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RESUMO

Dekkera bruxellensis € uma espécie de levedura encontrada na producdo de
cerveja, vinhos e em destilarias de etanol combustivel. Na maioria desses
processos, incluindo a producdo de bioetanol, € considerada uma levedura
contaminante, pois compete com Saccharomyces cerevisiae pelos substratos
industriais. Nesse cenario, a disponibilidade de nitrogénio € um dos principais fatores
limitantes do crescimento microbiano. Estudos prévios mostraram que D.
bruxellensis possui a habilidade de assimilar nitrato, uma fonte secundaria de
nitrogénio, apontada como um importante fator de adaptacéo desta levedura nestes
ambientes. Desta forma, € necessario entender como fatores fisioldégicos e genéticos
tornam o nitrato um agente capaz de favorecer D. bruxellensis no cenario industrial.
Com o objetivo descrever a influéncia da disponibilidade de fontes de nitrogénio na
expressao génica do metabolismo central em condi¢cdes anaerobias, foi avaliada a
linhagem industrial D. bruxellensis GBD248 em trés combinagdes de fontes de
nitrogénio em micro-fermentacdo com anaerobiose controlada. Os resultados
mostraram o perfil fisiologico da levedura € diferente nas trés condi¢cbes, mas os
valores finais de producdo de etanol sdo similares. Dados de expressao génica
mostraram que mesmo 0s genes do metabolismo do nitrato sdo regulados de
maneira diferente em anaerobiose. Genes que codificam permeases e do
metabolismo central do nitrogénio séo principalmente regulados pela disponibilidade
de nitrogénio em detrimento ao tipo de fonte. Genes da via glicolitica e fermentativa
exibiram um perfil de expressado de acordo com o perfil de consumo de glicose e
producdo de etanol indicando que D. bruxellensis permanece pronta para
metabolizar glicose. Genes envolvidos com producao de ATP foram expressos para
uma eventual captacdo de oxigénio. O presente trabalho fornece os primeiros dados
metabdlicos sobre o comportamento da levedura D. bruxellensis cultivada em
anaerobiose e em presenca de um fator limitante do crescimento celular no cenario
industrial.

Palavras-chave: Dekkera bruxellensis. fontes de nitrogénio nitrato. cinética de

crescimento. expressao génica.



ABSTRACT

Dekkera bruxellensis is a species of yeast found in brewing, wine and in ethanol fuel
distilleries. In most of these processes, including the production of bioethanol, it is
considered a contaminating yeast because it competes with Saccharomyces
cerevisiae by the industrial substrates. In this scenario, the availability of nitrogen is
one of the main limiting factors of microbial growth. Previous studies have shown that
D. bruxellensis possesses the ability to assimilate nitrate, a secondary source of
nitrogen, as an important adaptation factor of this yeast in these environments. Thus,
it is necessary to understand how physiological and genetic factors make nitrate an
agent capable of favoring D. bruxellensis in the industrial scenario. In order to
describe the influence of the availability of nitrogen sources on the gene expression
of the central metabolism under anaerobic conditions, the D. bruxellensis GBD248
industrial strain was evaluated in three combinations of nitrogen sources in micro-
fermentation with controlled anaerobiosis. The results showed that the physiological
profile of the yeast is different in the three conditions, but the final values of ethanol
production are similar. Gene expression data showed that even the genes of nitrate
metabolism are regulated differently in anaerobiosis. Genes encoding permeases
and central nitrogen metabolism are mainly regulated by nitrogen availability rather
than source type. Genes from the glycolytic and fermentative pathway exhibited an
expression profile according to the glucose consumption profile and ethanol
production indicating that D. bruxellensis remains ready to metabolize glucose.
Genes involved with ATP production were expressed for eventual oxygen uptake.
The present work provides the first set of data regarding the metabolism of D.
bruxellensis in anaerobiosis and in presence of a growth limiting factor in the
industrial scenario.

Keywords: Dekkera bruxellensis. nitrogen sources. nitrate. growth kinetic. gene

expression.
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1 INTRODUCAO

A levedura Dekkera bruxellensis é um micro-organismo frequentemente encontrado
em processos de fermentacao alcodlica industrial, principalmente na producao de
bebidas alcodlicas e em destilarias de etanol combustivel. Na producéo de bioetanol,
D. bruxellensis é considerada uma levedura contaminante, competindo com
Saccharomyces cerevisiae pelos substratos industriais. Apesar disso, D. bruxellensis
apresenta potencial de uso industrial, uma vez que produz etanol, mesmo que em
menor rendimento e produtividade, em comparacdo com S. cerevisiae. Uma vez que
estratégias de eliminagdo de D. bruxellensis sdo complexas, aproveitar o seu
potencial de producéo de etanol, em detrimento a sua eliminacdo do processo é uma
estratégia que deve ser melhor explorada. Para isso, € fundamental entender o
funcionamento de mecanismos regulatérios e o0s respectivos aspectos genéticos
envolvidos, que podem contribuir para o sucesso adaptativo desta levedura no
cenario industrial.

