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Resumo

Nas ultimas décadas, a comunidade mundial manifestou uma intensa
preocupacao relacionada as consequéncias causadas de compostos, como
petrdleo, gas e carvdo, que estdo relacionados com o aumento dos gases
causadores do efeito estufa. O etanol de segunda-geracéo (2G), produzido a
partir biomassa lignoceluldsica, surge com um grande potencial na producao de
energia limpa a partir de uma matriz renovavel. O desenvolvimento de linhagens
modificadas da levedura Saccharomyces cerevisiae, capazes de converter em
etanol o mais abundante acucar de cinco carbonos xilose (C5) da biomassa, é
um passo essencial na viabilizacdo da tecnologia 2G. Um grande € a baixa
eficiéncia de assimilacdo de xilose por transportadores de membrana de S.
cerevisiae e a repressdo catabdlica, levando a inibicdo por glicose (C6).
Transportadores capazes de assimilar xilose sao inibidos em altas
concentracfes desse aclcar, além de apresentarem maior afinidade em glicose,
levando a uma competicdo entre 0s substratos e estendendo o tempo da
fermentacdo. A xilose somente é assimilada pela levedura quando as
concentracdes de glicose estao baixas no ambiente extracelular. Dessa forma,
este projeto teve como objetivo a caracterizacdo de novos transportadores
heterb6logos de xilose eficientes e o desenvolvimento de uma linhagem capaz de
co-fermentar xilose e glicose.

Neste trabalho, identificamos e caracterizamos quatro novos
transportadores de xilose Cs186, Cs2608, Cs3894 e Cs4130, avaliados na
linhagem EBY.VW4000 com a via de consumo de xilose integrada no genoma.
Curiosamente, o transportador Cs4130 demonstrou superior capacidade de
assimilacao de xilose em altas concentracdes (50 g/L) em comparagdo com o
controle GXF1, descrito o melhor transportador heterélogo na literatura. Nessa
condicdo, GXF1 foi severamente inibido, oposto ao observado por Cs4130. O
modelo estrutural de Cs4130 em comparacdo com o transportador procariético
de alta afinidade XylE e GXF1 aponta residuos em sua arquitetura molecular que
possam explicar as diferencas de comportamento observadas entre 0s
transportadores. Dessa forma, o novo transportador Cs4130 € apresentado
como um excelente candidato para engenharia genética de linhagens na
industria 2G.



Entretanto, os transportadores de xilose Cs4130 e GXF1 ainda
apresentam uma forte inibicdo pela glicose na mistura dos dois acucares. A
segunda parte do projeto visa a modificacdo dessas proteinas de membrana e o
desenvolvimento de um processo para 0 aumento da afinidade a xilose em
relacdo a glicose. Assim, desenvolvemos duas novas plataformas de evolucdo
adaptativa, EBY_Xyll hxk® derivada da linhagem EBY_Xyll, e a linhagem
JBY_hxk? construida a partir de uma cepa industrial fermentadora de xilose.
Estas plataformas nédo séo capazes de metabolizar moléculas de glicose devido
as delecbes dos genes das hexoquinases HXK1, HXK2 e GLK1, responsaveis
pela primeira etapa da via glicolitica. As linhagens modificadas irdo reconhecer
as moléculas de glicose apenas como inibidores ao metabolismo da xilose. Por
fim, a identificacdo de novas mutacBes presentes nas células evoluidas
derivadas das plataformas construidas, capazes de co-fermentar xilose e
glicose, visam identificar novos alvos moleculares relacionados a represséo
catabdlica. As informagBes desenvolvidas nesse projeto irdo auxiliar no
desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae capazes de fermentar
simultaneamente xilose e glicose, reduzindo o tempo final de fermentacdo na
industria 2G.



Abstract

The global energy matrix is based on fossil fuels, such as oil, gas and coal.
In recent decades, the world community has expressed an intense concern
related to the consequences caused by the use of these compounds, such as the
increase in greenhouse gas emissions. Second-generation (2G) ethanol,
produced from lignocellulosic biomass, emerges as promise sustainable
advanced biofuel. The development of engineered Saccharomyces cerevisiae
yeast strains, capable of converting xylose, the second most abundant sugar on
lignocellulosic biomass, into ethanol, is an essential step to a feasible 2G
process. A major bottleneck in the conversion of bioproducts from these biomass-
derived sugars is the low xylose uptake by S. cerevisiae membrane transporters
and catabolic repression, leading to glucose inhibition (C6). Membrane proteins
capable to transport xylose are strongly inhibited on high concentrations of this
sugar, in addition to presenting low affinity to xylose compared to glucose, leading
to competition between substrates and extending the fermentation time. Xylose
is only assimilated by S. cerevisiae cells when glucose concentrations are low in
the extracellular environment. Therefore, this project aimed to identify novel and
efficient heterologous xylose transporters and to develop a strain capable of co-
fermenting xylose and glucose. In this work, we identified and characterized four
new xylose transporters Cs186, Cs2608, Cs3894 and Cs4130, evaluated in
EBY.VW4000 strain modified with the xylose consumption pathway integrated
into the genome. Curiously, the Cs4130 transporter demonstrated a superior
capacity of xylose assimilation at high xylose concentrations (50 g/L) compared
to the GXF1 control, considered the best heterologous transporter previously
described in the literature. In the condition described, GXF1 was severely
inhibited, demonstrating an opposite behavior compared to that observed by
Cs4130. The structural model of Cs4130 compared to the high affinity prokaryotic
transporter XylE and GXF1 points out residues in its molecular architecture that
may explain the differences in behavior observed between the transporters. The
novel transporter Cs4130 is presented as an excellent candidate for genetic
engineering of S. cerevisiae strains for 2G biocompounds production.

However, the xylose transporters Cs4130 and GXF1 show strong glucose

inhibition on mixtures of both sugars. Therefore, the second part of the project



aims to engineering these membrane proteins and to develop a process to
increase the affinity of xylose compared to glucose. We have developed two new
microbial platforms for adaptive evolution, EBY_Xyll hxk® derived from
EBY_Xyll strain, and the JBY_hxk® constructed from an industrial high-yield
pentose fermenting strain. These new platforms are unable to metabolize glucose
molecules due to the disruption of glycolysis pathway by deletion of hexokinase
genes, HXK1, HXK2 and GLK1. The S. cerevisiae modified strains recognized
glucose molecules only as an inhibitor to xylose metabolism. Therefore, new
genetic mutations present in these evolved cells, capable to co-consume xylose
and glucose, will provide new data to understand the genetic basis of glucose
repression. The information produced in this project will help the development of
S. cerevisiae strains suitable of simultaneously fermenting xylose and glucose,

reducing the total fermentation time in the 2G industry.
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1. Introducéo geral

1.1.Cenario energético mundial e alternativas

Desde a Revolucgéo Industrial, a matriz energética mundial é dependente
do uso de fontes fésseis como petréleo, carvdo e gas. Com o passar dos anos,
0 aumento da populacdo mundial e as mudancas do padrdo de vida moderna
intensificaram a necessidade do uso de recursos naturais'=3. Visando suprir o
aumento dessa demanda energética, as fontes fosseis de energia tem sido
utilizadas em quantidades cada vez maiores, intensificando as concentragoes de
poluentes na atmosfera, como o dioxido de carbono, cuja concentracdo
ultrapassou os 400 ppm na Ultima década*® (Figura 1). Além disso, o alto custo
de exploracdo do petr6leo € um grande fator de risco para o mercado
internacional, visto que esse recurso é o principal componente da matriz
energética atual e qualquer variacdo significativa pode gerar grandes crises
econdmicas®. Dessa forma, alternativas para a mudanca dessa matriz energética
poluente e obtencdo de energias renovaveis e limpas sdo cada vez mais

necessarias para contrapor a alta taxa de emissao desses poluentes.
Latest CO, reading: 41215 ppm i
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Figura 1 | Gréficos da correlacdo entre o aumento da temperatura global (A) e aumento
da concentracdo de CO: na atmosfera (B) http://www.global-warming-and-
heclimate.com/greenhouse-warming-argument.html e  Scripps  Institutions  of
Oceanography 2016.

O primeiro relato de um encontro que abordou de forma global a questao
de mudancas climéaticas remete a década de 70 com a “World Climate
Conference”, em 19797-°. Essa conferéncia inspirou novos encontros e
congressos, até que, em 1988, foi criado o IPCC (Intergovernmental Panel on
Climate Change). O IPCC é uma organizacao global que regulamenta e promove
relatérios cientificos sobre as mudancas climéticas, que auxiliam na

compreensao de seus impactos e riscos futuros, assim como aponta possiveis

11



alternativas que revertam tal cenario. Além disso, encontros entre nacées, como
a Conferéncia das Partes (COP), buscam um acordo em comum entre paises
para limitar as consequéncias no futuro.

Recentemente na COP21, realizada em Paris no ano de 2015, cada nagao
apresentou uma projecdo de acao para mitigar os avancos das emissdes de
gases do efeito estufa. O Brasil se comprometeu em diminuir em 37% as suas
emissodes de carbono em 2025 e 43% em 2030. Para atingir essas metas, umas
das propostas foi a de aumentar o uso de fontes renovaveis na matriz energética
brasileira, principalmente na area de bicombustiveis. A meta é de que até 2030,
18% da matriz energética seja composta por biodiesel e biocombustiveis?©.

O etanol é uma promissora alternativa para atender o mercado
mundial'**2, No Brasil, sua produgcdo como combustivel automotivo comecou na
década de 70, com o programa governamental denominado Proalcool como
alternativa a crise global do petréleo em 19733, A forma tradicional de producéo
de etanol que esse programa incentivava era composta pela fermentacdo do
caldo de cana-de-agucar, resultando no etanol de primeira-geracdo (1G). Em
conjunto com um grande incentivo produtivo, a criacdo de carros movidos
exclusivamente com o etanol foi um importante passo para o aumento da

producdo do combustivel'4.

Diversos fatores estéo relacionados ao aumento do custo da producao de
etanol, como a area de plantio, a variacdo climatica e o preco de insumos
agricolas?®*%. O destino do melaco fica dividido entre a industria alimenticia, para
a producéo de acucar, e a industria energética, para a producédo de etanol, o que
influencia seu custo final'41’. Dessa forma, com o intuito de aumentar a producéo
de etanol por area plantada, um novo processo fermentativo comecou a ser
desenvolvido através da utilizacéo dos acUcares provenientes da parede celular
das células vegetais, sendo a principal matéria-prima desse novo processo a
biomassa lignocelulésica (e.g. bagaco e palha de cana)!®. O etanol produzido
através dessa biomassa é denominado de etanol de segunda-geracao (2G).

1.2.Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica apresenta uma complexa arquitetura

molecular em sua parede vegetal, sendo composta por polimeros de
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carboidratos que compdem a celulose e hemicelulose, e polimeros de
monolignéis, representados pela ligninal®?®, A porcentagem de cada
componente desses polimeros da biomassa varia de acordo com espécie
vegetal utilizada??.

A estrutura da lignina é composta tridimensionalmente por um polimero
heterogéneo hidrofébico composto por trés monolignois, alcool coniferilico,
alcool cumarilico e alcool sinapilico?°. Essa porcéo da biomassa, além de ser um
importante componente estrutural para a planta, auxilia a célula vegetal em
situacOes de stress e contra acdo de patégenos??. A celulose é um polimero
homogéneo, composto por glicose, um acucar de seis carbonos (C6), que
representa a por¢cao mais abundante da biomassa. Por fim, a hemicelulose, um
polimero composto por diversos acglcares como hexoses: glicose, manose,
galactose e raminose, e acUcares de cinco carbonos (C5), como as pentoses:
arabinose e xilose, sendo essa Ultima a pentose mais abundante nos
hidrolisados de segunda-geracédo!® (figura 2). Assim, sdo nas porcdes da
celulose e hemicelulose que os aguUcares estruturais sao utilizados em etapas
posteriores para fermentacdo e conversdao em compostos biorrenovaveis.

Parededacélulavegetal Figura 2 | Arquitetura dos
componentes da biomassa
E lignocelul@sica. As células da

Microfibrilas  parede vegetal das plantas sdo

” ricas em polimeros que
compbéem as porcbes da
hemicelulose, lignina e a
celulose. A lignina é constituida
x por trés compostos, alcool
Lignina Celulose coniferilico, alcool cumarilico e
21-32% 33-51% , . e 7

alcool sinapilico. A celulose é

constituida por polimeros de
glicose e a hemicelulose possui

Célula
vegetal

Hemicelulose
19-34%

. uma diversidade de
Pentoses (Y S . mondmeros de  agUlcares,
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o % YR e e galactose, e as pgntoses
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1.3 Industria 2G

1.3.1 Pré-tratamento e sacarificacao

Para que ocorra a fermentacdo a partir dos acucares presentes na
biomassa, sdo necessarios processos anteriores de pré-tratamento e
sacarificacdo, a fim de disponibilizar esses polimeros em monémeros, para que
sejam utilizados por plataformas microbianas na conversdo em bioprodutos.
Esses processos sdo de extrema importancia para a dinamica da producéo do
etanol 2G e outros compostos de valor econdmico, e estdo diretamente
relacionados a eficiéncia da fermentacéo.

No processo de pré-tratamento, existem algumas estratégias que podem
ser utilizadas para auxiliar na desconstrucdo da biomassa e que podem ser
divididas em quatro tipos de classes: tratamento fisico, quimico, fisico-quimico e
biolégico (Tabela 1). Dentre todos 0s processos de pré-tratamento, a exploséo a
vapor é um processo fisico-quimico considerado economicamente mais
eficiente'®23, Nesse processo a biomassa é submetida a uma condicédo de alta
temperatura e presséo, expondo as fibras de celulose e solubilizando parte da
hemicelulose. Contudo, essa solubilizacdo da hemicelulose pode gerar muitos
inibidores que afetam o crescimento de microrganismos durante o processo
fermentativo®* (Figura 3). Modificacbes nesse processo demonstraram menor
producdo de inibidores e maiores concentracdes de acucares

recuperadosl9,23,25,26_

Tabela 1 | Diferentes tipos de pré-tratamentos utilizados para biomassa lignocelulésica.

Classe Tipo de processo  Descricdo Referéncia

Tratamento fisico de moagem da
biomassa para gerar menores fragdes,
aumentando a area de contato na etapa

“Milling” de hidrélise. Em alguns materiais 19,27-29
lignocelulésicos pode ser necessario
mais ciclos, o que se torna
economicamente inviavel.

Fisico Procedimento que utiliza altas

temperaturas, maiores que 300°C, para
decomposicao da celulose em

compostos volateis e uma espécie de 19,30,31
carvao (char). Sendo esse carvao

retirado com auxilio de um &cido

aguoso gerando uma solucdo composta
basicamente por glicose.

Pirdlise

14
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Micro-ondas

Tratamento que utiliza ondas
eletromagnéticas que interagem com
material organico e geram uma grande
guantidade de calor. Esse calor
localizado é responsavel pela
desconstrucdo da biomassa. Entretanto,
€ uma tecnologia de alto custo
agregado.

19,32

Tratamento acido

Processo mais comum para pré-
tratamento quimico. Consiste na adi¢do
em altas temperaturas de 4cidos
organicos como: HCI, H2S04, HNO3 ou
HsPO.. Nesse processo podem ser
gerados inibidores como HMF, o que
acarreta numa diminui¢do da eficiéncia
na etapa de fermentacao

19,23,32,33

Tratamento alcalino

Pré-tratamento através da adicao de
bases como NaOH, Ca(OH),, CaO,
KOH ou NH4OH. Esse processo retira
boa parte da por¢éo hemicelulosica da
biomassa

19,23,33

Quimico Deslignificagao

oxidativa

Processo de desconstrucdo da
biomassa por agentes oxidantes como
peréxido de hidrogénio (H20;). Nesse
tratamento ocorre a eficiente remogéo
da lignina, mantendo-se a hemicelulose
e celulose. Entretanto, inibidores podem
ser gerados.

19,32,33

“Organosolv”

Utiliza acdo de uma mistura de
diferentes solventes organicos que irdo
guebrar as ligacdes entre lignina e a
hemicelulose. Esse processo retira
guase totalmente a lignina da biomassa
deixando a celulose praticamente
intacta, além de alguns acglcares da
hemicelulose. Entretanto, devido ao uso
de solventes, é um processo que
proporciona forte inibicdo no processo
de fermentacao

19,23,34

Exploséo a vapor

Pré-tratamento onde na presenca de
vapor de 4gua em alta presséo e
temperatura, ocorre a desconstrucéo da
parte celulésica da biomassa. A porcao
da hemicelulose fica solubilizada.

19,23

Fisico-

guimico
Expanséo da Fibra
em Amonia (AFEX)

Semelhante ao que ocorre na exploséo
a vapor com condi¢des de alta
temperatura e pressao, mas com adi¢cédo
de aménia. E um processo que
possibilita uma melhor eficiéncia na
etapa de hidrélise enzimética.
Entretanto, em biomassas com alta teor
de lignina, existem limitacdes para esse
tipo de pré-tratamento

19,23



Utiliza o principio que CO2, em alta
presséo fica no estado liquido e forma
acido carbdnico na presenga de agua. A
acao desse acido aumenta a taxa de
desconstrucdo da biomassa.

19,23,35

Exploséo por CO-

Utiliza acdo de microrganismos para
decomposicdo da biomassa. E um
processo que pode levar semanas para
ser finalizado. Além disso, os acucares
monomeéricos disponibilizados nessa
etapa podem ser consumidos pelos
microrganismos presentes no processo
desconstrucao.

Microrganismos
(fungos e bactérias)

Bioldgico 19,23,29,32
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Figura 3 | Principais inibidores gerados durante o processo de desconstrugao da
biomassa e suas rotas de origem de formac&o. Adaptado de Dos santos, et al.*®
Apbs o processo de pré-tratamento, ainda existe uma grande quantidade
de polissacarideos que devem ser fragmentados em suas formas monomeéricas,
a fim de serem utilizados na etapa posterior de fermentacdo. A fragmentacéo
desses polissacarideos normalmente ocorre com auxilio de um coquetel de
enzimas hidroliticas e oxidativas, que atuam de forma mais especifica em cada
substrato (Tabela 2)1936:37, As enzimas que compdem 0s coquetéis enzimaticos
sdo obtidas de organismos com capacidade natural de degradar esses
substratos, celulose e hemicelulose, como Trichoderma reesei, e espécies dos

géneros Humicola, Chrysosporium, Penicillium, Acremonium e Aspergillus3:3°.



Tabela 2 | Principais enzimas hidroliticas utilizadas para disponibilizacdo dos aglUcares

monoméricos

I;_eglao da Classe de enzimas Descricao Referéncia
iomassa
Hidrolisa ligacdes glicosidicas
internas da regido amorfa da
B-1,4-endoglucanases  celulose. Age sinergicamente com as 40-42
(EC 3.2.1.4) B-glicosidases e criam novas
entradas para acao dessa classe de
enzimas
Celulose

B-1,4-exoglucanases/
Celobio-hidrolases
(EC 3.2.1.91)

B-1,4-glicosidases
(EC 3.2.1.21)

Agem nas extremidades da celulose
liberando glicose ou celobiose (duas
moléculas de glicose).

Responsével pela converséo de
celobiose e outros oligbmeros em
glicose.

40,42

40,42

Hemicelulose

B-1,4-endoxilanases

B-1,4-xilosidases
(EC 3.2.1.37)

B-1,4-xilanases
(EC 3.2.1.8)

B-1,4-endomananases
(E.C. 3.2.1.78)
B-1,4-manosidases

(E.C. 3.2.1.25)

a-1,4-galactosidases
(E.C. 3.2.1.22)

Hidrolisa entre ligagbes 1,4 entre
moléculas de xilose gerando
substratos de varios tamanhos
Hidrolisa entre as ligacdes
glicosidicas B-1,4 em moléculas de
xilana e xilobiose

Hidrolisa em ligag¢des glicosidicas B-
1,4 entre moléculas manose
Hidrolisa polissacarideos de manana
com quebra de ligag6es glicosidicas
B-1,4 entre moléculas manose

Hidrolisa manobiose e manotriose em
ligagbes glicosidicas 3-1,4 entre
moléculas manose

Liberam moléculas de galactose
dentro de xilanas e galactomananas

34,40

34,40

34,40

34,40

34,40

34,40

1.3.2 Plataformas microbianas

Disponibilizados os agucares monoméricos da biomassa lignocelulésica,

ocorre a etapa de conversdo em compostos renovaveis a partir dos agucares

gerados. A levedura S. cerevisiae é um modelo industrial amplamente utilizado

na producdo de etanol e possui alta resisténcia a diferentes estresses do

processo fermentativo 1G, sendo a linhagem Pedra-2 uma das cepas mais

utilizadas em plantas industriais. Entretanto, esse microrganismo nao possui a

capacidade de consumir a xilose como substrato para fermentacao, embora seja

capaz de metabolizar lentamente seu isomero xilulose*3. A xilulose é fosforilada

pela agcdo da xiluloquinase (XKS1) em xilulose-5-P, sendo direcionada a via das
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pentoses fosfato (PPP) que tem como produto gliceraldeido-3-fosfato e frutose-
6-fosfato, posteriormente convertidos em etanol. Dessa forma, estudos vém
sendo realizados visando a insercéo de vias metabdlicas que possibilitem cepas
de S. cerevisiae a capacidade de fermentar xilose (Figura 5)'.

Figura 5 | Vias fermentativas utilizadas por
S. cerevisiae. Em 1 é representado a via de
isomerizagdo. Em 2, a via fermentativa através
de reacbes de oxirreducdo. Xl, xilose
isomerase (EC 5.3.1.5.), XR, xilose redutase
(EC 1.1.1.21), XDH, xilitol desidrogenase (EC
1.1.1.9) XKS1, xiluloquinase (EC 2.7.1.17).
PPP, Vias das Pentose Fosfato.
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1.3.2.1 Viade oxidacao-reducao - XR/XDH

As linhagens selvagens de S. cerevisiae apresentam o gene GRE3 que
codifica uma aldose redutase e realiza a reducdo da xilose em xilitol, e o gene
XYL2, uma xilitol desidrogenase, que realiza a oxidacdo deste composto em
xilulose. Porém, a expressao desses genes € muito baixa e ndo permite o
crescimento das linhagens na presenca de xilose como fonte Unica de carbono.
Mesmo diante da superexpressao desses genes enddgenos, nao foi possivel
atingir niveis de crescimento satisfatérios**. Assim, uma alternativa encontrada
para o aumento da eficiéncia de crescimento e consumo de xilose é a expressao
de genes da via de oxidacdo-reducdo mais eficientes que os endbégenos
encontrados em S. cerevisiae.

