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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente utilizada na conversdo de
glicose e frutose a etanol, ndo é capaz de fermentar a xilose presente na biomassa
lignoceluldsica de residuos agroindustriais. Apesar da introdugédo da via metabdlica
dessa pentose em linhagens de S. cerevisiae, a fermentagdo da xilose
simultaneamente com outros acgucares ainda é pouco eficiente. A proposta deste
trabalho foi aumentar a eficiéncia do consumo da xilose por linhagens de S.
cerevisiae introduzindo genes de transportadores exégenos identificados em
leveduras selvagens que naturalmente fermentam pentoses. A via do metabolismo
da xilose foi integrada no genoma de uma linhagem industrial brasileira de S.
cerevisiae usada na produgao de etanol. A partir desta, linhagens isogénicas foram
criadas e mostraram ser mais eficientes no metabolismo da xilose em meio sintético
e capazes de co-fermentar glicose e xilose na presenca de altas concentragdes de
inibidores resultantes da hidrolise da biomassa lignocelulésica. Os tranportadores
identificados foram testados nas linhagens industriais geneticamente modificadas
criadas neste estudo e em linhagens laboratoriais. Nao foi possivel confirmar a
eficiéncia dos transportadores nas linhagens, embora os resultados mostraram
diferengas nas curvas de crescimento das linhagens industriais expressando os
transportadores. Este trabalho foi o inicio de um estudo dos fatores envolvidos no
metabolismo da xilose e servira como base para que futuros trabalhos sejam
realizados na obtencdo de uma linhagem mais eficiente para produgao de etanol de
segunda geragao.

Palavras-chaves: Etanol lignocelulésico; residuos agroindustriais; transportadores
de xilose; via do metabolismo da xilose; Spathaspora.
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC STUDIES OF XYLOSE TRANSPORT
MECHANISM IN WILD STRAINS OF YEASTS FOR THE SECOND-GENERATION
ETHANOL PRODUCTION'
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ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae, which efficiently ferments glucose and fructose
to ethanol, is unable to ferment xylose present in lignocellulosic biomass of
agroindustrial residues. Although the introduction of xylose metabolic pathways in S.
cerevisiae strains has been described in the literature, the simultaneous fermentation
of xylose and glucose in these modified strains is still very inefficient. The aim of this
study was to increase the xylose consumption efficiency of S. cerevisiae by
introduction of exogenous genes identified in wild yeast that naturally ferment
pentose. The xylose metabolism pathway was integrated into the genome of a
Brazilian industrial strain of S. cerevisiae used for the production of ethanol, which
was then used to obtain isogenic modified strains. The isogenic strains showed to be
more effective in xylose metabolism in synthetic medium and able to co-ferment
glucose and xylose in the presence of high concentrations of inhibitors resulting
hydrolysis of lignocellulosic biomass. The transporters identified were inserted into
genetically modified industrial strains of S. cerevisiae created in this study and also in
laboratory strains. It was not possible to confirm the transporters efficiency in
laboratory strains but the results showed differences in the growth curves of the
industrial strains expressing the transporters. This work was the beginning of a study
of the factors involved in xylose metabolism and it will help to prepare future work to
obtain an efficient strain for lignocellulosic ethanol production.

Keywords: Lignocellulosic ethanol; agroindustrial residues; xylose transporters;
xylose metabolic pathways; Spathaspora.
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial por energia cresce continuamente, levando a busca
por novas fontes de matérias-primas e tecnologias para a produg¢ao de combustiveis.
Nesse cenario, os combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis,
principalmente biorrenovaveis, sdo considerados boas alternativas para diminuir a
dependéncia de combustiveis fosseis, tdo prejudiciais ao meio ambiente. O etanol
desponta como o biocombustivel mais conhecido e produzido. Podendo ser formado
a partir de diferentes substratos vegetais, sendo o milho e a cana-de-agucar os mais
utilizados no mundo. O etanol obtido diretamente da conversdo de acgucares
extraidos, normalmente amido (milho) ou sacarose (cana-de-agucar) da biomassa
vegetal é conhecido como etanol de primeira geragéo (etanol 1G).

A biomassa lignoceluldsica (em geral, residuo de culturas agricolas) é
responsavel pela estrutura do vegetal e € composta basicamente por polimeros de
carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina, os quais, quando dissociados,
liberam acgucares que podem ser bioconvertidos a etanol. Devido as grandes
quantidades disponiveis e o baixo custo em relagdo as culturas alimentares, a
biomassa lignocelulésica tem potencial para se tornar uma significativa fonte de
matéria-prima para o processo de transformacdo da biomassa em etanol, sendo
denominado etanol lignoceluldsico ou de segunda geragao (etanol 2G).

Diversas espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos,
apresentam a capacidade de fermentar compostos lignocelulésicos. Entretanto, para
que a conversao a etanol por leveduras possa ocorrer em escala industrial, deve-se
aplicar um pré-tratamento (hidrélise) fisico-quimico e/ou enzimatico a biomassa
lignoceluldsica para que haja a liberacdo dos monémeros de agucar presentes na

celulose (glicose) e hemicelulose (rica em pentoses).



Os principais acucares resultantes da hidrélise dos residuos
lignoceluldsicos, em ordem de concentragdo, séo: glicose e as pentoses xilose e
arabinose. Para que a producdo de etanol lignocelulésico seja um processo
industrial economicamente viavel, € necessario que todos os agucares presentes no
hidrolisado sejam fermentados. Entretanto, a levedura Saccharomyces cerevisiae,
amplamente utilizada na conversédo de glicose a etanol, ndo é capaz de fermentar
xilose. Considerando a fundamental importancia para a assimilacdo de xilose,
estudos recentes vém sendo realizados a partir da introducdo da via metabdlica
desse acucar em linhagens de S. cerevisiae. Porém, a fermentagcdo da xilose
simultanea a glicose tem se mostrado pouco eficiente.

Outra alternativa para aumentar a eficiéncia do consumo da xilose seria
introduzir genes de transportadores exdégenos mais eficientes em linhagens de S.
cerevisiae. As espécies Spathaspora passalidarum e Sp. arborariae sdo conhecidas
pela habilidade em fermentar a xilose em etanol e pelo potencial na producao de
etanol lignoceluldsico. As diferentes espécies desse género poderiam ser utilizadas
diretamente para produgdo de etanol ou como fontes de genes de enzimas e/ou
transportadores de acucar.

Segundo projegdes do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), na proxima década, o Brasil, segundo maior produtor de etanol do mundo,
deve aumentar em 90% a producdo deste biocombustivel. Portanto, as pesquisas
em torno da producao biotecnoldgica de etanol a partir de residuos lignocelulésicos
agroindustriais tem se tornado cada vez mais importante principalmente pela grande
quantidade disponivel e pelo potencial de extrair pelo menos duas vezes mais

combustivel da mesma area de terra comparado ao etanol tradicional.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a funcionalidade de genes envolvidos na utilizagdo da xilose em
linhagens industriais de S. cerevisiae geneticamente modificadas para o

metabolismo de xilose.

2.2 Objetivos Especificos

2.21 Identificar/selecionar uma dentre novas espécies de leveduras
selavagens com alta capacidade de assimilar xilose;

2.2.2 Identificar e isolar genes envolvidos no transporte da xilose das
linhagens selecionadas;

2.2.3 Obter linhagens recombinantes de S. cerevisiae eficientes no
metabolismo da xilose e capazes de fermentar simultaneamente xilose e glicose em
meio sintético e hidrolisado de residuos agroindustriais;

2.24 Inserir os genes isolados nas linhagens industriais de S. cerevisiae
recombinantes;

2.2.5 Analisar a funcionalidade desses genes em comparagdo com as

linhagens parentais.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bioetanol

Biocombustivel € um termo associado ao combustivel derivado de
qualquer matéria organica, usualmente renovavel. O etanol é o tipo mais conhecido
de biocombustivel e tem sido importante para a economia de alguns paises, sendo o
Brasil um dos principais beneficiados, principalmente devido a introducdo dos
veiculos com tecnologia bicombustivel (popularizado como “flex-fuel”) e a crescente
demanda interna por combustiveis com maior mistura de etanol (United States
Department of Agriculture - USDA, 2013). De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2016), até maio de 2016, a produgao de etanol,
para a safra 2015/16, foi de 30,5 bilhdes de litros, o que até o momento representa
5% a mais que a safra anterior. A produgdo mundial também vem aumentando e
alcangou em 2015 um total de 97,2 bilhdes de litros, sendo a maior parte, cerca de
85%, produzida por Estados Unidos (EUA) e Brasil (Renewable Fuels Association -
RFA, 2015) (Figura 1).

Atualmente, o etanol é produzido a partir da fragdo amilacea ou sacarinea
de algumas culturas agricolas comestiveis, como milho, cana-de-agucar e beterraba
(Moysés et al., 2016). O alcool brasileiro é proveniente da cana-de-agucar (género
Saccharum L.), uma graminea tropical que acumula sacarose, que pode ser
convertida em etanol diretamente por micro-organismos, sem pré-tratamento
enzimatico (Argueso et al., 2009). Por razdes econdmicas e ambientais, residuos
agroindustriais e outras fontes de baixo valor tém sido consideravelmente propostos

para a producao de etanol (Farrell et al., 2006).
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Figura 1. Producdo mundial de etanol por pais/regido e ano. Adaptado de: www.afdc.energy.gov/data/.

3.1.1 Etanol Lignoceluldsico ou de segunda geragao

A produgdo de etanol combustivel a partir de fontes renovaveis é
considerada uma alternativa para diminuir a dependéncia de combustiveis fésseis.
Porém, as criticas quanto ao uso de recursos alimentares como matéria-prima para
produgdo de etanol de primeira geragao, incentivam a produgdo do etanol
lignocelulésico ou 2G (Tan et al., 2008). A matéria-prima para producado do etanol
2G sdo os residuos provenientes da agroindustria, assim como de florestas,
tratamentos de residuos sdlidos municipais, gramas perenes, entre outros (Balat,
2011). No entanto, grande parte da biomassa lignocelulésica provém do
processamento de culturas agricolas, como o bagago de cana-de-agucar, a palha de

arroz e casca de soja (Hasunuma et al., 2012). O Brasil € o segundo maior



exportador agricola mundial. Sendo o maior fornecedor de agucar, suco de laranja,
café e soja, neste Ultimo tendo ultrapassado os Estados Unidos em 2013. E ainda,
um grande produtor de milho, arroz e carne bovina, os quais tém como maior
consumidor o mercado interno (Food and Agriculture Organization of the United
Nations - OECD-FAOQ, 2016).

A agricultura no Brasil contribui de forma importante para o fornecimento
de energia no pais. A energia renovavel, em 2014, representou 39,4% de toda a
energia utilizada no Brasil. 39,8% dessa matriz energética renovavel é produzida a
partir da biomassa de cana-de-acucar, incluindo nesse valor, 12,9 % de etanol
(Ministério de Minas e Energia, Empresa de Pesquisa Energética - MME/EPE, 2015).
A produgao de cana-de-agucar na safra 2015/16 foi de 655,16 milhdes de toneladas
(Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, Ago/2015). Do bagago obtido do
processamento da cana, cerca de 7 a 10 % do total (aproximadamente 280 kg de
bagaco por tonelada de cana) se encontra disponivel para outros usos, e o restante
€ empregado como combustivel primario na geracdo de vapor e energia elétrica
(Soares e Rosell, 2009). Dessa forma, a producdo do etanol 2G a partir do bagago
da cana apresenta perspectivas positivas de producdo e vem sendo fortemente
estudada por grupos de pesquisa do sudeste brasileiro (Rabelo et al., 2009). O Rio
Grande do Sul (RS) n&o participa do mercado sucroalcooleiro brasileiro, portanto,
nao produz bagago de cana com grande expressao. Em compensacgao, € o maior
produtor de arroz e o terceiro maior produtor de soja do pais. Na safra 2014/15, a
produgéo de arroz no RS atingiu aproximadamente 8,2 milhdes de toneladas (67%
do total produzido no Brasil), ja a de soja alcangou 13,5 milhdes de toneladas (14%
do total produzido no Brasil) (CONAB, Jan/2015). Consequentemente, os residuos

provenientes do processamento desses graos tornam-se atrativos para a produgao



de etanol 2G, agregando utilidade a essa biomassa lignocelulésica e diminuindo o
descarte indevido no ambiente.

A biomassa lignocelulésica é responsavel pela estrutura do vegetal. E
composta basicamente por polimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose) e
lignina (Kumar et al., 2008). A celulose é um homopolimero de glicose, enquanto
que a hemicelulose é composta por hexoses (glicose, manose e galactose) e
pentoses (xilose e arabinose) (Hayn et al., 1993). A conversdo desses agucares em
etanol s6 é possivel apés um tratamento (hidrélise) fisico-quimico e/ou enzimatico

do material lignocelulésico, visando liberar os monémeros de agucar presentes na

celulose e hemicelulose (Bosch et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos compostos gerados apds a hidrolise da biomassa lignocelulésica
(adaptada de das Neves et al., 2007).



A xilose € um dos principais acucares fermenteciveis presente na
biomassa lignoceluldsica hidrolisada, sendo o segundo mais abundante depois da
glicose (Howard et al., 2003). Para que a produgao de etanol lignoceluldsico seja um
processo industrial economicamente viavel, € necessario que todos os agucares
presentes no hidrolisado sejam fermentados. Entretanto, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que € a especie mais utilizada na conversao de glicose a etanol, ndo é

capaz de fermentar xilose.

3.2 Leveduras usadas na pesquisa de producao de etanol 2G

A conversdo das hexoses a etanol € passivel de ser realizada pela
levedura S. cerevisiae, amplamente utilizada na producéo de etanol 1G devido a sua
alta eficiéncia na fermentagao e tolerancia superior ao etanol, pressao osmoética do
agucar, altas temperaturas e ao baixo pH (da Silva Filho et al., 2005). Além disso,
tolera compostos inibitérios gerados durante o tratamento da biomassa
lignoceluldsica (Klinke et al., 2004; Pereira et al., 2014). No entanto, ndo € capaz de
fermentar pentoses, pois ndo possui a via metabdlica necessaria para conversao a
etanol. A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura tem focado em
melhorar a eficiéncia de conversao da xilose, pois sdao mais abundantes na

biomassa lignoceluldsica do que a arabinose (Hahn-Hagerdal et al., 2007).

3.2.1 Leveduras fermentadoras naturais de pentoses

As espécies de leveduras conhecidas como melhores fermentadoras de
xilose a etanol sao: Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Kluyveromyces marxianus,

Pachisolen tannophilus e Candida shehatae, porém, apresentam rendimento



relativamente baixo e poucas sao tolerantes aos inibidores formados durante a
hidrolise de residuos lignocelulésicos (Margaritis e Bajpai, 1982; Tian et al., 2009).
Como estratégia de aproveitamento total dos agucares presentes no hidrolisado, a
utilizacdo de culturas para a producdao de etanol, combinando uma levedura
fermentadora de pentoses e um micro-organismo fermentador de glicose, parece ter
vantagens em relagdo ao uso de uma unica cultura. As espécies Spathaspora
passalidarum e Sp. arborariae séo conhecidas pela habilidade em fermentar a xilose
em etanol e pelo potencial na produgdo de etanol lignocelulosico (Cadete et al.,
2009; Hou, 2012). Nos trabalhos de da Cunha-Pereira et al. (2011) e Hickert et al.
(2013), a espécie Sp. arborariae foi testada em sistema de co-fermentagdo com S.
cerevisiae, resultando em produtividade de etanol maior do que as atingidas quando
ambas as espécies foram avaliadas em fermentacdes isoladas. Além do bom
rendimento, essas leveduras foram capazes de crescer e produzir etanol na
presenca de compostos toxicos do hidrolisado de casca de arroz ou quando
adicionados ao meio sintético.

Além da possibilidade de serem usadas diretamente para produgdo de
etanol, essas e outras espécies do género Spathaspora séo fortes candidatas para
servir como fontes de genes de enzimas e/ou transportadores de acucar mais

eficientes (Cadete et al., 2012).

3.2.2 S. cerevisiae geneticamente modificadas para fermentar pentoses

Embora a fermentacdo das pentoses seja realizada por leveduras néo-
Saccharomyces, a maioria dos trabalhos envolvendo fermentacado das pentoses em
levedura é focada na geracdo de linhagens de S. cerevisiae geneticamente

modificadas com vias heterdlogas do metabolismo da xilose. Isso porque as muitas
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propriedades da levedura S. cerevisiae, sendo a principal delas a alta tolerancia ao
etanol e a compostos inibidores presentes no hidrolisado, a faz ser altamente
desejada no processo industrial de producdo de etanol lignocelulésico. A via oxi-
redutora (XR/XDH) de S. stipitis € a mais utilizada para criar leveduras para
fermentacdo de xilose e muitos trabalhos vém sendo realizados para o
aperfeicoamento do metabolismo de xilose e, com isso, melhorar a produtividade do
etanol na S. cerevisiae recombinante. Um dos problemas identificado na insergao
dessa via € o acumulo de xilitol devido ao desequilibrio redox gerado pela diferenga
de especificidade de cofatores das enzimas que metabolizam a xilose. A xilose
redutase (XR), enzima responsavel pela reducdo da D-xilose a D-xilitol, utiliza
principalmente NADPH como cofator, enquanto que a xilitol desidrogenase (XDH)
utiliza somente NAD™ para converter D-xilitol a D-xilulose. A D-xilulose é convertida a
D-xilulose-5P pela xiluloquinase (XK) para entrar na via das pentoses-fosfato (PPP)
(Jeffries, 2006; Moysés et al., 2016; Watanabe et al., 2007) (Figura 3). A
regeneragdo de NAD" e de NADPH ocorre em processos metabolicos diferentes,
portanto, o equilibrio redox € um alvo relevante para engenharia metabdlica (Jeffries
e Jin, 2004; Zaldivar et al., 2002). Mudancas na seletividade de XR para maior
utilizacdo de NADH em detrimento de NADPH tem resultado em efeitos positivos
sobre o rendimento e produtividade em etanol (Banta et al., 2002; Petschacher e
Nidetzky, 2005; Watanabe et al., 2007; Zaldivar et al., 2002). Outra estratégia, que
vem sendo muito realizada, para corrigir o desequilibrio redox € a introdugao de
genes da via da xilose isomerase (XI) de fungos e de bactérias, onde a D-xilose é
convertida diretamente a D-xilulose (Figura 3). A introdug¢do da enzima xilose
isomerase (XI), do fungo Piromyces sp., por exemplo, promoveu uma alta atividade

da enzima e, consequentemente, a conversao da xilose de etanol. Porém, o
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crescimento em xilose sob condigdes aerdbias é baixo e nenhum crescimento é
obtido sob anaerobiose (Diao et al., 2013; Kuyper et al., 2003). Por isso, diversos
trabalhos sob condi¢cdes anaerdbias usando XI de bactérias vem sendo relatados
atualmente (Brat et al., 2009; Demeke et al., 2013; Karhumaa et al., 2007). Um
recente trabalho reportou pela primeira vez a co-expressdo de XI/XK em S.
cerevisiae da bactéria do ramem Prevotella ruminicola (Hector et al., 2013). Neste
trabalho, ap6s um processo de evolucado adaptativa, a levedura obteve uma boa taxa
de crescimento em xilose, além de boa produtividade de etanol (82,9% de

produtividade teorica).
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Figura 3. Fermentagdo da xilose em S. cerevisiae. A via fungica utiliza xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH), enquanto a via bacteriana utiliza xilose isomerase (XI). Ambas as vias de produgéo de D-
xilulose é convertida a D-xilulose-5P pela xiluloquinase enddgena (XK). D-Xilulose-5P entra na via das pentoses-
fosfato (PPP), onde é metabolizado para formar etanol. As setas indicam a direcdo das reagdes quimicas
(Moysés et al., 2016).
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3.3 Estratégia para melhorar a eficiéncia da producao de etanol 2G

Muitos desafios ainda precisam ser superados para que a producao de
etanol 2G seja realizada em grande escala e que seja competitiva com o etanol 1G.
O principal deles é a necessidade de que todos os agucares presentes na biomassa
lignocelulosica sejam utilizados por micro-organismos capazes de realizar a
conversao a etanol de modo eficiente e sob as condigbes adversas do processo
fermentativo (Hahn-Hagerdal et al., 2007).

Um micro-organismo eficiente para a produgao de etanol 2G, além de ser
capaz de co-fermentar eficientemente glicose e xilose, precisa ser tolerante as
condigbes estressantes impostas pelo processo fermentativo. As linhagens
industriais de S. cerevisiae sao amplamente utilizadas no processo fermentativo,
pois apresentam melhor capacidade de tolerancia as condigbes adversas geradas
durante a fermentagdo (da Silva-Filho et al., 2005). No entando, a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura foi realizada usando linhagens de laboratério,
devido a facilidade de manipulagdo genética. Porém, ao contrario das linhagens
industriais, estas ndo foram selecionadas para a producdo de etanol em larga
escala. Poucos estudos tém optado por usar linhagens industriais melhorando, seja
por adaptagdo evolutiva, insergdo/delegdo ou super-expressdo de genes, seu
desempenho fermentativo (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Matsushika et al., 2009;
Moon et al., 2013; Romani et al., 2015; Sondereggeret L., 2004). Diao et al. (2013)
usaram linhagens industriais de S. cerevisiae que possuiam a via Xl, mas que
cresciam lentamente em xilose sob condigdes aerdbias. Por evolugcao adaptativa, foi
possivel melhorar a capacidade fermentativa das linhagens através de sucessivas
transferéncias em meio com xilose e sob condi¢cdes aerdbias. Além disso, os autores

inseriram transportadores exdgenos e super-expressaram varios genes para
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acelerar a conversdo da xilulose a etanol. Adaptacdo a compostos téxicos do
hidrolisado de lignocelulésicos também em linhagens industriais de S. cerevisiae foi
realizado por Sehnem et al. (2013) e Tomas-Pejo et al. (2010). As linhagens foram
submetidas a crescentes concentragdes de hidrolisado ou de toxinas acrescentadas
ao meio de cultura, durante varias gerag¢des. A adaptagcdo desenvolveu linhagens
mais tolerantes a compostos toxicos, tais como hidroximetilfurfural (HMF) e furfural,
e com maior produtividade de etanol em relagdo as parentais. Nas linhagens
industriais YRH396 e YRH400 estudadas por Hector et al. (2011), foram introduzidos
genes da via do metabolismo que resultou em uma relativa melhora na produtividade
de etanol em meio sintético e em hidrolisado de residuo agroindustrial.

