) com
expressao da rota KDR e um transportador heter6logo de Arabidopsis thaliana, o consumo de
xilose foi 50% superior que o controle, ap6s o consumo total de glicose. O sucesso do
aumento de consumo de xilose por um transportador heter6logo nesse trabalho pode ser
devido ao fato de que os transportadores endogenos HXT tambeém estavam sendo expressos.

Ja em outra linhagem expressando apenas a rota KDR (sem a superexpressdo de um
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transportador) o consumo de Xxilose chegou apenas a metade (GARDONY!I et al., 2003),
enquanto que nesse trabalho, o consumo chegou a 90% da xilose presente.

Em nosso trabalho, o aumento de consumo de xilose ndo foi convertido em maior
producdo de biomassa ou etanol pelos clones recombinantes que superexpressam Hxt5 e
Hxt7. Tal situacdo pode ter acontecido porque as células ndo conseguem metabolizar a
quantidade aumentada de xilose que é internalizada, uma vez que os clones ndo possuem 0s
genes da rota de utilizacdo de xilose com expressao alterada. Segundo Gardonyi et al. (2003)
a inibicdo da concentracdo intracelular ocorre mesmo em baixos niveis, uma vez que o
transportador deve ser liberado conforme o aglcar se movimenta pela rota de consumo.
Assim, deve ter ocorrido um actmulo intracelular de xilose, comprometendo a captacéo total
desse monossacarideo do meio. As leveduras se mantiveram viaveis até o final do cultivo,
talvez porque utilizaram o etanol produzido, por respiracdo. Maier et al. (2002) relatam em
seu trabalho que transportadores de difusdo facilitada sdo capazes de realizar efluxo do
substrato transportado, quando a concentracdo intracelular torna-se maior que no meio
extracelular. Tal fenémeno pode ter ocorrido com os clones recombinantes, pois a quantidade
de xilose no meio diminuiu progressivamente até 36 horas, quando deve ter acontecido o
maximo de acUmulo intracelular desse monossacarideo e 0 congestionamento dos
transportadores e, consequentemente, efluxo da xilose. Foi observado que ap6s o periodo
citado de 36 horas, a quantidade de xilose no meio aumentava (dados ndo mostrados), o que

corrobora com a hip6tese de efluxo deste agucar.

E preciso salientar que os varios trabalhos ja realizados visando a construgdo de
linhagens S. cerevisiae capacidade aumentada de captacdo e/ou fermentacdo de xilose, tem
inimeras condicBes variaveis diferentes. As pesquisas foram realizadas com células
diferentes, sob condicdes e estados fisiologicos distintos, além de terem sido submetidas a
diferentes manipulagGes genéticas, como integragdo das informagGes no genoma, ou recebrem
informagdes em plasmideos epissomais. Do mesmo modo, o uso de diferentes promotores
torna as construcdes mais ou menos eficientes nestas diferentes linhagens. Tais diferencas séo
consideradas em varios trabalhos como Saloheimo et al. (2007) e Runquist et al. (2009), que
ressaltam que possam ser consequéncias das caracteristicas particulares dos diferentes
promotores de expressdo utilizados, mas também podem ser reflexos das propriedades das
linhagens hospedeiras. Sedlak e Ho (2004) e Hamacher et al. (2002), também, atribuem as