Na natureza, existem organismos com a capacidade de metabolizar
naturalmente xilose, como a levedura Scheffersomyces stipitis, que utiliza a via
metabdlica de oxido-reducédo através dos genes XYL1 (xilose redutase) e XYL2
(xilitol desidrogenase) para conversdo da xilose*>45. Entretanto, quando
expresso em S. cerevisiae, essa via apresenta como principal limitacdo a
geracéo de um desbalanco redox de cofatores. A xilose redutase, XR, apresenta

uma preferéncia pelo cofator NADPH, enquanto que a xilitol desidrogenase,
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XDH, é NAD* dependente“®. Dessa forma, o cofator produzido na segunda etapa
da via de oxirreducdo ndo € o mesmo que sera utilizado na primeira etapa,
gerando um desbalangco entre essas duas etapas da via metabdlica. Esse
problema de balanco entre cofatores faz com que o composto intermediario
xilitol seja acumulado, prejudicando o rendimento total de etanol’.

Ao longo dos anos, estudos demonstraram alternativas para solucionar o
problema do desbalanco de cofatores e viabilizar o metabolismo de xilose pela
via de oxirreducdo. Uma das alternativas apresentadas € a modificacdo da
afinidade de cofator da xilose redutase para NADH em comparagédo a NADPH.
Através de modificacdes especificas nesta proteina, foi possivel gerar variantes
de XR que apresentassem uma menor especificidade por NADPH. Entretanto, a
afinidade por NADH néo foi ampliada*’—*°. Em paralelo, considerando uma
abordagem de modificagdo na enzima xilitol desidrogenase, foi possivel gerar
uma variante desta enzima com alta afinidade em NADP* em relacdo a NAD*°,
A enzima com as mutacbes D207A/I208R/F209S apresentou um grande
aumento na afinidade por NADP* e sua expressédo em linhagens de S. cerevisiae
aumentou a produtividade de etanol e diminuiu a quantidade de subprodutos
como xilitol*®%t, Entretanto, dependendo do background da linhagem, a
expressdo desse mutante de XDH nem sempre reproduz os resultados obtidos

com uma maior produtividade de etanol®?.

1.3.2.2 Viadeisomerizagao - Xl

Além da via de oxi-reducdo encontrado em fungos, existe a via de
isomerizacao da xilose em xilulose por meio da enzima xilose isomerase (XI), a
qual é mais comumente encontrada bactérias (procariotos). A expressao
funcional de enzimas Xl bacterianas em linhagens de S. cerevisiae apresenta
algumas limitacGes®3. Muitos fatores podem estar relacionados a baixa
funcionalidade dessas enzimas em S. cerevisiae, como 0 enovelamento erréneo
da enzima®. Recentemente alguns trabalhos mostraram que a expressédo de
chaperonas, enzimas envolvidas no enovelamento correto das proteinas,
permitiu a expresséao funcional de uma Xl bacteriana e a producao de etanol por
linhagens recombinantes®®°¢, Contudo, a expressédo do gene xylA de Clostridium
phytofermentans mostrou ser funcional em S. cerevisiae e atingiu altos valores

de crescimento em xilose e rendimento na producéo de etanol®’.
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Ap6s muitos estudos sobre as Xl bacterianas, em 2003 foi descrita uma
xilose isomerase proveniente do fungo anaerébico Piromyces sp., que quando
expresso em S. cerevisiae, permitia que essas linhagens crescessem em xilose
como Unica fonte de carbono®®°. Ap6s a descoberta dessa nova xilose
isomerase, outros exemplos de genes que codificam essas enzimas
provenientes de hospedeiros eucarioticos comecaram a surgir na literatura. O
gene xylA encontrado no fungo Orpinomyces sp. apresenta 94 % de identidade
de aminoacidos com a sequéncia de Piromyces sp., e quando expresso em
linhagens de S. cerevisiae demonstrou resultados similares a XI de Piromyces
sp®o.

Contudo, mesmo com a presenca das vias metabdlicas de conversao de
xilose, as cepas de S. cerevisiae ndo apresentam inicialmente uma grande
eficiéncia fermentativa . Uma forma de se aumentar essa eficiéncia é o
estabelecimento de um processo de evolugdo adaptativa®?, levando a uma
melhora no rendimento de producdo de etanol e diminuicdo do tempo total de
fermentacado. Linhagens de S. cerevisiae com via de da xilose isomerase que
passaram pelo processo de evolucdo adaptativa tiveram diferentes mutacées
relacionadas com o aumento no consumo de xilose. Dele¢des de genes como
ISU1, SSK2, PMR1, HOG1 e IRA2 foram descritas em diferentes linhagens
evoluidas de experimentos distintos®3-65, Curiosamente, mutacdes relacionadas
a homeostase de metais em genes como ISU1 e PMR1, proporcionaram maiores
aumentos de performance nas linhagens evoluidas®3%4, Dessa forma, uma das
hip6teses descritas até 0 momento € que o acumulo de metais divalentes como
Fe2* e Mn?*, resultam em uma melhora atividade da xilose isomerase, uma vez
que a Xl é uma metaloenzima que utiliza cations divalentes como cofatores®®.

Associando as metodologias de engenharia metabdlica e evolucao
adaptativa é possivel identificar novos alvos moleculares e desenvolver
linhagens capazes de fermentar xilose eficientemente®3-65, Entretanto, ainda
existem limitacbes no processo de assimilacdo da xilose que precisam ser
otimizadas visando um eficiente processo na conversdo dos acgUcares da

biomassa.
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1.3.2.3 Transporte dos agucares da biomassa

Uma das maiores limitacdes no metabolismo de xilose é a ineficiente
assimilacao desse acucar para o ambiente intracelular, principalmente em meios
que apresentem a mistura de substratos C5 e C6%768, Os transportadores de
xilose descritos previamente na literatura, tanto endégenos quando heterdlogos,
demonstram baixa afinidade a xilose®-"t. Além disso, alguns transportadores
descritos com maior afinidade em xilose apresentam dificuldades para serem
expressos de forma funcional em linhagens S. cerevisiae® 7273, O
desenvolvimento de transportadores que apresentem alta eficiéncia e afinidade
por esse aglUcar C5 pode promover um aumento na velocidade da fermentacéo,
melhorando a produtividade do processo de producao do etanol 2G.

Na mistura dos acUcares C5 e C6, as leveduras irdo consumir inicialmente
a glicose. O transporte de xilose sO se inicia somente quando a glicose esta
presente em baixas concentracdes no meio®’. Dessa forma ndo ocorre um
consumo simultaneo dos substratos C5 e C6, levando a um processo com alto
tempo de fermentacao, figura 6. Esse mecanismo de preferéncia de glicose em
detrimento a outro acticar é comumente conhecido como repressao catabolica®”’.
Dessa maneira, essa preferéncia de consumo ocorre em primeiro momento
devido a maior afinidade dos transportadores de levedura por glicose em
comparagdo aos outros aclcares 172,

40

58 ——Clicose —#®Xilose —aA—Etanol —e—Glicerol

30 -

/‘_/—A—’—"‘\l

25 -

20 -

15 1

Concentragao (g/L)

10 -

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (h)

Figura 6 | Fermentacdo de uma linhagem modificada de S. cerevisiae. A linhagem
geneticamente modificada sé comecga a consumir xilose quando a glicose est4 sendo
depletada do meio (regido realgada), levando a um extensivo tempo de consumo desses
acucares sendo o composto glicerol um sub produto indesejavel da fermentagéo.
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A etapa inicial para metabolismo de qualquer carboidrato é seu transporte
do ambiente extracelular para o ambiente intracelular. Moléculas complexas
como os carboidratos necessitam de transportadores de membrana que facilitem
a entrada desses aclcares na célula’®. Esses transportadores de membrana séo
membros principalmente da “Major Facilitator Superfamily” (MFS), encontrados
em todos os reinos biol6gicos’"7. Os transportadores MFS séo divididos em
trés classes: transporte uniporte onde apenas um substrato é carreado;
transporte simporte, onde o substrato é carreado e co-transportado juntamente
a um fon’® e por ultimo o transporte antiporte, onde dois substratos s&o
carreados simultaneamente em sentidos opostos’®, figura 7. A superfamilia MFS
pode ser dividida em 74 subfamilias®, onde podemos encontrar os
transportadores heterélogos e enddgenos de S. cerevisiae capazes de carrear
xilose.

Os transportadores enddgenos de S. cerevisiae GAL2 e HXT7 ja foram
descritos como os melhores transportadores capazes de carrear xilose em
levedura®. Entretanto, eles apresentam uma baixa afinidade por esse aclcar,
Km=225.6 + 15.8 mM e Km=200.3 + 13.2 mM, respectivamente?®?. Por outro lado,
esses mesmos transportadores demonstram uma grande afinidade para glicose,
Km=1.9 £ 0.2 mM para GAL2 e Km= 0.5 + 0.1 mM para HXT782. Dessa maneira,
em um cenario industrial 2G, onde temos a presenca tanto de glicose quanto de
xilose em altas concentracfes, o0s transportadores de S. cerevisiae irdo
apresentar uma maior preferéncia para glicose em relacdo a xilose devido a

diferencas de afinidade.
@ L L [

Extracelular

Intracelular

Y o
Uniporter Simporter Antiporter
Figura 7 | Transporte de moléculas contra concentracao de gradiente. Transporte
direto por uma molécula (uniporte), co-transporte através de duas moléculas em uma
mesma direcdo (simporter), e transporte de duas moléculas em dire¢cdes opostas
(antiporte).
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Da mesma maneira, alguns transportadores heterdlogos ja foram
analisados e expressos em S. cerevisiae, visando otimizar a eficiéncia de
assimilacao de xilose pela levedura. Esses transportadores foram isolados de
organismos que naturalmente consomem xilose como Candida intermedia,
Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Neurospora crassa, Debaryomyces hansenii
Aspergillus niger e Trichoderma reesei 2738387 Desses organismos, foi possivel
encontrar transportadores como XUT18, XUT3%, SUT1%88 Xyp29%,
GXF173848889  GXS17384%0 gSUT28, RGT2%' e SUT3% que demonstraram
capacidade de carrear xilose. Além desses genes, muitos outros putativos
transportadores de xilose ja foram testados. Entretanto, pouco foram
funcionalmente expressos em linhagens de S. cerevisiae®. Além disso, aqueles
gue foram funcionais, ndo apresentaram altos desempenhos na assimilacao de
xilose®!,

O melhor transportador heterdlogo descrito na literatura atualmente € o
GXF18!, isolado da levedura C. intermedia, e apresenta uma afinidade por xilose
de Km= 48,6 + 6,5 mM34, superior aos transportadores endégenos GAL2 e HXT7.
Curiosamente, apesar de apresentar maior afinidade em relacdo aos endogenos,
linhagens de S. cerevisiae com o GXF1 apresentaram um crescimento
ligeiramente inferior comparado ao transportador nativo GAL28. O facilitador
GXF1 apresenta alta afinidade por glicose, Kn=2 + 0.6 mM?&* em relacéo a xilose,
Km= 48,6 + 6,5 mM®. Dessa forma, na presenca dos principais aclcares do
hidrolisado lignocelulésico, xilose e glicose, ndo teremos um consumo
simultaneo desses dois aglcares em linhagens recombinantes de S. cerevisiae
expressando GXF1. Mesmo sendo o melhore transportadores ja descrito, ele
permite a assimilacdo da xilose apenas em baixas concentracdes e sem a
presenca de glicose, limitando seu uso em condi¢des industriais de producéo de
etanol 2G8%.88.92,

Dessa maneira, grupos de pesquisa focaram seus esfor¢cos para obter um
transportador de xilose mais eficiente e com maior afinidade para esse agucar
em relacdo a glicose®:93-99, Além da competicdo pelo transporte no ambiente
extracelular, a presenca de glicose intracelular tem um efeito inibidor no
metabolismo C5'%-192. Os mecanismos para superar essa competicdo tanto
extracelular quanto intracelular devido a repressao catabdlica por glicose ainda

estdo sendo estudados e elucidados.
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Uma alternativa encontrada para superar essa competicado extracelular no
transporte dos acucares foi através de modificacbes em sitios especificos
nesses transportadores. Dessa forma, a partir de uma populacdo de variantes
desses transportadores, foram selecionadas proteinas de membrana com maior
afinidade por xilose e baixa inibicao por glicose. Utilizando essa estratégia, foram
gerados mutantes do transportador endégeno GAL2 que apresentou aumento
na afinidade por xilose e uma menor assimilagéo de glicose. A expresséo desse
transportador modificado de GAL2 em linhagem de S. cerevisiae levou ao um

aumento na taxa de co-consumo na mistura dos aclcares!®

Uma nova estratégia encontrada para se estudar os efeitos da inibicdo por
glicose é através do uso de linhagens mutantes com delec6es nos genes que
codificam hexoquinases da via glicolitica (GLK1, HXK1 e HXK2)%,
interrompendo o primeiro passo da via glicolitica. A linhagem hxk° obtida perde
a capacidade de consumir a glicose, mesmo sendo capaz de transportar esse
acucar, acumulando intracelularmente. Assim, essa linhagem né&o reconhece a
glicose como uma fonte de energia intracelular, mas como um inibidor no
crescimento, uma vez que nao sera mais utilizada para o metabolismo. Dessa
forma, através do uso de uma linhagem hxk® um processo de evolucao
adaptativa resultou em mutantes que apresentavam alto crescimento em xilose
e sem a inibicdo por glicose®%. Dois experimentos distintos de evolucédo
adaptativa utilizando leveduras hxk® tiveram diferentes mutac6es dentro da
regido de ligacdo com glicose nos transportadores GAL2% e HXT36%, o que
acarretou na perda da capacidade de transportar esse acucar C6. Contudo, o
transporte de xilose se manteve. Isso ocorreu através da modificacdo de apenas
um aminoacido N376F° e N367A%, em GAL2 e HXT36, respectivamente, que
foram responsaveis pelo aumento da especificidade no transporte de xilose.
Assim, com a perda da interacdo da molécula de glicose com o transportador, a
molécula de xilose fica livre para ser carreada sem que ocorra uma competicao
pelo sitio de ligagdo. Esses novos transportadores obtidos atraveés dessas
modificagcdes pontuais ampliaram as perspectivas para a possibilidade de
construcdo de novas linhagens de S. cerevisiae capazes de consumir
simultaneamente xilose e glicose. Essas variantes de proteinas de membrana

devem ser capazes de carrear xilose com alta especificidade e alta velocidade,
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melhorando a eficiéncia de assimilagdo. Os mecanismos moleculares envolvidos
na repressao catabolica e inibicdo por glicose e, principalmente, como acontece
a repressao do uso de outras fontes de carbono ainda precisam ser
completamente elucidados.

1.4 Desafios do processo fermentativo 2G

Com o aumento da demanda por uma renovagdo na matriz energética
mundial, intensificam-se as pesquisas na area da industria de Segunda Geracao.
A construcdo de linhagens cada vez mais robustas e eficientes capazes de
produzir bioquimicos renovaveis a partir de material lignocelulésico € necessaria
para a viabilizacdo do processo 2G. Além disso, um dos principais gargalos para
o estabelecimento dessa tecnologia € o design e a construcao de metabolismos
mais eficientes para a conversdo dos agucares provenientes da biomassa.

Uma linhagem que possua a capacidade de assimilar e fermentar
simultaneamente os principais acucares do material lignocelulésico, glicose e
xilose, resultara em um aumento da produtividade do processo de producéo.
Para atingir esse objetivo, ocorreu ao longo dos anos uma intensa busca por
transportadores especificos e de alta eficiéncia no transporte de xilose. Entre
agueles que foram funcionais em S. cerevisiae, nenhum apresentou um aumento
significativo no transporte em altas concentracfes de xilose e na presenca de
glicose. Na primeira etapa desse trabalho, identificamos e caracterizamos o
transportador Cs4130 do organismo Candida sojae, representante da classe dos
transportadores uniporte, que demonstrou uma perda natural de inibicdo em
altas concentracdes de xilose. Além disso, Cs4130 pode ser utilizado em
procedimentos de engenharia metabdlica visando o desenvolvimento de cepas
para a industria 2G (Capitulo 1). Contudo, esse novo carreador ainda apresenta
inibicdo promovida pela glicose. Na segunda parte do trabalho, desenvolvemos
plataformas microbianas especificas para desenvolver e selecionar variantes de
mutantes capazes de consumir simultaneamente substratos C5 e C6 (Capitulo
2), figura 8.
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Capitulo 1

Novel xylose transporter Cs4130 expands the
range of sugar uptake at high xylose
concentrations in recombinant Saccharomyces
cerevisiae strains
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Abstract

Background: The need to restructure the world energy matrix based on fossil
fuels and mitigate greenhouse gases emission stimulated the development of
new technologies based on renewable energy. One promising and cleaner
alternative towards energy restructuration is the second-generation (2G) fuels,
produced from lignocellulosic biomass sugars. A major challenge on 2G
technologies establishment is the inefficient assimilation of the five-carbon sugar
xylose by engineered Saccharomyces cerevisiae strains, increasing the
fermentation time. The uptake of xylose across plasma membrane is a critical
limiting step and the recombinant S. cerevisiae strains are not designed with a
versatile xylose transport system capable to transport the pentose in a wide range

of sugar concentrations present in 2G process.

Results: Assessing diverse microbiomes such as the digestive tract of plague
insects or several decayed lignocellulosic biomasses, we isolated several yeast
species capable of using xylose. Comparative fermentations select the yeast
Candida sojae as a potential source of high-affinity transporters. Therefore,
comparative genomic analysis elects four potential xylose transporters whose
properties were evaluated in the transporter-free EBY.VW4000 strain carrying the
xylose pathway integrated into the genome. While the traditional xylose
transporter GXF1 is inhibited at concentrations above 10 g/L, the strains
containing Cs3894 and Cs4130 show superior xylose uptake, not affected at
concentrations up to 50 g/L. An extensive comparison of Cs4130 and GXF1
showed that Cs4130 is a more promiscuous transporter than GXF1 given it
supports higher concentrations of xylose. In addition, Cs4130 variants would
probably result in a diversity of phenotypes not observed in GXF1, placing
Cs4130 as a model to obtain transporters with improved properties regarding the

assimilation of substrates other than glucose.

Conclusions: Considering that xylose concentrations in second generation
hydrolysates reaches high values in several designed processes, Cs4130 are a
profitable candidate for xylose uptake due to natural loss of inhibition. Here we
demonstrate a novel eukaryotic molecular transporter protein that is not inhibited
in high xylose concentrations and can be used as promising target towards

engineering efficient pentose utilization in yeast.
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Introduction

The concern to mitigate the climate change and global warming impacts
led to a commitment to restructure the energy matrix based on fossil fuels. One
promising and cleaner alternative towards energy restructuration demands the
development of sustainable advanced biofuels produced from renewable
lignocellulosic biomass, also known as second-generation biofuels (2G)*1:104-106,
The conversion of plant biomass sugars into bioproducts requires the efficient
extraction and breakdown of the main macromolecular components from the
recalcitrant structure of the plant cell wall. The complex architecture of plant cell
wall presents cellulose (40-50%), hemicellulose (25-35%) and lignin (15-20%) as
major constituents polymers!®197, Cellulose consists on chains of glucose, which
are the most abundant sugar monomer present at the biomass. From the
hemicellulose fraction, xylose, a five-carbon sugar, is the second most abundant
monomer of the lignocellulosic portion.