Outra estratégia utilizada com o objetivo de melhorar o consumo de todos
0S acucares presentes no substrato € a inser¢cao de transportadores exogenos de
xilose em S. cerevisiae recombinante. Super-expressao dos transportadores de
hexoses Hxt préprios da S. cerevisiae recombinante para melhorar o consumo da
xilose também foi relatado (Gongalves et al., 2014). No entanto, muitos trabalhos
estdo voltados para o estudo de transportadores de organismos que naturalmente
fermentam pentoses. Os pesquisadores tem mostrado que é possivel aumentar a
eficiéncia do consumo da xilose introduzindo genes de transportadores de leveduras
selvagens com alta eficiéncia em transportar o agucar e capazes de expressa-los em
altos niveis quando submetidos a condi¢des definidas de crescimento. Foi assim que
Leandro et al. (2006) identificaram genes Gxf1p e Gxf2p de Candida intermedia
escolhida apés um procedimento de triagem com outras espécies de leveduras
fermentadoras de xilose (Gardonyi et al.,, 2003). O uso alternativo desses genes
também foi relatado em outros trabalhos (Diao et al., 2013; Runquist et al., 2009;

Young et al., 2011). Ja Katahira et al. (2008) introduziram trés transportadores de
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glicose/xylose de S. stipitis, Sut1p, Sut2p and Sut3p porque estes apresentaram
bons parametros cinéticos (tais como Vnax) para xilose nos testes de transporte.
Transportadores de xilose de organismos filogeneticamente distintos também estao
sendo testados em S. cerevisiae, como o An25p de Neurospora crassa (Du et al.,
2010) e XtrDp de Aspergillus nidulans (Colabardini et al., 2014), além dos
transportadores At5g59250p e At5g17010p de Arabidopsis thaliana (Hector et al.,

2008) e AraEp de Corynebacterium glutamicum (Wang et al., 2013).

3.4 Caracteristicas basicas dos transportadores de pentoses e  suas

aplicacdes

Os transportadores de pentose, como todos da subfamilia de
transportadores de acucar, sdo membros da Superfamilia Facilitadora Principal
(MSF) e geralmente apresentam de 400 a 600 aminoacidos (Pao et al., 1998).
Contém 12 cadeias transmembranares hidrofébicas em alfa hélices ligadas por algas
hidrofilicas com cerca de cinco dominios conservados, o que tem facilitado a
identificacdo de possiveis novos genes de transportadores de agucar (Leandro et al.,

2009) (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo da estrutura geral dos transportadores de agucar de leveduras com seus dominios
conservados. As cinco regides que tem sido reconhecida em transportadores de agucar estdo representadas
pelas letras (A-E). As 12 cadeias polipeptidicas transmembranares estao representadas pelos cilindros (Leandro
et al., 2009).
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A importancia do estudo de transportadores de pentoses é atribuida a
abundancia desse tipo de agucar na biomassa lignoceluldsica utilizada como
matéria-prima para a produgdo de etanol de 2G. As leveduras e os fungos
filamentosos capazes de fermentar pentoses com eficiéncia possuem
transportadores de alta e baixa afinidade. Os transportadores de alta afinidade sao
do tipo xilose/H" simporter, e sdo expressos em baixas concentracdes do acucar. Ja
os de baixa afinidade transportam o agucar por difusdo facilitada, e sdo expressos
quando o agucar € abundante (Leandro et al., 2009).

Na maioria das leveduras, a expressao de genes que codificam os
transportadores e as demais enzimas relacionadas ao metabolismo de fontes
alternativas de carbono, € inibida pela presenca da glicose. Na auséncia do agucar,
a rede da proteina quinase Snf1 é essencial para o crescimento de leveduras
Saccharomyces em meios com carbonos fermentesciveis menos preferidos como a
sacarose, galactose e a xilose (no caso de linhagens geneticamente modificadas
para metabolizar pentoses) (Jeffries, 2006; Zaman et al., 2008). Além disso, Snf1
desempenha um importante papel na resposta celular ao estresse (Sanz, 2003). A
proteina é ativada quando a glicose € exaurida do meio, e por fosforilagdo do
repressor transcricional Mig1, permite que genes antes reprimidos sejam transcritos
(Gancedo e Flores, 2008; Zaman et al., 2008) (Figura 5).

A expressdao dos genes de transportadores de hexoses também é
reprimida na auséncia de glicose. A repressao ocorre pela rede do repressor Rgt1,
funcao que requer fosforilagao pela proteina quinase Snf1, bem como depende da
associagao dos co-repressores Mth1 e Std1 (Johnston e Kim, 2005; Zaman et al.,

2008) (Figura 6).
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Figura 5. Esquema simplificado do papel da proteina quinase Snf1 na auséncia da glicose. Quando Snf1 esta
inativa (glicose alta), Mig1 nao esta fosforilada e migra para o nucleo, ligando-se ao DNA de genes reprimidos
por glicose, promovendo repressao de sua transcrigdo em associagao com Hxk2, uma das duas hexoquinases
de leveduras. Hxk2 também interage com Reg1, e esta interacéo facilita a agéo da fosfatase Glc7 em Snf1 para
manté-la em estado inativo. Quando Snf1 é ativada por fosforilacdo pelas proteinas quinases Elm1, Tos3, ou
Sak1 (glicose baixa), Mig1 é fosforilada e migra para o citoplasma, assim como Hxk2, aliviando a repressao
(Gancedo e Flores, 2008).
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Figura 6. Esquema simplificado da via do Rgt1 responsavel pela repressdo de genes HXT na auséncia da
glicose. Rgt1 associado aos co-repressores Mth1 e Std1 liga-se aos promotores dos genes HXT resultando na
repressao da transcricdo. Os genes HXT s&o de-reprimidos pela ativagao da proteina quinase Yckl através dos
sensores Snf3 e Rgt2 que detectam a presenca de glicose. Yckl fosforila Mth1 e Std1, que s&o direcionados pela
ubiquitina-proteina SCFe™ para degradagéo pelos proteossomos (Johnston e Kim, 2005).
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S. cerevisiae tem 20 genes que codificam proteinas semelhantes a
transportadores de glicose (Bisson et al., 1993) e embora tenham mostrado a
repressao dos genes HXT na auséncia da glicose, outros estudos revelaram que S.
cerevisiae € capaz de consumir pentoses por alguns destes transportadores. Em um
estudo realizado por Sedlak e Ho (2004), os transportadores Hxt7p e Hxt5p foram
mais efetivos no consumo de xilose em linhagens recombinantes. Esses
transportadores foram fortemente reprimidos quando a concentragdo da glicose era
alta, mas foram gradativamente sendo transcritos a medida que a glicose foi
consumida durante a fermentacdo na presenca de xilose. Foi determinado
previamente que Hxt7p € um transportador de alta afinidade e que sua expressao é
independente da fonte de carbono (Ye et al., 2001).

Embora seja possivel a conversdo de pentoses a etanol por linhagens
geneticamente modificadas de S. cerevisiae, a afinidade por xilose, por exemplo,
pelos transportadores de glicose € bem menor (Jeffries, 2006). Dessa forma,
introduzir genes de transportadores exdgenos especificos de xilose ou arabinose
poderia aumentar a eficiéncia do consumo (Leandro et al., 2006). O transporte de
pentoses em fungos, que naturalmente metabolizam esse tipo de acgucar, ainda é
pouco conhecido e pouco explorado. Varias sequéncias de possiveis
transportadores de xilose vém sendo depositadas no banco de dados do GenBank,
mas poucas foram caracterizadas.

No estudo de transportadores exdgenos, especialmente de xilose,
linhagens de S. cerevisiae que nao apresentam os principais ou nenhum dos
transportadores de hexoses (hxt-null) sdo, na maioria das vezes, utilizadas como
hospedeiras para os testes de caracterizacado. Os transportadores Gxf1p e Gxs1p de

Candida intermedia (Leandro et al., 2006), XylHPp de Debaryomyces hansenii,
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Xut1p, Xut3p e Xyp29p de S. stipitis (Du et al., 2010; Young et al., 2011) foram
expressos nas linhagens hxt-null. As linhagens hxt-null também sao usadas para
testar transportadores de fungos filamentosos: An25p de Neurospora crassa (Du et
al.,, 2010) e XtrDp de Aspergillus nidulans (Colabardini et al., 2014). Ja o
transportador TrXlt1p, do fungo Trichoderma reesei, foi testado em uma linhagem
que néo apresenta as principais Hxt permeases (Saloheimo et al., 2007).

Para uma aplicagdo mais pratica, alguns genes de transportadores de
xilose sdo caracterizados diretamente em tipos selvagens de S. cerevisiae, por
exemplo, Gxf1p de C. intermedia ja citado anteriormente (Runquist et al., 2009) e
Sut1p de S. stipitis (Katahira et al., 2008). As leveduras apresentaram uma melhora
na capacidade de absor¢ao da xilose e na produtividade do etanol, quando este foi
analisado. No entanto, utilizar linhagens industriais como hospedeiras para
transportadores de pentoses poderia melhorar a conversdo dos agucares presentes
na biomassa lignocelulésica e possibilitaria sua utilizagdo em processos
fermentativos para a produgédo de etanol 2G em escala industrial. Como ja citado
anteriormente, Diao et al. (2013) observou um melhor consumo de xilose ao usar
transportadores exdégenos. Porém, mais pesquisas que envolvam linhagens
industriais de S. cerevisiae devem ser realizadas, pois pouco se sabe sobre o
quanto o genotipo dessas linhagens recombinantes poderia afetar no consumo da

xilose.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Leveduras, meios de cultura e métodos gerais

Todas as leveduras usadas neste trabalho, as previamente obtidas bem
como as contruidas no presente estudo, estdo listadas na Tabela 1. As leveduras
selvagens fermentadoras de pentoses foram obtidas da colecdo de cultura do
Institudo de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais (Carlos A.
Rosa, UFMG-ICB, Belo Horizonte, MG, Brasil). Linhagens de S. cerevisiae gendtipos
CEN.PK2-1C (Euroscarf; Frankfurt, Germany), BY4727 (ATCC; Manassas, VA, USA)
e a industrial geneticamente modificada para fermentar xilose YRH400 (Hector et al.,
2011) foram obtidas da colegcdo de cultura do National Center for Agricultural
Utilization Research, United States Department of Agriculture - Agricultural Research
Service (Ronald Hector, USDA-ARS, NCAUR Peoria, IL, USA). As linhagens
industriais de S. cerevisiae produtoras de etanol PE-2 e CAT-1 (Fermentec;
Piracicaba, SP, Brasil) foram obtidas de nossos estoques preservados no Bioteclab,
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (Marco A. Z. Ayub, UFRGS-ICTA, Porto Alegre, RS, Brasil). Linhagens de
Escherichia coli DH10B, TOP10 (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), NEB5a, e NEB10b
(New England Biolabs (NEB); Ipswich, MA, USA) foram utilizadas para manutengao
e preparacao de plasmideos e foram crescidas em meio Luria-Bertani (triptona 10 g
L™, extrato de levedura 0,5 g L e NaCl 10 g L") (Sambrook e Russell, 2001).
Plasmideos e primers previamente obtidos, bem como os construidos neste
trabalho, sdo mostrados na Tabela 2 e 3. As leveduras foram transformadas usando

o método padrao do acetato de litio (Gietz e Woods, 2002). Os antibiéticos usados
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para selegcao dos transformantes foram ClonNat (100 pg/mL; Werner BioAgents;
Lena, Germany), G418/geneticina (100 ug/mL; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA),
e higromicina (100 ug/mL; Fischer Scientific; Pittsburgh, PA, USA). O meio YP
(extrato de levedura 10 g L™ e peptona bacteriolégica 20 g L™) foi autoclavado sem o
carboidrato. Meio sintético completo (SC) consistiu de 6,7 g L' de nitrogénio
levedura base (YNB) e foi suplementado com carboidratos e aminoacidos conforme
a necessidade do experimento (Amberg et al., 2005). O inéculo foi preparado com
células crescendo exponencialmente em YP adicionado de D-glicose ou D-maltose
(solugao esteril 20 %) e lavadas com agua estéril antes da inoculagédo. Os estoques

foram mantidos em YPD + glicerol (20 %) a -80 °C.

4.2 Integragdo genémica das vias de metabolismo da xilose XR/XDH e Xl nas

linhagens industriais de S. cerevisiae

Os cassetes de expressao XYL1/XYL2/XKS1 e XI/IXK foram previamente
inseridos no vetor HO-KanMX4-poly-HO (Voth et al., 2001) para gerar os plasmideos
de integragcdo cromossomal no locus HO de S. cerevisiae pRH277 (Hector et al.,
2011) e pRH398 (RH, USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA), respectivamente
(Figura 7; Tabela 2). Os genes do fragmento contendo a via oxi-redutora XR/XDH
foram baseados em XYL1 e XYLZ2 de Scheffersomyces (Pichia) stipitis Y-7124
(NRRL, Peoria, IL, USA), e XKS1 de S. cerevisiae BY4727 (ATCC, Manassas, VA,
USA). Os genes da via da D-xilose isomerase X/ e XK foram isolados da bactéria
Prevotella ruminicola TC2-24 (M. Cotta, USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA). Os
genes bacterianos foram cdédon-adaptados para expressar em S. cerevisiae (Hector

et al., 2011; Hector et al., 2013).
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Os plasmideos foram digeridos com a enzima de restricido Eagl para
liberar os cassetes HO-KanMX4-XYL1/XYL2/XKS-HO e HO-KanMX4-XI/XK-HO com
homologia ao gene alvo HO e cada DNA foi transformado nas linhagens industriais
YRH1413 (PE-2) e YRH1414 (CAT-1). As células foram recuperadas em YPD liquido
por 4 h antes de serem plaqueadas em YPD + G418 (200 ug/mL). A integracéo
cromossomal no locus HO foi confirmada usando um forward primer com homologia
ao gene KanMX4 do fragmento integrado (#235) e um reverse primer com

homologia ao cromossomo que flanqueia o sitio de integracéo (#236).

BamHI|

Smal

§ Xmal

Kpnl

¢, HXT7 terminator
- Nael

HXT7 terminator

Sc XKS1
PrXK-OptSC

pRH398
10265 bps

pRH277
12550 bps

BspEl

HXT7 promoter Nael
Narl

/PGK1 terminator  yy
Sfil

HXT7 promoter

' HXT7 terminator

KanMXx4 P. stipitis XYL1 EcoRl

PGK1 promoter KanMX4 PrXI-OptSc

ADH1 promoter
ADH1 terminator BStEIl  HXT7 promoter

P stipitis XYL2

Figura 7. Plasmideos de integragdo cromossomal no locus HO de S. cerevisiae. Os cassetes de genes
XYL1/XYL2IXKS1 e XIIXK foram inseridos no vetor HO-KanMX4-poly-HO para gerar os plasmideos pRH277 e
pRH398, respectivamente. Os plasmideos foram providenciados pelo Dr Ronald Hector (USDA-ARS, NCAUR,
Peoria, IL, USA).
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Tabela 1. Leveduras usadas neste trabalho. (Continua)

Linhagem Genotipo Referéncia
CEN.PK2-1C  Saccharomyces cerevisiae MATa ura3-52 trp1-289 Euroscarf
leu2-3 112 his3 A1 MAL2-8° SUC2
YRH400 S. cerevisiae linhagem industrial D5A, Hector etal. 2011
[KanMX::Ppei-XYL1-Tpek1; Papr1=-XYL2-T apr1; Prxrr-
XKST1-T pyxr7]
YRH700 CEN.PK2-1C + pRS418 RH
YRH701 BY4727, MAT alpha, + pRS418 RH
YRH1388 CEN.PK2-1C + Bacillus pumilus xynB (de pRH726) RH
YRH1400 CEN.PK2-1C hxt1--hxt7A + B. pumilus xynB (de RH
pRH726)
YRH1405 Spathaspora xylofermentans HMD25.1 Cadete et al. 2012
YRH1406 Sp. xylofermentans HMD23.3 Cadete et al. 2012
YRH1407 Sp. arborariae HM19.1a Cadete et al. 2009
YRH1408 Sp. suhii XMD16.2 Cadete et al. 2012
YRH1409 Sp. brasiliensis XMD19.3 Cadete et al. 2012
YRH1410 Sp. roraimanensis XMD23.2 Cadete et al. 2012
YRH1411 Scheffersomyces (Pichia) stipitis IMH43.2 Cadete 2009
YRH1412 Candida shehatae HM52.1 Cadete 2009
YRH1413 S. cerevisiae linhagem industrial PE-2 diploide Fermentec
(levedura brasileira produtora de etanol)
YRH1414 S. cerevisiae linhagem industrial CAT-1 diploide Fermentec
(levedura brasileira produtora de etanol)
YRH1415 PE-2 , hoA::[ KanMX::Ppgk1-XYL1-Tpgk1; Papu-XYL2- Este trabalho
TapH1; PraxrmXKS1-T pxr7]
YRH1417 PE-2, hOA::[ KanMX:: PHXTrPr XI'THXT7,' PHXT7' Este trabalho
PrXKS1-THX77]
YRH1419 CAT-1 hOA::[ KanMX::Ppg1-XYL1-Tpgks; Papni- Este trabalho
XYL2-T ppr1; PrxrrXKS1-Trxr7]
YRH1421 CAT-1, hoA:[ KanMX:: Puxr~Pr XI-Tuxrr- Puxr~ Este trabalho
PrXKS1-THX77]
YRH1423 YRH1417 adaptado em YP + xilose (50 g L™) Este trabalho
YRH1425 YRH1421 adaptado em YP + xilose (50 gL™) Este trabalho
YRH1426 YRH400 + pRH755 Este trabalho
YRH1427 YRH400 + pRH756 Este trabalho
YRH1428 YRH400 + pRH757 Este trabalho
YRH1429 YRH400 + pRH758 Este trabalho
YRH1430 YRH1415 + pRH755 Este trabalho
YRH1431 YRH1415 + pRH756 Este trabalho
YRH1432 YRH1415 + pRH757 Este trabalho
YRH1433 YRH1415 + pRH758 Este trabalho
YRH1434 YRH1388 + pRH755 Este trabalho
YRH1435 YRH1388 + pRH756 Este trabalho
YRH1436 YRH1388 + pRH757 Este trabalho
YRH1437 YRH1388 + pRH758 Este trabalho
YRH1438 YRH1400 + pRH755 Este trabalho
YRH1439 YRH1400 + pRH756 Este trabalho
YRH1440 YRH1400 + pRH757 Este trabalho
YRH1441 YRH1400 + pRH758 Este trabalho
YRH1442 CEN.PK2-1C hxt1--hxt7A + XYL1/XYL2/XKS1 genes RH
(PRH315)
YRH1448 YRH1442 + CiGXF1 glicose/xilose facilitador RH
YRH1450 YRH1442 + pRH755 Este trabalho
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YRH1451
YRH1452
YRH1453
YRH1482
YRH1483
YRH1484
YRH1485
YRH1490
YRH1491
YRH1500

YRH1501

YRH1502

YRH1503

YRH1504

YRH1505

YRH1506

YRH1507

YRH1508

YRH1509

YRH1525
YRH1526
YRH1527
YRH1528
YRH1529
YRH1530
YRH1531
YRH1532
YRH1533
YRH1534
YRH1535
YRH1536
YRH1537
YRH1538

YRH1442 + pRH756

YRH1442 + pRH757

YRH1442 + pRH758

MAT a (esporo isolado de YRH1415)

MAT a (esporo isolado de YRH1415)

MAT alfa (esporo isolado de YRH1415)
MAT alfa (esporo isolado de YRH1415)
YRH1483 mating type trocado de a para alfa
YRH1483 x YRH1490

Esporo 1B:
YRH1415
Esporo 1C:
YRH1415
Esporo 2C:
YRH1415
Esporo 2D:
YRH1415

Esporo 3B:

YRH1415
Esporo 3D:
YRH1415
Esporo 4A:
YRH1415

Esporo 4C:

YRH1415
Esporo 5B:
YRH1415

Esporo 5C:

YRH1415

MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT a Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade
MAT a Haploide dissecada da tétrade
MAT alfa Haploide dissecada da tétrade

MAT a Haploide dissecada da tétrade

YRH1400 + pRH780
YRH1400 + pRH781
YRH1400 + pRH784
YRH1400 + pRH785

Diploide de YRH1491 MAT trocado para a/a
Diploide de YRH1491 MAT trocado para alfa/alfa

YRH1483 + pRH755
YRH1483 + pRH756
YRH1483 + pRH757
YRH1483 + pRH758
YRH1483 + pRH780
YRH1483 + pRH781
YRH1483 + pRH784
YRH1483 + pRH785

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

RH, Plasmideos e linhagens providenciadas por Dr Ronald Hector do U.S. Department of Agriculture, Bioenergy
Research Unit, National Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural Research Service, Peoria, IL,

USA.
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Tabela 2. Plasmideos usados neste trabalho.

Plasmideos  Descri¢cao Referéncia

pRS414 Low copy shuttle vector (TRP1) Christianson et al. 1992
pRS418 Low copy shuttle vector (clonNAT) Addgene

pRS425 High copy shuttle vector (LEU2) Christianson et al. 1992
pRS426 High copy shuttle vector (URA3) Christianson et al. 1992
HO-poly- HO integration vector Voth et al. 2001
KanMX4-HO

pRH154 pRS425 + PHXT7 — MCS - THXT7 RH?

pRH164 pRS414 + Pyyxr7 — MCS — Tyxry Hector et al. 2011
pRH167 pRS426 + PHXT7 - MCS - THXT7 Hector et al. 2013
pRH21 1 pRS41 6- PPGK1-XYL1-TPGK1; PADH1-XYL2-TADH1 Hector et al. 2011

(Papr1-XYL2-T sprscloned (Xho1-Sac1-blunt) from
pRH169 into pRH185 (Sac1, blunt, CIP)

pRH274 pRH211 + XKS1 expression cassette [Puxr~ RH
XKST1-Thxr7]
....... (pRS41 6- PPGK1-XYL 1'TPGK1; PADH1-XYL2-
TapH1; PaxrXKS1-Trxr7)

pRH277 HO-pOIy-KanMX4-HO + PPGK1'XYL1'TPGK1; PADH1' Hector et al. 2011
XYL2-T ppr1; Prxrr-XKS1-Thxrr

pRH315 pRH274 (With URA3 switched to TRP1 by RH
recombinational repair)

pRH384 pRH164 + PrXKS1 --—-- ( pPRS414 + Puxr; — Hectoretal. 2013
PrxXKS1 - THXT7)

pRH385 pRH167 + PrXl  ----- ( pPRS426 + Pyr7 — PrXl— Hector et al. 2013
THXT7)

pRH393 pRH384 + PrXI - ( pPRS414 + Puxr7 — RH
PrXKS1 — Tuxr7, Puxrz — PrXl — Trxrr)

pRH398 HO—pon-KanMX4—HO + Puxr~PrXI-Tuxr7 + Puxr—~ RH
PrXKS1-THx77 a

pRH407 pGAL-HO-hph RH

pRH635 pRS418 with Sacl site near clonNAT marker RH
inactivated by site-directed mutation

pRH718 pRH635 + PTEF - MCS - TADH1 RH

pRH726 pRH154 + Bacillus pumilus xynB RH

pRH755 pRH635 + PTEF-COFItig126-TADH1 b Este trabalho

pRH756 pRH635 + PTEpcontiQZZG-TADH1 b Este trabalho

pRH757 pRH635 + Prz~contig226.1-T app1 Este trabalho

pRH758 pRH635 + PTEF-C0nti93-TADH1 b Este trabalho

pRH780 PRH635 + Prz-contig284-Tapws ° Este trabalho

pRH781 pRH635 + Prz-contig3097-T apys ° Este trabalho

pRH784 pPRH635 + Pre~contig794-T apys © Este trabalho

pRH785 pRH635 + Precontig794.1-T apys * € Este trabalho

RH, Plasmideos e linhagens providenciadas pelo Dr Ronald Hector do U.S. Department of Agriculture, Bioenergy
Research Unit, National Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural Research Service, Peoria, IL,
USA. Pr, Prevotella ruminicola TC2-24.