diferencas dos resultados aos diferentes estagios fisioldgicos utilizados.
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Como nds observamos, diversos autores também observaram em seus resultados
aumento no consumo de agucares utilizados, sem resultar em melhor producdo de etanol, ou
maior producdo de biomassa (HAMACHER et al., 2002; WALHBOM et al., 2002; SEDLAK
e HO, 2004; GUTIERREZ-LOMELI et al., 2008; ROSSI et al., 2010). Hamacher et al. (2002)
expressaram em linhagem de S. cerevisiae os genes HXT4, HXT5 ou HXT7 sob regulagéo do
promotor de HXT7. Os autores ndo conseguiram detectar etanol no sobrenadante das culturas
e o crescimento celular foi baixo, ndo atingindo valor de Absorbéancia a 600 nm maior que
0,5. Esses autores concluiram que a maior captacdo de xilose ndo determina aumento do fluxo
de metabolizagdo desse agucar, pelo menos ndo como Unico passo na utilizacdo da xilose.
Essa conclusédo vem de encontro com 0s nossos resultados e com os resultados de Kuyper et
al., (2004) e Kuyper et al. (2005b). Também, Gardonyi et al (2003) concluiram que o
transporte tem pouca influéncia sob a taxa especifica de utilizacdo de xilose, a menos que a
rota do metabolismo de xilose seja dramaticamente aumentada. Assim, um dos requerimentos
para que a superexpressdo de transportadores resulte em crescimento celular e produgéo de
etanol é que o acucar se movimente pela sua rota, sendo consumido e assim, liberando o
transportador. E provéavel que na medida em que o metabolismo de xilose em S. cerevisiae
seja melhorado, a captacdo desse aglUcar para dentro da célula torne-se uma limitacdo
crescente para atingir a produtividade méaxima de etanol a partir de matérias-primas
lignocelulésicas (HECTOR et al., 2008; KATAHIRA et al., 2008).

Foi sugerido por Kotter e Ciriacy (1993) que o transporte € um passo critico em baixas
concentragdes de xilose, porque as enzimas da rota de utilizacdo desse agticar como XR, XDH
e XK tém baixa afinidade por seu substrato. Outra estratégia sugerida por Gardonyi et al.
(2003), que vai de encontro com a possibilidade de bioprospeccdo de novos microrganismos e
novas funcdes bioldgicas, é a expressao de um transportador ativo de xilose que seja capaz de
captar esse monossacarideo contra um gradiente de concentracdo de substrato, possibilitando
a utilizacdo do aglcar abaixo de 1 g/l. Tais transportadores sdo comuns entre linhagens
naturalmente capazes de utilizar xilose. Além disso, € vantajoso expressar um transportador
especifico para xilose ndo inibido por glicose, dessa maneira, tal transportador iria possibilitar
a fermentacdo de xilose e de glicose. Saloheimo et al. (2007) sugerem que 0s genes HXT
precisem de mutacdes adaptativas para conferir as leveduras eficiente utilizacdo de xilose.
Esses autores salientam também que fatores auxiliares de trasnscri¢cdo sdo necessarios para a
expressao de varios outros transportadores, mas até o presente, ainda ndo foi identificado

nenhum desses fatores para HXT. Com essas observacdes apresentadas, € possivel concluir
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que é necessério realizar diversas pesquisas no campo de transporte de utilizacdo de xilose
para que este substrato seja tdo eficiente quanto é a glicose para a producédo de etanol por S.

cerevisiae.

Dessa maneira, para que S. cerevisiae realize a fermentacdo de agucares diferentes de
glicose, existem critérios que precisam ser levados em consideragdo como a presenga de
transportadores funcionais destes agUcares na membrana, capazes de capta-los grande
quantidade; presenca de enzimas que conectem o seu metabolismo para a via glicolitica
(como os genes da rota KDR), além do cuidado da manutencdo do equilibrio de oxi-reducéo
celular. Além disso, é necessario 0 uso de linhagens industriais robustas (adaptadas as
condicdes industriais) como hospedeiras para a construcdo destes recombinantes, que devem

T

presentes no hidrolisado lignocelulésicos.
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6 CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
. Na biodiversidade brasileira existem linhagens de levedura ou funcgdes bioldgicas a

serem isoladas relevantes para biotecnologia e de interesse para desenvolvimento de
processos industriais;

. As linhagens de levedura isoladas da biodiversidade brasileira s&o capazes de utilizar
xilose como fonte de carbono Unico presente no meio, apesar de néo ter sido detectado
a producdo de etanol, nas condi¢des de cultivo realizadas e pelos métodos de
quantificacdo utilizados;

. Essas linhagens captam mais rapidamente xilose que glicose presente no meio,
entretanto, as células ndo conseguem obter a mesma quantidade de energia da pentose
que obtém da hexose, evidenciada pela producdo de biomassa celular;

. Os plasmideos de expressao pMAHXTS5 e pMAHXT7 foram construidos com sucesso,
permitindo a transformacéo genética de diferentes linhagens S. cerevisiae;