To be able to convert the totality of biomass-derived sugars in different
bioproducts is essential the development of robust and high-yielding microbial
platforms through synthetic biology approaches. The budding yeast
Saccharomyces cerevisiae has been traditionally used as model eukaryotic
platform to design new routes and engineer metabolic fluxes toward desired high-
value bio-products, including production of fuels, chemicals, foods, feeds, and
pharmaceuticals©®1%° However, the C5 sugar xylose is not naturally metabolized
by wild type strains of the yeast S. cerevisiae, requiring systems metabolic
engineering strategies in order to develop high-performance strains®311°, Xylose
catabolism in S. cerevisiae occurs through integration of heterologous metabolic
pathways associated with adaptive evolution strategies to reshape cellular
metabolism and improve fermentation fitness!!l. Mutations related to fitness-
enhanced phenotypes arises during evolution to alleviate metabolic bottlenecks
and accelerate xylose conversion®%4, Using these combined approaches, is
possible to improve catabolic fluxes and engineer strains to assimilate the C5
sugar xylose rapidly. However, several limitations still need to be addressed to
optimize biomass conversion, including the slow xylose transport by S. cerevisiae

strains.
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The transport of sugars occurs through transmembrane proteins, which
perform the uptake of a wide array of substrates between extracellular and
intracellular environments of the cell. Sugar transporters are mainly members of
the major facilitator superfamily (MFS), found on all branches of life 7>-7".7°, The
MFS members are divided in three classes: uniport transport with a unique
substrate, symporter transport where upon a substrate is usually coupled with an
ion, and antiport transport with two different substrates moving on opposite
directions”™ 7879, Moreover, these transporters are branched on 74 subfamilies
within MFS®, in which some of them include well known membrane proteins that
can transport xylose such as GAL2718L.96,112,113 ' [{XT7181.96,112 GXF1818889 and
GXS17390.114  The budding yeast S. cerevisiae has a set of native hexose
transporters (HXT1, 2, 4, 5, 7 and GAL2) that can import xylose with low affinity
and presents strong glucose repression, limiting fermentation of mixed biomass
sugars®115 S, cerevisiae endogenous transporters have preference to
assimilate glucose over xylose in industrial lignocellulosic hydrolysates,
increasing the time of fermentation®’. The expression of heterologous xylose
transporters in engineered S. cerevisiae strains has already resulted in improved
xylose assimilation rates. For example, the most well described xylose facilitator,
GXF1, isolated from Candida intermedia, improved transport kinetics and xylose
utilization in recombinant xylose-fermenting S. cerevisiae by 3-fold848889.92.116
The glucose/xylose facilitator GXF1 from C. intermedia is considered to be the
most efficient transporter when compared with other known heterologous xylose
transporters®8%92. However, the transport of sugars seems concentration-
dependent. Improvements in transport rates and growth were observed only on
very low xylose concentration, whereas remained unchanged at higher
concentrations81:88.92,

The inefficient and unspecific xylose transport across the plasma
membrane in S. cerevisiae is a major drawback to design microbial platforms for
industrial biomass utilization1°. Identify superior transporter proteins and
molecular mechanisms for improved xylose utilization are essential at the
metabolic engineering field for 2G biorefineries. In this work, by assessing diverse
microbiomes such as the digestive tract of plague insects or several biomasses,
we isolated several yeast species capable of using xylose rapidly. Assessing the

genome of the best xylose-consuming yeast, Candida sojae, we were able to
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identify new xylose transporters members of the MFS. Transporter-free yeast
cells expressing the symporter Cs4130 show increased growth rates on high
concentrations of xylose whereas the traditional well described facilitator GXF1
is severely inhibited. Considering that xylose concentrations in 2G hydrolysates
reaches high values, the new transporter is profitable candidate for metabolic
engineering procedures due to natural loss of inhibition. An extensive structural
analysis by molecular docking and dynamics were conducted to point differences
in residues related do sugar (xylose/glucose) coordination and uptake/trapping.
Here we demonstrate a novel eukaryotic transporter protein that are not inhibited
in high xylose concentrations and can be used as a promising target towards

efficient pentose utilization in engineered yeasts.
Methodology
Media and culture methods

Yeast cells were grown on liquid YP medium (10 g/L yeast extract and 20
g/L peptone) supplemented with 20 g/L D-glucose (YPD) for cell propagation. For
xylose cultivation, D-glucose was replaced for 20 g/L D-xylose. For standard
transformants selection, cells were grown at 30 °C in complete synthetic media
YNB (6.7 g/L yeast nitrogen base without amino acids, Difco) supplemented with
1 g/L drop-out without uracil, 20 g/L glucose and 20 g/L agar'4’. YP were
autoclaved at 121 °C for 20 min and YNB media were filter-sterilized using 0.2-
pum bottle-top filters. Strain EBY.VW4000, kindly provided by Prof. Eckhard Boles
from Goethe university 25, and strain EBY_Xyl1 were grown in synthetic media
YNB plus D-maltose instead of D-glucose, and EBY_Xyll hxk® were cultivated
in 3% ethanol as carbon source. EBY_Xyll expressing transporter genes were
grown in solid synthetic media YNB supplemented with different carbon sources
(D-galactose, D-mannose and D-fructose) for spot assay test. High cell density
fermentation of EBY_Xyl1 expressing heterologous transporters were performed
on YNB supplemented with 5 g/L of casamino acids (Difco), 1 g/L of Tryptophan
(Sigma) and the correspondent carbon source, D-maltose, D-xylose or D-
glucose. The yeast cells isolation media was adapted from Cadete et al.
(2013)148: 6.7 g/L yeast nitrogen base without amino acids (Difco) supplemented

with 1 g/L of complete drop-out, 7 g/L of D-xylose, 0.2 g/L of chloramphenicol and
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for solid media was used 10 g/L D-xylose and 20 g/L agar. The selection media
for strains with pSH65 plasmid was supplemented with 300 pg/ml of zeocin
(Thermo Scientific) on solid plates. For URA3/5-FOA counter-selection
procedure, strains expressing pSH65 plasmid were grown in synthetic medium
supplemented with 440 mg/ml of uracil and 1g/L of 5-FOA (Zymo Research). For
antibiotic resistance, 200 mg/L of geneticin and 200 mg/L of hygromycin was
added to YPD for strains expressing the KanMX4 (G418)'° or hph!®® markers,
respectively. Likewise, 300 ug/ml of zeocin was added for strains transformed
with pSH65%!, Permanent stocks of yeasts and E. coli cells were mixed with

glycerol before storage at — 80 °C.
Isolation and screening of D-xylose-consuming yeasts

The Cb5-yeasts were isolated from two different sites: Sdo Miguel dos
Campos, Alagoas, Brazil, and Cosmépolis, Sdo Paulo, Brazil. Samples from
decayed energy cane and sugarcane and insects’ pests associated with this
material were collected from the first location. Insects pests isolated from corn
were isolated from the second location. The decayed energy cane and sugarcane
samples were collected closest to an ethanol mill, where the material was
exposed to the environment for long periods. The local climate is hot and humid,
with an average temperature from 20 to 32 °C and average annual precipitation
of 1408 mm. Twenty samples from each material were collected in July 2015,
stored in sterile recipients and transported under refrigeration to laboratory in less
than 24 hours, according to Cadete at al., 2013148152, The same procedure was
conducted with the pest insects associated to plant material. From sugarcane
and energy cane materials, 1 gram of each sample was placed separately in 125
mL erlenmeyer flasks containing 50 mL of isolation xylose medium. For insects’
samples, in sterile environment, guts were removed and macerated with a micro
pistil in a 1,5 mL conical tube containing 400 pL of isolation medium, and then re-
suspended separately in 125 mL erlenmeyer flasks containing 50 mL of isolation
xylose medium. The flasks were incubated for 2-6 days in orbital shakers at 27
°C, 150 rpm until growth was visually detected. Five consecutive batches were
conducted in the same medium for population enrichment and selection of strains

capable of assimilating xylose rapidly. After growth, 50 uL of medium were poured
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and spread with drigalski spatula at plate dishes containing xylose isolation solid
medium. Plates were incubated at 30 °C until colonies were observed. The
isolated yeasts were maintained in permanent frozen stocks using 30 % glycerol
solution at -80 °C47,

DNA extraction and molecular identification

The C5-yeast species were identified using the internal transcribed spacer
sequence (ITS1-5.8S-ITS2) and D1/D2 domains. The DNA extraction was
performed using the standard S. cerevisiae protocol for DNA extraction described
in Ausubel, 200324, The ITS1-5.8S-ITS2 and D1/D2 region sequences were
amplified by PCR using GoTaq® DNA polymerase (Promega) as described in
FELL et al., 2000 and Cadete at al., 2013 52, PCR amplicons were sequenced in
a Sanger platform using an Applied Biosystems® Genetic Analyzer 3500. The
amplicons were manually trimmed using a base QV of 20 and grouped in contigs.
These contigs were used in BLASTn megablast program at NCBI website
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). The ITS and D1/D2 domains were
retrieved from type material (CBS - http://www.cbs.knaw.nl/) of the top five hits in
BLASTnN and the sequences were globally aligned against the used query utilizing
Clustal W in MEGA version 653, The query that has <1% divergence to material

type sequence, was considered from the same species of the type strain>*.
Comparative fermentations of xylose-fermenting yeasts

In order to select the most suitable source of genes related to xylose
metabolism, the isolated yeasts, molecularly identified, were compared in YPX
medium. The ability to ferment D-xylose was screened using Durham tubes and
the yeast S. stipitis NRRL Y- 7124 as positive control. The tubes were incubated
at 30 °C on shaker at 150 rpm for 10 days to observe the gas production. The
ability to assimilate xylose of the isolated yeast species were also compared in
erlenmeyers with 150 mL of YPX (30 g/L) in orbital shakers, incubated at 30 °C
and 150 rpm, starting with optical density at 600 nm of approximately 1.0. All the
experiments were conducted in triplicates and samples were collected to

measure optical density and to quantify metabolites with HPLC. The yeast
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Candida sojae was also tested in hemicellulosic hydrolysate obtained from

sugarcane bagasse in the same conditions described above.

Analytical procedures

Samples were analyzed using Waters e2795 HPLC with a Hpx 84h column
from Biorad and measured for glucose, xylose, ethanol, glycerol, xylitol, succinic
acid and acetic acid. A standard curve with known concentrations of compounds
of interest was also analyzed using the same procedure. Ethanol, xylitol and
glycerol yields (Yp/s, g/g) were calculated considering the ratio of the specific
product formation to the sugar consumption. Productivity (Qp, g/L.h) was

calculated as the ratio between product concentration (g/L) and fermentation time
(h).
Phylogenetic methods

The ability to ferment xylose for yeast species used in phylogenetic

analysis was assumed using the description of type strains deposited in
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS - http://www.cbs.knaw.nl/) yeast

collection. Using the Joint Genome Institute JGI-

http://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/species/tree:VybB1A?organism=ascomyc

ota) phylogenetic tree of Ascomycetous species, we chose and downloaded the
deposited genomes from yeasts in near and far branches which our isolates were
present. Orthology prediction of a Markov clustering was implemented in
OrthoMCL® which cluster orthologs and paralogs per similarity in functional
groups called hereafter gene families. These resulting families are given in
numerical descending order, such that larger families come before smaller
families, and FamO being the largest. Transporter families were obtained using
known xylose transporter proteins as baits for a BLAST search. Using
homologous gene families as a starting point, we chose 1255 ortholog single-
copy genes shared by all 18 chosen-species for phylogeny reconstruction. The
adjustment of nucleotide and amino acids substitution models used Bayesian
Information Criteria (BIC) in jModelTest2'% and ProtTest3'%’. Maximum
Likelihood inference was used to reconstruct phylogenies in RAXML v8'%8 with
5000 bootstrap tests for branch support. For transporters’ trees reconstructions,

amino acid and nucleotides were globally aligned using MAFFT and Maximum
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Likelihood inference was carried in IQTree using its own adjustment substitution
model inference (BIC and AIC criteria implemented) and 1000 bootstraps for

branch support.
Plasmid assembly

Expression cassettes and plasmids were assembled in a single reaction
using the Gibson Assembly® Master Mix (New England Biolabs - NEB)®°, and
the backbone pRS426'%° cleaved with BamHI (Promega). The coding sequences
of putative transporters were amplified by PCR using Phusion DNA polymerase
(New England BioLabs - NEB) from gDNA of C. sojae, and the control transporter
GXF1 was amplified from Candida intermedia genome, using specific primers for
each gene (Table S1). Sequences of TDH1 promoter and terminator were
amplified from S. cerevisiae strain LVA1 genome®. Fragments from PCR
amplifications were purified from agarose gel using the Kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System from Promega before the assembly reaction. The
cassettes containing the genes XYL1 and XYL2 from Scheffersomyces stipitis
and XKS1 from S. cerevisiae were amplified from the plasmids pSsXRXDH and
pScXKS (Santos, unpublish results). Both cassettes use URAS3 as marker flanked
by two loxP sites. The correct construction of plasmids and expression cassettes
were confirmed by Sanger sequencing. The main components of the plasmids
are summarized in Table S2.

Saccharomyces cerevisiae strains construction

The molecular techniques were performed using standard proceduresR?.
The S. cerevisiae strains, primers and plasmids used in this study are listed in
table 4 and supplementary tables S1 and S2, respectively. The expression
cassettes containing the genes XYL1, XYL2 and XKS1 were amplified by PCR,
purified from agarose gel using the kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) and used to transform the EBY.VW4000 strain with the
LiAc/SS-DNA/PEG protocol?’. The stable integration of the two expression
cassettes was molecularly verified. The auxotrophic marker URA3 was excised
using the plasmid pSH65 (Cre-loxP system)!®l. The strain was induced on

maltose complete medium for a basal expression of the Cre-recombinase
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enzyme, restoring the uracil auxotrophy. Counter selection was performed using
5-FOA to select strains which excised URA3 gene. The transformation of
EBY_Xyll with plasmids pCIGXF1, pCS186, pCS2608, pCS3894, pCS4130 and
pRS426 was selected in YNB medium lacking uracil and confirmed by PCR. The
deletion of hexokinase genes HXK1, HXK2 and GLK1 was conducted through
insertion of antibiotic markers hph, KanMX4 and ble, amplified from pAG321°,
PFA6KANMX44® and pSH65'%, respectively, resulting in EBY_Xyll_hxk®

mutant cell.

Table 1| S. cerevisiae strains used in the study.

Strain Relevant genotype/feature Source

CEN.PK2-1C hxt13A::loxP hxt15A::loxP hxt16A::loxP
hxt14A::loxP hxt12A::loxP hxt9A::loxP hxt11A::loxP
EBY.VW4000 hxt10A::loxP hxt8A::loxP hxt514A::loxP hxt2A::loxP 125
hxt367A::loxP gal2 A stl1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP

CEN5::pPGK1-XYL1-tPGK1-pTDH1-XYL2-tTDH1,

EBY_Xyll CEN2::pADH1-XKS1-tADH1 This study

EBY Xyll GXF1 pCIGXF1 This study
EBY Xyll 186 pCS186 This study
EBY Xyll 2608 pCS2608 This study
EBY Xyll 3894 pCS3894 This study
EBY_Xyll 4130 pCS4130 This study
EBY_Xyll pRS pRS426 This study
EBY Xyll HXKO hphAhxk1; kanAhxk2; zeoAglk1 This study
EBY Xyll HXK® pRS pRS426 This study
EBY Xyll HXK° 4130 pCS4130 This study
EBY Xyll HXK® GXF1 pCIGXF1 This study

GFP- tagged strains and microscopy

The codon-optimized monomeric GFP mUkG1 from soft coral®! was
synthesized by Genscript and fused to the plasmids pCs4130. Strain EBY_Xyll
harboring the Cs4130-mUKG1 fusion protein was grown on YNB medium without
uracil, supplement with maltose 20 g/L overnight, at 30 °C / 200 rpm. Yeast cells
were examined by confocal fluorescence microscopy (Leica TCS SP8 inverted
microscope). Fluorescence images were taken using the emission signal range
of 503 — 530 nm. Images acquire from fluorescence and phase contrast brightfield

were analyzed on LAS X core software (Leica microsystems).
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Spot growth assay

The growth phenotype of the EBY_Xyll mutants were analyzed by spot
assay as previously described®. The yeast cells were cultured in YNB medium
without uracil, supplemented with maltose 20 g/L for 24 h at 30°C/200 rpm. Cells
were harvested by centrifugation at 3.000 rpm for 5 min, washed three times and
resuspend in water with cell density normalized at ODesoo=1.0. Using an automatic
multichannel pipette, SuL of a ten-fold serial dilution were spotted on plates with
synthetic complete medium without uracil and different carbon sources. The
plates were supplemented with 20 g/L of maltose (control), glucose, galactose,
xylose, mannose or fructose. The dose-dependent xylose growth was
complementarily analyzed using 5, 10, 30 and 50 g/L. Plates were incubated at
30°C for 3 days (maltose), 5 days (glucose, galactose, mannose and fructose)
and 7 days (xylose). All the experiments were performed in triplicate and repeated
at least twice. For EBY_Xyll hxk® drop-assay preparation, the cells were
inoculated in 50 ml erlenmeyer with YNB medium without uracil, supplement with
3% ethanol for 48 h at 30 °C / 200 rpm. Plates were supplemented with 10 g/L of
xylose and glucose (1:1), 10 g/L of xylose and 20 g/L of glucose (1:2) and 10 g/L
of xylose and 50 g/L of glucose (1:5). Control plates were glucose 20 g/L, ethanol
3% and xylose 10 g/L. All experiments were performed in triplicate and plates

were incubated for 10 days.
Batch high cell-density fermentation

To test the C. sojae transporters and compare to the traditional GXF1, the
yeast strains were pre-grown on synthetic complete medium supplemented with
5 g/L of casamino acids and 50 g/L of D-maltose until reach stationary phase.
Cells were collected by centrifugation, washed three times with sterile water and
resuspend at initial ODsoo of 20. Comparative fermentation experiments were
performed using 60 mL of complete medium supplemented with 5 g/L of
casamino acids, 10 g/L and 50 g/L of xylose and for simultaneous glucose and
xylose co-fermentation, 10 g/L of both sugars were used. The cells were
incubated at 30 °C / 200 rpm. Experiments were performed in triplicates and

samples were collected to measure optical density and for HPLC analysis.
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Docking and molecular dynamics analysis

The three-dimensional structural models of Cs4130 and GXF1 were
generated using I-TASSER?'%? with the XylE from Escherichia coli (PDB code:
4GBY) as reference. The identification of the docking binding sites was performed
using the UCSF Dock 6.6 package!®® and UCSF Chimera 1.7%4. The procedures
were the same as described for T4 lysozyme®°. The cavity sites were suggested
by the docking program and confirmed using the crystallographic structures PDB
id: 4GBYas reference. Because a large box was employed for the grid calculation,
300 simulation runs were performed for each substrate. The ligand orientations,
ligand, receptor and overlap bins were set to 0.2 A, and the distance tolerance
for matching of ligand atoms to the receptor was set to 0.75 A. The substrates
were obtained from the HIC-Up database (http://xray. bmc.uu.se/hicup/) and their
charges were calculated using UCSF Chimera (AMBER ff12SB force field). After
the molecular docking studies for Cs4130 and GXF1, the conformations with the
lowest grid energy score were computationally solvated in water (SPC216) and
equilibrated (after energy minimization) using the GROMACS 4.5.5 package?®
and a CHARMM22%¢7 force field over a 5ps time duration.

The Normal Mode Analysis (NMA) was applied to investigate the dynamic
behavior of Cs4130 and GXF1. The Root Mean Square Fluctuation of 20
conformations of the 10 low-frequency modes was obtained by Nonlinear Rigid
Block Normal-Mode Analysis Method (NOLB)*%¢ and evaluated by
GROMACS?'%6 and Pymol®8. All assays were done mimetizing a lipid bilayer

micro-environment.
Results

Isolation and molecular identification of C5 yeasts

Only a small number of heterologous sugar transporters capable of
enhancing xylose uptake in S. cerevisiae have been identified and characterized
to date. Previous reports have been demonstrated that xylose transport in
recombinant xylose-fermenting S. cerevisiae is facilitated by non-specific
endogenous hexose transporters with poor affinity for xylose and can be
improved by expression of a heterologous xylose transporters®:81.90.92,117.118 |
order to explore novel C5 uptake systems, we access the microbiome of potential

sources such as decayed energy cane and sugarcane and insect pests isolated
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from these materials and also from corn plantations. A total of 300 yeast colonies
have been recovered from growth in xylose medium and molecularly identified
from D1/D2 domains and ITS region. The consecutive batches using the xylose
isolation medium was used to enrich the population and select only strains
capable of assimilating xylose more efficiently, resulting in only few species from
each material that dominated the population. The presumable wide diversity in
starting populations colonizing the initial samples was probably severely reduced
In response to a selective xylose-enriched environment. Table 2 summarizes the
results of the 13 yeast species identified and the isolation source of each specie,
confirming the dominance of few species for each material, resulting from

adaptation and competition in xylose as a sole carbon source.

Table 2 | Isolated C5 yeast species with respective original source

C5 yeast specie Microbial Isolation Source

Blastobotrys (Arxula) adeninivorans  Energy cane

Candida boidinii Sugarcane straw

Candida pseudointermedia Corn coleoptera adult

Candida sojae Energy cane Coleoptera larvae
Candida tropicalis Energy cane Lepidoptera larvae
Cryptococcus laurentii Sugarcane colm

Kodameae ohmeri Corn hemiptera

Meyerozyma caribbica Energy cane colm

Pichia sp. Sugarcane Coleoptera adult
Pseudozyma sp. Corn hemiptera

Trichosporon asabhii Sugarcane root basidia
Trichosporon coremeiformi Corn coleoptera adult
Wickerhamomyces anomalus Sugarcane Coleoptera adult

Comparative xylose fermentation

The enriched yeast culture library represents a potential source of novel
specific transport systems for xylose. To discover novel potential gene donors’
candidates for heterologous expression of C5 transporters in S. cerevisiae, we
perform comparative fermentations using xylose as carbon source in order to

measure fithess and rank higher xylose consumption rates. The results from
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Durham tubes indicate that although all strains were able to grow and consume
xylose, none of the evaluated species were able to ferment this sugar. The
inability to ferment xylose is probably caused by an unbalanced redox cofactor
by a xylose reductase with higher affinity to NADPH and a xylitol dehydrogenase
NAD* dependent, a pattern traditionally present in wild C5 yeasts. All species
were able to consume xylose and produce xylitol preferably, with low
concentrations of glycerol and ethanol observed as fermentation byproducts. The
kinect fermentative parameters are summarized in table S1. All yeast cells were
able to consume xylose with a wide difference in consumption rate. In 54 hours
of experiment, starting with 20 g/L of xylose, the differences ranged from 28.5 to
100% of xylose consumed. The four yeasts from Candida genus presented the
best performance regarding assimilation of xylose with approximately 90 % of the
sugar consumed for C. boidinii and 100 % for the others in the group. Except for
C. boidinii, the other Candida yeasts present the highest yields of xylitol with a
maximum of ~ 0.67 g xylitol/g xylose produced by C. sojae. The xylitol
concentration increases to 0.8 g/g in hemicellulosic hydrolysate produced from
sugarcane using C. sojae as a fermentative platform (Figure 1). The
Wickerhamomyces anomalus isolate also performed well compared to the other
yeasts, with a yield of 0.54 g xylitol/g xylose. In YPX medium containing 30 g/L,
under aerobic conditions, the C. sojae isolate consumed all the sugar in
approximately 70 hs, starting with a low cell density, producing practically only
xylitol as a fermentation product and very low concentrations of ethanol and
glycerol (Figure 1), at yields similar to those reported for other Candida yeasts!®-
121 Our group previously sequenced the genomes of two isolates from Candida
genus - C. boidinni and C. sojae isolates'??. We hypothesized that, since C. sojae
displayed a fast xylose consumption compared to other strains, the isolate is
possibly a promising source of novel xylose transporter-encoding genes for

heterologous expression in S. cerevisiae.
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Figure 1 | Candida sojae fermentation of xylose as a sole carbon source. C. sojae
were cultivated in YPX (20 g/L) in batch fermentation with a low initial optical density of
0.5. The fermentation was performed in triplicate and error bars represent standard
deviation from the average of values.

