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Resumo

A crise climatica atual pressiona a substituicdo das fontes de energia de origem fdssil
por alternativas sustentdveis. Nesse cenario, o bioetanol de segunda geracao, produzido
pela levedura Saccharomyces cerevisiae a partir da fermentagdo de acgucares presentes
na biomassa lignocelulésica de restos agricolas, representa uma alternativa para a
gasolina. Porém, uma fracdo desta biomassa é composta por pentoses, como a xilose,
incapazes de serem metabolizadas pela S. cerevisiae. A inser¢cdao de uma via metabdlica
para conversao direta da xilose em xilulose, um intermedidrio da via das pentose-fosfato
quando fosforilada, por meio da enzima xilose isomerase, permite o consumo deste
acucar por S. cerevisiae, possibilitando um melhor aproveitamento da lignocelulose
para producgdo de bioetanol. Contudo, poucas xilose isomerases foram satisfatoriamente
expressas em S. cerevisiae. Neste trabalho, uma nova xilose isomerase, nomeada Xy1,
identificada em uma biblioteca metagenémica de rimen de cabras brasileiras, permitiu
o consumo de xilose por uma cepa de S. cerevisiae, denominada LXB. No entanto, houve
alta variacdo no crescimento médio desta cepa. Uma arvore filogenética inferida com
sequéncias codificadoras para xilose isomerases de fungos e bactérias evidenciou a
origem bacteriana da Xy1, devido a maior proximidade evolutiva a xilose isomerases de
bactérias do filo Firmicutes. A variacdao no crescimento da LXB pode estar relacionada
a problemas pds-traducionais da enzima bacteriana quando expressa em S. cerevisiae.
Portanto, estudos adicionais da Xyl sdo necessdarios para elucidar e corrigir os fatores
que impedem o uso desta enzima para a producado de bioetanol de segunda geracao.
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Introducao

A crescente crise climatica atual, derivada dos constantes impactos ambientais
antropogénicos, como a queima de combustiveis fésseis, um dos principais fatores que
impulsionam o aquecimento global, tém representado uma ameaca real para o futuro da
humanidade (Easterling et al., 2000; Coumou; Rahmstorf, 2012; Al-Ghussain, 2019). Logo,
a necessidade para o uso de alternativas sustentaveis nos diversos setores industriais
tem se tornado cada vez mais evidente. Nesse contexto, o uso de biocombustiveis como
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substituto aos combustiveis fosseis representa uma solugdo promissora para suprir
a demanda global de energia, especialmente para o transporte (Alalwan; Alminshid;
Aljaafari, 2019). Entre estes, o bioetanol de segunda geracdo, produzido a partir da
fermentacdo de aglcares presentes na biomassa lignoceluldsica de restos agricolas pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, destaca-se por ser a principal alternativa sustentdvel
para a gasolina, especialmente por evitar conflitos de uso com biomassa derivada de
planta¢des para consumo, como acontece com o bioetanol de primeira geracao (Rulli et
al., 2016; Alalwan; Alminshid; Aljaafari, 2019).

No entanto, uma vez que a levedura S. cerevisiae é incapaz de metabolizar pentoses,
como a xilose, presente em relativa abundancia na fracao hemiceluldsica da biomassa
lignoceluldsica (Isikgor; Becer, 2015), esta fracdo ndo é aproveitada adequadamente
para a producdo de bioetanol. Desde entdo, esforcos de engenharia metabdlica tém
sido realizados para a criacao de cepas de S. cerevisiae capazes de converter xilose em
xilulose, implementando uma via de oxirreducao, utilizando as enzimas xilose redutase
(XR) seguida da xilose desidrogenase (XDH), ou uma via direta utilizando a enzima xilose
isomerase (XI). A xilulose é, em seguida, convertida no intermedidrio da via das pentose-
fosfato: xilulose-5-fosfato, pela xiluloquinase, uma enzima ja presente em S. cerevisiae
(Jeffries, 2006; Cunha et al., 2019; Zhao et al., 2020). Porém, devido a problemas de
eficiéncia relacionados a um desequilibrio redox causado pela preferéncia distinta de
cofatores pelas enzimas da via oxirredutiva, tem-se optado a implementacdo da via
direta utilizando xilose isomerase. Entretanto, poucas xilose isomerases foram expressas
com sucesso em S. cerevisiae (Walfridsson, 1996; 2002; Kuyper et al., 2005; Brat; Boles;
Wiedmann, 2009; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013).