. Os clones S. cerevisiae recombinantes superexpressando as proteinas Hxt5 ou Hxt7
captam mais rapidamente glicose e xilose, quando comparados a linhagem controle;

. A maior capacidade de captacdo de xilose para o interior das células, dos clones
superexpressando 0s genes HXT5 e HXT7 ndo foi refletida em maior producdo de
biomassa celular, e ndo foi possivel detectar producdo de etanol a partir dessa pentose
por estes clones pelo método enzimatico utilizado;

. Os clones recombinantes S. cerevisiae construidos neste trabalho, quando cultivados
em glicose e em condicBes de restricdo de oxigénio, sdo capazes de produzir
significativamente mais etanol que o controle;

. Foi possivel desenvolver dois métodos de analises qualitativas para rapida selecdo de
clones que transportem agucares de maneira mais eficiente para o interior da celula.
Com esses testes, € possivel selecionar clones sem marcas auxotroficas de modo
eficaz, sem a necessidade de grandes quantidades de testes empregando-se biologia
molecular, como a reacdo de polimerase em cadeia, que s80 mais caros e mais

demorados.
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Curva-padréo realizada com soluc@es contendo 0,0% - 5% de Xxilose para a determinagdo do

ANEXO A

consumo desse agucar nos cultivos realizados.

Abs (540nm)
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ANEXO B

Curva-padréo realizada com solucGes contendo 0,0% - 5% de etanol para a determinacao da

producéo desse alcool nos cultivos realizados.
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ANEXO C

Seqlienciamento do gene HXT5 da linhagem de levedura S288C, obtido neste trabalho.

01
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

atgtcggaac
aattctaact
aacgataatt
aaagacgaac
tcggatttac
gggtgggata
ggcagcaccc
tctattttca
tatggacgta
caaatcgcct
ggcgttggtyg
ttgcgtggta
tattgtacta
ggcttatgct
ccacgttatc
aacaaaacca
attgaagctg
cagatgttca
gacaattact
tttgaaactg
accgtcgatc
tgctatgtcg
ccatcttcaa
ttcgctacca
gtacgtggta
agttttttca
ggttgtatgg
acattagaag
tggatcccac

agaccatttt

ttgaaaacgc
catacaacga
tggcacaagc
tggaagagct
tatttgtatc
ctggtactat
gtgcaaacgg
acatcggctg
agattggtct
ccattgacaa
gtattacagt
ctctggtttc
attttggtac
ttgcatggtc
tggtagaagt
ctgaagactc
agagattggc
gacgtacact
tcttttacta
ctattgtttt
gttttggtcg
tctatgcctce
agggtgctgg
cttgggcccecce
aagcaatgtc
ctccatttat
tgttcgcata
aagtcaacga
catctaggag

ataaaaggat

tcatcaaggc
gaagtcagga
taaacccgtc
tcagaaggag
cgtctgctgt
atctggtttt
gactacctat
cgctatcgga
gatgactgtt
atggtatcaa
tttggcgcct
atgttaccaa
caagaattac
tatttttatg
gggaaaaatt
tcctttagta
gggctctgct
aatgggtatg
tggtactaca
gggtgttgtt
tcgtaattgt
tgttggtgtt
taactgtatg
cgttgcctat
gattgcaagt
tacttcagca
cttttatgtg
aatgtatgaa
aacaacagat

gttcactaaa

cccttggaag
aactcgactg
tcaagttaca
gttgacaaac
ttgatggttg
gtcaggcaaa
ctttccgatg
ggtatagttt
gtcgtcattt
tatttcattg
atgctaattt
ttaatgatca
tcaaactctg
attgttggta
gaagaggcca
actttagaaa
tcttgggggg
atgattcaat
attttccagg
aattttgttt
ttgttatggg
accagattat
attgttttcg
gtccttatct
gcctgtaact
atcaatttct
ttcttctttg
gaaaatgtgc
tatgacctag

gaaaaataa

ggtctgctac
ctcctggtac
tttcccatga
aactagagaa
cttttggtgg
cagacttcat
tcagaaccgg
tgtcaaagct
actcaattgg
gaagaatcat
ctgaagtgtc
ctttcggtat
tccaatggag
tgacgttcgt
agcggtcctt
tggagaacta
aattggttac
ctttacaaca
ctgttggttt
cgactttttt
gctgtgtagg
ggccaaacgg
catgtttcta
ctgagtcgta
ggatttgggg
attatggcta
ttccagagac
taccttggaa