Genome mining of xylose transporter-encoding genes from C. sojae

A set of known microbial xylose transporters from public databases were
used as a bait to screen putative and promising transporter genes in C. sojae
genome and classify as symporter or facilitator. Transporter gene families had all
their genes clustered between themselves in the phylogeny, except Aal938,
which was closer to Fam4266 than to the rest of Fam63, the one it was clustered
in OrthoMCL (Figure 2A). This shows that OrthoMCL successfully separated
homolog gene families for yeasts transporters. Four of the five gene families had
at least one known xylose transporter (bold in figure 2) clustered in their clades
allowing some inference on the phenotype of each family genes. Comparing
yeast transporter genes with other fungi, the mstA transporter from A. niger is in
the family 5386 tree and grouped with a Lipomyces starkeii transporter (Ls6310).
This observed relationship is not expected by species phylogeny as A. niger is
an Ascomycete from a different Class. In the same way, the bacterial transporter
glcp from B. subtilis clustered with family 8 yeast transporters instead of clustering
with other bacterial transporters as expected. The incongruence among gene
trees and the species phylogeny may arise from different factors as horizontal

gene transfers, incomplete lineage sorting and also as similar selective pressures
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leading to sequence convergence. Gene family expansions are easily recognized
throughout yeast transporter phylogeny (Figure 2). In family 8, Cs3894 and
Cs4130 appear as copies from a putative gene duplication in the base of Pichia,
Spathaspora and Candida clade (Figure 2B), where the first shares a subclade
that follow species phylogeny!?® and the second in a subclade exclusive of C.
sojae, C. tropicalis and C. tanzawanensis, putatively being lost in Pichia and
Spathaspora lineages. In family 4266, Cs186 is a putative result of many
duplication events inside C. sojae lineage (Figure 2D). The high duplication rate
coupled with high conservation of these genes suggest that these transporters
are dosage-dependent as reported for hexose transporters'?*. For dose
dependent genes, it is potentially adaptive to increase gene number maintaining
sequences characteristics because it implies in higher transcription and a larger
number of proteins working on the cell. In this way, transporter genes that
undergo recent duplication events might being evolving under a selective
process. By using an evolutionary approach for xylose transporters prospection
of gene candidates for industrial applications, we hypothesize that transporters
from our dataset more closely related to xylose transporters known from literature
would have a similar capacity for uptaking this pentose. We then selected as
candidates closely grouped genes to these transporters, such as Cs4130 and
Cs3894 (close to GXF1), as well as some more distantly grouped - Cs186, a
whole orthogroup distant from XUT1, XUT3 and Xylhpl and Cs2608, close to
GXS1. Based on alignment, Cs186, Cs3894 and Cs4130 are facilitators and
Cs2608 is a symporter.

Fam5386

Fam63

Fam5b327 transporters
Q5A1DT - Candida albicans (xUT7) B symporter
Aa1938 (Famé3) facilitators
Fam4266

GATIRT - Serendipita indica (PIIN_05137)

Plants (A. thaliana - STPs)

Bacterias (E. coli - xylE, araE) R

0.7

| Fam8 > Putative C5 Candida sojae
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Figure 2 | Phylogenetic inference for transporter gene families in yeasts. The gene
tree was reconstructed using maximum likelihood method as implemented in 1Qtree, with
branch support estimated using 1000 bootstrap replications. A collapsed version
showing relationships among families and the known transporters for other fungi, plants
and bacteria is shown in A. Expanded versions for each family of yeast transporters are
in B-D. Already characterized xylose transporters are identified in squares. Light gray
squares demonstrated sugar transporters from facilitator class, and dark gray square
from symporter class. Arrows indicate putative C5 transporter proteins from Candida
sojae.

C. sojae transporters mediate uptake of various carbon sources

The substrate spectrum from the selected sugar transporters Cs186,
Cs2608, Cs3894 and Cs4130 was tested on the strain EBY_Xyll, a modified
yeast cell derived from EBY.VW4000, which lack transporters of the families
HXT1-17 and GAL2, and is not able to grow on glucose as a sole carbon source?>.
EBY_Xyll was designed with the integration of an expression cassette containing
the genes XYL1 and XYL2 from S. stipitis in the vicinity of centromere five, and
an additional copy of xylulokinase (XKS1) was stably integrated near CEN2. The
three genes were expressed under the control of different strong constitutive
promoters of genes from the glycolytic pathway of S. cerevisiae (Table 4). The
candidate transporters were cloned in a multi-copy vector pRS426 using the
promoter and terminator regions of TDH1 from S. cerevisiae. As a positive
transport-system control, we choose the traditional xylose-facilitator GXF1 from

C. intermedia, since this gene is well-known as the best heterologous xylose
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transporter already described on literature®92, The plasmids expressing the
cloned putative C5 transporters were used to transform the EBY_Xyl1 yeast cell.
The candidate transporters were fused to a codon-optimized GFP-mUKG1
sequence to confirm the correct cellular localization in the yeast cell membrane
and observed using a confocal microscope. The yeast cells expressing the GFP-
tagged plasmids presented a fluorescence halo in the cell periphery indicating
the correct localization in the cell membrane as observed in figure 3. However,
the presence of fluorescence in the cytoplasm in few yeast cells was observed,
indicating possible degradation through ubiquitination or incorrect folding caused

by a multi-copy gene expression.

A eGFP Bright field Merge

B

"M XKs1 E%W

pCs4130-GFPtag
9113 pb . : .
Figure 3 | Subcellular localization of
Cs4130 Cs4130 »

tested transportersin S. cerevisiae cells.

. A. Design of EBY_Xyll cells with an

e integrated XR/XDH/XKS pathway and a

multi-copy vector expressing the transporter fused with a codon-optimized eGFP-

ymUKGL1. B. A confocal image confirm the presence of a fluorescence halo in the cell

periphery indicating the correct localization in the cell membrane. Bright field and

florescence imagen were taken by a confocal microscope and merged. Scale bars = 5
pm.

We analyzed the substrate spectrum of EBY_Xyll mutants carrying the
sugar transporters using six different carbon sources on solid plate — 2% maltose
(control), mannose, fructose, xylose, glucose and galactose. The transformants
were grown overnight to the exponential phase and spotted in 10-fold serial
dilutions onto solid plates. This analysis shown that C. sojae transporters restore
growth of EBY_Xyl1 strain in all sugars tested (Figure 4). Curiously, the control
strain EBY_Xyll carrying pRS426 plasmid shown a slight background on
galactose and xylose. Parental strain EBY.VW4000 was previously described to
show basal growth on galactose!®. As this background was similar comparing
these two sugars, probably, the remaining transporters on the EBY.VW4000
strain which confer growth on galactose could be responsible for this behavior

observed on xylose. However, on other sugars tested, except maltose (control),
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no growth was demonstrated using the control EBY_Xyll pRS426 strain. All the
tested transporters were functional and able to restore growth in all evaluated
carbon sources showing a broader substrate specificity. The only exception was
Cs186 which presented a slight background growth similar to pPRS426 control on
xylose, indicating that this transporter is unable to assimilate this sugar. Cs3894
and GXF1 were able to support better and similar patterns of growth on glucose,
mannose and fructose compared to the other transporters. The strain expressing
the Cs2608 present a poor growth on mannose and glucose compared to the
other substrates. And Cs3894 and Cs4130 presented a superior growth on 20

g/L of xylose and, interestingly and not expected, the growth of the strain

expressing Cs4130 were better on xylose than glucose.
Maltose Glucose Mannose

Figure 4 | Functional profile of sugar affinities of C. sojae transporters. A. Drop-
assay analysis on different sugars, 20 g/L, of EBY_Xyl1 strain expressing the indicated
transporters and the control vector pRS426. Plates were incubated at 30°C for 3 days
(maltose), 5 days (glucose, mannose, fructose and galactose) or 7 days (xylose). Yeast
cells inoculum were grown in complete medium without uracil supplemented with
maltose for 24 hours. Initial ODsgo Was established at 1, before a serial dilution. Yeast
dilution are represented by the triangle above each spot. All experiments were performed
in triplicate.

46



Growth on different range of xylose concentrations

The budding yeast S. cerevisiae successfully evolved and adapt to survive
by expanding the repertoire of high and low-affinity glucose transporters and by
adjusting the expression regulation levels to be able to capture sugar in different
concentrations 1?6, The extracellular sugar concentration on growth media
reflects the transporters expression levels and stability in cellular membrane and
this ability allows the survival against adversity in different environments and
conditions?’. The expression of genes from HXT family in S. cerevisiae is mostly
regulated by differences in glucose levels!?. For example, HXT7 is a high-affinity
transporter, upregulated in low glucose levels and degraded in high
concentrations??7:129.130 Similarly, HXT3 is a low-affinity transporter, expressed
on high glucose concentration, but are inhibited on low glucose
environments!?7131

S. cerevisiae was not originally designed to assimilate xylose and does not
have a vast repertoire of transporters capable to assimilate this pentose in
different concentrations, and neither present a fine-tuned expression regulation
adjusted for this purpose. The heterologous xylose transporters previously
described in the literature were able to allow growth of engineered S. cerevisiae
strains only in low concentrations. GXF1 is an example and allows growth of S.
cerevisiae only in very low xylose concentrations. The design of microbial cell
factories to efficiently convert biomass sugars in biorefineries requires the
introduction of transporters and adjustment of the regulation levels to create
strains that are able to incorporate xylose in different concentrations available in
lignocellulosic hydrolysates. In this context, in our experiments, we introduce a
broader screening range in order to identify and characterize putative xylose
transporters with different properties.

The growth of EBY_Xyl1 mutants carrying C. sojae transporters and GXF1
as positive control was compared in solid medium with 0.5, 1, 2, 3 and 5% of
xylose as a sole carbon source. The facilitator GXF1 restores growth in all xylose
concentrations. Analyzing the results of GXF1, it is possible to notice a decrease
in growth with increasing concentrations of xylose. Although this facilitator allows
a higher growth of EBY_Xyl1, compared to all other C. sojae transporters on low

xylose concentrations, 5 and 10 g/L, on intermediary and high concentrations, a
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natural inhibition was observed. Previously studies reported that S. cerevisiae
mutants expressing GXF1 presented a significant growth improvements only at
low xylose concentrationsse92, Surprisingly, the C. sojae transporters Cs3894 and
Cs4130 demonstrated an opposite behavior allowing improvements on growth in
intermediary and higher xylose concentrations, 30 g/L and 50 g/L respectively,
figure 5A. The EBY_Xyl1 cell expressing Cs4130 showed a better growth pattern
compared to the other transporters in high concentrations of xylose, showing a
natural loss of inhibition in contrast to commonly observed in GXF1. The spot-
assay experiment in different xylose concentrations were repeated three times,
and each experiment was conducted in triplicate to confirm the growth patterns.

The spot-assay results were also confirmed in liquid media in a high cell
density fermentation assay, using EBY_Xyll pRS426 as a control strain and
xylose as only source of carbon. Since Cs4130 presented the most interesting
results, we focus the new experiments only on this facilitator. The yeast cell
expressing Cs4130 were able to assimilate xylose and grow in both 10 and 50
g/L, although it has shown higher volumetric productivity in superior
concentrations (Figure 5A and B). In both concentrations, in the first hours of
collection and analysis, productivity was higher and decreased during
fermentation. Besides the constrain in transport, the uptake can be impaired by
a slow xylose catabolism present in EBY_Xyl1, as this strain will have redox
balance limitations with the XR-XDH pathway. The degree of xylose uptake in
engineered S. cerevisiae is dependent on the downstream pathway flux and the
xylose concentration in the medium®2. But it is clearly observed the higher
productivity in 50 against 10 g/L of xylose, with productivity differences of up to
50.03% in the first 24 hours of fermentation and 52.12% in 72 hours, reinforcing
the non-conventional pattern of growth of Cs4130 observed in spot-assay

experiments.
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Figure 5| Functional profile of concentration-dependence of C. sojae transporters.
A. Growth on different range of xylose concentrations demonstrating an
uptake/concentration dependency. Yeast dilution are represented by the triangle above
each spot. All experiments were performed in triplicate. B. High cell density fermentation
of Cs4130 in xylose at 50 g/L (B) and 10 g/L (C). The fermentations were conducted on
YNBX medium at 30°C, 200 rpm. Control represent the EBY_Xyll harboring empty

vector pRS426. Yeast dilution are represented by the triangle above each spot. Error
bars represent standard deviation from average measures from triplicates.

Simultaneous consumption of glucose and xylose on Cs4130

The main sugars of 2G hydrolysates from lignocellulosic biomass are
glucose and xylose. The efficient co-assimilation of these two sugars are
essential to competitively convert biomass into fuels and chemicals’®. All xylose
transporters previously described in literature are severely inhibited by glucose.

Membrane transporters present higher affinity for glucose, limiting the efficiency



in capture xylose due to substrate competition and consequently decreasing
fermentation efficiency in the presence of both sugars!®?. Therefore, we tested
the simultaneous consumption of glucose and xylose on a high-density
fermentation using a C6/C5 mixture, with 10 g/L of each sugar and EBY_Xyll
strain expressing Cs4130 (Figure 6A). This fermentation showed a faster glucose
consumption in the first 10 hours. A very small amount of xylose was consumed
in this period, confirming, as expected, a higher affinity for glucose compared to
xylose. As an example, the facilitator GXF1 is known to have a higher glucose
affinity (Km glucose = 2.0 + 0.6) compared to xylose (Km xylose = 48.7 + 6.5,)84. The
preferential glucose consumption confirmed that Cs4130 does not bypass
glucose inhibition, similarly as observed for GXF1.

To further evaluate the glucose inhibition of Cs4130, from EBY_Xyl1, we
constructed the strain EBY_Xyll hxk® by disrupting the glycolytic pathway
through gene knockout of three hexokinases: HXK1, HXK2 and GLK1, and further
restored sugar uptake by expression of individual heterologous transporters,
Cs4130 and GXF1. The derived strain can normally assimilate the glucose
molecule from extracellular media but is not capable to metabolize this sugar as
a carbon source. Therefore, it is a platform to analyze the glucose inhibition in
the mixture of sugars. Since glucose or maltose cannot be used anymore for
growth, we used 3% ethanol as a positive control. EBY_Xyll hxk® strains
harboring individual heterologous transporters, showed, as expected, growth on
xylose and impairment on glucose uptake. The glucose inhibition test was
performed in three different concentrations of C5/C6 mixtures on solid media. The
xylose concentration was maintained on 10 g/L and glucose were added to final
concentrations of 10 g/L, 20 g/L and 50 g/L, respectively. The inhibition test
showed that yeast cells expressing both transporters were unable to restore
significant growth on the different mixtures, even on low glucose concentrations
(Figure 6B and C). This phenotype indicates that these heterologous transporters
show natural higher preference for glucose over xylose, which leads to growth

impairments on hxk? strains on the presence of both sugars.
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Figure 6 | Glucose inhibition of Cs4130in glucose and xylose mixtures. A. High cell
density fermentation of Cs4130 in xylose and glucose co-fermentation. The
fermentations were conducted on complete medium at 30 °C, 200 rpm. Control represent
the EBY_Xyll harboring empty vector pRS426. Error bars represent standard deviation
from average measures from triplicates. B. Drop-assay analysis on EBY_Xyl1l hxk®
strain expressing the indicated transporters. Cells were grown on complete medium
without uracil supplemented with 3% ethanol for 56 hours before a serial dilution. The
initial ODeoo Was established on 1. Yeast dilution are represented by the triangle above
each spot Plates were incubated at 30 °C for 7 days.
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Docking and Normal Mode Analysis (NMA) point out different behavior of
xylose bound Cs4130 and GXF1

The modelled structures of Cs4130 and GXF1 were acquired in I-TASSER
servert33, both showing the typical fold of MFS transporters: 12 transmembrane
(TM) a-helix with the N- (TM1-TM6) and C- (TM7-12) termini facing the
intracellular side'®* (Figure 7). Both models showed high TM-scores (>0.6) with
GLUT family of transporters, typical of mammals (PDB code: 5C65, 4YBQ and
4PYP); XylE and GIcPSE, from bacteria (4GBY, 4LDS); and STP10, from
Arabidopsis thaliana (6H7D).

Cs4130

Extracellular

Transmembrane

Intracellular

Figure 7 | Crystallographic and modelled structures of XylE (4GBY) and Cs4130/GXF1,
respectively, embedded in cytoplasmatic membrane. XylE, Cs4130 and GXF1 show the
typical fold of MFS transporters. The 12 transmembrane a-helix in Cs4130 and GXF1
were assigned based in XylE.

XylE, a D-xylose:H+ symporter found in Escherichia coli showing 27.02
and 25.56% identity (amino acids) with Cs4130 and GXF1, respectively, was
employed as a model in this work. A seminal work revealed the outward-
facing/partly occluded crystallographic structure of the xylose (4GBY) and
glucose-bound (4GBZ) XylE. In addition, some residues mutated in XylE resulted
in a decrease or abrogation of xylose transport3®. Their counterparts in Cs4130,
GXF1, STP10 and GIcPSE are conserved suggesting their role in sugar transport
(Figure 8A, Table S5).

Through docking analysis, Cs4130 and GXF1 bind to glucose, fructose,
galactose, mannose and xylose (Table 3), which agrees with Figure 4 (spot
assays with sugars). Even that Cs4130 and GXF1 share the same sugar-binding
regions (Figure 8A), the free energy binding (kcal/mol) are distinct taking the

same monosaccharide into consideration, except for fructose. It possibly reflects
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the differences in the vicinity of the residues bound to the sugar. Xylose showed
a slightly low free energy binding, and thus, high binding affinity for Cs4130
compared to GXF1 (Table 3).
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Figure 8 | Alignment of amino acid sequences of Cs4130, GXF1, STP10, XylE and
GIcPSE (A) and superposition of XylE (pale pink) and Cs4130 (pale green)
intermembrane residues related to xylose (green) transport (B). The conserved residues
are framed and were assigned based in Sun et al. (2012).

An extensive analysis of XylE, Cs4130 and GXF1 was carried out to infer
the molecular mechanisms related to the improved assimilation of xylose by
Cs4130 over GXF1. Functional studies with XylE*®> provided valuable tips about
the behavior of Cs4130 and GXF1 bound to xylose. The distance of F24, G83,
R133, E153, R160, Q168, Q288, Q289, N294, Y298, N325, G340, R341, W392,
E397, R404, Q415 and W416 to xylose (A) was measured using 4GBY as
reference (Table 4). Given the superposition of these residues in XylE, Cs4130
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and GXF1 (Figure 2B, highlighting the TM residues), the distance to the ligand

was considered as the same for all targets.

Table 3 | Free energies of binding (kcal/mol) of Cs4130, GXF1 and XylE with
monosaccharides trough docking analysis

GRID SCORE (kcal/mol)

Transporter Monosaccharides

Glucose Fructose Galactose Mannose Xylose

Cs4130 -32.9 -29.7 -30.5 -31.6 -28.8
GXF1 -29.3 -29.9 -29.3 -29.8 -26.0
XylE -31.0 -30.4 -33.3 -33.9 -27.4

Some residues which interact with xylose by hydrogen bonds [Q168 (2.3
A from xylose), Q288 (2.9 A), N294 (2.9 A) and Y298 (4.3 A)] were mutated to
alanine and evaluated through docking analysis (Table 4). N325 was chosen as
a control given that N325A did not affect the transport of xylose, probably
because it is not involved in sugar binding (distance of 6.7 A from the ligand)*35.
It is noteworthy that small variations in the free energy binding (~ +0.7 kcal/mol)
(Table 4) change the behavior of XylE given that Q168A, Q288A, N294A and
Y298A versions lost their ability to transport xylose!3. In addition, the free energy
binding of the N325A was equal to the wild-type (WT) (-27.4 kcal/mol) validating
our docking data by agreeing with the functional studies carried out by Sun et al.
(2012) 35, Taking the results of Table 4 into consideration, mutants 1/5 and 2 of
Cs4130 and GXF1, respectively, would probably result in altered xylose
transport.

Cs4130 seems to be more susceptible to phenotypic changes upon
mutations than GXF1 given the variation in the free energy binding of mutants
compared to the respective WT. This behavior was also observed for Cs4130
and GXF1 mutants I1191A, 1195A, F322A, F323A, 1416A (1419A in GXF1), F419A
(F422A in GXF1) and Y428A (Y431A in GXF1) (Table S6). These residues were
chosen in Cs4130 based in their closeness to the ligand. Then, changes in xylose
transport are expected in mutants Q188A, 1191A, I195A, F322A, F324A, N349A,
1416A and F419A for Cs4130, but only in 1191A, I1195A and Q314A regarding
GXF1.



Docking analysis was applied to investigate the effect of xylose-closeness
residues in transport. The possible roles of distant residues in the protein
dynamics were calculated using the nonlinear rigid block normal-mode analysis
method®*® looking for the low-frequencies normal modes which reveal the
behavior of sugar-bound Cs4130 and GXF1.

The average of the dynamical regimes (Root Mean Square Fluctuation,
RMSF) of WT Cs4130 and GXF1 did not point out any differences in the
transporters’ behavior (data not shown). Then, the residues G120, G153, E173,
R180, G364, R365, E433 (E436 in GXF1), K440 (K443 in GXF1) and W452
(W455 in GXF1), with distances from xylose underlined in Table 4, were mutated
to alanine in Cs4130 and GXF1 and the dynamical regimes were compared with
the respective WTs.

Figure 9A and C show the RMSD average of Cs4130 and GXF1,
respectively. Mutant R365A Cs4130 changes the behavior of WT Cs4130 in the
low-frequency modes 6-8 (Figure 9B, only mode 6), also affecting the residues
50-60 (TM1), 250 (cytoplasmatic region) and 290 (cytoplasmatic region),
probably altering the transport of xylose in Cs4130. Regarding GXF1, the
dynamical regimes were quite stable considering all low-frequency modes
(Figure 9D).
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Figure 9 | Average of the dynamical regime of Cs4130 (A) and GXF1 (B). The low-
frequency modes 6 is shown for Cs4130 (C) and GXF1 (D). The flexibility of the residues
were evaluated using the root mean square fluctuation (RMSF).

Table 4: Distance of each residue mutated in XylE from xylose (A) and free energies of
binding (kcal/mol) of Cs4130, GXF1 and XylE with xylose through docking analysis

GRID SCORE (kcal/mol)

XylE Cs4130 GXF1 Distance to
xylose (A)
Wild-type -27.4 -28.8 -25.8 -
F24 F58 F58F 3.9
G83 G120 G120 22.0
R133 R153 R153 11.7
E153 E173 E173 17.8
R160 R180 R180 14.3
Mut 1 Q168 (-28.3/0.9) Q188 (-26.4/2.4) Q188 (-25.5/0.3) 2.3
Mut 2 Q288 (-26.4/1.0) Q314 (-28.1/0.7) Q314 (-24.9/0.9) 2.9
Q289 Q315 Q315 3.0
Mut 3 N294 (-28.1/0.7)  N320 (-28.2/0.6)  N320 (-25.2/0.6) 2.9
Mut 4 Y298 (-26.4/1.0) Y324 (-28.1/0.7) Y324 (-25.8/0) 4.3
Mut 5 N325 (-27.4/0) N349 (-26.9/1.9)  N349 (-25.7/0.1) 6.7
G340 G364 G364 15.8
R341 R365 R365 14.3
W392 Y428 Y431 31
E397 E433 E436 14.2
R404 K440 R443 16.1
Q415 N451 N454 2.7
W416 W452 W455 4.8

Residues next and far from ligand (xylose) are highlighted in bold and underlined, respectively.

In all mutants, the native residue was replaced by alanine.
The free energy of binding (kcal/mol) of mutants and the difference from the wild-type are between parentheses.