Por meio de um screening funcional de uma biblioteca metagenémica de rimen de
cabras brasileiras, Mendes (2016) identificou um gene codificante para xilose isomerase
de origem bacteriana, o qual denominou de Xyl e, posteriormente, teve os cdédons
otimizados para expressdao em S. cerevisiae, sendo renomeado para XyBet. No presente
trabalho, os resultados da reavaliacao da filogenia do gene Xy1 e a expressao funcional
do gene XyBet em S. cerevisiae, por meio do cultivo em meio com xilose como Unica
fonte de carbono, sdo apresentados.

Material e Métodos

Analise filogenética do gene Xy1/XyBet

A sequéncia de aminoacidos deduzida do gene Xy1 foi comparada com sequéncias
presentes no banco de dados RefSeq (Oleary et al., 2015) do NCBI usando a ferramenta
blastp (Madden; Tatusov; Zhang, 1996), para identificar sequéncias similares codificantes
para xilose isomerases de outros organismos. No mesmo banco de dados, para fins
de comparacao, foram também coletadas sequéncias pertencentes a organismos dos
filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria e do reino Fungi, assim como
sequéncias de xilose isomerases com atividade funcional confirmada em S. cerevisiae.
Com essas sequéncias, uma arvore filogenética foi inferida no programa MEGAX (Kumar
et al., 2018) utilizando o método de probabilidade maxima (Maximum likelihood) e o
modelo baseado em matriz JTT (Jones; Taylor; Thornton, 1992), apds alinhamento das
sequéncias pelo algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004).
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Transformacao da cepa LC-7 de Saccharomyces cerevisiae

Para a expressao heterdloga do gene XyBet em S. cerevisiae, foi utilizada a cepa
LC-7, desenvolvida por engenharia evolutiva em um trabalho de mestrado realizado
na Embrapa Agroenergia (Paes, 2015). O gene XyBet foi inserido no vetor plasmidial
nao integrativo p424GPD (Mumberg; Miller; Funk, 1995). No mesmo vetor, o gene
xylA de Piromyces sp. foi usado como controle positivo. O vetor vazio foi usado como
controle negativo. A transformacao da levedura foi conduzida segundo o protocolo de
Gietz e Schiestl (2007) com LiAc/ssDNA/PEG e os transformantes foram cultivados em
meio solido YNB (1,7 g/L YNB Sigma®, 5 g/L (NH,),SO,, 15 g/L agar) suplementado com
30 g/L de glicose e 100 mg/L de uracila para recuperagdo das células. As placas foram
incubadas por 48 horas a 30° C. A capacidade de crescimento em meio com xilose como
Unica fonte de carbono foi confirmada pelo cultivo em meio YNB suplementado com
40 g/L de xilose, 100 mg/L de uracila e 15 g/L agar a 30° C. As cepas transformadas
foram renomeadas para LXB (LC-7 + p424GPD-XyBet), LXP (LC-7 + p424GPD-xylA de
Piromyces sp.) e LP4G (LC-7 + p424GPD).

Expressao funcional do gene XyBet em Saccharomyces
cerevisiae

Para avaliacdo quantitativa do crescimento em meio com xilose como Unica fonte
de carbono, as cepas LC-7 de S. cerevisiae transformadas foram inicialmente cultivadas
em meio sélido YNB suplementado com 20 g/L de glicose, 100 mg/mL uracil e 15 g/L de
agar. As placas foram incubadas por 3 dias a 30° C. Trés col6nias de cada cepa foram
selecionadas e inoculadas separadamente em tubos de ensaio estéreis de 50 mL
contendo 10 mL de meio liquido YNB 2X suplementado com 20 g/L de glicose e xilose e
100 mg/L de uracila. Os tubos foram incubados a 30° C e 200 rpm por aproximadamente
3 dias. As células foram lavadas com agua destilada esteril e inoculadas a OD,, = 0,5
inicial em 40 mL de meio YNB suplementado com 40 g/L de xilose, 100 mg/L de uracila
e tampao ftalato de potassio pH 5,5 em frascos erlenmeyers de 250 mL, incubados a
30° C e sob 200 rpm de agitacdo. Foram retiradas amostras de cada ponto da curva de
crescimento para quantificagdo do crescimento por absorbancia em OD, .