# Sequéncia foi codon-otimizada para expressdo em S. cerevisiae.

® YRH1406 possivel transportador de xilose.

° YRH1405 possivel transportador de xilose.

Todos os promotores HXT7 referem-se a uma versao truncada que apresenta expressao constitutiva.
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Tabela 3. Primers usados neste trabalho

N° DNA Sequéncia

235 KanMX gene AGAGAGTTGTCACCAAGGCCAT
Chromosomal

236  region flanking HO TATGGAACTGCCTCGGTGAG
gene

638 GGACTAGTATGCACGGCGGTGGTGATG

539  Contig126 ORF SCC:CC:;TCGACTTAGTTACTTTCAGATTCAGCAACAGCCTT

640 iioo6ORF  COACTAGTATGTCTGCTCAAGATCAATTACCTG

641 GCGTCGACTTAAACATGTTCTTGAGATGGCTTG

642 (2261 0RF  TCAGGATCCATGAGTTCATCACAACCAAAACTTC

643 : GCGTCGACTTACGCATTTACGTGTCTTTTAGC

R GGACTAGTATGGGTTTAGAAGATAGTCAATTTCTCC

645 GCGTCGACTAAACACCATTGCCATTACTACTATTTCC

652 o ioasore  GGACTAGTATGGGTTTAGAAGATAGCAAATTCTTA

653 g GCGTCGACTCTCTAAGCAGATTCAGAAACTTCAAC

654 %3\::%7§|,‘i‘me ORF  GGACTAGTATGGTAGTATTTGCGATCGGAAGA

655 Contig794 reverse GAATTTTTGATGACAAAAAATTCGGATTTTGGCTTATTA
intern primer TTATCTGG

ssg  Contig794 foward CCAGATAATAATAAGCCAAAATCCGAATTTTTTGTCATC
intern primer AAAAATTC

s5; Contig794 reverse GACTATAGGACATCCTTTGGAGTACATTAGAATCGGAA
intern primer TAAAACTCTTG

ssg  Contig794 foward ATTCCGATTCTAATGTACTCCAAAGGATGTCCTATAGT
intern primer CTTGGAATTGG

659 Ccontiardd  ORF o0 o r0GACTTATAACATTCGTGTGGTCTCATCATC
reverse primer

860 o riq3007 ORF  CCACTAGTATGCACGGCGGTGGTGATG

661 GCGTCGACTTAGTTACTTTCAGATTCAGCAACAGCC

738 MAT locus AGTCACATCAAGATCGTTTATGG

739 g”eﬁ?'fa flanking 50 ACGGAATATGGGACTACTTCG

740 g/’eﬁa flanking - \cTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG

Sitios das enzimas de restricao estdo sublinhados e em italico.
Start cédons estdo em negrito.
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4.3 Clonagem dos possiveis genes de tranportadores de xilose

Os genes de transportadores foram amplificados usando Phusion high-
fidelity DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) a partir do
DNA gendmico das leveduras selvagens fermentadoras de pentoses, linhagens
YRH1405 (Spathaspora xylofermentans HMD25.1) e YRH1406 (Spathaspora
xylofermentans HMD23.3). Os genomas das linhagens foram previamente
sequenciados usando o sistema lllumina MiSeq pelo Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor, Fepagro Saude Animal (Samuel P. Cibulski, IPVDF,
Eldorado do Sul, RS, Brasil). Os contigs foram obtidos usando o programa de
analise de sequéncia CLC Main Workbench (Qiagen, Hilden, Germany). As ORFs
dos contigs foram identificadas usando o programa Clone Manager (Scientific &
Educational Software, Denver, CO, USA) e suas sequéncias comparadas aos
principais transportadores de xilose depositados no banco de dados do GenBank
usando a ferramenta Blastn. As sequéncias das ORFs estdo apresentadas na secao
9.1 dos Apéndices. Os transportadores identificados nos contigs foram amplificados
usando os primers 638-45/52-61 contendo sitios de restricdo para as enzimas Spel e
BamHI| nos primers foward e Sall nos primers reverse (ver tabela 3). A sequéncia do
contig794 foi cdédon-otimizada para expressdo em S. cerevisiae por meio da troca
dos cédons CTG presentes na ORF usando primers internos a ORF contendo
cédons TCC. Os fragmentos de DNA amplificados usando os pares de primers
internos 654/655, 656/657 e 658/659 foram purificados do gel (Macherey-Nagel
NucleoTraP Gel extraction; Diren, Germany) e usados como DNA molde para
amplificacdo da ORF do contig794 cddon-otimizada usando o par de primers

654/659. Cada fragmento de DNA foi clonado no vetor pCR 2.1 TOPO (Invitrogen)
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para sequenciamento. Os fragmentos de DNA livres de erros de replicagao foram
subclonados dentro do Sitio Multiplo de Clonagem (MCS - Muiltiple Cloning Site) do
vetor de expressao pRH718 (RH, USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA) (Figura 8)
usando as enzimas Spel/Sall ou BamHI/Sall, para gerar os plasmideos pRH755-
58/80-81/84-85.

Os plasmideos foram transformados nas linhagens industriais e de
laboratoérios de S. cerevisiae contendo a via de metabolismo da xilose ou o gene
xynB da beta-xilosidase, mutantes ou nao para os transportadores de hexoses Hxt1-
7 (ver Tabela 1). As linhagens transformadas foram submetidas a 2 h de
recuperacao em meio liquido antes de serem plaqueadas em meio YPD ou YP-
maltose (YPM), ou em SM™, conforme o genétipo da linhagem, e na presenca de
ClonNat (100 pg/mL). Os transportadores foram testados através da analise do
crescimento em xilose ou pela determinacao da atividade de transporte da xilose nas

linhagens com o gene xynB conforme descrito nos topicos 4.6 € 4.7.

Mutated Sacl site

AmpR

pRH718
5568 bps

Xhol

| PSall ADH1 terminator

TEF promoter

Sacl

Figura 8. Vetor de express&o contendo a regido MCS onde os possiveis genes de transportadores de xilose
foram inseridos usando as enzimas de restricdo Spel/Sall ou BamHl/Sall. O vetor pRH718 foi providenciado pelo
Dr Ronald Hector (USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA).
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4.4 Ensaios de fermentacao

Meios de cultivo YP (50 mL) com 80 g L™ de glicose, 80 g L™ de xylose e
misturas com 40 g L de cada aglcar foram inoculadas com células crescendo
exponencialmente a uma DOggp = 1. A fermentacdo anaerdbia da glicose e da xilose
ocorreu a 30 °C e foi monitorada continuamente por meio de um sistema wireless de
medicdo da producdo de gases (Ankom Technologies; Macedon, NY, USA). O
sistema monitora a producdo de CO; indiretamente através da medigao da pressao
do gas acumulado. A producdo de CO, é calculada usando a lei dos gases ideais
(como rotina interna do equipamento). O sistema foi ajustado para liberar a pressao
quando esta atingisse 1 psi e para monitorar a pressdo acumulada a cada 15 min.
Amostras foram retiradas ao fim da fermentagao para determinacdo da biomassa
celular (por DOggo) € analisar agucares residuais e produtos formados por HPLC.
Valores da pressao acumulada foram utilizados para calcular a quantidade de CO»
produzida durante a fermentacdo. Quantidades de CO, utilizadas para os calculos
de recuperacao de carbono assumem que 1 mol de CO, é produzido para cada 1
mol de etanol. As fermentagcdes de xilose e da mistura de xilose e glicose foram
realizadas em condigbes de limitacdo de oxigénio (100 rpm) a 30 °C. Amostras
foram retiradas dentro do intervalo de 120 h de fermentacéo para determinar a
biomassa celular (DOggp) € analisar agucares residuais e os produtos formados por
HPLC. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Calculos de
recuperacao de carbono foram baseados em carbono de entrada total a partir de
glucose e/ou xilose e da glicose e/ou xilose restantes, juntamente com outros
produtos de fermentacédo. A formagao de biomasa néao foi incluida nos calculos. O

rendimento do etanol a partir de xilose ou glicose e xilose (Ygtanol) foi definida como g
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de etanol/g de agucar consumido. O rendimento do xilitol a partir de xilose ( Yiiito1) fOi
definido como g de xilitol/g de xilose consumida. Produgao de biomassa (Yxs, 9/g)
foi expressa como g de células secal/g de agucares consumidos. O peso seco foi
determinado pela regressao linear entre a densidade 6ptica (DOeso) € mg de células
secas. A produtividade do etanol (Qp, g(L h)™) foi definida como a concentracdo de

etanol no intervalo de tempo t de producao deste metabdlito.

4.5 Preparagédo e fermentagao do hidrolisado

Processo de producao de 20% (fracdo massica) de solidos de hidrolisado
de Switchgrass (Panicum virgatum L.) (SGH) foi realizado como descrito por
Slininger et al. (2015). Switchgrass foi pré-tratada através da mistura de 21,69 g de
peso seco desta biomassa lignocelulésica com 80 mL de uma solugcdo de acido
sulfurico 0,936 % (fracdo volumétrica) e 0,3 g de Pluronic F-268. Cada um dos 12
recipientes de ago inoxidavel foi preenchido com os reagentes, lacrado e montado
em um forno Mathis Labomat IR Dyer, onde foram rodadas a 50 rpm (1 min a direita,
em seguida, 1 min a esquerda) e aquecidas a 160°C durante 15 min, e depois
esfriada para 40°C. Apos o pré-tratamento, o material teve o pH ajustado para 4,5
pela adigdo de 3,6 mL de solugdo de Ca(OH), 30% e 4,5 mL de solugdo de acido
citrico 1 M diretamente em cada recipiente e, em seguida, rotacionadas por 30 min
no Labomat (50 rpm; 1 min direita, 1 min esquerda; temperatura ambiente). Os
hidrolisados foram transferidos dos recipentes para um Erlenmeyer de 250 mL para
sacarificagdo. Foram adicionados 2,7 mL da enzima CTec (celulase) e 0,5 mL da
enzima HTec (endoxilanase com alta afinidade para hemicelulose soluvel)

(Novozymes, Bagsvaerd, Denmark). O frasco foi tampado e incubado por cerca de
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72 h a 50°C e 175 rpm. Sdlidos da biomassa foram removidos por filtracdo através
de uma malha filtrante para um novo frasco. O hidrolisado resultante teve o pH
ajustado para 5,5 e foi esterilizado por filtragcdo (filtro Nalgene 0,2 ym de diametro).
Amostras para HPLC foram preparadas para determinar a sua composi¢cao. SGH é
caracterizado por um elevado teor de furaldeidos e acido acético, e niveis muito
baixos de nitrogénio disponivel necessario para suportar o crescimento de leveduras
e fermentacdo. Dessa forma um pré-teste avaliando a melhor concentracdo de
hidrolisado e fonte de nitrogénio foi realizado. O hidrolisado foi mantido refrigerado a
4°C até utilizacao. A fermentacdo do SGH foi realizada em condi¢des de limitagao
de oxigénio (100 rpm) a 30 °C. Culturas com volumes de 25 mL foram inoculadas
com células crescendo exponencialmente a uma DOggp = 1. Os experimentos foram
realizados em triplicata. As amostras foram retiradas durante as 120 h de
fermentacdo para determinar a biomassa celular (DOggp) € analisar por HPLC os

agucares residuais e os produtos formados.

4.6 Analises de crescimento no Bioscreen

Culturas de células em placas de microtitulacdo estéreis (100 pogos)
foram realizadas usando o sistema automatizado de analise de curva de
crescimento microbiologico Bioscreen C™ (Growth Curves USA; Piscataway, NJ,
USA). As culturas foram iniciadas em 300 yL de meio a uma DOgg de 0,05, e
incubadas a 30°C. As placas eram agitadas com um ajuste de amplitude elevada e
velocidade normal durante 30 s, e com um intervalo de 60 s. A DOgg foi
determinada pela conversao dos valores de DO de ampla banda do Bioscreen C™

usando a equacao (1):
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DOgso = 1,74*DO + 0,535%(DO)? - 0,749 *(DO)® + 0,675*(DO)* (R2 = 0,999) (1)
Os dados apresentados representam os valores médios do experimento

em duplicata ou triplicata.

4.7 Determinagao da atividade de transporte da xilose

O método espectrofotométrico do p-nitrofenol (pNP) foi usado para
determinar a atividade dos transportadores da xilose das linhagens selvagens
fermentadoras de pentoses (nas condigdes descritas por Hollatz e Stambuk, 2001),
e dos transportadores transformados nas linhagens com genétipo CEN.PK contendo
0 gene xynB da beta-xilosidase do Bacillus pumilus (nas condi¢cées descritas por
Wang et al., 2013), usando os substratos analogos a xilose e glicose, p-nitrofenil-3-
D-xilopiranosideo (pPNPBX) e  p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (PNPBG),
respectivamente. Beta-xilosidase € uma enzima que atua intracelularmente e,
portanto, os subtratos necessitam entrar na célula para serem degradados. Isso
permite que o experimento possa ser realizado por longos periodos, pois as enzimas
ndo serdo secretadas e ndo irdo interferir no resultado final do teste. Todas as
medidas foram realizadas em triplicatas. Células mortas por fervura (100 °C; 5 min)
ou linhagens parentais (sem transportadores) foram usadas como controles. As
células foram recolhidas durante metade da fase exponencial de crescimento por
centrifugacdo (2500 g a 4 C), lavadas duas vezes com agua destilada gelada e
ressuspendidas no tampéao de reagao para uma concentracao celular final de 0,2-5
mg/mL (peso seco), dependendo do experimento. Cada substrato, dissolvido em
mesmo tampao de reacéao, foi adicionado as células para uma concentracgao final de

5 ou 25 mM. Tampao carbonato-bicarbonato 0,5 M (pH 10) foi adicionado ao fim do
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tempo determinado a fim de parar a reacao e dar coloracdo as amostras. As células
foram removidas por centrifugacdo. A concentragdo de pNP presente no
sobrenadante foi determinada no espectrofotometro de luz UV a 405 nm de
absorbancia usando a equacgao obtida com a curva de calibracdo de pNP. Uma
unidade (1U) da atividade da B-xilosidase foi definida pela quantidade de enzima
requerida para liberar 1 pmol de pNP do pNPBX em 1 min (umol min™"). 1U x 1000
de atividade enzimatica por mg de células (peso seco) foi definida pela quantidade
de células requeridas para liberar 1 nmol de pNP do pNPBX em 1 min (nmol min”'

mg”' peso seco).

4.8 Preparagao de esporos randémicos e tétrades

Células crescendo exponencialmente a uma DOggp ~ 5,00 foram
inoculadas meio de esporulacdo (10 g L™ de KAc, 1 g L de extrato de levedura, 0,5
g L de glicose). Apés incubagado (48 h a 25 °C), as células foram examinadas ao

microscopio para vizualizagao de esporos.

4.8.1 Esporos randémicos
1 mg/mL de Zymolyase 100T/DTT 10 mM foi adicionado as células que
permaneceram incubadas a temperatura ambiente durante 3 h. Os esporos foram
colhidos por centrifugagdo, lavados uma vez com agua destilada estéril e
ressuspendidos em 1 mL de Nonident P-40 0,01%. A suspensao foi agitada no
vortex com pérolas de vidro para liberar os esporos e diluicdes foram plagueadas em
YPD-G418. Os isolados resistentes foram conduzidos ao teste de determinacao do

mating-type.
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4.8.2 Disseccgao das tétrades

0,25 mg/mL de Zymolyase 100T/sorbitol 1 M foi adicionado as células
(DOsgsp 2-4) que permaneceram incubadas a temperatura ambiente dentro de um
intervalo de tempo de 5-30 min. As células foram verificadas sob o microscépio a
cada 5 minutos para encontrar tétrades capazes de serem dissecadas usando o
microscopio de dissecgdo SporePlay (Singer Instruments, Somerset, UK) (Figura
9A). Com o micromanipulador, 4 esporos de cada tétrade foram colocadas em
placas com YPD (Figura 9B) e replaqueadas em YPD-G418 apos 48 h de incubagao
(30°C). Os isolados resistentes foram conduzidos ao teste do mating-type e
determinou-se se a linhagem era MAT a ou alfa (adaptado de Silverman e Hickman,

2011).

A not good perfect too much
enough . .
@ = @ = @ = ﬁ!/ = 3
® o
Time digesting in zymolyase >
B

Dissected spores -
each separated by 5
— mm. Each vertical
row corresponds to
a single tetrad.

Line of cells/spores
containing partially
dissected asci

Figura 9. Representagdo da digestdo da parede do esporo (A) e dissecgcdo das tétrades (B) (Silverman e
Hickman, 2011).
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4.9 Testes de determinacdo do mating-type, troca do locus MAT e criagao de

linhagens poliploides

4.9.1 Determinacdo do mating-type
Cada levedura foi misturada separadamente com as linhagens YRH700
(MATa) e YRH701 (MATalpha) em placas de YPD para determinar o seu mating-
type. Apbs incubacdo durante 3 h a 30°C, réplicas da mistura de células foram
transferidas para placas YPD-G418-ClonNat. O mating-type foi confirmado por PCR

multiplex usando os primers 738/739/740.

4.9.2 Troca do locus MAT e criagao de linhagens poliploides

O plasmideo pRH407 contendo o gene HO regulado por um promotor
induzido pela galactose e gene de resisténcia a higromicina (hph) foi transformado
nas leveduras para a troca do locus MAT de linhagens haploides (a para alfa e vice-
versa) e diploides (a/alfa para a/a ou alfa/alfa) (Figura 10). Apds crescimento
overnight (30°C, 250 rpm) em YP-sacarose 2%, as células transformadas foram
ressuspensas em YP-galactose 2% e incubadas (30°C, 250 rpm). Amostras foram
retiradas a cada 2 h e mantidas no gelo. O objetivo era fazer com que as células
trocassem o locus MAT sem que ocorresse o cruzamento. Apds 6 h de incubacéo,
as amostras foram misturadas e a DOggy determinada para calcular a densidade de
células a fim de obter 100-200 células por placa (YPD). A troca do locus foi
confirmada pelo teste do mating-type e PCR multiplex descritos no tépico 4.9.1. Para
criar as linhagens poliploides, duas leveduras com loci MAT opostos foram
misturadas em placas YPD e incubadas overnight a 30 °C. Apds o periodo de

incubacéo, isolados da mistura foram obtidos por esgotamento em placa YPD e
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submetidos ao teste do mating-type. O nao crescimento de células apds o teste
indicava que houve cruzamento entre as linhagens, o que foi confirmado pelo PCR

multiplex.

12627 bps

Kpnl

Nsil

Figura 10. Plasmideo pRH407 induzido pela galactose para expressar o gene HO e realizar a troca do mating-
type. O plasmideo foi providenciado pelo Dr Ronald Hector (USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA).

4.10 Método analitico

Concentragdes de acucares e metabdlitos formados foram determinadas
usando HPLC. As amostras foram analisadas usando um sistema de cromatografia
liquida SpectraSYSTEM (Thermo Electron Corporation, CA, EUA) equipado com um
amostrador automatico, aquecedor de coluna, bomba isocratica, detector de indice
de refragdo, e integrador baseado em computador executando o software
Chromquest versado 2.5 (Thermo Electron Corporation). As amostras eram injetadas
(20 pL) para uma coluna de agucar (Coluna Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, Bio-

Rad Laboratories, Inc.) e eluida em acido sulfurico 5 mM a 0,6 mL/min e 65 °C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo cinética de utilizacdo da xilose das linhagens selvagens

fermentadoras de pentoses

Para identificar uma nova levedura como potencial fonte de genes para
transportadores de xilose, linhagens selvagens fermentadoras de pentoses
selecionadas para estudo YRH1405-12 foram analisadas quanto ao metabolismo de
xilose pela cinética de crescimento e atividade de transporte em meio SC contendo

xilose como unica fonte de carbono.

5.1.1 Determinacédo da velocidade de crescimento maximo especifico e

consumo de xilose

A velocidade de crescimento maximo especifico (Umax) € consumo de
xilose das linhagens fermentadoras de pentoses foram determinados pela formagao
de biomassa (DOgyo) € utilizagdo da xilose (5 g L™) durante o periodo de 24 h de
incubagao (30 °C e 180 rpm) e em duplicata. O umax foi determinado pela inclinagéo
maxima da regressao linear de In(DOsgg) pelo tempo. A Figura 11 mostra a cinética
de crescimento das 8 leveduras selecionadas e do consumo de xilose. Foi possivel
observar que o periodo da fase exponencial das leveduras foi em média entre 0-12
h, com a concentracdo maxima de formagdo de biomassa variando entre 4-8
(DOeso). As linhagens YRH1406 e YRH1407 ndo consumiram toda a xilose.
Pequenas quantidades de produtos formados, como xilitol e etanol, foram
detectadas (dados ndo mostrados). O pmax variou entre 0,41 h™ e 0,61 h™" (Tabela 4).