Mut, mutant.

Discussion

Metabolic engineering of microbial platforms for 2G biorefineries relies on

the development of an efficient transport system to capture all the sugars from

biomass®364, The xylose uptake across plasma membrane is a critical limiting

step in recombinant yeast strains, reducing the efficiency of downstream

pathways and conversion in high value added bioproducts. In the course of

evolution, S. cerevisiae was highly equipped with a diverse and multipurpose
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transport system in order to deal with different conditions and challenging
environments. The whole-genome duplication event expanded the repertoire of
glucose transporters that S. cerevisiae has at its disposal and allows efficient
growth in a wide range of concentrations!?®. S. cerevisiae present 18 genes
encoding hexose transporters - Hxt1p-Hxt17p and Gal2p, that belongs to a Major
Facilitator Superfamily (MFS). The endogenous transporters can be defined by
the different degree of glucose affinities, from low (Km of 50-100 mmol I=") to high-
affinity (Km of 1-2 mmol I"'), and are dependent from glucose concentration in
extracellular environment’4193, The transport system is also fine regulated at the
transcriptional and post-translational levels to adapt to different glucose
concentrations®®!. During xylose assimilation, engineered strains of S. cerevisiae
does not have all these transport system options. And neither has a regulated
signaling system that allows the pentose uptake in a range of different
concentrations. Using an in vivo biosensor panel associated with three major
signalling pathways, a recent work demonstrates that an engineered C5 S.
cerevisiae strain senses xylose differently from glucose. The signal triggered at
high concentrations of xylose was similar to the carbon limitation signal observed
at low glucose levels'3”138 |n addition to the differences observed in cell
signaling, in order to overcame transport limitations that results in low assimilation
rates, a global modification at the xylose transport system is necessary with the
integration of facilitators capable to transport xylose in a wide range of sugar
concentrations.

The nature already evolved many pentose-assimilating yeast species that
transport xylose with high and low affinities and the functional expression of only
a few heterologous transporters were demonstrated to improve xylose uptake in
recombinant S. cerevisiae strains®®81.838591 For example, the xylose transporter
SUT1 isolated from S. stipitis were able to improve xylose consumption by 25%
and increase ethanol yield by 17% on recombinant S. cerevisiae cells®®. The
transporters, An254, AXT16, XYLH7, and MGTO051968 from C5 yeasts
Neurospora crassa®®, Pichia guilliermondiit®®, Debaryomyces hansenii®® and
Meyerozyma guilliermondiit'®, respectively, were also able to restore significant
xylose growth on expressing strains. Even Arabidopsis thaliana xylose
transporters, At5g17010 and At5g59250, were responsible for 25% and 40% of

improvements in xylose consumption rate, respectively, on S. cerevisiae

o7



strains!!’. As described above, the facilitator GXF1 isolated from C. intermedia®
is described as the best heterologous xylose transporter, although, it was only
capable to capture xylose efficiently at low sugar concentrations88%92, GXF1
transporter shown an intermediary affinity to xylose and a glucose preference 20-
fold higher84,

By assessing microbiomes such as the digestive tract of plague insects
and several decayed biomasses, we isolated several pentose yeast species
capable of naturally using xylose (Figure 3A). The directed cultivation in xylose
with successive batches limited the natural diverse population by substrate
competition and allowed the isolation and molecular identification of only few
species able to consume xylose more efficiently. Since these strains competed
to grow in xylose, an efficient transport system to capture the C5 sugar is
expected. Comparative fermentations select the yeast C. sojae as a potential
source of high-affinity transporters. C. sojae was isolated from the intestine of a
Coleoptera larvae collected internally from an energy cane stalk (Table 2). From
genome analysis'??, well-known eukaryotic xylose transporters, such as
HXT771729 GAL2719 XUT181, XUT38, SUT168:83 GXS18490.140 GXF1738488.89
Xylhp8t and others members from Major Facilitator Superfamily (MFS) were used
as baits to select the transporter-encoding genes Cs186, Cs2608, Cs3894 and
Cs4130. Members of MFS are classified on three transport groups: uniport,
antiport and symporter”’°, From phylogenetic comparative analysis, figure 2,
two of the elect C. sojae transporters, Cs4130 and Cs3894 shown proximity
sequence to members from uniport transport, as GXF1, HXT7 and GAL2,
whereas Cs186 is related to XUT3 from S. stipitis. However, Cs2608 was more
related to symporter transporters, as GXS1. Therefore, these sequence
similarities suggest that Cs186, Cs3894 and Cs4130 transporters are novel
members of uniport transporters and Cs2608 represent a new xylose/glucose -
H* symporter.

All selected C. sojae transporters were tested on strain EBY_Xyll, a
modified version from EBY.VW4000%%°, expressing the XR/XDH/XKS xylose
consumption pathway (table 1). This analysis shown that C. sojae transporters
restore growth in all sugars tested, showing a broader substrate specificity
(Figure 4). Regarding Cs186, its low xylose transport capacity may be explained

not only by the distant relation to known xylose carriers, but also by the presence
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of many identical copies on C. sojae genome (Cs186, Cs173, Cs183, Cs136) as
shown in the polytomy in figure 2D. As transporters are dose-dependent, this low
capacity could be compensated by these extra copies, which together supply
xylose uptake for C. sojae cell. Cs2608 is a symporter and only few examples
were functionally expressed on S. cerevisiae previously in literature. Despite
being functional and restoring EBY_Xyl1 growth, Cs2608 performed poorly on all
tested sugars, especially on glucose and mannose (Figure 4).

The growth profile observed in xylose were different comparing C. sojae
transporters and concentration-dependent (Figure 5A). While the traditional
xylose transporter GXF1 is inhibited at concentrations above 10 g/L, the strains
expressing Cs3894 and Cs4130 show superior xylose uptake, not affected at
concentrations up to 50 g/L (Figure 5A). Considering that xylose concentrations
in 2G hydrolysates can reaches high values, Cs3894 and Cs4130 are profitable
candidates for xylose uptake due to natural loss of inhibition. Interestingly,
Cs4130 restores a better growth of recombinant strains at high xylose
concentrations than at low concentrations presenting an opposite behavior to
GXF1. Since Cs4130 enabled better growth compared to Cs3894, especially in
higher concentrations, we decided to focus the analysis with only the first
facilitator. The fermentation in liguid media confirmed the non-conventional
pattern of growth of Cs4130 observed in spot-assay experiments, presenting a
higher productivity in 50 against 10 g/L of xylose.

Simultaneous uptake of glucose and xylose are highly desirable in
engineered 2G strains. The cells expressing a heterologous xylose assimilation
pathway preferentially consume glucose and a diauxic growth is observed in
hydrolysates. The glucose repression effect is caused mainly by competition for
uptake through hexose transporters!4l, To investigate if the transport mechanism
of Cs4130 alleviates the glucose inhibitory effect, we tested different growth
conditions with mixtures of glucose and xylose. High-cell density fermentation
with an equal concentration of both sugars, figure 6A, shown that glucose was
consumed preferentially in the first 10 hours, indicating a higher preference for
glucose over xylose. We disrupted the glycolysis in EBY_Xyll hxk°, uncoupling
the glucose uptake from its metabolization, similarly as the strategy described by
Farwick, et al®8. The mutant cell is unable to metabolize glucose through knockout
of hexokinase genes (HXK1, HXK2 and GLK1)%132 EBY_Xyl1l_hxk° expressing
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GXF1 and Cs4130 showed strong glucose inhibition on a mixture of C5 and C6
(Figure 6B). Higher glucose concentration on mixtures of C5 and C6 decreases
overall the growth of the strain. The strong glucose inhibition on HXK null strain
were seen previously for GAL2 native transporter which showed a high affinity for
glucose over xylose.

Sugar transport in cells is a dynamic event where transmembrane proteins
oscillate between the outward/occluded and inward/occluded states. Some
residues make the path for ligand mainly by hydrogen bonds which are constantly
redesigned in order to pull the sugar to the cytoplasmatic face'#2. By measuring
the residue-ligand distance, some valuable information about the residues
directly related to sugar transport as those responsible for protein dynamic
properties such as atom fluctuation and conformational changes in side-chains
can be obtained43,

Several residues related with xylose transport were highlighted in the work
carried out by Sun et al. (2012)*%. Even sharing the same sugar binding regions,
the response of Cs4130 and GXF1 to sugars is different, probably given the
vicinity of residues in contact with sugars. The potential contribution of residues
distant to xylose to transport in Cs4130 and GXF1 was evaluated by Normal
Mode Analysis (NMA). NMA assumes that modes exhibiting the lower
frequencies describe the largest movements in a protein considering that alpha
carbon motions describe the entire backbone motions44145, The mutation R365A
in Cs4130 changed the dynamics regime of the residues 50-60, 250 and 290
(Figure 9B) while the RMSF of GXF1 remained quite stable in all 10 low-
frequency modes evaluated for all protein variants (Figure 9D). The TM1 region
harbors the residue F24, essential for xylose transport in XylE*®, and L50-F60 in
Cs4130. Then, the variant R365A possible will result in a different phenotype in
Cs4130. Interestingly, Young et al.1** showed that the conserved motif G-G/F-
XXX-G in TM1 is related to the preferential consumption of xylose over glucose
in MFS family transporters. Changes in the variable region, represented by X,
improve xylose uptake and attenuate glucose transport. Cs4130 presents the
same conserve motif, however, the variable region shows a unique sequence:
Y56, V57, and F58 (Figure 8). Amino acid changes in the variable region of the
symporter GXS1 isolated from C. intermedia resulted in improved xylose

affinity®%114, Qureshi et al. (2020)14¢ showed that polar interactions of residues
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about 15A from sugar are determinant for the transport of glucose and fructose
in PfHT1 from Plasmodium falciparum. The authors concluded that the substrate

promiscuity is not devoid to sugar-binding site, but substrate-gating dynamics.

The transport of sugars through membrane is not an obvious event in
nature. Several bonds are made and broken in a restrictive and insoluble micro-
environment. From the functional and in silico data, it is hypothesized that Cs4130
IS a more promiscuous transporter than GXF1 given it supports higher
concentrations of xylose. In addition, mutations in Cs4130 will probably result in
a diversity of phenotypes not observed in GXF1, for example, placing Cs4130 as
a model to obtain transporters with improved properties regarding the

assimilation of substrates other than glucose.
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Supplementary material

Table S1 | Fermentation performance of isolated C5 yeast species in YPX 20 g/L. Yield
(Yp/s) in grams of product (gp) per grams of xylose (gxy) [0p/9xyit]. Xylose consumption
was measured at 54 hours of fermentation.

Xylose

Xylitol EtOH Glycerol
consumed (%) 'P'S Yp/s Ypls

Yeast species

Blastobotrys (Arxula) adeninivorans 66.5 0.11 0.12 0.15
Candida boidinii 89.6 0.25 0.02 0.02
Candida pseudointermedia 99.75 0.6 0.01 0.01
Candida sojae 100 0.67 0 0
Candida tropicalis 100 0.6 0 0.02
Cryptococcus laurentii 36 0.28 0.02 0.02
Kodameae ohmeri 38.85 0.06 0 0
Meyerozyma caribbica 68 0.3 0 0.01
Pichia sp. 27.1 0.13 0.07 0.07
Pseudozyma sp. 36.1 0.09 0.02 0
Trichosporon asahii 36.75 0.28 0.02 0.01
Trichosporon coremeiformi 28.5 0.11 0.03 0
Wickerhamomyces anomalus 49.35 0.54 0.02 0

Table S2 | Xylose transporter proteins used in phylogenetic analysis.

ID Gene name Accession

Q5A1D7 XUT1 https://www.uniprot.org/uniprot/Q5A1D7
GATIRPY PIIN_05137 https://www.uniprot.org/uniprot/G4TIR7
Q2MDH1 GXF1 https://www.uniprot.org/uniprot/Q2MDH1
P32467 HXT4 https://www.uniprot.org/uniprot/P32467
P39003 HXT6 https://www.uniprot.org/uniprot/P39003
P39004 HXT7 https://www.uniprot.org/uniprot/P39004
P13181 GAL2 https://www.uniprot.org/uniprot/P13181
007563 glcP https://www.uniprot.org/uniprot/O07563
Q8Jov1 mstA https://www.uniprot.org/uniprot/Q8J0V1
Q2MEV7 GXS1 https://www.uniprot.org/uniprot/Q2MEV7
A3GHU5 XUT3 https://www.uniprot.org/uniprot/A3GHUS
Q64L87 Xylhp https://www.uniprot.org/uniprot/Q64L87

Q5A1D7 XUT1 https://www.uniprot.org/uniprot/Q5A1D7



https://www.uniprot.org/uniprot/Q5A1D7
https://www.uniprot.org/uniprot/G4TIR7
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https://www.uniprot.org/uniprot/P32467
https://www.uniprot.org/uniprot/P39003
https://www.uniprot.org/uniprot/P39004
https://www.uniprot.org/uniprot/P13181
https://www.uniprot.org/uniprot/O07563
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8J0V1
https://www.uniprot.org/uniprot/Q2MEV7
https://www.uniprot.org/uniprot/A3GHU5
https://www.uniprot.org/uniprot/Q64L87
https://www.uniprot.org/uniprot/Q5A1D7

Table S3 | Primers used in this study. Homology to promoter (Pr) and terminator (Ter)
TDH1 are shown in bold.

Primer name

Sequence 5'to 3

Description

Cs186_Forward

ATGCACGGTGGAGATTTAG

Cs186_Reverse

TTATTCACTGATAACATCAGAATTTGTA

ORF amplification

Cs186_Pr_Forward

CACACACAAAAAACAGTACTTCACTAA
ATTTACACACAAAACAAAATGCACGGT
GGAGATTTAG

Cs186 _Ter Reverse

AAATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTT
ATTTATTCACTGATAACATCAGAATTTGT
A

pCS186
assemble

Cs2608_Forward

ATGGGTTTTAAAGATAGTGAATTGG

Cs2608 Reverse

TTAGACTGAATCTTCTTCAACATAA

ORF amplification

Cs2608_Pr_Forward

CACACACAAAAAACAGTACTTCACTAA
ATTTACACACAAAACAAAATGGGTTTTA
AAGATAGTGAATTGG

Cs2608_Ter_Reverse

AAATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTT
ATTTAGACTGAATCTTCTTCAACATAA

pCS2608
assemble

Cs3894 Forward

ATGAGTGCTACAGAACAAAATTCA

Cs3894_Reverse

TTATGCAGATTCAGTTGCAGTT

ORF amplification

Cs3894_Pr_Forward

CACACACAAAAAACAGTACTTCACTAA
ATTTACACACAAAACAAAATGAGTGCT
ACAGAACAAAATTCA

Cs3894_Ter_Reverse

AAATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTT
ATTTATGCAGATTCAGTTGCAGTT

pCS3894
assemble

Cs4130_Forward

ATGTCTGTCTCCGACTC

Cs4130_Reverse

CTAGACTTGTTCTTCATTTTGTTGT

ORF amplification

Cs4130_Pr_Forward

CACACACAAAAAACAGTACTTCACTAA
ATTTACACACAAAACAAAATGTCTGTCT
CCGACTC

Cs4130_Ter_Reverse pCS41tC)3|O
AAATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTT assembie
ATCTAGACTTGTTCTTCATTTTGTTG

ITS1_Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG Molecular

ITS4_Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC identification




Table S4 | Plasmids used in the study

Plasmids Parental Relevant features Source
pRS426 Multi copy plasmid, URA3 160

pSH65 Cre recombinase, zeocin resistance 151

pRS304 TRP1 160

pSsXRXDH ORS304 pPGKl—XYLl—tPGXKYlL,ZIc_)?I_ITD—g?A3—onP, PTOHL- santos, unpublished

pScXKS1 pADH1-XKS1-tADH1, loxP-URA3-loxP Santos, unpublished
pCS186 pTDH1-Cs186-tTDH1 This study
pCS2608 pTDH1-Cs2608-tTDH1 This study
pCS3894 RS426 pTDH1-Cs3894-tTDH1 This study
pCs4130 P pTDH1-Cs4130-tTDH1 This study
pCS4133 pTDH1-Cs4133-tTDH1 This study
pCIGXF1 pTDH1-CIGXF1-tTDH1 This study

Table S5 | Variants of XylE (Sun et al., 2012) and equivalent residues in Cs4130, GXF1,
STP10 (Paulsen et al., 2019) and GlcPse (lancu et al., 2013)

XylE Cs4130 GXF1 STP10 GlcPse
F24, decreases xylose transport F58 F58 F39 Y19
(83, abolishes xylose transport G120 G120 G110 G71
R133, abolishes xylose transport R153 R153 R142 R102
E153, abolishes xylose transport E173 E173 E162 E122
R160, abolishes xylose transport R180 R180 R169 R129
Q168, abolishes xylose transport Q188 Q188 Q177 Q137
Q288, abolishes xylose transport Q314 Q314 Q295 Q250
Q289, strongly decreases xylose Q315 Q315 Q296 Q251
transport
N294, abolishes xylose transport N320 N320 N301 N256
Y298, abolishes xylose transport Y324 Y324 F305 F260
N325, No effect in xylose transport N349 N349 N332 N287
G340, abolishes xylose transport G364 G364 G347 D302
R341, abolishes xylose transport R365 R365 R348 R303
W392, abolishes xylose transport Y428 Y431 W410 W357
E397, abolishes xylose transport E433 E436 E415 E362
R404, strongly decreases xylose K440 R443 R422 R369
transport
Q415, strongly decreases xylose N451 N454 N433 L380
transport
WA416, strongly decreases xylose W452 W455 M434 N381

transport




The amino acids were mutated to alanine (Sun et al., 2012). The only exception is 133R, which was mutated

by C, H or L, but the phenotype was the same for all variants.
Substitutions of amino acids among the transporters are highlighted in bold.

Table S6 | Free energies of binding (kcal/mol) of Cs4130, GXF1 mutants with xylose

through docking analysis

GRID SCORE (kcal/mol)

Cs4130 GXF1
Wild-type -28.8 -25.8

Mut 6 1191 (-27.4/1.4) 1191 (-26.5/0.7)
Mut 7 1195 (-26.9/1.9) 1195 (-27.2/1.4)
Mut 8 F322 (-27.1/1.7) R53 (-25.7/0.1)
Mut 9 F323 (-26.9/1.9) F323 (-25.6/0.2)
Mut 10 1416 (-27.7/1.1) 1419 (-25.8/0)
Mut 11 F419 (-27.3/1.5) F422 (-25.5/0.3)
Mut 12 Y428 (-28.5/0.3) Y431 (-25.3/0.5)

In all mutants, the native residue was replaced by alanine.
The free energy of binding (kcal/mol) of mutants and the difference from
the wild-type are between parentheses.

Mut, mutant.
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Capitulo 2

Design e construcao de linhagens modificadas
2G de Saccharomyces cerevisiae para
fermentacao simultanea de xilose e glicose
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Introducao

O desenvolvimento de tecnologias para 0 uso da biomassa lignocelulosica
como matéria prima e producdo de bioprodutos renovaveis como
biocombustiveis e bioquimicos tem avancado ao longo dos anos'=3. Entretanto
para que todo o potencial dessa biomassa seja aproveitado, os acucares
provenientes dessa matéria prima devem ser utilizados de forma mais eficiente.
O acucar de seis carbonos (C6) glicose € o componente mais abundante
presente na biomassa, sendo utilizado naturalmente pela plataforma microbiana
escolhida na industria de segunda geracao (2G), a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Entretanto, o acucar de cinco carbonos (C5) xilose, segundo acucar
mais presente na biomassa e componente da fracdo hemicelulésica, ndo é
metabolizado naturalmente por linhagens selvagens de S. cerevisiae,
necessitando de procedimentos de engenharia metabdlica para o eficiente
consumo dessa fonte de carbono*.

ApoOs a construcdo de linhagens modificadas de S. cerevisiae capazes de
fermentar xilose com alta eficiéncia®®, uma outra limitacdo ainda existente ocorre
nas fermentacbes com misturas dos acucares C5 e C6 presentes nos
hidrolisados 2G. Nessa mistura, as leveduras naturalmente irdo consumir
inicialmente a glicose e converté-la em etanol. Dessa forma, a assimilacdo da
xilose € iniciada somente quando a glicose esta presente em baixas
concentragdes no meio, ndo ocorrendo o consumo simultaneo dos acucares C5
e C6 (Figura 1)1%-13, Esse mecanismo de preferéncia da glicose em detrimento a
outro aclicar € comumente conhecido como repressédo catabodlica'#6, Essa
preferéncia de consumo ocorre primeiramente devido a maior afinidade por
glicose ao sistema enddgeno de transporte presente na levedura em
comparacao aos outros agucares!’18,

Moléculas complexas como os carboidratos necessitam de transportadores de
membrana que facilitam a entrada desses aclcares para dentro da célula®.
Esses transportadores de membrana sdo membros principalmente da “Major
Facilitator Superfamily” (MFS), encontrados em todos os reinos biol6gicos?°-22,
Os transportadores da MFS séao divididos em trés classes: transporte uniporte,
simporter e antiporte?t. Além disso, a superfamilia MFS pode ser dividida em 74

subfamilias?*, onde estdo descritos transportadores de xilose que foram
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funcionalmente expressos em S. cerevisiae, como os endégenos GAL2 172528,
HXT7 17.25-27 e 0s heter6logos GXF1 252930 @ GXS1 31-33,

- Glicose
= Xilose
Etanol

Concentracéo

Tempo

Figura 1 | Fermentac&do em mistura de glicose e xilose de uma linhagem modificada de S.
cerevisiae. Uma linhagem de levedura consumidora de xilose, na presenca da mistura dos
aculcares, inicia o consumo do acucar C5 somente quando a glicose é depletada do meio,
levando a um extensivo tempo de fermentagéo (adaptado de Kim, et al 2012¢7).