Nesse contexto, o nitrato, uma fonte secundaria de nitrogénio, ja foi apontada
como um importante fator de adaptacéo para D. bruxellensis nesses substratos.
Entretanto, € necessério entender quais fatores genéticos tornam o nitrato um
agente capaz de favorecer D. bruxellensis na competicdo com S. cerevisiae. Assim
sendo, o presente trabalho teve como objetivo determinar a influéncia da
disponibilidade de fontes de nitrogénio, incluindo o nitrato, no metabolismo de D.
bruxellensis cultivada em condi¢cdes de anaerobiose. Para isso, realizamos estudos
fisioldégicos e genéticos com intuito de avaliar o comportamento celular frente a
auséncia de oxigénio, caracteristica do ambiente industrial, e diferentes
combinacdes de fontes de nitrogénio. Os resultados gerados no presente trabalho
devem complementar dados previamente produzidos pelo grupo, levando a uma
melhor compreenséo da influéncia desse nutriente no metabolismo fermentativo

dessa levedura.
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1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Aspectos gerais da levedura Dekkera bruxellensis

A levedura D. bruxellensis é considerada um parente distante de S.
cerevisiae, com ambas as espécies pertencendo a familia Saccharomycetacea
(MOLINA et al., 1993). Sua primeira identificacdo ocorreu no comego do século
passado (CLAUSSEN, 1904), quando foi isolada de cervejas britanicas, sendo entéao
chamada de Brettanomyces (grego: “brettano” significa cervejaria britanica, “myces”:
fungo). Em 1960, o género Brettanomyces foi reposicionado no género Dekkera,
uma vez relatada a formagdo de ascosporos (VAN DER WALT & VAN KERKEN,
1960). O nome Dekkera foi escolhido em homenagem a Nellie Margaretha Stelling-
Dekker, por sua contribuicdo a taxonomia de leveduras (VAN DER WALT, 1964).
Curiosamente, os dois géneros ainda sao utilizados de maneira intercambiavel. Além
da D. bruxellensis, apenas 4 espécies foram reconhecidas até o presente, sendo
elas (i) D. anomala, (ii) B. custersianus, (iii) B. nanus e (iv) B. naardenensis
(MITRAKUL et al., 1999; RODER et al., 2007).

Aplés 0 seu isolamento em cervejarias britanicas, D. bruxellensis ja foi
identificada em varios outros processos fermentativos, como na produgéo de vinho,
cidra, kombucha, quefir, etc (CRAUWELS et al., 2015). No Brasil, esta levedura vem
sendo consistentemente associada a episodios de contaminacdo da producédo de
bioetanol (DE SOUZA LIBERAL et al., BASILIO et al., 2007; DE BARROS PITA et
al., 2011).

D. bruxellensis apresenta uma morfologia diversa (Figura 1), encontrando-se
frequentemente na forma ogival ou ainda elipsoidal, esférica, cilindrica e alongada
(VAN DER WALT, 1964). Com relacdo as suas caracteristicas metabdlicas, D.
bruxellensis possui anaerobiose facultativa, € petite positiva (capaz de sobreviver
sem DNA mitocondrial) e Crabtree positiva, ou seja, apresenta metabolismo
fermentativo quando altas concentragcfes de glicose estdo presentes no meio
mesmo em condi¢cdes aerodbicas (PISKUR et al., 2006; WOOLFIT et al., 2007; DE
BARROS PITA et al., 2013).
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Figura 1. Linhagens da espécie Dekkera bruxellensis. (A) CBS 74; (B) CBS 2499; (C) GDB 248
(industrial) em meio YPD (Microscopia de contraste de fase).

Assim como S. cerevisiae, D. bruxellensis apresenta crescimento em altas
concentragdes de etanol, valores de pH elevados e fontes de nitrogénio secundarias
(ROZPEDOWSKA et al., 2011). Além disso, é capaz de metabolizar diferentes fontes
de carbono dentre as quais glicose, frutose, sacarose e etanol sdo importantes no
cenério industrial (CONTERNO et al., 2006). As principais fontes de nitrogénio
utilizadas por D. bruxellensis sdo comuns a outras leveduras, com a assimilagdo
preferencial de ions aménio (MAGASANIK, 2002). Entretanto, outras fontes de
nitrogénio podem ser utilizadas, tais como aminoéacidos e ureia (CONTERNO et al.,
2006). Notavelmente, D. bruxellensis € capaz de utilizar nitrato como fonte de
nitrogénio, uma vez que esta espécie possui em seu genoma 0S genes que
codificam as proteinas da via de assimilacdo deste composto nitrogenado
(WOOLFIT et al., 2007; PISKUR et al., 2012).