O resultado do pmax em geral ndo pré-determinou a maxima formagéao de biomassa e
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consumo total da xilose. Os maiores valores de umzsx foram obtidos com as linhagens
do género Spathaspora, com YRH1405 apresentando a maior taxa de crescimento
(0,61 h™). O rapido crescimento em xilose pode ser atribuido a uma melhor
capacidade em transportar esse agucar ativamente. Gardonyi et al. (2003)
realizaram uma triagem com varias leveduras fermentadoras de xilose. Dentre as
que apresentaram mais rapido crescimento em frascos agitados contendo xilose
como unica fonte de carbono, a linhagem Candida intermedia PYCC 4715, obteve
um alto valor de uymax (0,37 h'1) em relagédo as outras leveduras, além de apresentar
maior capacidade em transportar D-['“Clxilose (6,6 mmol h'g"). Embora as
linhagens YRH1406 e YRH1407 também tenham sido superiores as outras
leveduras em relacdo aos valores de pmax obtidos, estas ndo consumiram toda a
xilose. Ao fim do experimento, o pH de todas as amostras atingiu valores préoximos a
2 (pH inicial foi em torno de 5). As linhagens YRH1406 e YRH1407 podem ser
menos tolerantes ao baixo pH, o que suspendeu o crescimento e o consumo total do
agucar. Um experimento anterior, realizado em meio SC contendo 20 g L™ de xilose
dentro de um periodo de 48 h de incubagdo, mostrou que cerca de 70% da xilose
nao foi consumida, e a fase estacionaria em todas as linhagens foi atingida antes de
18 h. Isso reforga a hipotese de que o baixo pH do meio influencia o metabolismo do
micro-organismo. Matsushika et al. (2008) realizaram uma analise quantitativa do
metabolismo de uma linhagem recombinante de S. cerevisiae onde a fermentagao
da xilose, que era a unica fonte de carbono, além de outras respostas fisiolégicas,
aumentaram drasticamente o nivel de citrato no ciclo acido tricarboxilico nas células.
No presente trabalho, foi detectado um pico com um tempo de retencdo semelhante

ao do acido citrico, porém a concentragao nao foi determinada.
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Tabela 4. Parametros cinéticos das linhagens de leveduras crescendo em YNB
suplementado com 5 g L™ de xilose.

HMmax Xilose residual Maxima concentracado de biomassa
Linhagem

(h) QL") (DOss0)
YRH1405 0,608 0 5,08+ 1,5
YRH1406 0,520 0,98 £ 0,1 4,30+ 0,7
YHR1407 0,472 1,11+ 0,0 7,27 +£0,9
YRH1408 0,464 0 8,77 £ 0,5
YRH1409 0,458 0 6,72+ 0,1
YRH1410 0,458 0 7,72+ 0,1
YHR1411 0,455 0 6,67 £ 0,1
YRH1412 0,409 0 6,79+0,3

Hmax (h'1) foi determinado pela inclinagdo maxima da regresséo linear de In(DOgg) pelo tempo.

5.1.2 Ensaios de atividade de transporte

Os ensaios de atividade de transporte foram realizados conforme descrito
por Hollatz e Stambuk (2001) e fez parte de um estudo para verificar se o rapido
crescimento das linhagens em xilose esta atribuido a uma melhor capacidade em
transportar xilose. As leveduras foram colhidas por centrifugagdo durante metade da
fase exponencial de crescimento em SC com duas diferentes concentragcbes de
xilose (0,5 g L'e5 g L'1), e ressuspendidas em tampéao Tris-suscinato 50 mM pH 5
para uma concentragdo celular final da reagdo de 3-5 mg/mL (peso seco). Células
mortas por fervura foram usadas como controle. Os substratos pNPBX e pNPBG
foram diluidos em mesmo tampao para concentracao final da reacao de 5 mM. O
teste ocorreu dentro de um intervalo de 10 minutos. A Figura 12 mostra a relagéo do
consumo de pNPBX com o tempo (A) e atividade de transporte do pNPBX e pNPRG
(B) de cada linhagem de leveduras crescidas em SC com 0,5 gL' e 5 gL' de

xilose.



200

=
(S
o

Consumo de pNPBX (nmol mg)
=
o

Tempo (min)

mpNPBX pNPRG

e
w (o]
1 J

[E=N
N
1

Taxa de transporte de pNPBX e pNPBG
em 0,5 g L' de xilose (nmol mg™ min)

\3 $ \ 3 \
& & & & ¢

Linhagens

% © A % o Q
© N W© W W w

——YRH1405
——YRH1406
—A—YRH1407
—o—YRH1408
—6—YRH1405
—&—YRH1406
—A—YRH1407
—o—YRH1408

Consumo de pNPBX (nmol mg)

Taxa de transporte de pNPBX e pNPBG

200 ~

150 —e— YRH1409
—m— YRH1410
—A—YRH1411

100
—e—YRH1412
—6—YRH1409

50 1 —B— YRH1410
—A—YRH1411

0 % & o YRH1412

4 6 8 10
Tempo (min)
mpNPBX ® pNPBG
18

£ 15

€

o 12

£

° 9

£

£ 6

3

2 3

X

S0

o o © A % Q N

SIS O S \y& N ,\y"’)'

RIS SE S SER S AR SR SR

e & & & & & & & &

(9]

Linhagens

Figura 12. Cinética do consumo de pNPBX (A) e atividade de transporte do pNPBX e pNPBG 5 mM de cada linhagem de leveduras crescidas em
SCcom 0,549 L"e5 g L™ de xilose. Simbolos fechados: 0,5 g L™"; simbolos abertos: 5 g L". Os dados apresentados representam os valores
médios em triplicata. Células foram diluidas em tamp&o Tris-suscinato 50 mM pH 5 para uma concentragdo celular de 3-5 mg/mL (peso seco).
Células mortas por fervura foram usadas como controle.

Ly



42

Assim como no experimento anterior, a atividade de transporte foi maior
entre as linhages do género Spathaspora, sendo as linhagens YRH1407 e YRH1405
as que apresentaram melhores resultados nas concentragdes 5 e 0,5 g L
respectivamente. A atividade de transporte foi melhor quando utilizada a menor
concentracao de xilose, pois houve aumento do consumo de pNPBX por parte da
maioria das linhagens, principalmente nas linhagens YRH1405 e YRH1406 (Figura
12A). Ja é conhecido que transportadores de alta afinidade sdo expressos em
baixas concentragdes de agucar (Leandro et al., 2009).

Embora os ensaios de transporte de agucar sejam normalmente
realizados com substratos radiomarcados, alguns autores tem determinado a taxa
de transporte da xilose de forma indireta através da hidrélise do pNPBRX em p-
nitrofenol (pNP) pelas xilosidases (Chen et al., 2009; Ren et al., 2009; Wang et al.,
2013). Como este tipo de substrato precisa ser transportado pela membrana da
célula para ser hidrolisado pelas enzimas intracelulares e liberar o pNP, o método
pode ser utilizado para estudos de transporte.

Substratos ligados a p-nitrofenol vém sendo utilizados para estudos de
transporte pela membrana plasmatica ha algumas décadas. O teste utilizando os
substratos pNPBX e pNPBG foi realizado conforme Hollatz e Stambuk (2001), com
algumas modificagbes. Os autores propuseram o teste para determinar o consumo
de a-glicosideos pelo transportador AGT1 usando o substrato pNPaG em S.
cerevisiae. A permease mostrou ter alta afinidade por pNPaG (Km ~ 3 mM),
semelhante a encontrada em outros transportadores de a-glicosideos descritos na
literatura. Essa afinidade é relativamente menor quando comparada com a de a-
glicosidase intracelular (Km = 1-2 10 M, Yoshikawa et al., 1994). Portanto, os

valores encontrados n&o podem ser atribuidos as enzimas intracelulares. Além
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disso, quando a barreira da membrana plasmatica € interrompida por
permeabilizagcdo das células, uma quantidade significativamente superior de pNP é
produzida. Ainda nao foi possivel calcular o Km dos transportadores de xilose nas
linhagens de Spathaspora do presente estudo, mas sabe-se que a afinidade da
xilose redutase para reduzir a xilose a xilitol, costuma ser Km = 2-5 10* M (Hahn-
Hagerdal et al., 2001). Sdo poucos trabalhos que utilizam essa metodologia para
medir a atividade de transporte do pNPBX sdo encontrados na literatura. Além disso,
os autores ndo calcularam a afinidade dos transportadores pelo substrato (Chen et
al., 2009; Wang et al., 2013).

Outro fato que valida o método é a possibilidade da atividade de
transporte ser inibida por varios compostos. Sendo o pNPBX transportado
ativamente pelo mecanismo H*-simporte, a presenca do agente desacoplador FCCP
(carbonil cianido p-trifluorometoxi fenil hidrazona) no experimento de Hollatz e
Stambuk (2001) diminuiu a eficiéncia de transporte do pNPaG. Além disso, o
consumo de pNPaG foi significantemente inibido devido a competicdo com varios a-
glicosideos pela a-glicosideo permease. Nos experimentos de Chen et al. (2009) e
Wang et al. (2013), o consumo de pNPBX diminui com o aumento da concentragao
de glicose e xilose adicionada a reagao, indicando que pNPBX e xilose, ou glicose,
sdao substratos competitivos para os transportadores. No presente estudo, foi
observado, em um experimento separado, que o consumo de pNPBX foi inibido
quando as células foram crescidas em SC suplementado com glicose (dados nao
mostrados). O substrato analogo a glicose p-nitrofenil-3-D-glicopiranosideo (oNPRG)
foi utilizado para verificar se os transportadores também teriam afinidade por esse
substrato (Figura 12B). Com excecao da linhagem YRH1405, a taxa de transporte

de pNPBG em 5 g L™ foi superior a de pNPBX. Estes resultados mostram que os
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transportadores de baixa afinidade que assimilam tanto a glicose como a xilose por
difusdo facilitada, porém com maior afinidade para glicose, podem ter sido
expressos no experimento com a concentragdo maior de xilose, pois glicose/xilose
facilitadores s&o expressos quando o agucar € abundante no meio (Leandro et al.,

2009).

5.2 Obtencdo de uma linhagem eficiente de S. cerevisiae geneticamente

modificada para fermentar xilose

Com base nos resultados apresentados, as linhagens YRH1405 e
YRH1406 foram escolhidas como doadoras de genes de possiveis transportadores
de xilose para serem testados em S. cerevisiae geneticamente modificada para
fermentar xilose. As linhagens industriais PE-2 e CAT-1, que neste trabalho foram
nomeadas YRH1413 e YRH1414, respectivamente, sdo as mais utilizadas para
producdo de etanol combustivel no Brasil (Della-Bianca et al., 2013) e demonstram
ter robustez necessaria para fermentagao de hidrolisados lignoceluldsicos (Pereira et
al., 2014). Dessa forma, nessas linhagens foram inseridos vias de fermentac&o da
xilose e estudos adicionais foram realizados com objetivo de obter uma eficiente
linhagem fermentadora de xilose, além de servir como hospedeira de genes

exdgenos a serem testados.

5.2.1 Metabolismo da xilose das linhagens YRH1413 e YRH1414 com as vias

XR/XDH e Xl integradas ao cromossomo

O metabolismo da xilose das linhagens contendo as vias XR/XDH e XI
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integradas ao cromossomo foi avaliado pelas curvas de crescimento no Bioscreen e
comparadas com a da levedura que naturalmente fermenta pentose YRH1407
(Figura 13). Dentre as linhagens de S. cerevisiae, apenas os isolados provenientes
de YRH1413 contendo a via XR/XDH foram eficientes em metabolisar a xilose sem
qualquer adaptacdo prévia. O que obteve o melhor desempenho foi nomeado
YRH1415 e selecionado para os outros experimentos no presente estudo. Nao foi
observado crescimento em xilose nos isolados da linhagem YRH1414 contendo a
mesma via, mesmo apos breves tentativas de adaptacdo. Estudos tém demonstrado
que em linhagens de Saccharomyces industriais, geneticamente modificadas para a
fermentar da xilose, o genotipo é importante para otimizacado da fermentacao (Hector
et al., 2011; Romani et al., 2015). Mesmo assim, o isolado nomeado YRH1419
(gendtipo CAT-1) foi preservado para que futuras adaptagcdes possam ser
realizadas. Também néo foi observado crescimento entre isolados contendo a via Xl
proveniente da bactéria P. ruminicola integrada ao cromossomo. Embora linhagens
de S. cerevisiae contendo os mesmos genes usados no presente estudo
apresentaram resultados comparaveis na literatura, a via Xl somente foi expressa
com eficiéncia em plasmideos com fortes promotores e em multiplas cépias (Hector
et al. 2013). Assim, como observado em outros trabalhos (Kuyper et al., 2003;
Karhumaa et al., 2007), os resultados obtidos com ambas linhagens industriais
mostraram que a expressao uUnica dessa via nao foi suficiente para um efetivo
crescimento em xilose. Os isolados YRH1417 (genétipo PE-2) e YRH1421 (gendtipo

CAT-1) foram preservados para futuras investigacoes.
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Figura 13. Curvas de crescimento no Bioscreen dos principais isolados de PE-2 (YRH1413) e CAT-1 (YRH1414)
com os genes XYL1/XYL2/XKS1 vs XI/XK integrados ao genoma em comparagao com as linhagens selvagens e
uma levedura fermentadora natural de xilose S. arborariae HM19.1a (YRH1407). Crescimento em YPX 2 %.

5.2.2 Avaliacdo do nivel de homozigose da linhagem diploide YRH1415 a

respeito do metabolismo da xilose por meio de linhagens haploides

YRH1415 é uma linhagem diploide possuindo apenas uma cépia do
cassete de expressao para a fermentacado de xilose. Recentemente, foi mostrado
que haploides derivados de tétrades da linhagem PE-2 tiveram desempenho idéntico
a parental diploide quando cultivada em glicose (Argueso et al., 2009). O mesmo
trabalho também mostrou que haploides foram tdo tolerantes ao etanol, lavagem
acida e estresse térmico de curta duracdo, quanto a parental diploide, indicando a
homozigose destes tragcos nesta linhagem. Para investigar o nivel de homozigose da
linhagem diploide, no que diz respeito ao metabolismo de xilose, YRH1415 foi

esporulada e uma triagem com varios isolados haploides foi realizada (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de crescimento em Bioscreen dos isolados haploides provenientes da esporulacdo da
linhagem YRH1415. (A) Similar crescimento em meio YP + glicose (20 g L™); (B) crescimento variado em YP +
xilose (20 g L) com melhor desempenho para as linhagens YRH1483, YRH1485 e YRH1506. Os dados

apresentados representam os valores médios do experimento em duplicata.
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Os isolados haploides foram obtidos de esporos randémicos e tétrades.
Os isolados dos esporos randémicos foram seleccionados ao acaso a partir de
placas contendo o antibidtico G418, nas quais células haploides, sem o cassete de
genes para a fermentacdo de xilose, foram eliminadas. Dos isolados haploides
dissecados das tétrades, quando submetidos ao antibiético G418, 50% foram
viaveis. Embora PE-2 pareca ser homozigota para fendtipos de glicose e estresse, o
sequenciamento desta linhagem mostrou que ela possui um genoma altamente
heterozigotico (Argueso et a., 2009), que é caracteristico de linhagens diploides de
processos fermentativos, onde a heterozigose preserva a diversidade genética e
amplia beneficios para sobreviver em um ambiente industrial (Akao et al. 2011;
Borneman et a. 2011; Babrzadeh et al. 2012; da Silva-Flho et al., 2005). O motivo de
avaliar as tétrades foi verificar a frequéncia de distribuicdo entre isolados haploides
com desempenho inferior e superior em metabolizar xilose que a diploide parental.
Diferentemente do que ocorreu com os haploides randémicos, todos os isolados das
tétrades foram melhores que a parental em diferentes padrées de crescimento. O
baixo numero de esporos analisados pode ser a causa da nao observagcdo do
resultado esperado, ou porque mais genes devem estar envolvidos, ou a presenga
de alelos em homozigose seja o maior contribuidor do fendétipo de metabolismo
xilose. Aumentar numero de cdpias dos genes € uma estratégia bem estabelecida
para aumentar a produtividade ou direcionar a uma rapida adaptacédo ao ambiente
estressante (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Selmecki et al., 2015). O isolado YRH1483
estava entre os que atingiram maiores curvas de crescimento no Bioscreen e foi
selecionado para aumentar o numero de cépias dos genes XYL1/XYL2/XKS1 ou de
outros que possivelmente melhoraram o metabolismo de xilose. Para isso, o

plasmideo pRH407 contendo o gene HO foi usado para alternar o mating-type da
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linhagem YRH1483 e criar YRH1490. YRH1483 e YRH1490 foram cruzadas para
gerar a diploide YRH1491. O mesmo plasmideo foi usado para alternar o MAT al/alfa
da linhagem YRH1491 para a/a e alfa/alfa e gerar YRH1529 e YRH1530,
respectivamente. Dessa forma, um conjunto isogénico geneticamente util de

linhagens haploides e diploides foi criado.

5.2.3 Ensaios de fermentagao das linhagens isogénicas

Os isogénicos haploides e diploide (YRH1483, YRH1490 e YRH1491),
juntamente com a linhagem parental YRH1415 e a selvagem YRH1413, foram
avaliados quanto a capacidade de fermentar glicose e xilose a etanol em meio
sintético YP. A fermentacdo anaerdbia da glicose (80 g L") foi monitorada através da
medicao da producao de CO, (Figura 15A). O objetivo foi verificar se as diferengas
de ploidia, além da isogenia das linhagens, influenciaram no metabolismo da glicose.
No entanto, os valores obtidos no rendimento ( Yewno) € produtividade do etanol (Qp)
nao mostraram diferengas entre as linhagens (Tabela 5). Além disso, a ploidia e a
homozigosidade dos genes ndo afetou a fermentagdo da glicose, pois todas as
linhagens apresentaram uma conversao de etanol (%) proxima ao rendimento
tedrico (0,51). Também nao existiu diferenga entre as linhagens diploides YRH1413
e YRH1491 na producao de etanol (42,5 + 0,3 e 42,3 + 0,5). Isto confirma que a
linhagem selvagem é homozigota para os alelos que contribuem para este fenétipo,
conforme descrito anteriormente por Argueso et al. (2009) nos estudos com as

tétrades de PE-2.
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Figura 15. Fermentacdo anaerdbia das linhagens isogénicas em meio YP + glicose (80 g L™") (A) e YP + xilose
(80 g L™y (B) por meio da producdo de gas medida por Ankom RF. YRH1413 foi usada como controle no
experimento em YPD.



Tabela 5. Principais resultados do desempenho de fermentagao das linhagens de S. cerevisiae construidas neste trabalho e dos controles.

Tratamento Levedura Xilose Xilose 2Xilitol  *Glicerol  *Etanol %Y etanol 3Qp ’Eficiéncia de 3nymo| *Yyss 3Recupera(;:"ao
consumida (g L") consumida (%) (gL") (@@L’ (@L")  (gg’'sugar) (g(Lhy") conversdo (%) (gg” xylose) (gg”) do carbono (%)
A
YRH1413 - - 04+00 31+£00 41706 0.52 5.20 102 - 0.1 106.2+14
YRH1415 - - 0.3+£00 2705 425+0.3 0.52 5.31 103 - 0.09 107.3+0.0
YRH1483 - - 0301 29+£03 42705 0.53 5.34 103 - 0.10 108.3+1.3
YRH1490 - - 0.3+01 29+05 426+1.0 0.53 5.32 103 - 0.10 107.8+25
YRH1491 - - 0.3+£00 3.2+0.0 42305 0.53 5.28 104 - 0.11 107.5+£1.2
B
YRH1415 19.8+4.9 24 6.9+18 04+£00 49+£1.0 0.25 0.04 48 0.35 0.08 97.4+1.6
YRH1483 54.0+0.5 66 194+01 0800 144+0.1 0.27 0.12 52 0.36 0.08 954 +0.5
YRH1490 540+1.3 66 20.5+0.3 0.8+0.0 14.3+£0.3 0.27 0.12 52 0.38 0.08 96.5+0.5
YRH1491 40.2+0.6 51 147 +0.7 08+£00 10905 0.26 0.09 51 0.35 0.07 958+1.4
C
YRH400 84.8+1.0 97 11.8+£0.0 02+0.0 239%0.2 0.28 0.20 55 0.14 - 76.9+0.5
YRH1415 81.4+0.9 96 177+10 05+£01 21013 0.26 0.18 51 0.22 0.21 76.5+5.3
YRH1483 78.6 £0.0 99 21.1+05 1.2+£00 23.7+£0.3 0.32 0.33 62 0.28 0.22 91.5+0.2
YRH1490 78.5+0.0 99 209+03 1.1+£01 205+04 0.30 0.28 58 0.30 0.21 90.7£0.3
YRH1491 74.8+0.0 98 221+04 14+£01 219+0.3 0.31 0.30 61 0.31 0.22 89.5+0.9
D
YRH400 15.2+3.8 57 39+03 1.3+£02 20.1+£0.3 0.35 0.84 68 0.16 - 90.8+7.7
YRH1413 125+1.0 29 11.9+04 1.2+£01 19405 0.44 2.43 85 0.97 0.19 100.8 £ 2.0
YRH1415 41.6+£0.9 95 45+03 15+02 283x1.1 0.36 0.39 71 0.13 0.15 83.7+5.2
YRH1483 40.2+0.1 99 7005 20+£02 33.2+0.2 0.42 0.69 83 0.18 0.15 96.1 £0.9
YRH1490 40.2+£0.0 99 72+03 21+£0.0 33.9%0.1 0.43 0.71 85 0.19 0.15 99.0+0.7
YRH1491 38.0+0.0 100 81+02 20+£00 329+0.2 0.45 0.69 88 0.23 0.17 97.1+0.8
E
YRH1413 7.3+£0.0 20 42+01 18+01 29.1+0.9 0.49 1.21 96 0.57 0.10 99.6 + 3.0
YRH1415 33.2+0.3 88 23+02 19+10 37.2+05 0.45 0.52 88 0.07 0.12 934 +27
YRH1483 32.3+0.3 86 33104 29+00 38.0x1.0 0.48 0.53 95 0.10 0.07 97.8+2.8
YRH1490 31.7+0.5 84 33+02 29+00 37.2+0.8 0.48 0.52 94 0.1 0.06 999+24
YRH1491 31.7+04 84 44+02 26+04 36.2+0.8 0.44 0.50 86 0.16 0.07 947 +2.2

1. Valor obtido ao fim do periodo de fermentagado; 2. Produgdo maxima; 3. Valor obtido quando a produgdo de etanol ou xilitol foi maxima.
A. Meio: YP +80 g L de glicose; Condigao: anaerdbia; Tempo de fermentagéo 8 h.

B. Meio YP +80 g L" de xilose; Condicao anaerodbia; Tempo de fermentagéo 120 h.

C.Meio YP +80g L™ de xilose; Condigao micro-aerébia; Tempo de fermentagéo 120 h.

D: Meio YP +40 g L' e 40 g L™ de xilose. Condigao micro-aerébia; Tempo de fermentagéo 120 h.

E. Meio: SGH; Condigao micro-aerdbiaa; Tempo de fermentagédo 120 h.

A formagéo de biomassa das linhagens nao foi incluida nos calculos de recuperagéo do carbono.