Resultados e Discussao

Foram coletadas, ao todo, 57 sequéncias de aminoacidos referentes a xilose
isomerases bacterianas e fungicas para montagem da arvore filogenética comparativa.
Evidenciando sua origem bacteriana, o gene Xy1 localizou-se inserido, como um grupo
irmdo, em um clado composto por xilose isomerases de organismos do filo Firmicutes
(Figura 1), o qual é representado por bactérias gram-positivas de solo capazes de
utilizar diferentes fontes de carbono, como pentoses, hexoses e polissacarideos
complexos, como xilana (Gu et al., 2010; Sharmin et al., 2010; Zhao et al., 2020). E
interessante notar que a primeira xilose isomerase de um membro do filo Firmicutes,
Lachnoclostridium phytofermentans (Brat; Boles; Wiedmann, 2009), encontra-se como
grupo externo ao clado formado, majoritariamente, por membros do filo Bacteroidetes,
no qual também estdo incluidas as xilose isomerases de Piromyces sp., Orpinomyces sp.
e Prevotella ruminicola, todas com atividade funcional em S. cerevisiae (Kuyper et al.,
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2005; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013). Possivelmente, a atividade funcional
da primeira em S. cerevisiae deriva de sua proximidade evolutiva com as ultimas, ou
vice-versa.

30— WP 005654109.1 xylose isomerase Bacteroides stercoris
WP 007218456.1 xylose isomerase Bacteroides cellulosilyticus
WP 005675918.1 xylose isomerase Bacteroides caccae Bacteroides
WP 005777710.1 xylose isomerase Bacteroides fragilis
ACA65427.1 xylose isomerase Orpinomyces sp. ukk1 . .
100 CAB76571.1 xylose isomerase Piromyces sp. E2 } NeocaH\mastlgaceae
WP 005846615.1 xylose isomerase Prevotella dentalis —
AGL34957.1 xylose isomerase Prevotella ruminicola
WP 004343452.1 xylose isomerase Prevotella buccae Prevotella
100 WP 005635242.1 xylose isomerase Parabacteroides merdae
WP 008147386.1 xylose isomerase Parabacteroides johnsonii
WP 006801274.1 xylose isomerase Dysgonomonas gadei Bacteroidales
WP 006842491.1 xylose isomerase Dysgonomonas mossii
\WP 008201154.1 xylose isomerase Algoriphagus machipongonensis
% 3 WP 012238060.1 xylose isomerase Sorangium cellulosum
WP 012914629.1 xylose isomerase Xanthomonas albilineans

WP 012199251.1 xylose isomerase Lachnoclostridium phytofermentans
WP 130362790.1 xylose isomerase Serratia grimesii -
WP 151216944.1 xylose isomerase Citrobacter braakii
WP 086958933.1 xylose isomerase Vibrio casei
WP 122408060.1 xylose isomerase Bradyrhizobium vignae
WP 011338767.1 xylose isomerase Rhodobacter sphagroides
WP 136685118.1 xylose isomerase Rhodobacter xinxiangensis
WP 134681134.1 xylose isomerase Paracoccus ravus
— WP 077120443.1 xylose isomerase Agrobacterium rosae