acgctactag

tgtgagcaca
cgccggttac
aggccctccc
gaaatcgaag
gttcgtgttt
taggcgattt
tttgatggtt
cggtgatatg
gatcatcatc
ctcaggactg
gcctaagcag
ctttttggga
ggtaccatta
tcctgaatcc
agcaagagct
tcagtcttct
tggtaagccc
gctgacaggt
ggaagattca
ctcgctatat
tatgatttgt
tcaagatcaa
cattttctgt
tccecttaaga
gttcttgatc
tgtctttatg
aaagggctta
gtctaccaaa

aaatgatccg
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ANEXO D

Seqlienciamento do gene HXT7 da linhagem de levedura S288C, obtido neste trabalho.

01
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

atgtcacaag
tcagcctccc
gcttatggtg
gcctatgtca
tgggatactg
atgaagcata
attttcaaca
ggtcgtaagg
attgcatcta
gttggtggta
aggggtactt
tgtaccaact
ttgtgttttg
cgttatttgg
aaggttgctg
gaggcagaga
gtccttcagce
aactatttct
gaaacctcta
gttgagagat
atggttgtct
tcttccaagg
gctactacat
aagtctaagg
ttcttcactce
tgtttggtct
ttggaagaag
gttccaccat

ccattgtaca

acgctgctat
actcggtttt
aaggtgaaga
ctgtctctat
gtaccatttc
aagatggtac
ttggttgtgc
tgggtttgat
tcaacaaatg
ttgccgtttt
tagtctcttg
tcggtactaa
cctgggettt
ctgaagtcgg
ttgatgatcc
aattagctgg
gtttgatcat
tctactatgg
ttgtcttggg
atggtcgtcg
atgcttccgt
gtgctggtaa
gggctccaat
ctatgtctat
catttattac
tcatgttctt
tcaacaccat
ccagaagagg

agagaatgtt

tgcagagcaa
atctacacca
gcacgaacct
tatgtgtatc
tggtttcatc
taattatttg
cattggtggt
tgtcgttgtt
gtaccaatat
atctcctatg
ctaccaattg
gaactactcc
gtttatgatt
taagatcgaa
atctgttttg
taatgcatcc
gggtgctatg
tactactatt
tattgttaac
tacttgtttg
gggtgtcacc
ctgtatgatt
tccttatgtce
tgctacagcet
tggtgctatt
ctatgttttg
gtgggaagaa
tgccaactac

cagcaccaaa

actcctgtgg
tcaaacaagg
gtcgttgaaa
atgatcgcct
aatcaaaccg
tctaaggtta
attattcttt
gtcatctaca
ttcatcggta
ttgatttctg
atgattactg
aactctgtgce
ggtggtatga
gaagccaaac
gctgaagtcg
tggggtgaat
attcaatctc
ttcaaggctg
tttgcttcca
ctatggggtg
agattatggc
gtctttgcct
gttgtttctg
gctaattggt
aacttctact
ttagttgttc
ggtgttctac
gacgctgaag

taa

agcatctctc
ctgaaagaga
ttccaaagag
ttggtggttt
atttcatcag
gaactggttt
ccaaattggg
tcatcggtat
gaattatttc
aagtatcccc
ccggtatttt
aatggagagt
catttgttcc
gttctattgc
aagctgtctt
tgtttagtag
tacaacaatt
ttggtttgag
cctttgttgg
ctgcatccat
caaatggtca
gtttctatat
aaactttccc
tgtggggttt
acggttacgt
cagaaactaa
catggaagtc

aaatgactca

tgctgttgac
tgaaataaaa
accagcttct
cgttttcggt
aagatttggt
gattgtctcc
tgatatgtac
tattattcaa
cggtttgggt
aaagcattta
cttgggttac
tccattaggt
agagtctcca
cgtttctaac
ggctggtgta
caagacaaag
gacaggtgat
tgactctttc
tatttacgtt
gactgcttgt
agaccaacca
tttctgtttt
attgagagtc
cttgattggt
tttcatgggc
gggtttgact
tgcctcatgg

cgatgacaag

96



Construcdo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes superexpressoras de
transportadores de pentoses

2010

ANEXO E

Alinhamento dos genes HXT5 e HXT7. Estes genes possuem similaridade de 70%.