LG
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A fermentagdo da xilose (80 g L™") e a co-fermentacdo das misturas de
glicose e xilose (40 + 40 g L) ocorreram sob condi¢cdes de micro-aerofilia (Figura
16). A linhagem industrial YRH400 (Hector et al., 2011), contendo a mesma via de
metabolismo da xilose, foi incluida neste trabalho para avaliar a influéncia do
genotipo da PE-2 na fermentacao de xilose. Os valores de rendimento obtidos na co-
fermentacao e na fermentacdo da xilose como unica fonte de carbono mostraram
que as linhagens isogénicas construidas no presente estudo foram melhores que
YRH400 (Tabela 5). A linhagem selvagem foi capaz de assimilar pequenas
quantidades de xilose quando estavam em meio com glicose + xilose. A mesma
capacidade nao foi observada em YRH1414 (CAT-1) e na parental de YRH400
(Hector et al., 2011). Genes ortélogos que codificam XR e XDH funcionais foram
identificados em S. cerevisiae (Richard et al., 1999; Traff et al., 2002). No entanto, as
leveduras nao sado capazes de crescer apenas em xilose, o que também foi
observado no presente trabalho. A capacidade intrinseca de PE-2 em fermentar a
xilose na presenga de glicose foi responsavel pelo melhor desempenho desta
linhagem apos a insergao da via da xilose. Com relagdo ao aumento da ploidia, foi
relatado que a estratégia resulta em aumento da produgdo especifica de etanol
(Dilorio et al., 1987). Porém, ndo foram observadas diferengas entre as linhagens
isogénicas haploides e diploides, que mostraram cinéticas semelhantes na
fermentacdo da xilose. No entanto, houveram diferengas relevantes quando
comparadas a diploide parental. YRH1483, YRH1490 e YRH1491 precisaram de
menos tempo para completar a fermentacdo e produziram, em média, 8 g L™ mais
etanol do que YRH1415 no periodo de 48 h. Os resultados sugerem que ploidia ndo
influencia na fermentagcdo da xilose pelas linhagens isogénicas porque YRH1415

possui genes heterozigotos com caracteristica semidominate para este fendétipo. Isso
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responde a questdo levantada durante o crescimento em xilose dos isolados
haploides no Bioscreen, onde os alelos que nao contribuiram para o metabolismo da
xilose foram eliminados do genoma por uma simples distribugdo meidtica. Em YPX,
também foi observado o consumo mais rapido da xilose pelas linhagens isogénicas,
apresentando maiores valores de rendimento e produtividade do etanol que YRH400
e YRH1415. No entanto, a conversao da xilose foi desviada para producéo do xilitol,
pois a quantidade de etanol obtida ndo variou significamente, ao contrario do
rendimento do xilitol. Resultados semelhantes foram observados na fermentacao da
xilose sob condi¢gbes anaerdbias através do monitoramento de CO,, (Figura 15B).
Como se trata de um ambiente sem oxigénio, a produgao de xilitol foi
mais significativa (Tabela 5). Embora tenha sido relatado que a ploidia n&o influencia
na producao do etanol por se tratar de um trago totalmente dominante (Argueso et
al., 2009), as linhagens haploides consumiram mais xilose e produziram mais etanol
que a diploide isogénica YRH1491. Outros fatores envolvidos na fermentagdo da
xilose sob condi¢cdes anaerdbias devem ter influenciado esse resultado e, por isso,
mais estudos nessas condicdes devem ser realizados. Além disso, futuras
moficagbes nas linhagens poderdo ser realizadas para aumentar a produgdo do

etanol em decréscimo da formacgé&o do xilitol.
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Acetato (x); Etanol (m), Biomassa (+). Eixo y da formacgéo de biomassa esta em escala logaritimica natural. (Continua)

Gq



LLE ILE
50 - 35 55 100 - _ 25 55
o <
- p! | o
40 > 12 4 420
P 2 —g-
- z 7% <
© 30- B 47 & - m 47
2 = e g
) = =) 5]
2 3 2 o 3
O 204 < 13 g 3 < {3
) e s X °
o 2 m ®
= = =
10 9 4 o 11
o °
5 5
0 0 0
0
Tempo (h)
I.F I.F
50 - 35 55 100 - 25 55
o Son ]
— )
40 > 12 80 - s 4205 2
= 5 ] b =
o 30 o 47 § ~ 60 J1s@ 17
o . o
3 5 s 3 | . | =
S 8 g @ R
O 20 < 13 & & 404 410< J3
g S g X S
3 o) L2 ] &
= 2 C . 1 2
104 O 14 20 - 1s 9 14
S S
= | A | E
Z \ $%3
04 0 0 . . 0 0
0 0 72 120
Time (h) Tempo (h)

Biomassa (DO%O)

Biomassa (DO, )

Figura 16. Cinética da fermentagdo em meio sintético sob condicdes de micro-aerofilia. |. Meio YP + 40 g L™ de glicose e 40 g L' de xilose; Il. Meio YP +
8049 L de xilose; A. YRH1413; B. YRH1415; C. YRH1483; D. YRH1491 e F. YRH400 - Xilose (A); Glicose (o); Xilitol (A); Glicerol (e); Acetato (x); Etanol
(m), Biomassa (+). Eixo y da formag&o de biomassa esta em escala logaritimica natural. (Conclusao)

9G



57

5.2.4 Fermentagao do hidrolisado de Switchgrass (SGH)

As linhagens foram em seguida avaliadas quanto a sua capacidade para
converter a xilose a etanol, na presenca de compostos inibidores do hidrolisado.
SGH (90%) foi composto por (em g L™”): glicose, 56,8; xilose, 37,7; arabinose, 4,2;
acido acetico, 5,2; HMF, 0,5 e furfural, 1,5. Uréia (38 mM) foi adicionada como fonte
de nitrogénio. As cinéticas de fermentacdo sob micro-aerofilia podem ser
observadas na Figura 17 (por ser geneticamente idéntica, a ndo ser pelo mating-
type, e apresentar mesmo perfil cinético que a linhagem YRH1483, a cinética da
linhagem YRH1491 esta apresentada no topico 9.2 dos Apéndices, Figura A1). A
selvagem foi usada apenas como controle. A quantidade de xilose consumida e as
concentracbes de produtos sdo mostrados na Tabela 5. Embora as linhagens
tenham sido capazes de assimilar glicose e xilose e converté-los em etanol e xilitol,
o tempo de consumo destes acgucares foi maior em comparagao com meio sintético,
0 que sugere que o metabolismo redox foi perturbado. Foi necessario mais de 24 h
para a glicose ser consumida, e o tempo requerido para o consumo da xilose nao foi
diferente entre as linhagens isogénicas e a parental. A arabinose ndo foi consumida.
Foi observado que a conversao dos agucares a etanol foi mais afetada nas primeiras
12 h de fermentacéo, principalmente para as linhagens haploides, que apresentaram
maior fase lag e menor taxa de crescimento especifico que as estirpes diploides,
incluindo a selvagem YRH1413 (Figura 18; Tabela 6). Fase lag prolongada é
consequéncia da reducado dos co-factores redox usados em numerosas reagoes
intracelulares, mas que também sao necessarios para a desintoxicagao de HMF e
furfural. Estudos mostraram que a glicose ndo é consumida até que niveis

adequados de furfural e/ou HMF sejam reduzidos (Liu et al. 2004; Wahlbom e Hahn-
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Hagerdal 2002), e a linhagem PE-2 foi capaz de reduzir HMF e furfural do
hidrolisado (Pereira et al. 2014). A superexpressdo de varios genes de
oxidoredutases relacionadas com a desintoxicagdo do HMF e furfural mostraram
diminuir a fase lag do crescimento celular e/ou aumentar a degradacdo do HMF e
furfural em comparagado com as linhagens controle (Gorsich et al., 2006; Liu et al.,
2008; Petersson et al., 2006). Assim, a presenca de dois alelos dos genes nas
diploides poderia ter favorecido um tempo lag mais curto em comparagdo as
linhagens haploides. Um ensaio adicional onde as curvas de crescimento foram
avaliadas através do aumento da concentracdo de inibidores no Bioscreen mostrou
que a ploidia influenciou na tolerancia do furfural quando a concentracao foi superior
a 20 mM (ver Figura A2 na se¢ao Anexos) (J. Mertens, USDA-ARS, NCAUR, Peoria,
IL, USA). Na presenca de HMF nao foi observada diferenga. Embora a influéncia de
ploidia s6 possa ser observada em uma concentragao de furfural 4 vezes maior do
que estava presente no SGH, foi relatado que o efeito sinérgico de furfural e HMF
prolonga a fase lag ou a inibicdo do crescimento (da Cunha-Pereira et al., 2011; Liu
et al., 2004). O consumo de xilose pelas linhagens diploides foi pouco superior
(principalmente para a linhagem YRH1415), além de todas as linhagens com a via
do metabolismo da xilose produzirem a mesma quantidade de etanol, porém mais do
que a selvagem YRH1413. Também foi observado que as diploides produziram mais
biomassa do que as linhagens haploides. Foi relatado que o traco para acumulo de
biomassa na linhagem PE-2 é semidominante (Argueso et al.,, 2009). O mesmo
comportamento ocorreu na fermentagdo em meio sintético, s6 que de forma menos
expressiva. YRH1415 produziu mais biomassa, porém menos xilitol que as demais

linhagens.
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Os resultados neste estudo sugerem que, apesar da diferenca no tempo
de adaptacdo entre as linhagens haploides e diploides no SGH, as linhagens
isogénicas podem ser cultivadas em hidrolisado contendo uma elevada
concentragcdo de compostos inibidores. De acordo com Selmecki et al. (2015),
tetraploides s&o significamente mais rapidas na adaptagédo. Pode-se propor que as
linhagens diploides YRH1529 e YRH1530 homozigotas para o MAT (a/a e alfa/alfa)
construidas neste trabalho podem ser usadas para gerar uma linhagem tetraploide
que seria capaz de se adaptar mais rapidamente ao SGH ou qualquer outro tipo de
hidrolisado. Além disso, modificagdes genéticas a fim de resolver o desequilibrio

redox podem ser facilmente realizadas e avaliadas nas linhagens haploides.
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Tabela 6. Tempo da fase lag e taxa de crescimento especifico das linhagens crescendo em
SGH.

Linhagem Tempolag(h) pu(h™

YRH1413 3,27 0,20
YRH1415 3,46 0,20
YRH1483 6,83 0,10
YRH1490 7,99 0,10
YRH1491 3,24 0,18

5.3 Expressao fenotipica dos transportadores exdgenos em S. cerevisiae

geneticamente modificada

As linhagens de S. cerevisiae contendo a via de metabolismo da xilose
construidas neste estudo e mutantes os transportadores de hexoses Hxt1-7, foram
usadas para expressar 0s possiveis transportadores de xilose provenientes das
linhagens selvagens YRH1405 e YRH1406 que naturalmente fermentam pentoses.
Os plasmideos foram transformados nas leveduras e os transportadores foram
testados através da analise do crescimento em xilose ou pela determinagcdo da

atividade de transporte da xilose nas linhagens com o gene xynB.

5.3.1 Analise de crescimento no Bioscreen

Os plasmideos pRH755-758 (ver Tabela 2) contendo os contigs 126, 226,
226.1 e 3 foram primeiramente inseridos nas linhagens industriais YRH1415 (PE-2)
e YRH400 e a expressao verificada em YPD (20 g L") e em YPX nas concentragdes
em g L' de 20, 5 e 0,5, sempre em duplicata e na presenca de ClonNat (100
pMg/mL), com excecgdo das linhagens parentais. A Figura 19 mostra as curvas de

crescimento obtidas das linhagens YRH1426-33 contendo transportadores (ver
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Tabela 1). O crescimento em YPD foi semelhante entre as linhagens, o que mostra
que o consumo da glicose ndao melhorou e nem foi afetado pela insergdo dos
plasmideos. Em YPX, embora as linhagens com os diferentes gendtipos
apresentassem resultados distintos, em todas as concentracdes testadas as curvas
de crescimento no Bioscreen ndo foram afetadas pelos transportadores inseridos
quando comparadas com a das linhagens parentais. Os mesmos transportadores,
incluindo os contidos nos plasmideos pRH780-81/84-85, também foram testados na
linhagem haploide YRH1483, ja que esta mostrou-se superior a linhagem YRH1415.
O fato da linhagem YRH1483 metabolizar a xilose mais rapidamente poderia
responder se o melhor consumo da xilose teria sido limitado anteriormente pela
auséncia dos transportadores exogenos. Um teste inicial no Bioscreen foi realizado
com as oito linhagens YRH1531-38, e outro teste, com as linhagens que foram
superiores no teste anterior, foi repetido em duplicata (Figura 20). As curvas de
crescimentos apresentadas mostraram que nao existiu superioridade das linhagens
contendo os plasmideos em relagédo a parental. Embora n&o seja possivel afirmar, a
nao observagdo de mais rapido crescimento entre as linhagens contendo os
transportadores pode ter sido causada por fatores (ou transportadores) pré-

existentes nessas linhagens.
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A seguir, os plasmideos com os transportadores foram transformados na
linhagem YRH1442, uma CEN.PK2-1C mutante para os transportadores de hexoses
Hxt1-7, mas que possuindo a via metabdlica da xilose XR/XDH. O objetivo foi
verificar a expressao dos transportadores sem a infuéncia de transportadores que
foram deletados, uma vez que foi relatado que esses transportadores presentes na
S. cerevisiae também transportam xilose, mas de uma maneira menos eficiente que
a glicose (Hamacher et al., 2002; Jeffries, 2006; Sedlak e Ho, 2004). O facilitador
glicose/xilose Gxf1 de Candida intermedia PYCC 4715 (Leandro et al., 2006)
também foi transformado na linhagem e usado como transportador controle. Os
testes em Bioscreen foram realizados em YP nas mesmas condigdes citadas nos
experimentos anteriores. Todas as linhagens cresceram bem em glicose, o que
mostra que os plasmideos estavam sendo expressos. No entanto, nenhuma
linhagem, incluindo o controle, foi capaz de crescer em xilose, mesmo apés a
inclusdo de maltose para dar inicio ao crescimento (dados ndo mostrados). Assim,
como ocorreu com a linhagem CAT-1 (YRH1414), a S. cerevisiae com genotipo
CEN.PK pode nao ser eficiente em fermentar a xilose, mesmo possuindo os genes

da via do metabolismo.

5.3.2 Ensaios de atividade de transporte em S. cerevisiae

Para determinar a atividade de transporte do pNPBX em S. cerevisiae, 0s
plasmideos foram transformados nas linhagens YRH1388 e YRH1400, ambas
CEN.PK contendo o gene xynB, com a diferenga que a segunda é mutante para
Hxt1-7. Os ensaios foram realizados conforme descrito por Wang et al. (2013) e
linhagens parentais e com plasmideos contendo o gene Gxf1 (YRH1396 e

YRH1401) foram os controles. As linhagens YRH1434-37 com gendtipo YRH1388
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foram colhidas por centrifugacdo durante metade da fase exponencial de
crescimento em YPD, enquanto as linhagens YRH1438-41 e YRH1525-28 em YPM.
As células foram ressuspendidas em tampéao-fosfato pH6 para concentracao final da
reacao de 0,2-0,5 mg/mL (peso seco) e o substrato pNPBX dissolvido no mesmo
tampao para concentragao final da reagcao de 25 mM. O teste era finalizado apés 30
min com a adi¢gdo do tampao de parada (pH 10). Os resultados desse experimento
foram inconclusivos para todas as linhagens, incluindo os controles (dados né&o
mostrados). O experimento foi realizado em triplicata e em cada ensaio eram obtidos
resultados diferentes. O motivo por nido ter alcancado o resultado esperado €
desconhecido, mas o fato das linhagens possuirem o genétipo CEN.PK pode ter

contribuido para isso.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho objetivou estudar a funcionalidade de genes envolvidos no
transporte da xilose em espécies novas do género Spathaspora. Ensaios de cinética
e de atividade de transporte resultaram na selecdo de duas linhagens da espécie S.
xylofermentans, que neste estudo foram renomeadas para YRH1405 e YRH1406.
Como se tratam de espécies novas, 0s possiveis genes transportadores de xilose
nao se encontram disponiveis no banco de dados do GenBank. Dessa forma, os
genomas dessas linhagens foram sequenciados e a procura de genes foi realizada
com a ferramenta Blastn usando como referéncia diversos genes de transportadores
de xilose ja descritos. ORFs presentes nos contigs obtidos do sequenciamento
foram identificados, dos quais sete possiveis genes de transportadores foram
selecionados, clonados e transformados em diferentes linhagens de S. cerevisiae
para serem analisados.

Um dos objetivos especificos deste estudo foi criar linhagens de S.
cerevisiae eficientes no metabolismo da xilose para que fosse possivel testar os
transportadores identificados. As linhagens industriais brasileiras para produgédo de
etanol PE-2 e CAT-1 (YRH1413 e YRH1414, respectivamente) foram escolhidas
devido as qualidades intrinsecas das linhagens, ja conhecidas no ambiente
industrial, além da baixa quantidade de trabalhos na &area usando linhagens
industriais. Ambas foram geneticamente modificadas para metabolisar xilose, o que
resultou em uma eficiente fermentadora de xilose com a linhagem PE-2 (YRH1415).
Posteriores modificagbes foram realizadas com o objetivo de melhorar a eficiéncia e
conhecer um pouco mais sobre a melhor habilidade da linhagem. Boa produtividade

de etanol em meio sintético foi atingida e as linhagens foram capazes de co-
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fermentar glicose e xilose na presenca de altas concentagdes de inibidores do
hidrolisado.

Os transportadores identificados neste estudo foram inseridos nas
linhagens industriais mas né&o foi possivel confirmar diferengas no crescimento em
xilose. Os transportadores pré-existéntes nas linhagens testadas podem ter
influenciado neste resultado. Dessa forma, foi necessario realizar estudos mais
especificos sobre a eficiéncia dos transportadores em linhagens de laboratério
mutantes para transportadores de hexoses. Porém, os resultados foram
inconclusiveis, possivelmente porque as linhagens de laboratério ndo séo eficientes
no metabolismo da xilose.

Este trabalho foi um estudo inicial dos fatores envolvidos no metabolismo
da xilose e todo o conhecimento obtido, linhagens e plasmideos contruidos poderao
se tornar base para que futuros trabalhos sejam realizados com o objetivo de se
obter uma linhagem eficiente para producdo de etanol de segunda geracdo. Mais
pesquisas que envolvam identificagcdo, caracterizagdo e modificagdes genéticas em
enzimas relacionadas no metabolismo da xilose utilizando linhagens industriais de S.
cerevisiae como modelo de estudo devem ser realizadas, pois pouco se sabe sobre
o quanto o gendtipo dessas linhagens recombinantes poderiam afetar no

metabolismo da xilose.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho apresentou a possibilidade de producao de etanol 2G com o
emprego de linhagens industriais geneticamente modificadas para o metabolismo da
xilose. Os resultados mostraram que as linhagens isogénicas (haploides e diploide),
aléem da parental YRH1415 construidas neste estudo, podem ser cultivadas em
hidrolisado contendo uma elevada concentragcdo de compostos toxicos. Por isso,
futuras modificagdes genéticas a fim de resolver o desequilibrio redox e outros
problemas que prejudicam a fermentagdo poderdo ser facilmente realizadas e
avaliadas nas linhagens haploides. Além disso, a introdugédo de genes da via da
xilose isomerase (XI) de bactérias podera ser mais bem explorada nessas linhagens.

Para melhorar o aproveitamento do hidrolisado, propdem-se também que
as linhagens diploides YRH1529 e YRH1530 homozigotas para o MAT (ala e
alfa/alfa) construidas neste trabalho, ou outras provenientes dos cruzamentos entre
as dezenas de linhagens haploides obtidas, sejam usadas para gerar linhagens
tetraploides. Maior produgédo do etanol em decréscimo da formagao do xilitol sob
anaerobiose podera ser otimizado nessas linhagens por evolugéo adaptiva.