100 - WP 1129561231 xylose isomerase Agrobacterium tumefaciens

XP 031022391.1 xylose isomerase Synchytrium microbalum

53— WP 043375634.1 xylose isomerase Streptomyces luteus

Proteobacteria

WP 037742977 1 xylose isomerase Streptomyces mirabilis
WP 033251106.1 xylose isomerase Kitasatospora phosalacinea
WP 035839822.1 xylose isomerase Kitasatospora azatica
WP 0408233251 xylose isomerase Nocardia jiangiensis Actinobacteria
WP 043450968.1 xylose isomerase Pseudarthrobacter phenanthrenivorans
WP 014441152.1 xylose isomerase Actinoplanes missouriensis
WP 023359224.1 xylose isomerase Actinoplanes friuliensis
63— WP 030439763.1 xylose isomerase Actinoplanes subtropicus
WP 014677651.1 xylose isomerase Thermus thermophilus

Xy1
r ¥u WP 025705881.1 xylose isomerase Pagnibacillus graminis
3 WP 133385053.1 xylose isomerase Paenibacillus amylolyticus
— WP 041895444.1 xylose isomerase Clostridium beijerinckii
WP 101877449.1 xylose isomerase Lachnoclostridium edouardi
g — WP 007048694.1 xylose isomerase Subdoligranulum variabile
EE[ WP (76780484.1 xylose L fium ph
WP 055156869.1 xylose isomerase Coprococcus comes
s6 — WP 109748326.1 xylose isomerase Murimonas intestini
7~ WP 109730579.1 xylose isomerase Faecalicatena orotica
% +WP 025656229.1 xylose isomerase Hungatella hathewayi
o8 WP 055154671.1 xylose isomerase Faecalicatena contorta B
XP 018175439.1 xylose isomerase Purpureacillium lilacinum

6 XP 025357742.1 xylose isomerase-like protein Meira miltonrushii
I 49‘5'——': XP 025597796.1 xylose isomerase-like protein Tilletiopsis washingtonensis
XP 014654477.1 xylose isomerase-like protein Moesziomyces antarcticus .
% XP 026629242.1 xylose isomerase-like protein Aspergillus welwitschiae Fungl
E‘—i XP 028484981.1 xylose isomerase-like protein Byssochlamys spectabilis
% —— XP008096004.1 xylose isomerase-like TIM barrel Colletotrichum graminicola M1.001

89— XP 024745837.1 xylose isomerase-like protein Trichoderma citrinoviride

Firmicutes

Figura 1. Arvore filogenética construida com 57 xilose isomerases bacterianas e flngicas. Também foram incluidas
xiloses isomerase com atividade funcional confirmada em Saccharomyces cerevisiae (Walfridsson, 1996; Kuyper et
al., 2005; Brat; Boles; Wiedmann, 2009; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013). A posi¢do do gene Xyl encontra-
se destacada em negrito. A porcentagem de arvores em que os taxons associados se agruparam encontra-se proxima
aos ramos. Foi utilizada o método de Probabilidade Méaxima (Maximum Likelihood) (Jones; Taylor; Thornton, 1992)

para inferéncia da arvore filogenética no programa MEGAX (Kumar et al., 2018)

Apds confirmacgao da transformacdo da LC-7, a capacidade de crescimento das cepas
LXB e LXP em meio sélido com xilose como unica fonte de carbono foi confirmada apds
cerca de 14 dias, com um maior crescimento para a LXP em relagdo a LXB. Nao foi
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observado crescimento pela LP4G, como esperado para estas condi¢des. A avaliacao
guantitativa do crescimento em meio com xilose como Unica fonte de carbono
apresentou resultados similares, visto que tanto a LXP quanto a LXB apresentaram
crescimento, novamente com a primeira apresentando um crescimento mais rapido em
comparagdo a ultima. Porém, pode-se observar tanto uma maior variabilidade de
crescimento entre as réplicas de cada cepa. O controle-positivo LXP apresentou um
crescimento mais homogéneo, com baixa variacao das réplicas em relagdo ao crescimento
médio (s312h = 0,268), enquanto a LXB, no decorrer do experimento, apresentou uma
variagdo crescente (s, , = 2,253), devido ao baixo crescimento de uma das réplicas em
comparagdo as outras (Figura 2A). Em um segundo experimento subsequente, sob as
mesmas condic¢des, foi observado um crescimento similar para ambas as cepas, porém,
desta vez, duas réplicas da LXB apresentaram baixo crescimento, o que resultou em uma
reducdo considerdvel da média de crescimento, assim como um alto desvio-padrao ao
final do periodo de cultivo (s,,, = 3,069) (Figura 2B).
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Figura 2. Curvas de crescimento do cultivo em triplicata das cepas LXB, LXP e LP4G em meio suplementado com
40 g/L de xilose, 100 mg/mL de uracila e tampao ftalato de potassio pH 5,5 1X, por um periodo de 312 horas. A:
Primeiro experimento. B: Segundo experimento. Barras de erro indicam desvio-padrdo de crescimento médio para