Os transportadores enddgenos de S. cerevisiae GAL2 e HXT7 ja foram
descritos como sendo os melhores transportadores capazes de carrear xilose na
levedura?®®. Entretanto, eles apresentam uma baixa afinidade por esse acUcar,
com Km=225.6 + 15.8 mM e Km= 200.3 + 13.2 mM, respectivamente34. Por outro
lado, esses mesmos transportadores demonstram uma grande afinidade para
glicose, Km=1.9 + 0.2 mM para GAL2%* e Km=0.5 + 0.1 mM para HXT734. Assim,
em um cenario industrial 2G, onde temos a presenca tanto de glicose quanto de
xilose em altas concentragbes, o0s transportadores de S. cerevisiae irdo
apresentar uma maior preferéncia para glicose em relacdo a xilose devido a essa
grande diferenca de afinidade. Por esse motivo, grupos de pesquisa atualmente
direcionam seus esfor¢cos para a obtengcdo de um transportador de xilose mais
eficiente e com preferéncia exclusiva para esse agticar C526:34-40,

A presenca de glicose intracelular pode ter um efeito inibidor no
metabolismo de xilose*~43, Uma das estratégias encontradas para se estudar os
efeitos da inibicdo por glicose é através de um mutante com dele¢cdes nos genes
gue codificam as hexoquinases na via Embden-Meyerhof (GLK1, HXK1 e

HXK2)%, interrompendo o primeiro passo da via glicolitica. A linhagem obtida
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perde a capacidade de consumir a glicose, mesmo sendo capaz de transportar
esse acucar, acumulando intracelularmente. Poucos estudos foram
apresentados e 0s mecanismos moleculares envolvidos na assimilagéo
preferencial de xilose e na perda da inibig&o pela glicose nesses transportadores
ainda ndo foi totalmente elucidado!3323%544 A competicdo de acUcares pelos
transportadores de membrana acarreta no aumento do tempo de fermentacao e
consequentemente diminui a produtividade do processo de obtencdo do etanol
13_

Diversos transportadores heterdlogos ja foram analisados e expressos
funcionalmente em linhagens de S. cerevisiae, visando otimizar a eficiéncia de
assimilacao de xilose pela levedura. Contudo, o melhor transportador heterélogo
descrito na literatura GXF1?°, isolado de Candida intermedia, apresenta uma
afinidade por xilose de Km= 48,6 + 6,5 mM*, superior aos transportadores
endoégenos GAL2 e HXT7. Curiosamente, apesar de apresentar essa maior
afinidade para o substrato C5, linhagens de S. cerevisiae com o GXF1
apresentaram um crescimento ligeiramente inferior comparado ao transportador
endégeno de GAL2%°. Mesmo sendo um dos melhores transportadores ja
descritos, ele permite a assimilacdo da xilose apenas em baixas concentragoes,
limitando seu uso em condicdes industriais de producédo de etanol 2G252946,
Além disso, os transportadores XUT1 e SUT1 de Scheffersomyces stipitis,
demonstraram maior transporte de xilose em condi¢cdo onde os acucares C5 e
C6 estdo presentes®®*’. Apesar da seletividade no transporte de xilose, o
crescimento das linhagens que expressam esses transportadores ainda néo
apresenta alta eficiéncia em meio contendo xilose como fonte Unica de
carbono?>#’,

Em um trabalho anterior envolvendo a temética de prospeccao de novos
transportadores a partir de leveduras naturalmente fermentadoras de xilose,
identificamos um novo transportador com interessantes caracteristicas para
industria 2G e que pode ser utilizado como base para futuras modificacbes
(Capitulo 1)*8. Com base nesse trabalho, o transportador Cs4130 da levedura
Candida sojae demonstrou melhores performances em altas concentracoes de
xilose no meio (50 g/L), enquanto o tradicional transportador GXF1 apresentou
forte inibicdo. Assim como GXF1, o novo transportador heterélogo Cs4130 ainda

apresenta uma forte preferéncia no transporte de glicose em relacdo a xilose,
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levando a uma grande inibicdo na assimilacéo de xilose em misturas desses dois
acucares. Assim sendo, etapas de modificagdes visando o aumento da afinidade
em xilose devem ocorrer para que Cs4130 seja considerado um potencial alvo
biotecnoldgico no transporte C5.

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas plataformas microbianas
gue possam ser utilizadas em metodologias de evolucdo adaptativa em meios
com substratos C5 e C6 € um passo primordial para modificacdo de linhagens
de S. cerevisiae capazes de consumir xilose e glicose. Dessa forma, a partir
dessas linhagens evoluidas é possivel identificar mutacdes relacionadas com o
aumento da fermentacdo de xilose na presenca de glicose. Essas mutacdes
podem estar presentes tanto nos transportadores3®#44° quanto em vias de
regulacdo e sinalizacdo associadas ao metabolismo de acucares®. A
compreensao do papel de cada uma dessas mutacdes e dos mecanismos e
bases moleculares envolvidos na regulacao, inibicdo ao substrato e co-consumo
de acucares C5 e C6, é essencial para desenvolver novos transportadores e
leveduras que possam ser utilizados como alvos de engenharia metabdlica em

linhagens industriais.
Resultados e discussao

Delecdo das hexoquinases na linhagem LVY_X5 e selecdo dos mutantes

gerados

A delecdo das hexoquinases em uma linhagem fermentadora de xilose €
um evento necessario na estratégia de evolucdo adaptativa visando identificar
bases moleculares responsaveis pela co-fermentacdo de C5 e C6. Para esse
fim, utilizamos a metodologia de delecdo génica multipla via CRISPR/Cas9 em
um passo Unico. O plasmideo que apresenta a maquinaria da enzima Cas9
denominado pCRCT*®?, também apresenta um “cluster” de gRNA’s acoplados
com os DNA’"s doadores, 0 que possibilita uma tentativa de delecdo multipla de
genes por um unico passo. A linhagem fermentadora de xilose LVY_X5,
transformada com os plasmideos pDELHexo05 e pCRCT (controle negativo) foi
submetida a uma etapa de selecéo continua pela metodologia descrita utilizando
2’ Deoxiglicose (2° DOG) como fator de selegdo. Esse composto quando
fosforilado de 2’DOG para 2’DOG-6-Fosfato, pela acdo das hexoquinases,
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interrompe a via glicolitica que ndo podera gerar energia para a célula. Assim,
as linhagens que apresentam as coépias selvagens do gene das hexoquinases
nao irdo crescer na presenca de 2’DOG ao longo do tempo, mas os mutantes
com dele¢des nesses genes terdo a capacidade de crescer na presenga em meio
com a presenga de 2’DOG e outras fontes de carbono, uma vez que esse

composto inibitorio ndo apresenta mais acdo nesses mutantes gerados.

A estratégia desenhada utilizando o sistema CRISPR/Cas9 remove oito
pb da sequéncia e gera um stop codon prematuro levando a perda de funcao da
proteina. A tabela 1 abaixo especifica o tamanho inicial da proteina selvagem e

apos o evento de exciséo.

Tabela 1 | Namero de residuos de aminoacidos remanescentes no peptideo de cada gene apés

a inducé@o com o plasmideo pDELHexo5.

N°de aminoacidos N°de aminoacidos

proteina selvagem proteina mutante
HXK?2 486 219
HXK1 485 58
GLK1 500 93
YLR446W 433 123
GAL1 528 303

Apos cultivo em 2° DOG, colbnias isoladas foram selecionadas para
confirmacédo das dele¢cbes. A confirmacéo foi realizada por PCR, onde um dos
primers (check _F) para amplificacdo de cada gene foi desenhado para se anelar
exatamente na regido onde pretende-se excisar oito pb do gene. Assim sendo,
em linhagens onde ocorreu o evento de dele¢éo, ndo ocorrera o anelamento dos
primers na regido especifica, impedindo a amplificacdo. Para confirmacédo do
evento de CRISPR, foi realizado um sequenciamento na plataforma Sanger
cobrindo a regido alvo de cada gene (Figura 2).

O resultado do sequenciamento confirmou a delegcédo dos genes GLK1 e
YLR446W. Curiosamente, foi observado que 29 nucleotideos foram deletados
em GLK1 ao invés dos oito pb esperados. Entretanto, isso ndo afetou a formacao
do “stop codon” prematuro levando a perda de funcéo da proteina. Nesse caso,
o tamanho do peptideo remanescente em GLK1 foi de 86 aminoacidos.
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YLR446W
1 2 3 110 111 112 113 114
Mutante M __S _F c T _ S K W
ATGTCATTOC TGTACCA - - - - - - - — GCAAATGG . . .
1 2 3 110 111 112 113 114 115 116
M S F Cc T R L A A N
Selvagem

ATGTCATTC

Check_YLR446W_F

GLK1

1 2 3

Mutante M S F
ATGTCATTC ... [======== = - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1 2 3 3 37 3 3 40 4 4 43 a4

M S F A Y F I E Q M E K
Selvagem zTcTcaTTC GCTTACTTCATCGAACAAATGGAAAAAGGT CTA. ..

Check_GLK1_F
GAL1

1 2 3 77 78 79 80 81 82 83
Mutante M R I N L R v v E v

TGTACCAGGCTGGCTGCAAATGG . . .

v I
GTCATC G. ..

127 128 129
S S E

GTCATCTGAG . . .

527 528

ATGCGTATT
1 2 3 7 78 79 80 81 82 83
M R I N L R v v E v

AATTTAAGAGTGGTAGAAGTCACT . .

E L
.GAATTA

527 528

E L
.GAATTA

Selvagem zw<seraTT

Check_GAL_F

AATTTAAGAGTGGTAGAAGTCACT . .

Figura 2 | Sequenciamento YLR446W, GLK1 e GAL1. Andlise dos reads do sequenciamento
Sanger confirmando as delec¢des presentes com relagdo ao gene selvagem, quadro cinza. As
regides de anelamento dos primers de confirmacéo estdo destacadas na figura (seta pontilhada).

Por outro lado, o gene GAL1 nao foi deletado utilizando a metodologia

descrita, uma vez que o seu gRNA/DNA doador estavam localizados na ultima

posicdo do cassete de delecdo, diminuindo a eficiéncia da dele¢édo. Tal evento

foi previamente descrito por Bao et al., 20152, Quanto maior o nimero de

posi¢des dentro do cassete de delecdo em pCRCT, menor sera a probabilidade

do evento ocorrer nos ultimos alvos. Dessa forma, a falha na delecdo em GAL1

pode ser atribuida a sua posicdo dentro do cassete CRISPR do plasmideo

pDELHexo05.

Curiosamente, na analise do sequenciamento do gene HXK2 foi

observado a formacéo de um evento de recombinacéo entre os genes HXK1 e

HXK2, originando um gene quimérico funcional (Figura 3). Esse contig apresenta

a primeira metade da sequéncia em correspondéncia ao HXK2 fusionado a partir

da posicdo 408 na ORF que codifica HXK1. Além do sequenciamento mostrar

esse fendmeno de recombinacéo entre HXK1 e HXK2, o evento foi confirmado

por PCR (Figura 3-C). Os genes HXK1 e HXK2 sdo paralogos, ou seja, genes

que originaram e evoluiram a partir de um evento de duplicagdo génica,



compartilhando, dessa forma, alta similaridade de sequéncia'®. Esse processo
de recombinacédo entre duas regifes de dupla quebra (DSB - double strand
break) no DNA j& foi relatado por gerar recombinacdes entre cromossomos?84-
186 Assim, essas recombinagcfes ocorreram entre as regibes das quebras
geradas causando translocacdes cromossdmicas indesejadas. Por combinacéo
especifica de primers, foi evidenciado que ocorreu apenas um evento de
recombinacéo parcial a partir da posi¢ao 408 da regiao codificante de HXK2, sem

0 evento de translocagéo cromossomal (Figura 3).

Homologia ao HXK1

HXK1 AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCCGAGCAAGAATTGEGCTAAACACCAAGGAC

HXK 21 GGACTTTATGGTCGAGCAAGAATTGCTAAACACCAAGGAC
HXK2 AGCTTTTATTGATGAGCAATTCCCACAAGGTATCTCTGAG

\> Posigdo 408

Homologia ao HXK2

HXK1_F HXK1_R
-\ HXK1 Z
W RIS, =
L f e } 4
HXK2
-7 N
Check_del Check_del 2000 bp—»
HXK2_F l HXK2_R 1500 bp—»
Check_del !
HXK1_F
— HXK 1-2
i I J
Check_del
HXK1_R
HXK 2-1 £
™ —_———
} I
— » Check del HXK2F 1 ock_del_HxKz_F
74 N Check_del_HXK2_R — -
Check_del Check del Check_del_HXK1_R
HXK2_F HXK2_R

Figura 3 | Evento de formacédo do gene quimérico HXK2-1. A — A andlise do sequenciamento
Sanger obtido da regido onde ocorreu a troca entre HXK2 e HXK1. Em destaque estéo as regides
onde o gene quimérico HXK2-1 possui similaridade com HXK1 e HXK2. B — Modelo de
recombinacdo parcial entre os paradlogos HXK1 e HXK2, originando os genes quiméricos e
representacao da regido de anelamento dos primers de confirmacédo. C — Gel de eletroforese da
confirmacdo do evento de recombinacdo com combinacfes especificas dos primers utilizados
destacados na parte inferior. Marcador 1kb plus Thermo Scientific.
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Visando evitar rearranjos cromossodmicos indesejados, deletamos um dos
paralogos inserindo um gene que codifica resisténcia a geneticina. O gene HXK2
foi escolhido para essa delegcédo, gerando a linhagem LVY_X5 hxk2A. Apés
confirmar a delecdo, inserimos novamente o plasmideo pDELHexo5 e
realizamos o mesmo processo de selecdo dos mutantes em 2°'DOG. Apos a
linhagem contendo o plasmideo pDELhexo5 comecar a crescer em meio
contendo 2"DOG, coldnias foram isoladas e analisadas. Um screening confirmou
gue as colonias ainda apresentavam um crescimento residual em glicose, mas
inferior a cepa parental. Nessas novas colbnias foram confirmadas as delec6es
nos genes YLR446W e HXK1 por PCR (Figura 4). Entretanto, o gene GLK1 n&o
foi deletado e permanece intacto da mesma maneira que ndo foi possivel

introduzir o indel no gene GAL1 devido a sua posi¢do no plasmideo pDELhexo5.

YLR446W
1 2 3 110 111 112 113 114 122 123
Mutante _M__S _F < T __ S K w_ LL-
ATGTCATTC TGTACCA- - - - - - - - GCAAATGG . . . GTCATC G . . .
1 2 3 110 111 112 113 114 115 116 127 128 129
S F C T R L A A N S S E
Selvagem —_— — e = 2 =
ATGTCATTC TGTACCAGGCTGGCTGCAAATGG . . . GTCATCTGAG . . .
Check_YLR446W_F
1 2 3 56 57 58
M v H L T R
Mutante ATGGTTCAT. .. TTGACAS----- - - - AGG
1 2 3 56 57 58 59 60 61 62
M v H L T K K G G N
Selvagem @ —— —
ATGGTTCAT. .. TTGACAAAGAAGGGAGGTAAC . ..

Check_HXK1_F

Figura 4 | Sequenciamento YLR446W e HXK1 em LVY_X5AHXK2. Andlise dos reads do
sequenciamento Sanger confirmando as dele¢Bes presentes com relacdo ao gene selvagem
(quadro cinza).

O ultimo gene remanescente GLK1 foi deletado através da metodologia
tradicional de insercdo de marca de antibiético na regiao codificante do gene de
interesse. Para essa delecéo utilizamos a marca Zeocina, gerando a linhagem
LVY_X5 hxk2A; hxk14; ylrd46wA; gkl1A. Por fim, a confirmacdo do
transformante foi realizada por crescimento em meio sélido em glicose e
molecularmente por PCR. Avaliando essas confirmac¢des, observamos que o
gene de resisténcia a zeocina se encontra na regidao desenhada para deletar
GLK1, assim como as delecbes dos outros genes estdo presentes. Entretanto,

essa linhagem ainda apresenta um crescimento em placa (dado ndo mostrado).
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Esse problema pode ter ocorrido devido ao processo de selecdo dos
mutantes na metodologia proposta. Ja foi descrito que um processo de evolucao
laboratorial em uma linhagem com delec¢des nos genes da hexoquinases (hxk?),
mutagcbes no gene GAL1 revertiam o fendétipo levando a linhagem a consumir
glicose®. Como esse gene se manteve inalterado devido a limitacédo da técnica
descrita anteriormente, pode ser que ao longo do cultivo essa linhagem tenha
adquirido alguma mutacdo levando a essa reversdo do fenétipo. Além disso,
culturas longas na presenca de 2'DOG podem selecionar para mutagcées que
levam as células a possuirem a capacidade de crescer na presenca desse
composto’®”188 Dessa forma, uma nova metodologia e abordagem por delecdo
via CRISPR/Cas9 deve ser utilizada evitando o uso de 2"'DOG.

Gene reporter para selecdo dos transformantes deletados para HXKL1,
HXK2 e GLK1 via CRISPR-CAS9

O uso da metodologia CRISPR/Cas9 com o plasmideo pDELHexo5 e
selecéo por meio do composto 2-deoxiglicose se mostrou desafiadora e gerou
alguns resultados inesperados que prejudicaram o0 prosseguimento da
construcdo da linhagem. Um dos fatores que € desfavoravel no uso de
CRISPR/Cas9 é o método de selecdo dos transformantes. Comumente €
utilizado um screening das colbnias obtidas. Sendo alta a eficiéncia da técnica
de CRISPR, os eventos de recombinacdo positivos sao encontrados e
reportados!®2189.190  Entretanto, um screening de delecdes mlltiplas de genes
gue resultam em uma queda de fitness na linhagem recombinante é uma tarefa
mais desafiadora'®?. Dessa forma, uma metodologia que tenha auxilio de uma
selecdo e contra-selecao possibilitara um screening mais rapido e eficiente das
colbnias positivas (Figura 5).

A partir de um novo conjunto de cassetes de delecdo via CRISPR,
poderemos deletar os genes das hexoquinases com uma metodologia de
selecéo visual. O plasmideo pDel_GAL1/GLK1/ADE2 foi desenhado contendo o
gene reporter ADE2, componente da via de biossintese da adenina, na ultima
posicéo do cassete. Em meio com uma concentragdo menor de adenina do que
o usual'®?, a delecdo desse gene leva ao acimulo de um composto intermediario

deixando a levedura com uma coloragdo vermelha'®3, A delecéo do ultimo gene
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do cassete, o reporter ADE2, indica que provavelmente os genes das primeiras
posicbes também foram deletados, GAL1 e GLK1. A delecdo de ADE2
acontecera pela insercdo de uma sequéncia denominada de “shuffer”, que
apresenta a mudanca de 20 pb dentro da regido codificante do gene, sendo que
dentro dessa sequéncia “shuffer” contém um stop cédon prematuro. Com isso
reduzimos nosso “screening” dos mutantes do primeiro plasmideo identificando
as leveduras com coloragéo vermelha.

O segundo plasmideo, pDel YLR446W/HXK1/ADE2_mut utiliza o
mesmo principio de selecdo visual, restituindo o ADE2 mutado no passo anterior.
Nesse segundo passo, a condi¢cdo selvagem do ADE?2 restitui a coloracao usual
da levedura, creme. O “screening” dos mutantes do segundo plasmideo
possibilitara a selecdo das linhagens que tiveram a delecdo dos genes que
codificam as hexoquinases YLR446W e HXK1 (Figura 5). O gene HXK2 foi
deletado previamente na linhagem inicial para evitar possiveis rearranjos
cromossOmicos indesejados, como observados anteriormente em experimentos
com CRISPR/Cas9.

LVY_X5 hxk2A
[ J
o
_’ O _’ 4 p o <:'\°o
Transformagéo Selecdo ‘éi%
de das @ %
pDEL_GAL1/GLK1/ colonias 4 3
ADE2 ‘
Transformagéao de
pDEL_YLR446W/HXK1
JADE2_mut LVY_X5 hxk2A;
gal1A; glk1A;
adelA
Confirmagéo @ ‘
Selegdo
das
JBY hxk® colonias

Figura 5 | Nova estratégia de delecdo das hexoquinases via CRISPR/Cas9 em linhagens
fermentadoras de xilose. Passo a passo da metodologia de geragdo dos mutantes utilizando a
selecdo e contra selecao por coloracao das linhagens. O plasmideo pDel GAL1/GLK1/ADE2
leva a delecao dos genes GAL1, GLK1 e ADE2. O plasmideo pDel_YLR446W/HXK1/ADE2_mut
resulta na delegdo dos genes HXK1 e YLR446W, e a restituicdo do gene repoérter ADE2. Apos
cada etapa de selecdo sera feito um sequenciamento dos genes deletados para confirmacao.
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Dessa forma, apds a transformacdo da linhagem base LVY_X5 hxk24
com o primeiro plasmideo da nova metodologia, um “pool” de células foi induzido
em meio liquido que apresenta a auxotrofia para sele¢cdo do plasmideo (YNBX
ura’), em um procedimento semelhante ao que foi feita com a primeira
metodologia de CRISPR-Cas9. Dessa forma, apos trés passagem de
crescimento as células induzidas foram plaqueadas em meio seletivo que
apresenta metade da concentracdo recomendada de adenina (10 mg/L)% até
que fosse possivel verificar colénias de coloragdo vermelha. ApOs o0s
crescimentos das coldnias nas placas de “screening”, foi possivel verificar a
presenca de 4 colbnias vermelhas (Figura 6). Essas colbnias foram isoladas,
estriadas em meio seletivo e confirmadas molecularmente.

LVY_X5

hxk2A:KAN JBY_02
[ 4
\ c: e
Transformagédo C Selecéo
de Qe. @ @
pGAL/GLK/ADE2 coldnias

Estria das coldnias
em meio seletivo

=~

Purificagcdo dos
transformantes

YNBX ura- ade”

YNBX ura- ade”

1 mm

Colénias
isoladas

Figura 6 | Primeira etapa da metodologia via ADE2. Ap6s a transformacgéo do plasmideo
pdeL_GAL1/GLK1/ADE2 na linhagem parental LVY_X5 hxk2A e indugdo em meio seletivo, as
coldnias que se apresentaram vermelhas foram selecionadas para se obter uma col6nia isolada.