A S. cerevisiae com genotipo CEN.PK n&o foi eficiente em fermentar a
xilose, mesmo possuindo os genes da via do metabolismo. Dessa forma, a linhagem
haploide YRH1485 proveniente da esporulacdo de YRH1415 foi usada para deletar
os transportadores de hexoses Hxt3,6/7, Hxt5,1,4 e Hxt2. Devido a deficiéncia de
YRH1483 no crescimento em maltose, YRH1485 foi selecionada apds uma triagem
das linhagens haploides crescendo em YPM. A linhagem com os Hxt1-7 removidos
foi obtida recentemente, e uma avaliagdo em diferentes concentragdes de xilose em

comparagao com a linhagem parental sera realizada no Bioscreen.
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Os 7 genes de transportadores identificados nas leveduras selvagens
fermentadoras de pentoses YRH1405 e YRH1406 e inseridos nos vetores de
expressao serdo testados na linhagem haploide YRH1485 com os transportadores
Hxt1-7 removidos. O gene xynB da beta-xilosidase também sera inserido na
linhagem para determinar a atividade de transporte dos mesmos usando o substrato
pNPBX. Mais transportadores que foram identificados nos contigs, mas que nao

foram selecionados neste estudo poderado ser avaliados em futuros trabalhos.
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4000 bp

DNA

linear

/gene="Possible xylose transporter”
/SECDrawAs="Gene"

gacaagtatc
aattccagga
aactaacatg
agactggtat
gtacaaagaa
cagtggagta
atttttaaga
atatcgctca
tcttaggtac
aattgttaat
taataacgtg
caccttgaaa
ggggaaatgc
tagaaaattt
ttttttagat
gatgtttatt
tcgaaactat
tcaatacatt
gatgtgcaag
ggtttagttg
gtctatggtt
gctgetggtg
ttggaattgg
agaagatggt
tgtacccacg
gtcggtgttc
agaggttctt
tggattactt
tggttagttc
ttaatgcctg
gttttagcta
gaaatgaagg
caagatggtt
actcactact

tggactggesg

ggtttcccga
aaatgtatat
attgaatgcg
tctagcaagt
tatagcactt
catggcgtaa
cttcttaatt
aggaagctga
actttctgca
tgttcccgac
gatatttttt
aagaaattcc
agacattttt
tttaacacta
tctttttaaa
gagggaattt
aaatatgctt
ttacatcaaa
aactcattgc
caaacagaaa
ataaccaagg
ttggtaagat
gtgcctgggt
ccgtcgtatt
gtggtaacta
tttccatggt
tagttgcttt
acggtactaa
caatttgtat
aatctccaag
acttaagagg
ctcaaaagtt
ctgcttcttc
ctaccttcaa
ttaactttat

tagttactag
agacaaagag
tagatttcac
cctctatatg
tgtgaaacaa
caaaactttg
attccagaat
acctacacat
aatgtgtaac
aacatatttt
taaacatatt
gaaatatttg

tttggggtgt
aagatgacgg
aaattaatgc
tectttttgtg
ccatatcccc
tacattataa
acaaaagcgt
gtccttcttt
tatgttcggt
tcaagataat
tggtgtctta
tggtgtcatc
cgatttcatt
tgtcccatta
acaacaatta
ctttattggt
tcaaatggtt
atggttgatg
attagacaga
attcgaaaag
taaattcaag
gagagttgct
tttgtactat

aactaccgag
ccatgaaagc
gctctttttc
accactagat
catactttat
cgtacctttt
tggctatttc
ctgtatttca
cgtgttttca
ttccagcgaa
ccatgctcaa
tacttccagg
gecggtttatt
cccagattat
ggtttttcca
tggggagaat
agtaattcgt
tacaaaatgc
ttacaagttg
attgctatct
caaatttccg
ccaaccttac
atgaacggtt
tggtttattg
cttgccggta
tataacgctg
gccattactt
ggtactggtg
ccagctttaa
aacgaaggtc
aacaacgatt
gaattagaag
attggtttct
gttgcttgtt
gctccattca

SYN 28-JUN-2016

cgattcccta
cctgaagttt
caacgaattc
cgagattgaa
agctagagcc
ctcgttagca
tggattgttc
ccttcecttg
gattaattat
caatcaattc
aaaataacca
aaggttgacc
attaagacat
tttttaatgc
aaagtacata
gacccttgaa
ttcaaaattt
acggeggtgg
ctggtaagcc
ttgcttccct
gtatgcattc
aaggtttatt
acgttgctga
tcggtgttat
gattaattgt
aagtctcccc
tcggtattat
aaggtcaaag
tcttaggttc
aagaagaaag
tagttcaaat
tcactgctta
tacaatataa
taattatgac
ttttcaaatc

82



//

2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961

tttaggttta
gttccttgcet
aatctctggt
ttacggtggt
ggttttcgcc
agtcttccca
aaataacttc
ttacatcttc
agaaaccaaa
ttccaagaga
gatgggtatt
ggctgttgcet
tacttctttt
tttataattt
tgactaacgc
tccggactaa
caaacgctcc
cgttattatt
tttgattgct
gagcctccat
gcaattcaac
aaaaattctt
ccccaatcag
ccgtctatca
ttcatttctg
tagaggggaa
tctcaaatgt
aagtgggagt
gaagattcgg
tccgatcatt
aagccgttga
attcgaacgt

Clal 486

tctggtcaaa
actattccag
gctcttatca
gactttacgg
attgctttcg
ttaggtttaa
gctgttgceca
ttaggtttga
ggtagaacct
gaagctgaaa
gaagatttag
gaatctgaaa
tcttactatt
aattacattt
cctaacctta
ttcaatcaac
ccacaattcg
taagacaata
tttgtccttg
tttatcattc
cacctcccag
ttggttcttt
acattttgcg
attgaaaaga
cctttaccaa
aaattgtact
ttacgtgaaa
cgatgagaag
taagattttt
tcctaaaaga
cgtaacaaaa
caatacccca

Bglll 965
Nsil 1253

Ncol 1524

ctaactcttt
ctgtcttatg
tgggtatgtg
gtcactccgg
gttactcttg
gagctaaggg
tgtctacccc
tgtgtgtttt
tagatgaaat
ttcacaaccg
aatccgacca
gtaactaaga
ttaaacatac
aataaattta
ccgcaactcg
cactcgatca
aatttcaagt
cctgaaactt
ggacaagaac
ctattgtaag
gatattttta
ttgctagttt
gaaaaactat
aaccctgtac
tctcatttca
gtggtcaggc
caaataccga
actctaaaac
gccaaaggaa
gatagcttga
gaaatcaacg
agaaataaaa

gttagcttct
ggtcgatcaa
tcatttcatt
agctggttgg
gggtccatgt
tgtttccatc
agatttcgtt
cggtgctgct
tgatgaatta
tatccttaga
caagaatgaa
gaactggatt
cattgcatag
aagcttaatc
tcattaagtt
tacaaattcc
cagccgtaat
ccaattatgt
aatagaacgt
taaataaata
agtgggaatc
ggtcatattt
gactttcgac
acaaatccgt
agagaaatta
aaaactaacg
aattatctaa
ggcattgaac
cgataaggat
tagagcctac
cagccttctt
tctctaatac

Pvull 2178

ggtgttgtcg
ttaggtagaa
gtcggtggta
gctgecgttg
gcttgggtca
ggtgcatctg
gctcgtgcca
tacgttctct
ttcggtgata
gaagtcggat
gtagcttacg
cttttaacca
atatgttact
taatcgaaat
aataaattta
tcgatgatca
gatatttttc
aaatatttca
gaataacact
gcaaacaaga
gctcgttact
ccttgtataa
tcggataatt
caaagtttct
aataacagaa

ccagaagggt

gaagctcagg
ctttgaagga

ttcttggcag
tagggtacct
gaataacata

gtattgtcat
aaccagtctt
tcttaggtgg
tctttatttg
ttgttgccga
ctaactggtt
cctatggtgc
tcttcactcc
cttctggtac
tattagaatt
ctgaaggtaa
ttaagtagtt
aattatattg
ttggggcaat
gaatattttt
atgaatgaaa
gatcataaaa
catcatgcac
accacattac
gttgttcaca
gtatcgggga
actgcccttc
ctttcatacg
tttaagtaat
atgatgtata
tccatgaaaa
tcaaattatc
gtatgccgta
ggcagaaacc
tttttctcac
tgatttctgc

Kpnl 3884
Ndel 3947

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII"

Possible xylose transporter

FOOO

3000

ﬁOOO

FOOO

23.3 Contig 126 (4000 bps)
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

COMMENT

COMMENT

FEATURES

CDS

misc_

CDS

CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

23.3_Contig_226

23.3_Contig 226

Unknown.
Unknown

Unclassified.

1 (bases 1 to 5998)

Self

Unpublished.

SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Educational Software
linear

SECNOTES | GenBank
Location/Qualifiers

feature

gtatatttgc
tgatatgggt
taacgggaaa
gtaaggatta
tcgectcttc
ggaccacatc
atggcgatca
cctctgagtg
actccaaatt
tgttgcacat
tagaagaatc
atatacgagc
tcgagcaact
atttagattt
ggagtggaat
tgtattactt
tggccaagaa
ggcagagaaa
gacaagacaa
cttcgacaac
tttttaaagg
ataaacttgg
ggaaaaactt
gctattaggt
tcaggtgctt
tggttacatt
aagaaacggc
atttttttaa
tccgtgggcet
gtatgacatc
aattattccg
ctggtggtaa
gcaacatccc

2048..3688

/gene="0RF -

5998 bp

5998 bp

1"

/SECDrawAs="Gene"

2048..3688

DNA

DNA

linear

UNA

/gene="Possible sugar transporter”
/SECDrawAs="Region"
complement (3982..4998)

/gene="0RF-

o

/SECDrawAs="Gene"

5171..5998

/gene="0RF-

3!!

/SECDrawAs="Gene"

tgaagcgaat
tattaaagaa
gaatatagat
tgacatgagg
atcaacaccc
acgccatcag
gctaaagccg
ttcgcaagat
tttgctgcaa
taacttccgt
gccaggatct
actggttgtt
tcaggtatgg
ggaatgaaat
ggagtaagcg
ttctgaattc
ccacgagatt
caatataaac
tttttctttt
aattagacat
aaggatgaag
ctggcaaggt
ttcgaacgta
ttaactcata
gaaattacgc
tttttctagt
gttgatggga
aaaaatcaca
catcgcaatg
aagtcgcctt
atgattctaa
cacttggttt
atggcatccc

gatttgatca
tacaagagta
gtttctgtat
tatttgcagt
gatacagggt
gatgtggctg
cttatgtccc
attacccttg
gaacaacata
gaagggaaac
acgtgttttg
cataatatag
gcataggtac
gaacttagat
acggctgcta
aattagctgt
gaatttttaa
aatttttcac
ctactaattc
acatagatca
gtgatttctt
tgtgatcatt
gagagaacga
ttcatgatac
catatctggg
ttcattgcta
tattttttta
ttattccatg
taacctttcc
attactaaaa
taattaatta
ggtttgtgta
ccattcatgt

ctagatcaca
tatgttggtt
atgtcacacg
tccagcattg
ttgacgaaga
aggaagagat
agtctaaaaa
aatttcaagg
cacaaattat
caaatattga
tgacatgcgg
acaaacacaa
aggttttata
taactaacaa
tttcatgcga
tcaatttgca
aaggcatttt
tatgcataat
acaccccaac
tagatctatg
attcggttgc
cgctgagtat
aaaatcgtaa
gtgaatggcc
gcataaatag
tttttctgtt
agatagtttt
gattttgtgc
gcgtttatga
caatagttcg
aaaaataatt
actaaaatag
ataaatacca

tggttccaaa
ttatgaagaa
accagaaacc
ttctagttca
aaacacaaaa
tgagcaacac
tttgtttgtt
cgattgtacg
taacaaaatc
cttgttagta
acatccagcg
tggaaaaaga
gagtatttaa
ggttgaagat
atctagttac
tttttttgac
tcttggettt
cttgatgtaa
taccaaacac
atcaactgag
atttaacttg
ttttttgtgt
ttccattaat
agcacctgca
caaaaccctc
attatgcttc
tccgaaaagt
catgaaatgg
ctcctccatt
ggggattcca
ctttcatgca
ttctttgata
ttgaatattt

SYN 16-JUN-2016

ctagtaaagt
ttattaactt
cctgcaacca
agcgatgcat
ttttcaaatc
attcatgggt
tacaattcca
cctagcctga
aagaaggaat
aaggagaata
atggttgatg
gtggactact
taatagatat
ggagtagaat
agttgagacg
atcgggttct
tcctttagat
catcaatcta
acaaacatca
cattgatttc
ggatcttcgg
tacgaacttc
aatcgagtgt
cgtttaccca
agatgttcga
ccgaaacaac
aaaaaatatt
acttagtttt
tgtttcattt
ctctgaagtg
tgagttaagt
tgccttaatt
ccccaagggs



1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

ttcaaatgat
aaatataatg
cgtcgaaaaa
taagactttt
ttttgttttt
cgaaagattc
tttaatgatt
tggtgatatg
tattattgtt
aactggttta
tccaaaggct
tttcattggt
aattccatta
gccagaatcc
tgctaaggtt
tcaagctggt
tggtaagcca
attaactggt
acaagattct
taacatttgg
tatgtttgtt
tgccttagga
tttatacatt
aacttatcca
gttaggtttc
tggttttgtc
ggaaactaag
atggaagtct
cgccaagcca
atttcccccc
aactttttaa
tctcaaacaa
gagtttataa
attagtactt
attatataaa
atcaaacaac
agaattcata
aagtggtaac
tttggtcatt
tagagaacat
aaagttttgt
gaatatgcca
gatatttgtt
agaatcaccg
cccccctcege
tgtaagtgta
cgtttcaaaa
atcaattcct
ttgtaaaata
tatattcgat
tactttcttc
cttcaaatca
gagatttctt
aacaacaaat
accaaggaag
agataattta
ttatggatta
cattgttaag
agttgaagga

tttgtattct
tctgctcaag
gaaagtaaat
aaggattatt
ggttacgata
ggttccagag
tctatcttca
aaaggtagaa
caaatcgcag
tctgttggta
gtcagaggta
tactgttgta
ggtttatgtt
ccaagattct
aacaagttat
gtcgatagag
gccgttttca
aacaattact
ttccaaactt
gctattgaaa
tgtttcatta
aatgaaactt
ttcttctttg
ttgcgtgtca
accatttcct
ttcagtggtt
ggtttaagtt
gctacgtggg
tctcaagaac
ttagaatatc
tgatatcaat
ttttaataat
gttttactat
tatgtactta
ttcttttttg
caataagcaa
atctcaagta
accaagaata
ctaattaaca
gatattagat
tctataatta
caggttgaaa
agtttcaaag
cccctetttg
tgttgaactt
tcatcgattt
acttctgagt
atttccttat
tggaatcttc
agacccttgc
ttggccataa
atctcatcac
gaatattcag
atggcagcca
gttcctactt
aaatggaaac
gaagaaatag
gattcgtcta
gatgcagatg

tctcatcact
atcaattacc
ccgatgacat
tcttaatctc
ccggtactat
gtgctgatgg
acattggttg
gaattggttt
cccaagataa
ctgtttccgt
ctttagtttg
cttatggtac
tcctttgggc
tagttgaaaa
ctccagaaga
aacaattagc
aaagagtcat
tecttttactt
ccattatttt
gatttggtag
tctattctgt
ccaaccttgc
cttctacttg
gatcaaaggc
taacttcctc
gtattgccgt
tggaagaagt
ttccaccatc
atgtttaaat
atcatgccta
caaaaaaaca
tagaactgta
acaactagaa
cctaagaaat
gaaacttctt
ctttetttgce
accttttatt
agcaacttag
tatctcctct
taaatcgttc
agagatcctg
ttaaattata
aatatgggtc
atgtttggcc
cagcatctat
tatatacttc
aactcaattg
aataattttt
gtataatttg
ctgtaatcgt
tttgtttctt
actgaatatt
tatttactct
ataagaaatc
taaagcaaaa
cagttgaaat
atggagttga
aaataaaaga
aggatgatga

atacttcccc
tggagaacaa
caatcaagtc
ttgtttatgt
ttctggtttc
tgttgcatct
tgctatcggt
aatgttctct
atggtaccaa
catttctcca
ttgtttccaa
taagtcatta
tatcttcctt
gaagagaatt
tccagctgtc
tggtaacgct
tatgggtgtc
cgctactacc
aggtgctgtt
aagactttgt
ccttggttct
tgctggtaga
ggctggtggt
tatggctgtt
attcattatt
tgcatttgtc
tgatgaaatt
tgctgaacac
gaactttatt
gggccattcg
tttgggacga
caattttatt
tacaatacaa
tgtaatacaa
aattgtcttc
ttcataatat
atcaaaatat
agaatccttt
ttcttgatga
atcattattc
agaattcaaa
aggacttaaa
ttcctgtaac
ttgggtggat
tttcgctaat
aagatcagaa
ttcatcatgg
aagtcgattg
tcttgtttgt
ccttggtctc
ggtagttggt
ttttttggtt
tccttagatt
cggaaagaag
gctacaaaaa
acctgataat
tgtgcagata
tgatgatgta
agaggaagaa

agtatataaa
actccagaag
gttgctgacg
ttcttggttg
gttaacatgt
ttatctgcta
ggtcttgtat
atggccattt
attatgattg
atgtttattg
ttatgtatta
ccagattcta
actgttggta
gaagatgcta
tatgccgaat
tcatggggtsg
tgtttagcta
attttcaagg
aactttttat
ttattagttg
aaagcattat
gccatgattt
gtttactgta
gctattggtt
aatgccattc
tttgtttact
tatgcacaaa
atggctcact
tccaaaaccc
aaagaatatg
ttattaacgc
atacatacaa
aagtttagtg
aaattatttc
tttgtcgata
ctagtttgtt
cttgagttgg
gttgtaggtt
gttggaacaa
ttaggtaatg
tctattcgaa
caaccaattt
cactcaatca
gctgattgat
gttcttatga
tagttcttgg
gagaaatatt
ataattgaat
tggggtttta
tttaataatc
gttttgagaa
tcgaggtgct
cccaattatt
actggtaaga
gaatctaaag
ttgggtgatt
gttaatggta
gtggaaaata
tttactggat

tccaatatac
ttttatccgt
ctttagctaa
cctttggtgg
ctgatttcat
ttagaattgg
tctccaaggt
atgttgctgg
gacgtttcat
gtgaaacttc
cccttggtat
gacaatggag
tgctttttat
agaagtctat
tacaattgat
aattaatcac
ctttacaaca
ctgttggttt
ctacttttgt
gtgccgetgg
acgttactga
ttgttacttg
ttctttccga
ccaattggtt
atttctacta
tctgtcttat
agattcttcc
ccactggtta
atttcattag
aatgaatacg
atcttttatt
tttatacaat
tgttttttat
ttgatgatcc
ttccattcca
gaaaacctaa
atatacatgg
tcttaagaaa
aatttataac
gtctatccat
caatatcctt
ctaatgcgtt
atttcttcga
aagcttctat
gatcttgttt
ggagggcaaa
ctttatatgt
gacgattctt
gactctttgg
cagttgattt
agattcgata
tatatgcgat
ccgccccaag
aacagataaa
tggttagagt
atgaagggtt
gggctgaatt
aatctgaaca
ttgacgatga
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5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
/1

tactaatatt
tgatcaagaa
aaaagtcaca
accagacgat
aagtccatac
aaagagaaca
ttctggtaaa
caaaatcaaa

Spel 50

gaagaagaaa
gaagaattgg
ggaacggacsg
gatgagatcg
acaatgcatg
atcccattag
actttagcat
caaaataaca

atgatgatga
aagaggggsgt
aattatcttt
acttacctaa
cattatcagt
cattacaagg
atggtattcc
aagataaaaa

agaagttaag
cgacgaggaa
aggatcattt
ttggcaagaa
attaaaattt
aaaagatgtt
aatcttagag
ggttaatcat

Avrll 3747
EcoRV 3792

Agel 2240
Kpnl 2493

1000

Pvull 2853

Scal 3964

ggcgatattt
gaagacaaat
gctaaccttg
gatcaagttg
gaaaaaccaa
gtaggtaagg
aaatatttgc
cctgtaggga

Hindlll 4611
Clal 4693

BspEl 5189
Sall 5609

|

Possible sugar transporter

EEEEss—————— 2

ORF-1

fOOO

FDOO

rOOO

ORF-2

fOOO

ORF-3

LOCUS

23.3 Contig 226 (5998 bps)

23.3_Contig_226.1

DEFINITION

ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

COMMENT

COMMENT

FEATURES

CDS

CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301

23.3_Contig 226.1

Unknown.
Unknown

Unclassified.

1 (bases 1 to 6197)

Self

Unpublished.
SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Educational Software
SECNOTES | GenBank
Location/Qualifiers

tctggtacta
tttgatgatt
gatgttacta
ggtttgaagg
ttcaaatggt
taacccccca

1906. .3564

6197 bp

6197 bp

DNA

DNA

/gene="Myo-inositol transporter"
/SECDrawAs="Gene"

4036..6039

/gene="Kinase"
/SECDrawAs="Gene"

actataaccc
tagttgaata
ctttcttaaa
ctcttattgt
ctccactcaa
aaggaagaaa

ttacttccca
tgaagatggt
ctgggctgct
tectttcttcec

ggccagaaag
agagaaaagt

ggtggtgcca
actccagcca
gaaccagagc
ttatatttac
ttcagatttg
aagaaataca

linear

linear

UNA

ttgctatggg
ctacttctca
atgatgaaag
tttctgtctg
atccaccaaa
tctaaattga

tggaagatgc
cctcaaccaa
acttaccctt
acttttcttt
ctcccatcca
ccaccactgg
aatctctcac
ttgttttt

Sphl 5776
Ndel 5898

SYN 16-JUN-2016

tcgagtttta
aatggctaag
aaagaagtgg
ggtcaagaga
gaattaaatt
agatttagaa
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361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841

gttcagaatc
ttttggtatt
tgcaaaggga
aagaagagat
ttttttataa
taatatactt
atggatgaac
tctttcaatc
atttactgag
ttgagcggtg
ttggttgcaa
ccacctaaac
aagttacccg
ttcaagttga
acggtccaaa
ttaggaaaat
gatttctatc
ttggcggtta
ataacgttat
ggcccatcga
caatacaaca
cacaaaacca
tactgccgta
actgttttat
tttgacattg
attgaaatac
ccaaaacttc
tctggcaagg
gatgaaacat
actttggtct
gcattagttc
tttatcacat
gcaaacttaa
acaattatac
ggttgggcag
gcaaagttcc
gttgcatatt
ggtttatgta
ccaagatttt
cacaagacac
tctcaagttc
aaaaccccag
tttactgggt
gacaatccta
gcattagtga
atgtgcttat
ggtggttctg
ggtatggtct
gtagaattat
aattgggcag
ccaaccggca
tttttattac
ggatttaatg
gctaaaagac
gaaattctat
gatagtgggt
tttcgtgcaa
aattttctat
acattggagt

aattgattac
ccaaacttct
agtaagacta
tacataatgt
tttataagtt
ttattttgat
tacttgtatt
gattgttcgt
ttagcaccac
atgctagtcc
acgataatta
tgaattattt
aaggacttag
taagaaagtc
ttcgatcttg
atactcacaa
tattgtcatt
agatgactag
gattgaatta
aatcaacaag
caacacaacc
tatccagtta
ttaagaaata
ttcatcgttc
acatttttca
accataatat
agttcaacca
ctttattacc
cgtttcagat
cgtccatatc
aagttggaac
cagctacatc
ttggtagaaa
aattggcagc
ttggtacagc
gtggtcgttt
taatcaactg
tggtaccacc
atgttatgaa
cttcagaaga
ctggaaatag
gaaatttcag
ttaactcatt
ctgccgtatc
ttattgatcg
cattaattgt
gggttgtaca
tattcgtcgc
tctcagatgt
ggtctatggt
cattttcttt
cagatactgc
tgaaagaggc
acgtaaatgc
agacagtagt
gggtagtggg
ttgacacaaa
ttccacccat
agatttaaaa

acattttttt
ttatagtcat
cgtttttgct
cttctcccaa
actgcacact
tgaactctca
ggtcttctct
tctatgatcc
ctactttatg
attttttgtt
aaatagaaaa
acgacgcagt
ttcagaacta
gagtaagtac
gttacgttgc
aaacaggcta
ctctccattg
ttataaattt
cacaaaattt
aaaaaaataa
ttgtcggtgg
caatagccaa
tttgttttat
acttgcatct
cccatcatcc
catagtttgt
aaaacatagc
agaaacagtt
aacgacagat
agggttcatg
agatttatca
acttggtgct
gaaggtctta
acatactgtt
gtcattaatt
aattgttaca
ggggttaaca
agtattccaa
tggagattta
atttattgaa
cgcgattcat
ggccttaatt
aatgtacttt
cattattgtt
cgttggaaga
ctgtgcgatt
atctagaggt
ctcatatgca
taatgttcgt
tattgcatcc
ctttgctgca
tggtttggaa
aattagattg
gtaaaagaga
gtttatacac
tgggtggaag
ttattttatt
ttttaagttt
ttcaaggatt

attgttttgt
ttcttactta
tttttatagg
cttatgcaaa
gtgattgttt
tttattagta
tgaattagcg
caagtttaat
tttacaaaag
ttaatattgt
Ccaagacaaca
ttaataccac
ctaatgatac
acagaccagt
catctatatc
tcaacattca
tttatcaaat
agaatcagaa
aaataaattg
ggagtttcgc
cagcgggcat
tttattatta
atttatattt
tcctacttaa
ttttatagat
acataaaagg
atatcaacgg
cgtgaaggta
gataaaccat
ttcggttatg
gatagacttt
attataggtg
ttaggatcta
tggacaatga
tccccattag
aatgtcatgt
agagtcccac
tttgtcttgt
gataaagcta
aacattatcg
aaagtatggg
cttgcatgtg
agtgctacaa
gcagcaacca
agaagaatct
gecgttccatt
atttctggtt
attggtattg
tctgttggtg
acatttttga
ttatgtttta
ttggaagaaa
gcaaaacaaa
tcttatgatg
acttaataaa
ttcgagtgag
ttgatcgtgt
ttggcatcac
tctttgaaaa

aaatataagc
tcaggttcaa
aattattaga
Ccaaaatata
ctttgatttt
gaatagtttt
attgcttttg
tacgatcaat
tacaattgtc
taggtttttc
cacataaaaa
tacaagaatg
aaactccaaa
atcgagaagg
gaggaagaac
aattgtagct
atgggaaaca
taggcgtttc
atcgtgtgaa
cgaaaaactc
cagggcacac
cttattacaa
tattgtgcct
agtttttcca
cttccaagaa
ggatcatgag
cctcagtcgc
gtaatagtaa
ctcgtcttat
atacaggtta
taactagtgg
ccgttattgg
atatagtatt
ttgtgggtag
ttctttcaga
ttattactgg
atggttggag
tttggttctt
gagaagtcct
aagaaatgat
aatcaattaa
gcttacaagg
tgtttgaatc
actttgtttt
tattagtggg
ttatggatat
ggggtattgt
gaaacgcagc
caatgtatgc
caatgttgga
tttcatttca
ctacgtcgtt
gaaggaaaga
gcttgaagtt
atacttattt
tgagtgctac
gtttatatgc
caaccaccaa
gaaaaggctt

agggtttgaa
gtcatttttt
catgatgata
ctaattttca
tattttagct
tgattctttg
taacactggt
tcaattgcta
cgatctttta
ttgtagcaaa
aacacgcatc
tcaattacag
gataagtttc
cactgctacc
ttcaaactaa
ccaatttaat
aaccaacgcc
atccggcgaa
tcttattatt
cgcaaccaca
acacagagac
ttatacatga
cttccttgtg
ttttacttca
tcatcagttc
ttcatcacaa
ctcgaatgaa
tcagccattc
tattacattg
tatttcatca
agaaaaagaa
tggattatta
tgttgttggt
atttgtcttg
attggcaccg
cggtcaatta
aatatctgtt
acctgatact
tagaaagatt
cacttccaat
gataattcat
tattcaacaa
tattggattt
cacaggtatt
gattccatgt
cgatttctct
tgtgattatt
ttgggtaggt
aacatgtact
aaagattact
tttcgtttac
cttggccaat
atcaaagttt
atgtatctat
atacggcaat
catgtgtaat
aggttgatat
ccatctccca
acagggaatt
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//