cada ponto amostral.
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Visto que ambas as cepas-controle (LXP e LP4G) apresentaram o resultado esperado
(crescimento do controle positivo LXP e auséncia de crescimento do controle negativo
LP4G) nos dois experimentos realizados, o que reduz suspeitas de erros experimentais,
pressupde-se que a variabilidade no crescimento médio da LXB deriva de uma
instabilidade inerente a xilose isomerase codificada pelo gene XyBet, uma vez que o
principal fator que diferencia cada cepa é o gene que possuem. Nesse caso, a falta
de um crescimento satisfatorio de algumas das réplicas da LXB seria um indicativo de
problemas pds-traducionais na enzima codificada pelo gene XyBet em S. cerevisiae,
porém insuficientes para impedir o crescimento da cepa em meio com xilose como
Unica fonte de carbono, uma vez que atividade funcional foi observada.

Em um dos primeiros trabalhos sobre esse tema, Sarthy et al. (1987) buscou expressar
a xilose isomerase de Escherichia coli em S. cerevisiae, utilizando cepas e vetores
diferentes, porém nenhum transformante foi capaz de crescer em meio com xilose
como Unica fonte de carbono. Andlises subsequentes indicaram que os transformantes
produziam a enzima, porém a maior parte estaria em uma forma particulada e, portanto,
inativa. Outras hipdteses foram levantadas pelos autores para explicar a inatividade da
enzima expressa por S. cerevisiae, porém a mais provavel é o dobramento incorreto da
enzima, considerando o trabalho de outros autores que também buscaram a expressao
heteréloga de enzimas bacterianas em S. cerevisiae (Gardonyi et al., 2003; Xia et al.,
2016a).

Sabe-se que o complexo de chaperonas composto pela proteina GroEL e o cofator
GroES, presente em bactérias, mitocondrias e cloroplastos, é responsavel por garantir o
correto dobramento proteico nesses sistemas bioldgicos (Xia et al., 2016b). A auséncia
deste complexo em eucariotos poderia ser a causa para a inatividade de enzimas
bacterianas expressas em S. cerevisiae e outros eucariotos. O trabalho de Xia et al. (2016a)
corroborou com esta hipdtese, demonstrando que a co-expressdao do sistema GroEl-
GroES da cepa BL21 de Escherichia coliem S. cerevisiae, junto a uma xilose isomerase da
mesma cepa de E. coli, permitiu a expressao funcional da enzima pela levedura. Devido
a origem bacteriana do gene Xy1/XyBet, possivelmente a mesma hipdtese explique a
falta de um crescimento médio satisfatério da LXB nos experimentos realizados.

Conclusao

Neste trabalho, a expressao funcional de uma nova xilose isomerase bacteriana em
S. cerevisiae foi apresentada. Ainda que uma alta variacdo tenha sido observada para
o crescimento médio da LXB em meio com xilose como uUnica fonte de carbono, os
resultados indicam que a xilose isomerase codificada pelo gene Xy1/XyBet possibilita o
consumo de xilose pela levedura. Estudos adicionais sobre as caracteristicas bioquimicas
desta enzima sdo necessarios para elucidar os fatores responsdveis pela alta variacdo
observada e obter uma atividade funcional satisfatéria para producdo de bioetanol
de segunda geracdo. Possivelmente, modificacdes adicionais na cepa de S. cerevisiae
também sejam necessdrias para atingir este objetivo.
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