Foram realizados PCR de confirmacdo com as 4 colbnias candidatas
utilizando regides especificas de delecéo acarretada pelo primeiro plasmideo da
estratégia, GAL1, GLK1 e ADE2. Os DNA"s doadores foram desenhados para
gue fosse retirada toda ORF de cada gene alvo que codificas hexoquinases, com
excecdo de ADE2 onde apenas 20 pb sdo modificados. As figuras abaixo

representam a validagcdo dos mutantes.
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A partir da analise dos resultados, € possivel verificar que as
amplificacbes de cada uma das regibes-alvo do plasmideo
pDEL_GAL1/GLK1/ADE2 foi semelhante ao controle negativo, selvagem,
mostrando que as delecdes ndo ocorreram da forma como foram planejadas,
dados ndo mostrados. Contudo, o fenotipo de coloracéo vermelha em condicdes
de baixa concentracdo de adenina demonstra que ocorreu a mutagao de perda
defungéo do gene ADE2 com sucesso. Essa dele¢do pode ter ocorrido através
de um processo de “Non Homologus End Joining” (NHEJ), onde a maquinaria de
reparo da célula concerta os DSB através de insercdes aleatérias na regido da
guebra do DNA, podendo a levar a uma mudanca no frame de leitura. Contudo,
o DNA doador néo é utilizado para esse reparo®41%

Esse processo de reparo explicaria a falha na confirmagcdo do gene
repérter ADE2, mesmo na presenca do fendtipo. Além disso, se esse processo
de reparo por NHEJ ocorreu nos outros genes alvo, GAL1 e GLK1, a confirmacéo
por primers especificos para os eventos de recombinagdo com os DNA's
doadores ndo serd possivel, sendo necessario o sequenciamento dessas

regides.
Construcdo da linhagem JBY_hxk® por recombinacédo homéloga

Devido aos problemas enfrentados na estratégia de construcdo da
linhagem JBY_hxk0 via CRISPR-Cas9, foi desenvolvida em paralelo a
construcdo pela metodologia tradicional por recombinacdo homéloga. Genes
que codificam marcadores de resisténcia a antibioticos foram utilizados para
deletar as trés hexoquinases HXK1, GLK1 e HXK2 na linhagem fermentadora de
xilose LVY_X5. A construcdo da linhagem JBY_hxk® através da metodologia
tradicional por insercéo de cassetes de delecdo é mais desafiadora pelo fato de
que apos a delegcdo de cada gene, a taxa de crescimento da linhagem fica cada
vez menor, dificultando a recuperacéo e selecéo das coldnias'®?.

Para a delecdo dos genes HXK1l, GLK1 e HXK2, utlizou-se os
marcadores que codificam resisténcia aos antibidticos higromicina, zeocina e
geneticina, respectivamente. Cada etapa de transformacéo foi confirmada por
crescimento em placa na presenca do antibiotico e posteriormente via PCR. Ao

final da construcdo da linhagem JBY_hxk° o fenétipo foi confirmado em placa
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onde somente glicose se apresentava como fonte de carbono (Figura 7-A).
Posteriormente foi realizado um teste em meio liquido em trés condi¢des: (i)
xilose 40 g/L, (ii) glicose 40 g/L e (iii) xilose e glicose (20g/L de cada), para que
possamos ver a inibicdo na glicose na presenca de outra fonte de carbono
(Figura 8-D). O teste em liquido podemos ver que a linhagem apresenta uma
performance melhor em xilose em relacdo a mistura em glicose e xilose,

mostrando que a presenca da glicose inibe o crescimento da linhagem hxk?,
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Figura 7 | Construcao da linhagem JBY_hxk°. A — crescimento de duas col6nias candidatas
em placa com meio minimo com glicose como Unica fonte de carbono (YNB completo). A placa
foi incubada por 4 dias em 30 °C. B — Confirmacao molecular da presenca dos cassetes de
delecdo no locus dos genes HXK2, HXK1 e GLK1. Controle positivo refere-se a linhagem
EBY_Xyll hxk® que possui as mesmas dele¢cbes nos trés genes das hexoquinases. Marcador
1kb plus Thermo Scientific. C — Representacdo esquematica da inser¢cdo dos cassetes de
delecéo e regido de anelamento dos primers de verificacdo. D — Crescimento da linhagem
JBY_hxk® em xilose (40 g/L), glicose (40 g/L) e mistura de xilose e glicose (20 g/L de cada).
Dessa forma, utilizando da metodologia tradicional de delec&o génica via
recombinacdo homoéloga, construimos uma linhagem recombinante capaz de
fermentar xilose eficientemente e incapaz de metabolizar glicose. Sem a
presenca do primeiro passo da via glicolitica, essa nova plataforma microbiana
reconhece as moléculas de glicose como um inibidor do metabolismo e ao
transporte de outras fontes de carbono® %, Portanto, € uma linhagem apropriada
para experimentos de evolucdo adaptativa que evidenciem mutacoes
relacionadas ao alto metabolismo e transporte de xilose sem que ocorra a

inibicdo pela glicose.

Delecdo das hexoquinases na linhagem hxt®, EBY_Xyl1

A grande maioria dos transportadores capazes de carrear Xxilose
apresentam uma maior afinidade por glicose em relacdo aos outros acucares,
resultando em uma competicéo por substrato e consumo preferencial da glicose
67.69-71 Sendo assim, o consumo da xilose em hidrolisados de segunda-geragdo
inicia somente quando a glicose é depletada do meio®”132, Visando reduzir o
tempo total da fermentacao 2G pela assimilacdo simultanea de C5 e C6, torna-
se imprescindivel o desenvolvimento de transportadores capazes de carrear
xilose com alta afinidade na presenca de glicose, além da elucidacdo de
mecanismos moleculares envolvidos na repressado catabdlica em xilose. Para
esse fim, &€ necessario conduzir o processo de evolu¢cdo em uma cepa com a via
glicolitica ndo funcional (hxk% e sem transportadores endégenos de glicose e
xilose (hxt©).

Farwick et al., 2014 descreveu uma estratégia similar de evolucéo, obtendo
um transportador especifico para xilose e sem inibicéo pela glicose®. A mudanca
de um Udnico aminoacido na sequéncia do transportador resultou em uma
diferenca conformacional na regido de ligacdo entre os agucares com O

transportador. Como existe diferenca no tamanho da molécula de glicose em
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relacéo a de xilose, um menor poro translocacional levou a glicose ndo conseguir
mais se ligar ao transportador mutante, mantendo a ligacéo da xilose inalterada,
permitindo a co-fermentacéo®?.

A construcao da nova plataforma microbiana hxt® e hxk®, ocorreu a partir
da linhagem EBY_Xyl1'®, modificada da levedura EBY.VW4000 que possui a
delecdo nos transportadores da familia HXT e GAL2%®> e com a expresséo da
via de conversao da xilose de S. stipitis. Como essa linhagem EBY.VW4000 néao
apresenta nenhum transportador capaz de carrear glicose, ndo € possivel utilizar
a metodologia de CRISPR-Cas9 desenvolvida para a linhagem LVY_X5, pois o
processo de selecéo utiliza o analogo de glicose - 2’ Deoxiglicose (2'DOG) -
como componente essencial da técnica de selecdo dos mutantes. Dessa
maneira, a delecdo dos genes que codificam hexoquinases nessa cepa foi
conduzida por uma estratégia de recombinacdo homologa tradicional utilizando
marcadores de resisténcia ao antibiotico.

A delegéo dos genes HXK1, GLK1 e HXK2 utilizou os mesmos marcadores
de selecéo utilizados na construcao da linhagem JBY_hxk?, higromicina, zeocina
e geneticina, respectivamente. Cada etapa de transformacéo foi confirmada por
crescimento em placa na presenca do antibiético e posteriormente via PCR.
Assim, ao final das etapas de insercéo dos cassetes de delec¢des, confirmamos
o fenotipo da linhagem final. Como a linhagem EBY_Xyll originalmente ja é
incapaz de carrear glicose, a confirmacao da auséncia da via glicolitica ndo pode
ser feita com screening funcional. As moléculas de maltose sédo carreadas por
outro sistema de transporte em S. cerevisiae que esta intacto na linhagem
EBY_Xyll. Uma vez dentro da célula, o dissacarideo maltose € hidrolisado em
duas moléculas de glicose!®. Dessa forma, duas col6nias candidatas da
linhagem, EBY_Xyll hxk® foram testadas em meio sélido YNBM contendo
maltose como fonte Unica de carbono. As duas colbénias ndo foram capazes de
crescer na presenca desse acucar, mostrando que a via glicolitica estava
ausente (Figura 8-A). A delecdo das hexoquinases foi confirmada
molecularmente em uma dessas colbnias, dando origem a linhagem final
EBY_Xyll hxk° (Figura 8-B).
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Figura 8 | Construcdo dalinhagem EBY_Xyl1 _hxk°. A — Estria em meio completo YNBM com
maltose como fonte Gnica de carbono da linhagem parental EBY_Xyll e dos mutantes com
delecbes em trés hexoquinases. B — Confirmacdo da inser¢cdo do cassete de delecdo das
hexoquinases na linhagem EBY_Xyl1_hxk°. Marcador 1kb plus Thermo Scientific. C — Esquema
de amplificacdo especifica do cassete hxk2A::KanMX4 (resisténcia a canamicina) e
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hxk1A::hphMX4 (resisténcia a higromicina). D — Confirmacao da delecdo do gene GLK1 por
diferenca de tamanho através da insercdo do cassete glklA::bleR (resisténcia a zeocina).
Performance em meio liquido em glicose como Unica fonte de carbono com variada concentracao
do aclcar em 96 horas E (EBY_Xyll_hxk® CiGXF1) e F (EBY_Xyll hxk® Cs4130).

Por fim, essa linhagem foi transformada com plasmideos pCiGXF1 e
pCs4130 que codificam os dois transportadores heterdlogos de xilose que seréo
submetidos ao processo de evolucao adaptativa. Um teste em meio liquido com
essas linhagens transformantes onde glicose é a Unica fonte de carbono para os
dois transportadores demonstrou que apos 96 horas nenhum crescimento foi
visto (Figura 9-E e 9-F). Dessa forma, podemos ver que mesmo nha presenca de
dois transportadores de alta afinidade por glicose, o metabolismo desse acucar

esté inativado na linhagem EBY_Xyl1 hxkO.

Evolucao adaptativas das linhagens transformantes

Finalizada as construc6es das novas plataformas EBY_Xyll hxk® e
JBY_hxk9, é possivel iniciar o processo de evolucdo adaptativas em ambas as
linhagens em meio com mistura de xilose e glicose, iniciando com concentracdes
baixas de glicose. Ao longo do processo de evolucdo espera-se que mutacdes
aleatérias surjam. Entretanto, aquelas que séo positivas na condicdo de sele¢cao
tendem a ser fixadas na populacdo. Gradativamente, as concentracfes de
glicose no meio serdo aumentadas conforme se observe o crescimento das
linhagens®3%8. Dessa maneira, a pressao seletiva ird se manter e selecionara as
linhagens mais adaptadas a essa condicdo. O sequenciamento gendmico dos
mutantes de JBY _hxk® e dos transportadores isolados de
EBY_Xyll hxk® CiGXF1 e EBY_Xyll hxk0 Cs4130, permitem a identificacdo
de alvos que elucidem os mecanismos de repressdo catabdlica tanto em um
nivel intracelular, JBY_hxk®, quanto extracelular, EBY_Xyl1 hxk®, (Figura 9).

A validagcdo das mutacdes relacionadas a melhora no metabolismo de
xilose na presenca de glicose podera ser utilizada para construgcdes de novas

plataformas microbianas mais adaptadas para os hidrolisados de 2G.
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Figura 9 | Evolucdo adaptativa em linhagens JBY _hxk®e EBY_Xyll_hxk® Representacdo
esquematica dos processos de evolugcdo nas linhagens EBY_Xyll hxk® Cs4130,
EBY_Xyll_hxk® CiGXF1 e JBY_hxk® para elucidagdo de alvos moleculares relacionados a
repressdo catabdlica por glicose. O processo de evolugdo em linhagens EBY_Xyll_hxk®
(extracelular) que expressam transportadores heterdlogos (Cs4130 e GXF1) modificara
estruturalmente os transportadores a fim de carrear xilose com maior eficiencia na presenca de
glicose (repressédo catabdlica extracelular). O processo de evolucdo adaptativa na linhagem
JBY_hxk® (intracelular) visa identificar alteracbes em mecanismos de regulagdo génica e
sinalizacdo envolvidos no processo de repressao catabdlica em nivel intracelular.

Perspectivas Futuras

Modificacao racional dos transportadores de xilose

A metodologia proposta nesse projeto utiliza como base o procedimento
de evolucdo adaptativa em linhagens de S. cerevisiae onde a pressao seletiva
ocorre nos transportadores heterélogos expressos. Assim, as mutacdes que
serdo geradas ocorrerdo de forma randémica e se fixardo na populacdo
conforme sejam selecionadas ao longo do tempo. As linhagens recombinantes
de S. cerevisiae que expressam transportadores heterdlogos apresentam
diferencas de crescimento quando a concentragcdo de aclUcar no ambiente
extracelular é alterada®92180, Assim, essa diferenca apresentada no fenétipo
das linhagens recombinantes pode ser devido ao processo de regulacao dessas

proteinas de membrana. Os transportadores de acucares sdo regulados
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conforme as concentracfes de acucares presente no meio extracelular, através
de dois niveis de regulacéo, transcricional e pés-traducionalt?®197,

O primeiro nivel regula os niveis de expressdo de cada transportador.
Dependendo do ambiente extracelular, a sinalizacéo celular ativa e inibe grupos
especificos de transportadores de membrana. ?’. J4 o segundo nivel regula a
estabilidade dos transportadores na membrana plasmatica, sendo que
transportadores de alta afinidade, como HXT7, sédo degradados em um processo
de ubiquitinacdo em condi¢ces de concentracdes superiores de glicose!?®. Em
contrapartida, para transportadores de baixa afinidade, como HXT3, a
degradacdo ocorre em ambientes de baixa concentracdo de glicose. O
transportador GXF1 é considerado um carreador de alta afinidade para glicose,
Km = 2,0 = 0,6 mM8 e sua regulacédo é similar ao HXT7, sendo induzida em
condicbes de baixa concentracdo de glicose ou por fontes néo
fermentesciveis®?198 e degradado em condicdes de alta concentracdes?®.

Os transportadores heterélogos GXF1 e Cs4130 apresentam diferentes
padrdes de transporte nas linhagens de S. cerevisiae recombinantes conforme
a concentracdo de aglicar no ambiente extracelular (Capitulo 1), A expresséo
de GXF1 demonstrou melhoras no crescimento em linhagens recombinantes em
condicbes de baixa concentracdo de xilose, enquanto que em elevadas
concentracdes, o transportador é inibido®18, O transportador Cs4130
apresenta melhora na performance nas linhagens recombinantes em condi¢des
de altas concentracfes de xilose, enquanto em baixas concentracfes desse
acucar o transporte é inibido. Ainda nao € elucidado como esse mecanismo de
regulacdo dos transportadores de membrana, tanto enddégenos quanto
heterdlogos, ocorrem na presenca de xilose e como esse aclcar atua em toda
cascata de sinalizagéo intracelular.

Um teste com os transportadores Cs4130 e GXF1 acoplados a proteina
fluorescente mUKG1'%, mostrou que Cs4130 apresenta uma maior intensidade
na membrana plasmatica ao longo do crescimento em 50 g/L de xilose (Figura
10). O facilitador GXF1 perde essa intensidade na periferia da célula e se
observa um aumento da fluorescéncia na regido citoplasmatica, o que pode ser
indicio de um processo de degradacdo desse transportador. A confirmacao

dessa diferenca na permanéncia dos transportadores na membrana plasmatica
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explicaria a diferenca de performance das linhagens em altas concentracdes de

xilose.

GXF1 Cs4130

Figura 10 | Fluorescéncia dos
transportadores GXF1 e Cs4130. Analise
da fluorescéncia ao longo do crescimento
em 50 g/L de xilose. GXF1 apresenta
aumento da fluorescéncia no ambiente
citoplasmético antes do que o observado
para Cs4130.

Os transportadores GXF1 e Cs4130 apresentam possiveis sitios de

ubiquitinacdo que podem sinalizar o processo de degradagdo por meio de

endocitose de proteinas de membrana (Figura 11). Futuras modificacdes nesses

sitios de ubiquitinacdo podem limitar esse processo de degradacdo e

consequentemente aumentar a permanéncia desses transportadores na

membrana ao longo de toda a fermentacdo. Por fim, por meio de mutagdes

pontuais e racionais nos transportadores de xilose poderemos melhorar as

performances das linhagens recombinantes em altas concentracdes de xilose.

GxF1 — Candida intermedia

MSQDSHSSGAATPVNGSILEKEKEDSPVLOVDAPQKGFKDYIVISIFCFMVAFGGEVEGFDTGTISGE
VNMSDEFKDRFGOHHADGTPYLSDVRVGLMISIFNVGCAVGGIFLCKVADVWGRRIGLMESMAVYVVGI
ITQISSSTKWYQFFIGRLIAGLAVGTVSVVSPLFISEVSPKQIRGTLVCCFQLCITLGIFLGYCTTYG
TKTYTDSROQWRIPLGLCFAWAILLVVGMLNMPESPRYLVEKHRIDEAKRSIARSNKIPEEDPFVYTEV
QLIQAGIEREALAGOQASWKELITGKPKIFRRVIMGIMLOSLOQLTGDNYFFYYGTTIFQAVGLKDSEQ
TSITLGIVNFASTFVGIYVIERLGRRLCLLTGSAAMFICFIIYSLIGTQHLYKQGYSNETSNTYKASG
NAMIFITCLYIFFFASTWAGGVYCIISESYPLRIRSKAMSIATAANWLWGFLISFFTPEFITSATIHEYY
GEFVEFTGCLAFSFFYVYFFVYETKGLSLEEVDEMYASGVLPLKSASWVPPNLEHMAHSAGYAGADKATD

EQV

IEEIRE > Alta probabilidade

Azul = Média probabilidade
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Cs4130 - Candida sojae

MSVSDSTDANPNLEDKYENNADPNIDAAAVDLNANQPWHAYIGIITMCVLIAFGGYVEFGEDTGTIPGE
VNMTDFQRRFGSRRDDGTYYFSNARTGMMIGLFNAGCAVGALLLSKLADLYGRRFAISVSMLIYISGV
IVOIAAQHAWYQVMIGRIITGVAVGTLSVVCPLFISEVSPKHLRGTLVVCFQLMITLGIFLGYCTTYG
TEKVYSDSROWRVPLGLCFAWALFLIGGMTRMPESPRYLLSKDKIDDARIALAKVNKASPEDPALLAEL
QLLOAGVERERLAGSATWMTLIKGKPRIFERVLVGAMLOSLOQLTGDNYFEYYATMVFKAIGLDDSFE
TAITIIGVINFASTEFVGIFAIEKLGRRLCLMLGSIGMSACFLMYSLIGSQHLYYHGSSGETRHRDGRAM
IFVTSIYIFCFASTWAGGVYSVISELYPLKIKSKAMGVANACNWLWGFLISFFTSFITDAIHFYYGEI
FMGCLFFSIFFVYFMVYETKGLDLGAVEELYNAGIPAWKSAGWVPPTAQEMATTSGYARDAIPEEQQN

EEQV IERREIRE > Alta probabilidade
Azul = Média probabilidade

Figura 11 | Anélise dos provaveis sitios de ubiquitinagdo nos transportador Cs4130 e
GXF1. Assinalado em vermelho e azul sdo representados os aminoacidos de alta e média
probabilidade, respectivamente, para sitios de ubiquitinacéo. (http://www.ubpred.orqg).

Conclusdes

Para melhor utilizacdo do potencial biotecnolégico da biomassa
lignoceluldésica devemos utilizar a totalidade dos principais aglUcares presente
nessa biomassa, glicose e xilose. As linhagens industriais de S. cerevisiae
desenvolvidas para a industria 2G devem ter a capacidade de metabolizar esses
dois acucares de forma simultanea, levando ao aumento da produtividade dos
produtos desejados, como o etanol. Dessa forma, entender e elucidar os
mecanismos de repressdo catabodlica e os efeitos da glicose na presenca de
outras fontes de carbono nos niveis moleculares é essencial para construcéo de
linhagens industriais 2G.

O primeiro passo para entender a repressao catabdlica é obter linhagens
plataforma capazes de identificar genes alvos que desvendem os mecanismos
envolvidos. A linhagem construida JBY_ _hxk® mostrou uma performance pior em
mistura com glicose e xilose do que somente em xilose. Isso evidencia que a
glicose apresenta um forte papel inibitério no metabolismo interno da levedura
mesmo na presenca de outras fontes de carbono. Evoluir a linhagem JBY _hxk°
em misturas de glicose e xilose e estudar as mutagdes presentes nas cepas
evoluidas irdo auxiliar a compreender o papel inibitério global que a glicose
exerce na presenca de outras fontes de carbono.

Adicionalmente, considerando uma linhagem hxt® (sem os
transportadores endégenos presentes no genoma) e hxk?, temos uma segunda

ferramenta capaz de ajudar na compreensdo do processo de competicdo na
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assimilacdo entre glicose e xilose pelos transportadores escolhidos. A
construcdo da linhagem EBY_Xyll hxk® é essencial para a obtencdo e
“screening” de transportadores mutantes gerados em linhagens evoluidas
capazes de consumir simultaneamente substratos C5 e C6.

Com a construcdo das duas linhagens, JBY_ _hxk® e EBY_Xyll hxk?,
poderemos identificar novos mecanismos de repressao catabdlica e inibicdo por
glicose em dois niveis moleculares, intracelular e extracelular. Os alvos a serem
identificados possuem grande potencial para serem utilizados na construcao de

linhagens otimizadas ao ambiente industrial 2G.