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

HXT5

HXT7

ATGTCGGAACTTGAAAACGCTCATCARGECECET TccBRGcCTEREEHAC TETGEGCABRAATTCTRRCHEAHACAACBAB ARG T CBcGAAAEHE
—————————————————————————— H1E1EAE- - - -BAGACGETECTA T TEC-AEAGEA - - - - - - A TCCH-----§TECAG - CAT----CTC
GAGHEEH CHEcTABCEE8ccTTREAACEABAA T TGCEREARCE TRRAG cCErEH ARG T TRCA T TicccRECARGES cclcccABABACERAC
T-CTGCTGTEGACTEAGEETCCCACTCGETET TATCTACACCATE -AAACAAGGETGAR - - -AGAGATGAARTARAAGE - - FT---ATGGTEARG
TGEAABAGE T TCHGAAGEAGEETCACAAACARC TREAGAA GRAAccAABTEGGA TH TREHEAR T ECERTC c e CHeE rEcATEcH T8 TEET
GTGAAGAGEACGHACCTETCETTGAAATTCCAA-RGAGACCAGCETCT-GCETATGECACTGECECTAT- - -FATG-FCTATCATGATCEECTTT
I o G o1 G AT GG 5~ G [ {SAAG » 5 G 6 - BATGE BB 8ol BABCRE
(EEEG T GG T 6 T GG ATACTEGTAG Al T TCTCGTTE C FOAA T EARAC A T FHCAT G \GATHTEG AT cHAEATAAEGATER
NG o 6 G G i S OAOA 56 16 {50 1 {5 S » o [ Gl B S
THCTAA TTAT TTGEC 1ABCET TAGARC TEETTTCAT 16T CTCCATTTTCAACAT 166 TTG TGECAT 166 TEETAT TATTCETECCANATTCEETE
ETATCHA /66~ COMANG ~ § r 661 C G » C T GHTGH GG A r C»J 56 /i A /i  CAMIT - 58 6 i  c RCARATCETA 6l
ATATGTACGETCCTANG T cGET TTGAT 1GTCETTCHE TETCAT CTACA TCATCEETAT AT TAT T CANAT 16CATC TATCA RCARATCCTACCAR
ATTTCAT 16 » AEHIT A C 6 » 56~ CIEEE CITCETEETATTA A STTTT G cEEHANG 1 » MiTTCTEANGH [t ;66 rREGEAMCE
FATTTCATCGCTAGAAT TAT TTCCEE T TTCEE TETTCETCETATTGCCETTTTATETCCTATG T EcATTTCTCAAGTATCCCCARAGCATTTAAG
"G 1o G AR » GRG0 » A GG A T GG C AAGAA 1 GG BAGTCTE
GEGTACT 1A GTCTC T TECTACCAATT cATCAT T ACT cCECETAT 1 TTCTTEEE T TACFCTACCAACTTCEETACTARGAACTACTCCRACTCTE
1 CARTIGGAR -1 » CORTIAGE i 16 G 166 101 i  FFFATGATING - FGGTATGAR - C GHHCE 68 16  SEACGITAT (HGE T
TGCAATGGAGHGT TCCATTAGE TTT G TG TITTGE T CET T C T T TATCATTC G TGGTATGAC A TT T GTTCCAGACTC T CCACSTTAT TTGECT
SRR o A SR 8 G 718 86~ . AR . G 8 7 HSG rlf CEEE § - - - B BGBAGHA
GARGT CEETAACATCEARCAAGCCAAACETICTATTEECCTTTECTARCAAGGTTGEIGTTEATGATCCATCTEE - - -TTTcGCTGRAGECEH-HG
- 5 G 5 5 16 G ARG A o/ G o - JEOG B~ .l
CTGTCTTECCTGCRCEAGACEEAGAGAATTAGCTEE T A TECATCCTEEEE T GARTTGTTTACTAGCARGACAARGCTCCITCAG-CETTTGAT
AATGGGTA I GATGATTCAATCT I TACAACAG  TGACAGGTGA  ART I A TTCTT I TACTATGGTACTACAATTTTC  AGGCTGTTGGTTTGEAAG