3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

agactattca
aaaatctggg
gaatagcaag
aatgcagcag
ggtcgtctaa
cagaaagcaa
tctgcaaagg
catcataaga
ccagcagagt
gatttagtgg
ataatgcaac
gatataaaag
ggattggcta
gaacgaccat
ggggagagaa
ttattcactc
tttgatttag
gattttaata
ccatcagatg
aatgcattag
gaagaattac
agacaaaatg
cagccttatc
tcacctgacg
tatattccta
acagattatg
actaaatcca
gggtcacccc
caaagtacaa
ataccaacaa

gggacggtag
gtgggaaggt
cgtagtggaa
gctgatgecg
tcattggaag
tttaatgaaa
aatttttcat
ttgtaaaagg
tgttaagaat

aaacaaataa
aaacattacc
taaccatgtc
cccaaagact
aagaatacgg
aaaacaaaaa
agggatttcc
acgtaatcaa
tgataacgca
gactattaga
aattacttca
cagcaaattt
gagtttatca
acactggatt
aatatactac
ggaaaccaat
tggggccacc
ttggattgac
gtatcaaact
acgcattaga
ctaaatttga
gagctcctac
ctgaaattaa
gaagatttag
aacaaagtag
atcatcgcag
gaagtccgcc
caagtggttt
tgtcttcggc
aacctttaat
ctagtatcag
tagggacagg
gtgcattgtc
agagtgagct
ggtttttgga
aggtaaggta
aacatttggg
aaatcataag
tacgaaa

Styl 1379

Bsgl 622 hSpeI1396 iSpelzzos

caaggaattt
taatttagga
atgtgatata
atcatctttc
aattatacaa
gtcaggagaa
cataacagcc
catattggat
acgaggagtt
gaatccgaat
tggaatacaa
attgattgat
cggggatact
ggtggttaca
agcagttgat
tcttgttggg
tttgaactgg
aagtaagcgc
tttgagcgga
tcacgaattc
agagtgtcat
aactggattc
ggttgattca
ttcaaaatac
tagcactaat
taggtacgat
aaaggtagat
aaaggatctt
tccagatcag
gtacgatgaa
gaatagagag
aaagccaatc
aattgcggta
aagcgagata
tttgcctggce
tataaattcg
gatcaatatc
tttcataatt

EcoRV 3106
Ndel 3203

ttcctattaa
gcagtactaa
ccgtgtgcta
cccgattcca
aagctaggtc
ctagtagctt
atgagagaaa
atgatatatg
ttctatacag
gtaaatttgg
tatattcatg
tttagtggag
ccaaagttgg
agatggtata
ctttggggta
aaatccgatg
ccagaagctg
agtttggaat
ttgttaacgt
ttcgccaaca
gaaattgata
cataaagtca
ttcaatggaa
ggcaatcatc
ttaacaacgc
agctatagga
agatcacagg
cctgcaaaac
tctactgcett
cattcaaagt
gcagcgcatg
aatgtgttta
gtttccaaac
gagaatgaaa
tttcaaaaag
gaaaagtaaa
taattgtata
aggtgtaagt

Scal 3993
lSpe|4230

tagtattgtc
acaataattc
gagcagacca
aaggtcatat
aaggtacctt
taaaacagct
taacgatatt
aagaacccaa
ttagtcccta
aattaaatca
aacaaaggtt
tattaaaaat
gactggggcc
gacctcctga
tcgggtgtgt
cacatcaagc
ccaaattacc
ctagattcga
tggatccatt
aacccttgcc
aagaaaggtt
actctggcat
aatttgaatc
ccaacaggaa
catcaagaat
acaatgcagt
tgaagtcatc
caaaattttc
caagcacagt
caaccgctag
catccacaac
tgaaatctca
ggaagaaggt
ttacaaaaac
gcctggagta
aatattagaa
gaattctttg
tctatctatt

BamHI 5022

Sacl 5171
BstEll 5522

atttaaattc
ggttttggaa
aaacaataaa
aaaagaaatg
tgggettgtt
aattaatcat
aagaaggcta
agtgagcaac
catgtctagc
gattaaatgc
tttacataga
tgccgatttt
aggaggagss
attgcttttg
gtttgccgag
acaacttgta
aaacaagtct
gaatatcata
caagagattt
aatgaaacct
taaaaaattg
tacagtttca
caaagctgat
agttgatagt
tcgcgagaac
tagaagccct
aagctcatct
caattcaaat
tgggtctgaa
tcgtggagtt
agagaatgaa
taagcgtcaa
tatagaagaa
tgatgaagct
tcgaaagtta
aagtcataga
gatatttata
gttcccaatt

Sphl 5736
Hindlll 5936

Stul
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Myo-inositol transporter

EOOO

)

Kinase
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FOOO

23.3 Contig 226.1 (6197 bps)
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

COMMENT

COMMENT

FEATURES

CDS

CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

23.3 _Contig 3

23.3 Contig 3

Unknown.
Unknown

Unclassified.

1 (bases 1 to 7686)

Self

Unpublished.
SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Educational Software
SECNOTES | GenBank
Location/Qualifiers
complement (1635..3221)
/gene="Possible xylose transporter / Similar to GXS1"
/product="Similar to GXS1"
/SECDrawAs="Gene"
complement (6135..7067)

aaccatcact
ccacaatcac
tagcaagcga
tggaatttgc
tacctacccc
gttgtagggc
caaatagaat
aagataccac
ttggatatcc
ttggtaggaa
gttgggaatt
ctggcaggga
tatacatcgt
agccaagagg
aatgggttac
gggtagatag
tcaggttgtt
acttgcatat
cgtgcatgat
taagcgaaaa
aaagaaaaag
ttacttcata
ctttcgattc
attcttggct
tagatcttac
aatatgagca
tatattatca
caatcgatca
gcaacttccg
ccaggacttt
aaccctttag
ccccaaataa
tatggagtag
atcgattttt
ccccaagtgg
gcagctaccg
atgacgaccg

/gene="0RF -

7686 bp

7686 bp

2"

/SECDrawAs="Gene"

ggcaaaggca
atccgataaa

gcctcccgag
acttttcatc
aaatgcagat
catatgtact
cgcataagaa
ttttgacgga
aaatgaatct
tgagcctaat
ttctaatcct
ccaatatgat
gtttagtagt
gaaatttagg
attttttcat
ttggaacgtt
tatcgtgaga
gattgggccg
ttattttttc
aatagaacat
gacttgaaac
agctttgaat
tcaaaataaa
gaagcggctt
atacattccc
aatacccaac
atagtaaaaa
aagcctaaac
gcttaccaac
tccatgectt
tctcataaac
agaaaacctt
cataaccaat
gacgcacatt
cagcaaaccc

aatcgggagc
agccacaaag

acagtagaaa
tccggggcat
aacccccata
gtcgcccgga
ttgggtccat
aatggcaatt
ggcgaacagt
tcggegttaa
tcagatctga
aaattggttg
gggggttgga
atgattgaaa
ataaaacatt
ctatttaaat
cctaacaact
aatcaaatag
tattaataac
ttgaggctgt
tgattataat
ttttttgaaa
catcgggaac
aggagaaggt
atattggacg
tttttgttct
gttattgatt
acaaaaatcg
tattaagaga
accattgcca
tgccaactca
gtctaccttc
gaaaaagtaa
ggatccaaga
accgaagttc
aagggcgaag
ggcaatgaag

ggcaacgccg
aagtaacttc

DNA

DNA

aattggaaga
aggaaggttg
atgcatattt
cagaatcaag
tataatcggg
cgatttgatt
ctatatgaga
gtggttcgat
ctaagacttg
ggactaatct
tatagaaact
atattttggc
aatgatgaat
aataagttgt
ttatataaaa
aagagccaga
ttagaattat
ggctttacct
cactttacga
taacttttca
gtaattgtta
tcaatataat
attttgtgca
tagatcttaa
cctaccaaaa
aacaaaaaat
gaacgtcata
ttactactat
tctctaaacg
aaatacaact
acgaaaagaa
ttggcgttcc
cagagccaat
gtttcagcaa
acacaagtga
acactagcga
cttctaccta

linear

linear

UNA

aagtcctccc
taaagcagct
agcattcaga
aattgcatgt
actgataaca
gaagaatgtg
tgcatcttca
gatggttgtg
ccagatattt
gaaatctagg
gtcatttgaa
taataccaaa
gtctaataag
tgaacaagaa
gggactattg
tagtgaatac
ttgtcttgaa
cggatgtttc
actgtctatt
acacacacgc
aactatgatg
gaaccataat
aaacccgtgc
agttatcatc
taaaaaaatc
catttcgtaa
attaattaaa
ttccagttga
catgttccga
catcaatctg
atccaatagc
cgggaccgga
tagatgcagt
cgacggccca
aagcaaccaa
ctatgagttg
agagttcaat

SYN 16-JUN-2016

aaggcagcac
gcccaagatg
gctattcctg
gccgattgcet
taataaccaa
ggaattgttc
tagatttgat
actattgcat
tcaactcgga
atgtctccag
ggaaggtcca
atcaataaac
tttgtcatga
cggggcaata
atcataaggg
taaattaatc
aacccgttct
tccacttgtg
gttcttttca
aaagcagtga
gttaaagaca
tacatataaa
agattgaata
accttgtcct
tacaattatg
ctaactaaat
aaaaccactc
ttcaacttca
aggcacaaac
ttccaaagtc
attacatcca
atcgaccata
acataatgca
acacaaagga
acattgatta
ggaggtggcc
taaagctata
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2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701

ccagggatgg
tcaattcctg

aattgttgta
ttggtaaaga
ctaatatctt
ctcaaagact
ggtaaaacaa
atcctataag
aaaataccca
ggagtagttt
gccaagaacc
ccaatattga
gagaataatg
agtgaacttt
tccattgcaa
gcggeggata
ttaataaatc
tataataaga
aatttcggtt
agagcttttt
ttttcaaata
gaagaaatag
atctccagcc
attttcgaat
tggaatcttt
ttcttgatct
cttttattct
cttcaatatg
tcgaaaggat
tggcaatatc
caattatgta
catttaacga
ttcagcaagt
tagttgctaa
aacttaatta
caatagacga
attaacaagt
ttttaaccat
caatttcaat
agaagtgtag
gcctatgata
ttcttaggtc
acaagtgtta
ttggaaatga
ggtcttttga
gttaagagaa
gggttgtcta
gttttaatga
aataaagatg
agaaagagtt
catctctcgt
atatcctaac
atcaagatgg
gatcagcact
tttgaaggaa
aaggctttgt
ccaaagaagg
aaacaatcca
gaaaacttct

tcataaagac
aattttggaa
acgcttgaat
ctttcttcca
caaattcttc
tttttgcatc
ccatcccacc
acccggtatc
aagtgatagc
cagcaatata
taccggcaac
atacgatcaa

gggccgaaag
cactagcact

ggattccgga
atccgacaag
gttggagaaa
aaggaatcta
ttgattttgc
ttgaaatagt
tattgttgca
tgaatcgagt
gtttaacgca
ttatgttgca
gaattatctt
tgacccaacc
ctccaataac
aaggatggaa
acatgaatac
tattttcgct
acatagaatc
aaacttagtg
atttacaatt
acagatcgcc
gcaaagatgt
caattgatga
gagatcaacc
tgtacacgac
ttcaaggtaa
caatggcatt
aaacatttgc
ttccatttat
aatgggaaag
ttgaaaataa
aggatcatgt
aggaaggtga
tttgaaatag
attgagcttt
aatatattca
ctcgcttatc
cgtataaaat
ctatacacct
tctccttttce
cacaaagatg
caagttatag
ataagggtcc
tagaagaaaa
acaagaagga
ataaaatttt

attgacgata
gaattgggtc
tgtaactccc
gctggetttc
aatcaaatct
agcatgcttg
acccaaaatc
cattctggta
taactgatag
taacggaaca

Caaaaggess
ggtagcgatg
ggcaccaata
aaaagattca
aattgtacca
aattgatctg
ttgactatct
aaattgacca
aacaggaaaa
tatgacgtgg
acatgatgtt
tttttctttc
ccaaatgaac
ttggacaagg
cattttttaa
acatcatggg
aatacacaaa
cgggggctaa
agttatgaat
actacaataa
tccattccca
aataattggt
cattttatgc
aagaaataga
ttcttaaaat
tatgattcat
tcatcagtgc
cattctattt
ctttagcaac
gtttggatct
aggaaaatat
gttagcagtt
atatgatgag
aagagtgttt
taaagaagtt
tgaacctgtg
gacactaata
acgctacttg
tgtattgaat
atatttacat
taattttcat
taacccccct
atgtgaagta
ttatggggct
acaacatact
taaaaagaat
gaaaccagaa
agataccacc
aaagaaagct

tttgtagcta
ccatagtaaa
ataaataatc
ccgtactgac
ggatgatcag
tccttactaa
aatgcccata
gaaactgctt
gtggatacga
acagccgaga
attgcagtgg
attaatgtcc
aatgtaccgg
tgatcagcgg
gtgtcataac
gtggttgaac
tctaaaccca
aaattggaga
ttaatggaac
tcctatagac
tatatcaaga
tgtgcaaaag
attcatcatc
aaacttaatc
aattgtacgg
tctttcataa
tcaaatcttt
caccattaat
tattcttcag
gtaaaagatt
gcccaattaa
attcattcga
cttttcgggg
atcaaagtaa
gtttggacat
tgtttatgaa
ttcattgatt
tgtttctccc
atacaacata
aaagtgttta
caaaaattaa
gttgctggat
aaatatagac
gataagaagg
gatgcaaata
tggtagaatt
ccttaagata
tatatataca
attaactgta
taactccatc
tttaatctat
atccagtcac
tgtaatgaca
tattttacat
tcatgtattt
aacaaacaac
ccaaagaagg
ttaggagcat
tcaaatgatg

attggattgt
agatgaaatt
tctgatgttg
tttcgaattc
tgggtaattt
caaagaatct
agaattgtaa
gattaacaca
tagcacctct
ttaaaccaac
cgatggtttg
atctacgtcc
cggaaaggat
ggaagagttg
caaagagaaa
cggetttttt
tatttttgga
cattgtttcg
cttccgcaac
atatgtagtg
aaattatatt
ttcttggcat
tatcccacga
aaaagttccc
ctaaattcaa
taattccata
tatctttgca
ttgcatattt
aataaatcgc
cccttcccca
ttttggtatt
tagattataa
aaagaatgta
attcctctct
acaatgacgt
agctcaagtt
gaattgattt
acatacaaaa
aaagaatcaa
gaggtaaagc
tccaaaagaa
cactttattt
aaatgaatga
atgattttta
atgattatga
gcttaaccag
taactattac
tactcctgtc
gagtggtgaa
aattcttcaa
ttctttttct
ctcctaacta
cagtcatcaa
gtatagattg
ctgaagctga
aacagcaaca
aagaaccaaa
atttaaagaa
attctaaaaa

aaatgggttt
aatacctgtt
cttgttgata
atgattggcc
tctcaatcta
tggagtttca
agcaattgga
agcggccaaa
gatccacttg
acctaaccca
aagaacaata
aagtctatcc
ggatacgata
cttgacatag
tccaccaaaa
gtcaccgaat
attgccaata
aggtatttat
gtattggggt
gcttgacaca
attgagagaa
gaagagtgat
aagaatagat
caagcaataa
ttacagaaaa
tcattttttt
aagtgaccta
ggcagatatt
aatagctacg
cctatttacc
aaagcataaa
ttattactct
ttggattgga
caactaaacc
ttcaataatc
gactctgtgt
tttacaacca
cttgaacaat
taaagaaaga
agaacaagca
tcatttctta
acaaagattc
ggatgaaatg
tagactacaa
gatggttaga
tctggggatsg
tgaatgaaac
tatagtaatg
tagttaagga
tagttaagct
ttttatcttt
ctaatagcaa
aaagaaatta
ttccactact
aaagtacgaa
gcaacaacaa
gaaagaaaag
caataagtca
gttgaaagct
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//

5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681

ttgttaaaga
ttaatttaga
aaagaaggca
tcactcctaa
tgtaatgtta
atcacttaga
ggtgattgcc
tgcgccaatg
ttcaaccctc
tctaaatcat
ttcgagatta
tcgaaatata
tcgattagat
atcatacctc
cgacttccaa
aaattctgga
tgatcccttt
tgcgtattcg
atatcatgtt
atactggtag
tgggaggsts
ctctgggacg
gacgttgatt
aaatgaatga
Ccaaatggaa
accccaccac
aattagataa
tccaccaaaa
CcCaaagaccc
ctagaagtaa
tgggtgaatg
gtgtatggga
tgaagg

aaatgcaaat
atgtaattat
aagagaggga
cataaccatt
attcatttta
aagtccatat
tcgtttagtg
tgttcatagg
tagcattctc
ccaagaacgt
taagttgata
accggagttc
caaacgtata
gatgtatact
tttctctaac
tctgatcatc
ctatctgatc
tcaactcatt
ctgttataat
cggcggagag
ttgaggagaa
atgctgttct
ggcctgtgtc
attgtaaaca
ctcatcgaaa
caccacaatt
tcttcaagaa
acacacagct
aaagaagaaa
gaggaaacaa
ttggagaagt
acaaagaaag

Bsgl 1367
Smal 1899
Xmal 1899

Mscl 2156
EcoRI 2445
Sphl 2542

tatcaaggca gatgacaaac
agaatagaat caagaataga
tgtgcaagtc taatagaagt
cccatattag aagtattaac
ttaatcaatg tccttattaa
taaacacatt gtaagtagaa
tctcttctta tttatagcct
aaacgtcaaa ttctcacaca
aatcaaagct aattcttcct
cggtctataa ctaatctgag
gtttatgaac acgttagaac
atcttcggag aaatgtatta
tcctatattt tccaattctt
cttgttcctg attggacttt
ctcttttaat tcttttttca
ttttacgcca atctcatgct
actagtcttt tgtttatatt
aatcaaccca atcaagtcct
acttttaccg ccaccagtcg
ggaaagtgaa gatgatggac
gagtttgtta gtgggtttgg
tcttcgtgtg tttgttctgg
ctgatgttca caaacaaatc
ataaaaattg agagggggaa
tatcaaacaa tcaaacaaac
cataacaata tgtccttctc
acccaagatt caatagtctc
gaaatcgcaa agatctggct
ttatccttat tatatctatc
acgtttttag acgagtttgg
gtaggtgggg atgtaaaacc
atttttaacc tgactgaaat

BspEl 3075

ttattataca
aagttcatgt
ctgtttgcta
aatatcagat
tatacaacag
ccacttccct
tcgccacctt
aataccccgg
ccagttcata
tctcatctcc
ttgtagacga
tttttatcga
tagcaaaatc
catacgtccc
aatctgccat
gtaagtcttt
ttgaaaacaa
cttgatttgt
cggtagattt
gggttgaggt
gtggtgtgtc
gtggcattac
tcttagttaa
aaaagcagaa
cccaatcaac
accacaatca
aatatcaaat
tacatatact
taatgatgtc
taaagtgttg
taagattgaa
tgctaatatg

Spel 6741

SO

Possible xylose transporter / Similar to GXS1

4000
|

|6000

23.3 Contig 3 (7686 bps)

atagataaag
atttttcgtt
atgaatgtaa
acagaatcaa
ataaatacgt
tactgtcaaa
attataaaac
caacatcttc
atattccttt
tattatatcc
ctgtttgatg
ggttaagagt
ttcttctcca
tgtactacca
ttccttaagt
gatcaaccaa
catatcttga
acagtttatg
ggatttcttg

ggatgattgg
tggatcctgg

tagggtggtt
aaagtgcacc
tgtgggagaa
tgaacccacc
ttcattcgaa
tggatcttat
acaaccacca
gttcaacagg
cctaaggctt
aggttggtgg
agaaagatta
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

COMMENT

COMMENT

FEATURES

CDS

misc_

CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

23.3_Contig_284

23.3_Contig 284

Unknown.
Unknown

Unclassified.