Metodologia

Meios e linhagens utilizadas

Os meios utilizados foram preparados conforme descrito previamente em

Ausubel et al., 2003’ Foi utilizado o meio LB (1% Triptona, 0,5% extrato de
levedura e 1% NacCl) para o cultivo de E. coli DH5a. A levedura S. cerevisiae foi
cultivada em meio YPD (1% extrato de levedura, 2% Peptona e 2% Glicose) ou
YPX (1% extrato de levedura, 2% Peptona e 2% Xilose). As linhagens S.
cerevisiae LVY_X5 e EBY_Xyl1% foram utilizadas como base para o estudo,
tabela S1. LVY_X5 apresenta superexpressao do gene XKS1 e dos quatro genes
da PPP, TAL1, TKL1, RPE1 e RKI1, bem como a delecdo dos genes GRE3 e
URAS. EBY_Xyll apresenta delecdo de 21 transportadores e é derivada da
linhagem EBY.VW40005.
- LVY_X5 (MATa; CENS5::pTDH1-xylA-tTDH1; gre34A; CEN2::pADH1-XKS1-
tADH1; CENS8::pADH1-XKS1-tADH1;CEN12::pTDH1-TAL1-tTDH1-pPGK1-
RKI1-tPGK1; CEN13::pTDH1-TKL1-tTDH1-pPGK1-RPE1-tPGK1; isu1A e XylA).
- EBY_Xyll (EBY.VW4000 - hx154, hxtl6A4, hxt134, hxtl4A, hxt12A, hxt94,
hxt11A, hxt10A, hxt8A, hxt4-1-5A, hxt2A, hxt3-6-74, gal24, stl1A, agtlA, mph2A
e mph34; CENb5::.pPGK1-XYL1-tPGK1-pTDH1-XYL2-tTDH1; CENZ2::pADH1-
XKS1-tADH1)

Para os experimentos de transformacgao, as linhagens foram cultivadas
em YNB (0,67% Difco yeast nitrogen base, 1% drop out completo para leveduras,
0,5% sulfato de amoénio, 2% glicose) e YNBX (0,67% Difco yeast nitrogen base,

1% drop out completo para leveduras, 0,5% sulfato de amonio, 2% xilose). Os
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meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 minutos, com excecao do YNB e
YNBX, que foram filtrados em membrana 0,2 um. O meio YNB pode ter a uracila

removida da composi¢ao do “drop-out” para a selegao dos transformantes.
Extracdo de DNA plasmidial de bactéria

O protocolo de extracdo de DNA plasmidial seguiu a metodologia de
lise alcalina'4’. A linhagem de E. coli transformada foi inoculada em meio LB
overnight e incubada a 37°C sob a agitacao de 200 rpm. Apds a extracao, o DNA
foi quantificado em nanodrop para determinar a eficiéncia da extragdo. Esse
procedimento foi utilizado para extrair DNA plasmidial das bactérias contendo os
plasmideos pDelHexo5, pCl_GXF1, pCs186, pCs2608, pCs3894 e pCs4130 que
foram utilizados nas transformacdes de leveduras. Plasmideos utilizados ao

longo desse capitulo se encontram na tabela S2
Transformacéo de S. cerevisiae.

As transformacdes de S. cerevisiae foram realizadas utilizando o método
de Acetato de Litio (LiAc)'®. Esse protocolo é composto por trés etapas: i.
preparacdo de células de levedura competentes, ii. transformagdo com o
plasmideo/DNA de interesse e iii. sele¢cdo dos transformantes. A inducdo da
competéncia nas leveduras utiliza uma solucédo de 1x TE|LiAc. A transformacéo
da cepa utilizada ocorreu com a adi¢cdo do DNA a ser transformado nas células
de levedura e solucdes de 40% PEG/1x LiAc (80% PEG 50%; 10% TE buffer,
10% 10x acetato de litio 1M), DMSO e DNA de esperma de salmdo como
carreador do DNA exdgeno. A selecdo das colbnias transformantes foi feita em
YPX suplementado com o antibiotico necessario ou em meio YNB sintético sem
uracila, de acordo com a selecao e fonte de carbono necessaria

Plasmideos de delecdo das hexoquinases via CRISPR-Cas

Foram sintetizados plasmideos para a delecdo das hexoquinases com
base no plasmideo ja disponivel pCRCT, descrito por Bao et al., 201582, O
plasmideo denominado pDELHexo5 (Figura 12) tem uma construcao que ira
gerar delecbes de oito pb nos genes que codificam as hexoquinases GLK1,
HXK1, HXK2, YLW446W (putativa hexoquinase)?°° e GAL1 (galactose quinase).
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Esses dois ultimos ja foram descritos como genes que ao longo do processo de
evolucdo podem obter mutacdes que os levem a adquirirem funcbes de
hexoquinases?:132201 O plasmideo pDelGAL1/GLK1/ADE2 visa gerar a delecéo
pela retirada da regido codificante dos genes GAL1 e GLK1, enquanto a delecdo
0 gene reporter ADE2 ocorre pela a insercdo de um stop cdédon prematuro.
Nessa estratégia, os genes YLR446W e HXK1 séo deletados da mesma maneira
pelo plasmideo pDel_YLR446W/HXK2/ADE_mut. Entretanto a dele¢éo do gene
ADE2 gerado pela agdo do plasmideo pDel_GAL1/GLK1/ADE?2 é restituida pela
remocao desse stop codon prematuro. Os cassetes de delecao via Crispr-Cas9,
DNA’s doadores e gRNA'’s utilizados se encontram nas tabelas tabela S4, S5 e

S6, respectivamente.

2 microng

pDel_GAL1/GLK1/
ADE?2

pDelHexo5

2 microns

pDel_YLR446W/HXK1
/ADE2_mut

Figura 12 | Plasmideo de dele¢cdo das hexoquinases. A construgdo dos plasmideos
pDelHexo5, pDel_GAL1/GLK1/ADE2 e pDel YLR446W/HXK1/ADE2_mut utilizou como base o
plasmideo pCRCT. O plasmideo apresenta uma regido codificadora da proteina iCas9, com
marcas de sinalizacdo para transporte intranuclear (NLS) e uma regido de tracrRNA, formando
o complexo funcional base da metodologia de delegdo. Os RNA’s guias estdo juntamente com
os DNA’s disruptivos de cada gene alvo, representados pelo retangulo com o nome do gene, sob
a agao do promotor SNR52 e intercalados por uma sequéncia “direct repeat” (DR). (Adaptado de
Bao et al. 2015)182,

Delecao das hexoquinases em LVY_X5 e EBY_Xyll
Para realizagcdo da metodologia CRISPR-Cas em LVY_X5, usamos uma

estratégia de construcdo contendo apenas um plasmideo que tem as regides de
reconhecimento aos genes de interesse GLK1, HXK1, HXK2, YLR446W e GAL1
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e as regides que compdem o complexo funcional da maquinaria do CRISPR?#2,
Essa metodologia utiliza uma combinagdo em conjunto de gRNA’s (guide RNA)
e DNA doador de cada gene alvo em um Unico plasmideo. Sendo possivel
através dessa construgdo particular uma delegcdo multiplex de genes em S.
cerevisiae. Os genes serdo deletados por meio do uso do CRISPR que esta
presente no plasmideo, sendo dessa forma uma metodologia de passo unico.

A partir de uma col6nia isolada, foi feito um pré-indculo em YNBX ura” (50
g/L) e posteriormente as linhagens foram transferidas para um meio contendo
YNBX ura (10 g/L) + 2’ Deoxiglucose (2 g/L). A presenca de 2’ Deoxiglucose
(2’DOG) foi descrito previamente como um composto que nao possibilita o
crescimento de linhagens que possuam a capacidade de fosforilar glicose!®2.
Dessa forma, as linhagens mutantes para as hexoquinases selecionadas terao
uma vantagem seletiva em meio com a presenca de 2’DOG. Ao longo da selecao
continua, aliquotas de 200 uL foram transferidas para um novo meio de cultivo,
visando selecionar linhagens com delec¢des das hexoquinases e capacidade de
crescer em xilose na presenga de 2’'DOG.

As delecBes das hexoquinases em EBY_Xyll aconteceu através da
metodologia tradicional por insercdes de cassete de resisténcia a antibiéticos,
por recombinacdo homdloga, dentro da regido codificante do gene a ser
deletado?%?. Dessa forma, a delecdo de HXK2, HXK1 e GLK1 prosseguiu com a
amplificacdo dos genes de resisténcia presente plasmideos pFA6KanMX4

(geneticina)'*?, pAG32 (higromicina)!®® e pSH65 (zeocina)!®?, respectivamente.
Microscopia e linhagens S. cerevisiae fluorescentes

A sequéncia otimizada da proteina fluorescente mUKG116! foi sintetizada
pela Genscript e fusionada ao plasmideo pCs4130 e pCiGXF1'8, As linhagens
EBY_Xyll com a expressao das construgdes Cs4130-mUKkG1 e GXF1-mUKkG1
foram crescidas em meio YNB sem uracila, com a respectiva fonte de carbono.
As linhagens foram analisadas no microscoépio de fluorescéncia Carl Zeiss (Jena,
Germany) utilizando objetiva de 100x por 6leo de imersédo (EC Plan-Neofluar,
NA1.3). Imagens de contraste e fluorescéncia foram obtidas pela camera

AxioCam (Carl Zeiss) e processadas no software AxioVision software versao 3.1.
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Material suplementar

Tabela suplementar S1. Linhagens usadas nesse estudo

93

Linhagem Genotipo Parental Referéncia
EBY.\/W4000 Ahxt1-17 gal2A::loxP srﬂ:)ﬁglg:):(lzxagﬂA::IOXP mph2A::loxP CEN.PK2-1C 125
EBY XYL1 CEN5::pPGKl-XYLl-tPGIg(liég'{-l?:éhleLZ-tTDH, CEN2::pADH1- EBY.VW4000 180
EBY_Xyll_hxk® KanAHXK2, ZeoAGLK1, HphAHXK1 EBY_XYL1 Este estudo
LVY_X5 pOXylATyl + selecdo em evolucédo adaptativa PE-2 Dos santos, comunicagéo pessoal
JBY_hxk® KanAHXK2, ZeoAGLK1, HphAHXK1 LVY_X5 Este estudo
CEN.PK2-1C MATa ura3-52 trpl-1 his3A
LVYAl1 MATa PE-2 63
PE-2 Linhagem industrial de producéo de etanol PE-2, MATa/a CBMAI 0959




Tabela suplementar S2. Plasmideos utilizados nesse estudo
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Plasmideo

Plasmideo parental

Caracteristica relevante

Referéncia

pCRCT
pAG32
pFA6KanMX4

pSH65

pDELHexo05

pGAL1/GLK1/ADE2
pHXK1/YLR/ADE2_mut
pCiGXF1
pCs4130
pCiGXF1-GFP

pCs4130-GFP

pCRCT

pCRCT

pCRCT

pRS426

pRS426

pCiGXF1

pCs4130

Plasmideo "ultra high-copy" com iCas9

HphMX4 - Resistencia a Higromicina B
KanMX4 - Resisténcia a geneticina (G418)

Cre recombinase, Resisténcia a zeocina

Cassete de delecdo HXK1, HXK2, GLK1, YLR446W
e GAL1

Cassete de delecdo GAL1, GLK1 e ADE2

Cassete de delecdo HXK1, YLR446W e ADE2_mut

Transportador GXF1 clonado no vetor multicopia de
levedura

Transportador Cs4130 clonado no vetor multicopia
de levedura

Transportador GXF1 acoplado a proteina
fluorescente eGFP

Transportador Cs4130 acoplado a proteina
fluorescente eGFP

182

150

149

151

Este estudo

Este estudo

Este estudo

180

180

Este estudo




Tabela suplementar S3. Primers utilizados no trabalho

Primer Sequéncia 5' --> 3' Descricao

Hph_HXK1_F ATAAGATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAGCCAGCTGAAGCTTCGTA  Delegdo de HXK1

Hph_HXK1_R TTAAGCGCCAATGATACCAAGAGACTTACCTTCGGCAATTTAGGGAGACCGGCAGATC Delecéo de HXK1

Kan_HXK2_F TAATAAGTACGCTAATTAAATAAAATGGTTCATTTAGGTCCAGCCAGCTGAAGCTTCGTA Delecao de HXK2

Kan_HXK2_R TAAGTTTAAGCACCGATGATACCAACGGACTTACCTTCAGCATAGGGAGACCGGCAGATC  Delecao de HXK2

Zeo _GLK1_F ACAACTCTATCATACACAAGATGTCATTCGACGACTTACACACTCGAAGGCTTTAATTTG Delecéo de GLK1

Zeo_GLK1_R CGGCACCCACTCCGGAACCATCCTTGGCAATCTTCAAGTGCGCGTAATACGACTCACTATA Delegdo de GLK1

Check_del_HXK1_F CATAAGGGCATCACTCATAAG Confirmacao de delegdo HXK1
Check_del_HXK1 R CATAAGGGCATCACTCATAAG Confirmacao de delegdo HXK1
Check_del_HXK2_F CACGAAATTACCTCCTGCT Confirmacao de delecao HXK2
Check_del_HXK2_R TTATCGTCACGAATAAATCC Confirmacao de delecao HXK2
Check_del_GLK1_F CTCAGCTTCCGTAAACCAC Confirmacao de delegdo GLK1
Check_del_GLK1_R CGGTGGGATACGTACACA Confirmacao de delegdo GLK1
Check_del_YLR446W_R TCCTCTACACCAACATCACA Confirmacéo de delegéo YLR446W
Check_HXK2_F CAAAGTACCGGTAGTGTC Confirmacéo de delegdo HXK2 via CRISPR
Check_HXK1_F GACAAAGAAGGGAGGTAAC Confirmacéo de delegdo GLK1 via CRISPR
Check_GLK1_F TCGAACAAATGGAAAAAGGT Confirmacéo de delegdo GLK1 via CRISPR
Check_YLRW_F CAGGCTGGCTGCAAAT Confirmacéo de dele¢@o YLR446W via CRISPR
Check_pCRCT_F GAGAAAGGTTGTTAAGCACTT Amplificagcdo do cassete de delecdo em pDELhexo5

Check_pCRCT_R TGCTTGGGTGTTTTGAAG Amplificagdo do cassete de delecdo em pDELhexo5
HXK1_Seq_del_F ATATAAGCAATCGGTTTCAC Sequenciamento de HXK1

HXK1_Seq_del_2R CTTCGTTAATCTTGTTTTGG Sequenciamento de HXK1

HXK2_Seq_del_F AAGCCAGAAAGGGTTCC Sequenciamento de HXK2

HXK2_Seq_del_R TAGTTTTCCTTGTAGCTTTTC Sequenciamento de HXK2

GLK1_Seq_del_F ATTATAAGTGGTGTGCCG Sequenciamento de GLK1

GLK1_Seq_del_R GTCTACAGGGTATGAGAAAG Sequenciamento de GLK1

GAL1_Seq_del_F TGTTGTTAAAGCGAATATGG Sequenciamento de GAL1

GAL1_Seq_del_R AGATTCAGAATACACATGCT Sequenciamento de GAL1
Check_del_YLR446W_F TGCCAGGTATTGTTAGCG Sequenciamento de YLR446W
Check_del_YLR446W_R TCCTCTACACCAACATCACA Sequenciamento de YLR446W

KAN_F GCCAGCTGAAGCTTCGTA Amplificagdo do gene KanMX4

Hph_F GCCAGCTGAAGCTTCGTA Amplificagéo do gene hphMX4

CCATCACGAGATTTCGATT Amplificagdo do gene bleR (resisténcia a Zeocina)

Zeo_F




Tabela suplementar S4. Cassetes de delecao via CRISPR-Cas9 usados
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Nome do
crRNA

Sequéncia 5' --> 3'

Descricao

Cassete
DelHexo5

Cassete
DelGAL1/
GLK1/ADE
2

Cassete
DelHXK1/
YLR/ADE2
_mut

CTTTGGTCTCACCAAAACGAGAAAGGTTGTTAAGCACTTTATCGACGAATTGAATAAAGGTTTGACAAGGTAACATTCCAA
TGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAGAATAAAGGTTTGACAAAGAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAA
TGGTCCCAAAACCGAGGTTACCCCCGAGAAGCTGGACGAATTAACTGCTTACTTCATCGAACAAAGGTCTAGCTCCACCA
AAGGAAGGCCACACATTGGCCTCGGACAAAGGTGCTTACTTCATCGAACAAAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGT
CCCAAAACGATAACACCCATCTTAGTTTCTGGGTCAGTGTAGTAAGAAGCAACCAAAGGTGTCGTTTATCAAAGCAACAAC
TTCAATTGGGATATTCCTCTTAGTGATGTAAGAAGCAACCAAAGTACGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAA
ACCATCGTTGATTCGAATTTCTTTAATCAAATCATCTATACAATATGTACCAGCAAATGGTTATATAAAAAAAAAGAACGAG
TCATCTGAGGCGTCTAAATTCTATACAATATGTACCAGGCGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACCCTTG
TTGTATCTAACAAGTTTGAAACCGCCCCAACCAACTATAATTTAAGAAGTCACTACAGCTGCAAATGTTTTAGCTGCCACG
TACGGTGTTGTTTTAACCAACTATAATTTAAGAGGTTTTAGAGAGAGACCTTTC

CTTTGGTCTCACCAAAACTAATCTTACTTATATGTTGTGGAAATGTAAAGAGCCCCATTATCTTAGCCACACAGGGACAAA
ATTCTTGATATGCTTTCAACCGCTGCGTTTTGGATACAACCAACTATAATTTAAGAGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAAT
GGTCCCAAAACCCACTAATACAACTCTATCATACACAAGATGTCATTCGACGACTTACACACCAAGGATGGTTCCGGAGT
GGGTGCCGCCTTGTGTGCGCTTGTAGCATGATGCTTACTTCATCGAACAAAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTC
CCAAAACCCAAACAAATAAGCAACTCCAATGACCACGTTAATGGCTCCTCGAGAACCTCTCCCGCATCTGAATAAACTAG
CTGAAAAATGTGATGTGCTAACGATTGGATATCAAGAGGATTGGAAAGTTTTAGAGAGAGACCTTTC

CTTTGGTCTCACCAAAACCAGGGATACTGAACACCGGGGAAGTTAACTGAGTATATCGGTTATCATTACAACCAAGTTCAA
TAATATATTTCATCATTTCTTACCATCTTCTCGATCTCTATACAATATGTACCAGGCGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATG
GTCCCAAAACCTTAGGACCGTTGAGAGGAATAGTAACAAGTGAACGCAACAAAGATTGTTCGAAAAAAGAATTGCCGAAG
GTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAATGAATAAAGGTTTGACAAAGAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCC
AAAACCCAAACAAATAAGCAACTCCAATGACCACGTTAATGGCTCCTTTTCCAATCCTCTTGATATCGAAAAACTAGCTGA
AAAATGTGATGTGCTAACGATTGAAGATGCGGGAGAGGTTCTCGGTTTTAGAGAGAGACCTTTC

Cassete para
delecé@o de HXK1,
HXK2, GLK1,
YLR446W e GAL1

Cassete para
delecédo de GAL1,
GLK1 e ADE2

Cassete para
delecdo de HXK1,
YLR446W e
ADE2_mut




Tabela suplementar S5. DNAs doadores usados para experimentos com CRISPR-Cas9
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Nome do

DNA doador

Sequéncia ' --> 3'

Descricao

HXK1 doador
Hexo 5

HXK2 doador
Hexo 5

GLK1 doador
Hexo 5

GAL1 doador
Hexo 5

YLR446W
doador Hexo 5

GLK1 doador

GAL1 doador

ADE2 doador

YLR446W
doador

HXK1 doador

ADE_mut
doador

GAGAAAGGTTGTTAAGCACTTTATCGACGAATTGAATAAAGGTTTGACAAGGTAACATTCCA
ATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAA
GATAACACCCATCTTAGTTTCTGGGTCAGTGTAGTAAGAAGCAACCAAAGGTGTCGTTTATC
AAAGCAACAACTTCAATTGGGATATTCCTCTTAGTGAT
CGAGGTTACCCCCGAGAAGCTGGACGAATTAACTGCTTACTTCATCGAACAAAGGTCTAGC
TCCACCAAAGGAAGGCCACACATTGGCCTCGGACAAAGG
CCTTGTTGTATCTAACAAGTTTGAAACCGCCCCAACCAACTATAATTTAAGAAGTCACTACA
GCTGCAAATGTTTTAGCTGCCACGTACGGTGTTGTTTT
CATCGTTGATTCGAATTTCTTTAATCAAATCATCTATACAATATGTACCAGCAAATGGTTATA
TAAAAAAAAAGAACGAGTCATCTGAGGCGTCTAAATT

CCACTAATACAACTCTATCATACACAAGATGTCATTCGACGACTTACACACCAAGGATGGTT
CCGGAGTGGGTGCCGCCTTGTGTGCGCTTGTAGCATGA

TAATCTTACTTATATGTTGTGGAAATGTAAAGAGCCCCATTATCTTAGCCACACAGGGACAA
AATTCTTGATATGCTTTCAACCGCTGCGTTTTGGATAC

CCAAACAAATAAGCAACTCCAATGACCACGTTAATGGCTCCTCGAGAACCTCTCCCGCATC
TGAATAAACTAGCTGAAAAATGTGATGTGCTAACGATTG

CAGGGATACTGAACACCGGGGAAGTTAACTGAGTATATCGGTTATCATTACAACCAAGTTC
AATAATATATTTCATCATTTCTTACCATCTTCTCGATCT

CTTAGGACCGTTGAGAGGAATAGTAACAAGTGAACGCAACAAAGATTGTTCGAAAAAAGAA
TTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAAT

CCAAACAAATAAGCA’'ACTCCAATGACCACGTTAATGGCTCCTTTTCCAATCCTCTTGATATC
GAAAAACTAGCTGAAAAATGTGATGTGCTAACGATTGA

DNA doador para cassete DelHexo5
DNA doador para cassete DelHexo5
DNA doador para cassete DelHexo5
DNA doador para cassete DelHexo5

DNA doador para cassete DelHexo5

DNA doador para cassete
DelGAL1/GLK1/ADE2

DNA doador para cassete
DelGAL1/GLK1/ADE2

DNA doador para cassete
DelGAL1/GLK1/ADE2 e DelHXT1-
7/GAL2/ADE2

DNA doador para cassete
DelHXK1/YLR/ADE_mut

DNA doador para cassete
DelHXK1/YLR/ADE_mut

DNA doador para cassete
DelHXK1/YLR/ADE_mut
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Tabela suplementar S6. gRNAs utilizados no trabalho

Nome do gRNA Sequéncia 5' --> 3' Descricao

HXK1 Hexo5 GAATAAAGGTTTGACAAAGA gRNA usado no cassete DelHexo5

HXK2 Hexo 5 GTAAGAAGCAACCAAAGTAC gRNA usado no cassete DelHexo5

GLK1 Hexo 5 TGCTTACTTCATCGAACAAA gRNA usado no cassete DelHexo5

YLR446W Hexo 5 CTATACAATATGTACCAGGC gRNA usado no cassete DelHexo5

GAL1 Hexo 5 AACCAACTATAATTTAAGAG gRNA usado no cassete DelHexo5

GLK1 TGCTTACTTCATCGAACAAA gRNA usado no cassete DelGAL1/GLK1/ADE2
GAL1 AACCAACTATAATTTAAGAG gRNA usado no cassete DelGAL1/GLK1/ADE2
ADE2 GATATCAAGAGGATTGGAAA gRNA usado no cassete DelGAL1/GLK1/ADE2
YLR446W CTATACAATATGTACCAGGC gRNA usado no cassete DelHXK1/GLK1/ADE2_mut
HXK1 GAATAAAGGTTTGACAAAGA gRNA usado no cassete DelHXK1/GLK1/ADE2_mut

ADE_mut AGATGCGGGAGAGGTTCTCG gRNA usado no cassete DelHXK1/GLK1/ADE2_ mut
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