CATGGETGCTATGATTCARTCTCTACAACAA I TGACAGGTGAT AACTAT TTCTTC TACTATGGTACTAC TAT TTTCAAGGCTGTTGRTTIGAGTG
O c A G GINAS G 0 0 Ol B 0 - - Gl B - ES SO OaTa - I
e GARACC T CTATTC] C FICEET A FICTTAN C TG e CASCTFICE - 1oE - TAT  EACGT 1ol TEACAEA T TECTOCTOGTACTT
GTTTGITATGGGG T CTGIAGGTATGAT TICT TG TATG - TCGICTATGCC TC, 6T 1GETGT I ACCAGAT TATGGCCARAC GETCAAGATCAACC
GTTTGCTATGEGGTGCTGCATCCATGACTGCTTG TATGGT IGTCTATGC I TCCGTGGETGTCACCAGATTATGGCCARA TGGTCAAGACCAACC
ATCTTCHAAGGGTGCTGOTAACTGTATGATTGT T TTCGCH TGTTTCTACATTITCTGTTT GCTACCACTIGEGCECCLETTECTATGICE TTA
ATCTTCCAAGGGTGCTGGTAACTGTATGATTGTCTTTGCCTGTTTICTATATTTTICTGTTTTGCTACTACKTGEGCTCCAATTCCTTATETCGTTG
[CGHGH 8GR~ 66 i » REAGH - H {5l o ciH » 66 » HEHE  ATNGEEA » 1§87 c MM 66~ 1 T HEEEE - FTCTHEAT  » GHi  icAS
ErECTGAAACTETCECATT AGAGT AT C-FARCECTATGTCTATTGE 1ACAGE TGC AR HEE T TCTEEEE T FTCTTGAT 1 ETTTCHTCAC
[CCATTTATTACH  C 6 A 2 r NCHA [ /60 [ 6% i  ATGEE G » GG - [ » 1 » S+ NG o il i c " FCHTCeAs
CCATFTATTACE o 6 4 AAC A TACEE 1A CEE 1 Fic RGEGCET T HEH C Fex 1o T 6T TGN 1 FICH] A CTIGTTC0As
o G I 5  CAGRAGIOMAG - » NG » AR . G A G GAAGION » 50 . GG~  BAGOAT NG HEA
i G T AAGGE T G A T C GAAGAAGTOAAC A C KT G GAAGAAGGGT T CTACE » TEGARGTCT 0 T ATEG 1 T CEACCATE C G KGR
ACAAGHGHTEA TEAG - - - BGACGC TREHAGAARTGA T B CRE A SCATT T A TAA ~ A6 AT GEECAC TAAAGA A RARTAR

GGTGECARCTACEACGETGARGAAATGACTCACGATGA - -CARG-CCATT GTACAAGAGAATGETCAGCACC - - -ARATAA
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ANEXO F

Fermentacdo em tubos Durhan com pré-in6culo em SD-2 THUAL e indculo em SD-2
THUAL. O cultivo foi mantido por 72 horas. A: YPH 252 pMA91; B: YPH 252 pMAHXT5
clone 11; C: YPH 252 pMAHXTS5 clone 13; D: YPH 252 pMAHXT5 clone 20; E: YPH 252
PMAHXT7 clone 3; F: YPH 252 pMAHXT?7 clone 9; G: YPH 252 pMAHXT7 clone 20.
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ANEXO G

Fermentacdo em tubos Durhan com pré-indculo em SX-2 THUAL e inéculo em SX-2
THUAL. O cultivo foi mantido por 144 horas. A: YPH 252 pMA91; B: YPH 252 pMAHXT5
clone 11; C: YPH 252 pMAHXTS5 clone 13; D: YPH 252 pMAHXT5 clone 20; E: YPH 252
PMAHXT7 clone 3; F: YPH 252 pMAHXT7 clone 9; G: YPH 252 pMAHXT7 clone 20.
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