1 (bases 1 to 5749)

Self

Unpublished.

SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Educational Software
linear

SECNOTES | GenBank
Location/Qualifiers

feature

ggttacaagc
caaattgttg
catccaccat
tgttgcttct
gagatgggsgt
ataacttctt
atataaaaat
tggttggtgt
taaaatttga
tctacagtcc
ttgttataaa
acttctaagt
tgttagtttg
attttgcecttt
aatatacttg
gattatggag
aatggatagt
aaggacgatt
gactcctgtc
tgttgctcac
aagtatacaa
ggatgttata
aattgatgct
tgaggccatc
gttgatttgt
agctttgtta
gaaggttctc
ttgtaattat
tacaatcata
aactaattac
tgtcggaaaa
attgccaagc
tagtttcata
tgaagaaaac
tggcataacc
tttgtctgac

752..1441

/gene="0RF -

5749 bp

5749 bp

2"

/SECDrawAs="Gene"
complement (1769..3343)
/gene="Possible xylose transporter”
/SECDrawAs="Region"
complement (1769..3343)

/gene="0RF-

1"

/SECDrawAs="Gene"

cagtttacag
gcttcactga
cacgtgacac
tgtggtttag
aaagatgttc
tacgtttgag
tgtaaggaaa
tttctttggc
aacacatgga
aggttcgtaa
ctgactttgg
ataaaaatac
gataacaaaa
ccgttgttta
ccaaagttga
ttacattatc
ttagtgcaag
gcctttaatg
tcagaaggag
caatttggag
ggttcaggct
actacttcca
tgggagcatg
tggaatgtca
atttactcta
aatagtataa
atagtattaa
taaattgctt
aattgttaat
tagtatggaa
gtgagcagtt
tttgtcaact
aacgaagaag
cttggaacct
aataccgaag
attaagagca

ttagttcttc
tcaactttac
tcttatcttg
aagattttac
ctaacattta
ttttatttat
gggtgtgttt
tattgtttct
gtcccctttc
gagtaagtag
tcattcttct
aagatgttta
agaattcaac
actcagctag
actatgaatt
atcaacatca
ccgaaagtaa
gaggtggaca
gtggttgctt
gttttgatga
gggccttcat
accaagaagc
catactattt
ttaattggtc
acctctcctt
tctectgtttt
ttgcctgaag
cttactgatt
tattaaaaga
gaaactctct
tcttctctga
ttcaagtata
tacacaaaaa
aaattagcgt
ttccataacc
aaggtttcag

DNA

DNA

agagaatgat
atttggacct
tccacaagat
acgaacggtt
tttctatgac
atttgctttg
gtttgtagtg
tctaattaca
atcaacggga
gtggaagtgt
cataaatatc
tctagtaatt
tatgaccaat
ttgtatgaag
ggatgcgtta
ccaagcctat
aggaaactac
catcaaccat
ccctgacttg
gttgattaag
agtaaagaat
tttgtttaaa
gcagtaccta
tgaagctcaa
ttcttttagc
taaaaatcaa
tcaaaaatgc
tgattggcta
tacagaaaac
aagcagattc
aagcatgttc
attcatcaac
ggagaccgat
tacctggacc
agtttgatgc
caacaactgc

linear

UNA

aactcagatg
agactagaaa
ttgacataca
gaagttgctt
gaaacatttt
taaaatcaaa
taataatttc
acaaacaatt
atggtcttgt
ttggactaac
acaattttga
cgttatggct
agattactca
gttcatttta
gaaccattca
gtcaacaact
aaggccattg
tcgttattct
aattcaaatt
ttgaccaatg
ttgagcaatg
cctatggtcc
aatgtcaagg
cgcagatttg
gttgttttat
ttcaaaatgt
tatgttatga
caataaatgt
aagaattata
agaaacttca
agaaggaatg
ttgttctaaa
agcgttacaa
agagtcaacc
agtacaaaga
ccaacataat

SYN 16-JUN-2016

aatttcgtga
ttgattccat
aatctttagg
gtgataaacg
agtaattatc
tcaattgtat
cttataatta
gtgttgtttc
agatgcttct
ttaacttgac
tatgcccaaa
attttttggg
ttttaatttt
aggttgataa
tttcaaaaga
acaataccgc
tagagttaca
ggaagaattt
tcgcaaaact
aaaaattggc
gaggaaagtt
ctttggttgc
acgattattt
acagctgcta
tctctctata
ttaaaacttt
gtggggggat
ttgttgataa
agaattaaat
actttagagc
aaattgtgag
gttaatccct
ccaccccaga
atgtatggag
gcgatagatt
ggaccccaac



2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641

tagcagcgaa
gtgaatctgt
aaccacccat
tcataccgac
atcttaagaa
atgcttgaat
cttgagacca
gatattcttc
gcttagcettc
tcataccaat
aaccagtatc
tggtaatagc
ctgcaatata
taccaacaac
aaacacctaa
gagcagataa
cttcagaact
agtccatggc
aggcagcaaa
aattaataaa
ttgattcttg
cctatttata
tattgtcaaa
gaaaaatttt
cggaataatg
atccaggttt
aacaacgata
cccaagatat
cgagtgatgt
ttttgattat
taatatttga
ttgccgtatg
taatgataca
atcatcaaaa
acgaaaagtc
ttttctccat
aattaatgcg
tgtgttacca
aaggaattag
caatagcaca
aagttctacc
cagaaatatg
aacaaataat
gcggagecag
gccgttgatg
acttgttctg
ttaacgagat
ctttggaaat
atcgagagtc
cccccaacac
gataaactgg
tttccttgta
tgcaaattac
ttatgtatct
aaaagaaatc
tcacaaactc
accaacccat

gggggaggat
ggcagtactt

accagcaatg
agaaacacca
taataacttt
attgacaatg
aaattctgta
ggtgacaccc
gctagcagta
aattaagtca
gtcttctttg
acctaagatt
ttgtcttccg
aagttgatat
taatggaaga
aagcaatggg
agtagaaatg
tgaaccaaca
gaagtttgga
taagatacca
taaaccgact
cttttgtaag
gatgatatca
ttcttgaggt
agaaatattg
tacagtaaac
tatgaccacc
Caaaaattaa
ctaaagttgc
ggtttaatga
aattattgga
aaaaaatttt
ggtggggtct
aaaaatatac
tatacttata
aagttttcgg
agaggaacag
cccttetttg
ttcatggata
catttcgaag
aagtcaaact
atatctacca
ccaatggcaa
ggtatgcgga
ccgatttaat
aaatatttta
cttaaggaat
gaccacatct
tgaactacaa
actttcgaat
aagtcttcgc
atgatgtcat
tactgtatcc
agctggatta
tactctttta
cgttaatttt
gtggaggaac
agaaactaat
tgattatctt
tacccttcegt
gggattatga

aagatacaag
acaatggcaa
cttctaccta
ttggtagcta
ccatagtaga
ataaacaatc
ccaaattgag
gggtggtcaa
gttttagaga
aaagcccata
gaaacacctt
gaagaaacaa
acagcagaca
atagtagtag
atcaaggtcc
aaagtaccta
gtagctgaat
gaaatggtac
aagatacttc
aatttgctat
aatttgagaa
ttgggttgct
ttccagatgt
aattttgcag
tgtgatacaa
accagtcact
cctcaagtag
attgaaatca
taacttgtaa
ccgatttttt
taaaaaatat
gcaaaagaaa
tttcaaagaa
tttttgaaag
ttgttccgaa
gtttattttc
tttttgattg
ggtgttaaac
agctatgaat
tgtaagttgg
agaaccaacc
gaaattaaag
gtatgattgc
ttgttcctcc
actaaatcaa
attctattta
tttaggaaaa
acgtgtggtt
aatacttttg
gcaagaaatg
cttagtttta
gctgatttat
agccgtttga
caccccaacg
aagcggaggt
acaaacgaca
acgactttca
agttcccaga
gctagcaaat

tgaaggcgac
cgagcaattg
ataattcaac
attgaataag
agataaagtt
ttctgtgttg
attcgtattc
ctggaagttt
cccagaatct
agaattgtaa
tgttaacaca
tagcacctct
tcaaaccaac
aaatggtttg
atctacgacc
cagataagat
cacgactaga
ctgtgtcata
tggtggtgga
cttctaaacc
cagttctatt
caagaattaa
aaaaaaatat
attttgcagg
cgaattcgga
tttgtgacta
ttttcctcat
gtgtctcttt
tattttggtt
ttgaataaat
tttaaataat
tagagcaacc
cataaaagat
agttcgttcc
aaaatatttt
tttaccaata
atatgtcgac
taagtaggtt
catttgaacc
ttaaaggacg
ttcggaatct
actatttttt
ttaaataata
actcatttaa
ttacagttta
ccccgttagt
ctttccgaga
tttctcatat
gatttgtaca
tgaatattcc
cttccaagtt
tttaattatg
gaaatatgca
tatcccccaa
aaattgttat
ttatcccata
gttatattaa
agtttgcaac
ccaattaaac

taaacacttg
agaaaccgcc
catcgcaata
gaatgggttc
aattccagtt
cttgttgacg
aaagttggct
tcttaatctt
aggggtttct
agcaattgga
ggcagcaata
aatccattta
acctaaacca
taataaaaca
gattctatcg
ggaaacaata
tgggaattgg
accaaataag
accagccttc
cattttttgg
caactgacag
ggtttacctg
ttgecgatttt
tttgaattat
gaaatttcca
taaataatag
ggagtaattt
ccaatgagaa
agatgttggc
ttattccgta
ccgagaaaaa
tttatttcaa
caaacagtac
aaaaaaatac
gtaacccatc
aaatgtgggt
ttgtacacgg
ttgtccaaac
cagtttcttt
cgtcgtaagt
gttgcatgca
acagttttag
tagttttgtg
tcctgagact
actaattttt
aaagaagatg
attggatgtt
cccaaaggta
aaggttaata
gtttgtagtg
tctccatctc
tgtttctttt
caagaggcta
atttagcaac
aatggggaga
ggaaggaaat
gccttcttcea
ccaaatggaa
aaatttctaa

ttggcagctt
ataacaatag
cctggaatag
ttgatacctg
aattgttgta
ttcttgaata
ttaatatctt
cctaaagagt
ggcaataaga
attctgtaag
aacaaaccaa
ggtgtcgttt
gcaatacatc
ccaagattga
gaaaggagtg
agggaacttt
tgtttaacaa
aaaccaccaa
ttttcaccga
ctttgaatct
gaattccaac
g888gLgLaga
gtaacgaatg
tttttgcgga
ttgttaaatt
atcgtacagg
ccacaaagct
ttgattttcg
taagcgcatt
actagttaaa
atccgattga
tcgatttctg
aaagcagaag
tagaatctga
ggaaattcct
gttaatttgg
agtggggttsy
tggagatgtt
tgtatttagt
tcggaaaagg
ttagattata
gaaaaacttg
gtgaaataat
attatttcgt
cattcaaagt
aacaatagca
ggtacaaata
aacaacaaat
ctgtattctc
tgatcgatcg
cataattaga
taaaatgact
aattttctat
aaacaaaaac
gttgcattga
gatgatttgt
attatgtttg
acctaaaatt
atccattgat
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5701 gtttattcta ttgatttggt agaaaactcc aaaaagacaa ttgagaatt

94

YN 16-JUN-2016
Inverted

//
BspEl 2777
Ncol 3184
Kpnl 3206
EcoRV 3374
Pvull 1432 Spel 3951
Spel 1749 l Sall 4355 Pvul 5155
T T T I T I T
Possible xylose transporter
[=—r"o—"1 e
ORF-2 ORF-1
1000 2000 3000 4000 5000
I | I | I | I | | | I
23.3 Contig 284 (5749 bps)
LOCUS 25.1 Contig 794 1619 bp DNA linear S
DEFINITION

41 S17_L001 R1 001 (paired)_trimmed_(paired)_contig 794 selection
ACCESSION  25.1_Contig 794

KEYWORDS
SOURCE Unknown.
ORGANISM Unknown

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1619)
AUTHORS Self
JOURNAL  Unpublished.

COMMENT SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Edu
COMMENT SECNOTES | GenBank 1619 bp DNA linear UNA
FEATURES Location/Qualifiers
CDS 156..1433
/gene="Possible xylose transporter"”
/product="Similar to XUT7 - Length: 1278

negativeStart codon: ATG"
/SECDrawAs="Gene"
misc_signal 567..569
/gene="CTG-1"
/SECDrawAs="Label"
misc_signal 1269..1271
/gene="CTG-2"
/SECDrawAs="Label"
misc_signal 1296..1298
/gene="CTG-3"
/SECDrawAs="Label"
ORIGIN
1 agattggtgt tttgatatcg atattagaaa tcggagctat gatgagttca
61 ccaaaattct ggattcttag ggtaggaaac gaactatttt gatcggaaca
121 tctttggtgg gagcttacaa tctttctgtc ccaatatggt agtatttgcg

cational Software

Found at strand:

ttgatggtgg
gtggtgttta
atcggaagaa



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

tatttagtgg
ttagtcccag
ggtatgtgtt
ctagaactaa
aagtagcatt
ggttattaga
cagatccaga
atgaacgaaa
tggttcgagt
ttatttccta
tattaatgac
tagttgataa
gtttattcct
cgacacttgt
ttatcccacc
ctaccaattg
ttggatggaa
tggcatacta
agttttatct
gaagtaagaa
ccaatggaat
ataggtattt

aggaaggcta
aattattgtt

EcoRV 14 EcoRI 202

aattggagtt
cgaagaaaga
aagtgtgtgg
accgcattcg
ggccatcgtt
taacgatatg
taataataag
agcaacaccc
aggtgttgga
ctatgcgcca
agggataaat
atggggtaga
tatcgctgtt
gattgtttac
tgaagtatat
gttaagtaat
aatgtatttg
ccctgaaacg
ggattctaat
tacccaaaag
cgaattggac
acacactatg
gaatagtatg

gagggaccgt

ggaattctat
ggaaaattag
acagattatt
ttttttgccc
ttattcattg
gaccaacaag
Ccaaaactgg
aaatcggaac
tgttccgcat
atggttttcc
gcgatcgtat
aaaccaatat
gtaatgtatt
aatggtggtt
cccttatcag
tttgttgttg
tatccagcaa
aaagggattg
gtactccaaa
gttggaagct
ctcatcgatg
taagtagtag
caagacgaaa
gttctgtttg

Styl 83

|

caactattgt
tttgtggega
tttgttattt
agttgagttg
gaggtttttt
ggtttcatgt
aattttttgt
ggacttggaa
tattctttgc
aagaagctgg
acttgttatc
tgattactgg
tagatcaatc
tcgggtatag
ttagagccaa
ggttattagc
tgtcatgttt
aattagagga
ggatgctgta
attcgaagat
atgagaccac
aaatagactg
taattataga
aacatgtcat

1

tccatcttat
gtttactggg
tatacaagat
gagattgcca
cgtggtcgaa
gcttgegttg
catcaaaaat
acatttattc
acaattcaac
ttttaataat
aacacttatt
aggagcagca
attcacacct
ttggggtcca
aggggtgtcc
gccaattttg
aataagtata
aattgatgat
tagtcttgga
agaagaatcg
acgaatgtta
ctaaaggggc
ctcggcttaa
attttatgtg

caatgtgaga
aatgtagcag
ataggagaag
ttatttattc
tcaccaagat
ctttatgatt
tctattctct
aaaaattact
ggtataaaca
gcaaacgcgt
ccttggttcc
atgtgcattt
acgcttgtgg
attggattcc
cttgcagttt
aaagaggaca
attgtagtga
atatttcaag
attggggagc
gatgtggata
taattataga
aggcatggaa
aataaaatga
cagtctgaa

Nspl 1592

Possible xylose transporter

1500
|

LOCUS
DEFINITION

25.1 Contig 794 (1619 bps)

25.1_Contig_794_

1619 bp

DNA

linear

SYN 16-JUN-2016

Bsgl 1608

95

Inverted

41 S17 Lol _R1_001 (paired)_trimmed_(paired) contig 794 selection
25.1_Contig_794_

ACCESSION

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

Unknown.
Unknown

Unclassified.

1 (bases 1 to 1619)

Self

Unpublished.



COMMENT

COMMENT

FEATURES
CDS

96

SECID/File created by SciEd Central, Scientific & Educational Software
SECNOTES | GenBank
Location/Qualifiers

negativeStart codon:

misc_

misc_

misc_

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
//

feature

feature

feature

agattggtgt
Ccaaaattct
tctttggtgg
tatttagtgg
ttagtcccag
ggtatgtgtt
ctagaactaa
aagtagcatt
ggttattaga
cagatccaga
atgaacgaaa
tggttcgagt
ttatttccta
tattaatgac
tagttgataa
gtttattcct
cgacacttgt
ttatcccacc
ctaccaattg
ttggatggaa
tggcatacta
agttttattc
gaagtaagaa
ccaatggaat
ataggtattt

aggaaggcta
aattattgtt

156..1433

/gene="Possible xylose transporter (similar to S.s. XUT7)"
/product="Similar to XUT7 -

ATG"

1619 bp

/SECDrawAs="Gene"

567..569

/gene="TCC-

1"

/SECDrawAs="Region"

1269..1271

/gene="TCC-

2||

/SECDrawAs="Region"

1296..1298

/gene="TCC-

3!!

/SECDrawAs="Region"

tttgatatcg
ggattcttag
gagcttacaa
aattggagtt
cgaagaaaga
aagtgtgtgg
accgcattcg
ggccatcgtt
taacgatatg
taataataag
agcaacaccc
aggtgttgga
ctatgcgcca
agggataaat
atggggtaga
tatcgctgtt
gattgtttac
tgaagtatat
gttaagtaat
aatgtatttg
ccctgaaacg
cgattctaat
tacccaaaag
cgaattggac
acacactatg
gaatagtatg

gagggaccgt

atattagaaa
ggtaggaaac
tectttctgtc
ggaattctat
ggaaaattag
acagattatt
ttttttgecc
ttattcattg
gaccaacaag
Ccaaaatccg
aaatcggaac
tgttccgcat
atggttttcc
gcgatcgtat
aaaccaatat
gtaatgtatt
aatggtggtt
cccttatcag
tttgttgttg
tatccagcaa
aaagggattg
gtactccaaa
gttggaagct
ctcatcgatg
taagtagtag
caagacgaaa
gttctgtttg

DNA

tcggagctat
gaactatttt
ccaatatggt
caactattgt
tttgtggega
tttgttattt
agttgagttg
gaggtttttt
ggtttcatgt
aattttttgt
ggacttggaa
tattctttgc
aagaagctgg
acttgttatc
tgattactgg
tagatcaatc
tcgggtatag
ttagagccaa
ggttattagc
tgtcatgttt
aattagagga
ggatgtccta
attcgaagat
atgagaccac
aaatagactg
taattataga
aacatgtcat

linear

Length:

UNA

gatgagttca
gatcggaaca
agtatttgcg
tccatcttat
gtttactggg
tatacaagat
gagattgcca
cgtggtcgaa
gcttgegttg
catcaaaaat
acatttattc
acaattcaac
ttttaataat
aacacttatt
aggagcagca
attcacacct
ttggggtcca
aggggtgtcc
gccaattttg
aataagtata
aattgatgat
tagtcttgga
agaagaatcg
acgaatgtta
ctaaaggggc
ctcggcttaa
attttatgtg

1278Found at

ttgatggtgg
gtggtgttta
atcggaagaa
caatgtgaga
aatgtagcag
ataggagaag
ttatttattc
tcaccaagat
ctttatgatt
tctattctct
aaaaattact
ggtataaaca
gcaaacgcgt
ccttggttcc
atgtgcattt
acgcttgtgg
attggattcc
cttgcagttt
aaagaggaca
attgtagtga
atatttcaag
attggggagc
gatgtggata
taattataga
aggcatggaa
aataaaatga
cagtctgaa

strand:



EcoRV

14 EcoRI 202

Styl 831

TCC-3

11

Nspl 1592
Bsgl 1608

r

TCC-2

Possible xylose transporter (similar to S.s. XUT7)

500
|

1500

T

25.1 Contig 794 - CTGs corrected

LOCUS
DEFINITION
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ttaagagaca
tgcaaatgtg
cgacaacata
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caggaaggtt
tattattaag
ttatttttta
tccaaaagta
gaatgaccct
tcgtttcaaa
atgcacggcg
gttgctggta
atctttgcectt
tccggtatgc
ttacaaggtt
ggttacgttg
attgtcggtg
ggtagattaa
gctgaagtct
actttcggta
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caagattggt
tgctgttgcet
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tcttaatctc
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tttttccgga
gaaacaaacg
aaaacgttat

EcoRI 1416
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ccttgaaatg
cttacaagat
gattactcac
acaatggact
tttatctggt
tgctactatt
tggtgctctt
tggtgacttt
cgccattgcet
cccattaggt
cttcgectgtt
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gagagaagct
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ggttctgcett
tactctacct
ggggttaact
caaactaact
ccagctgtct
atcatgggta
acgggtcact
ttcggttact
ttaagagcta
gccatgtcta
ttgatgtgtg
accttagatg
gaaattcaca
ttagaatccg
gaaagtaact
tattttaaac
atttaataaa
cttaccgcaa
caaccactcg
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9.2 Fermentagao do SGH da linhagem YRH1490
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Figura A1. Cinética da fermentagdo em SGH sob condi¢gdes de micro-aerofilia da linhagem YRH1490. Xilose
(A);Glicose (o); Xilitol (A); Glicerol (e); Acetato (x); Etanol (m). SGH (90%) foi composto por (em g L™): glicose,
56,8; xilose, 37,7; arabinose, 4,2; acido acético, 5,2; HMF, 0,5 e furfural, 1,5. Uréia (38 mM) foi adicionada como

fonte de nitrogénio.
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10.ANEXOS
PE-2 (YRH1413) HMF  _,_ym PE-2 (YRH1413) Furfural __ .
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——20 mM —9—20 mM
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Time (h) ——40mM Time (h) ——40mM
YRH1483 HMF ——MM YRH1483 Furfural v
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—®—20 mM ——20 mM
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== MM == MM
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—®—20 mM —@—20 mM
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Q=20 MM —®=20 mM
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Figura A2. Curvas de crescimento no Bioscreen das linhagens diploide selvagem YRH1413 e haploide e diploide
isogénicas YRH1483 e YRH1491 sob aumento da concentragdo dos inibidores HMF e furfural. Experimento
realizado por Jeffrey Mertens, USDA-ARS, NCAUR, Peoria, IL, USA.