1.1.2 O papel industrial da levedura Dekkera bruxellensis

A levedura D. bruxellensis é frequentemente apontada como micro-organismo
contaminante de processos fermentativos industriais. Este papel foi atribuido
principalmente pela sua participacdo na producéo de vinho, uma vez que é capaz de
produzir compostos volateis como o acido acético, bem como etilfenéis, como 4-
etilfenol e 4-etilguaiacol (CHATONNET et al., 1995; 1997). A producédo destes



18

ultimos compostos € bastante particular da espécie, sendo associada aos aromas
desagradaveis encontrados em vinhos contaminados, e que recebem genericamente
0 nome de caracteristica “brett”’, levando a grandes perdas econ6micas para 0s
produtores (CHATONNET et al., 1995; 1997). Além dos aromas desagradaveis nos
vinhos, 0 aumento na producdo de &cido acético inibe o crescimento de S.
cerevisiae (LEMA et al., 1996).

Apesar de ser conhecida mundialmente como contaminante de vinhos, D.
bruxellensis também foi identificada como principal contaminante da producédo de
bioetanol no Nordeste do Brasil (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; BASILIO et al.,
2007). Nesse cenario, quando as contagens celulares de D. bruxellensis estao
aumentadas, observa-se uma diminuicdo da produtividade volumétrica do etanol,
acompanhada de significativo prejuizo econdmico (DE SOUZA LIBERAL et al.,
2007). E importante salientar que os papéis desempenhados por esta levedura nos
dois processos fermentativos sao diferentes. Na industria vinicola, D. bruxellensis
produz compostos volateis que conferem odor desagradavel ao vinho, enquanto que
na producdo de etanol combustivel, a contaminacdo ocorre por competicdo pelo
substrato, 0s acucares presentes no caldo-de-cana, com S. cerevisiae
(CHATONNET et al., 1995; 1997; DE SOUZA LIBERAL et al., 2007).

Embora esta levedura seja considerada contaminante, varios trabalhos ja
apresentaram sua capacidade de producdo de etanol em rendimentos muito
semelhantes aqueles alcancados por S. cerevisiae (BLOMQVIST et al. 2010;
ROZPEDOWSKA et al., 2011). O grande problema observado € a sua reduzida
produtividade que decorre da assimilacdo mais lenta dos agUcares, o que resulta em
baixas produtividades volumétricas e atrasos na producédo e no rendimento diario do
processo (BASILIO et al., 2008; LEITE et al., 2012; Pereira et al., 2012). Ainda, D.
bruxellensis € utilizada na producéo de cervejas belgas do tipo Lambic, conhecidas
pelo alto teor de acido acético (GALAFASSI et al., 2013).

Apesar da sua importancia industrial, varios aspectos do metabolismo de D.
bruxellensis ainda ndo foram elucidados e a aquisicdo de dados fisiologicos e
geneéticos sobre esta levedura pode ajudar na compreensao dos motivos pelos quais
ocorre 0 seu estabelecimento e a sua manutencdo no ambiente industrial
(CRAUWELS et al., 2015). Ainda nesse sentido, a maior parte dos trabalhos ja
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publicados concentra-se na identificacdo desta espécie como levedura contaminante
e sua relacdo filogenética com outras espécies do grupo dos ascomicetos (DE
SOUZA LIBERAL et al., 2007).

1.1.3 fisiologia de Dekkera bruxellensis

D. bruxellensis é uma levedura com grande variabilidade genética e
fisiolégica. Estudos recentes tém sugerido uma correlacdo entre diferencas
metabdlicas e suas fontes de isolamento, no que se refere & assimilagéo de fontes
de carbono e nitrogénio (CRAUWELS et al., 2015). Com relacdo as fontes de
carbono, esta levedura apresenta preferéncia pela assimilacdo de glicose, frutose e
sacarose, aglUcares capazes de apoiar altas taxas de crescimento. Essas fontes
apresentam relevancia industrial por fazerem parte da composicdo de substratos,
como o caldo-de-cana e o melaco (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007). Além disso, D.
bruxellensis também é capaz de utilizar galactose, maltose, celobiose e trealose
(CONTERNO et al.,, 2006). Linhagens com potencial de serem empregadas na
producdo de etanol de segunda geragdo apresentam habilidade de assimilar

celobiose, mas nao xilose e arabinose (GALAFASSI et al., 2011).

O metabolismo do carbono em D. bruxellensis consiste primariamente na
assimilacao de acucares, que como a glicose, sao divididos em moléculas menores
para se tornar uma fonte de energia e/ou sintese de outras moléculas. A glicélise é o
principal processo de degradacdo do aclcar, na qual uma molécula de glicose é
sequencialmente oxidada em duas moléculas de piruvato. Dependendo da condicdo
de crescimento, as leveduras podem direcionar o piruvato para fermentacédo ou para
a respiracao (SCHIFFERDECKER et al., 2014).
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Figura 2. Via glicolitica com duas possiveis vias: via fermentativa para produgéo de etanol ou via
oxidativa para producéo de acetato e ciclo de Krebs.
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Fonte: Adaptado de Magasanik B & Kaiser CA (2002).

Uma vez que a respiracdo de aguUcares € energeticamente mais favoravel do
gue a fermentacdo, a maioria dos organismos utiliza a fermentagéo apenas quando
a respiracdo € prejudicada, por exemplo, quando a disponibilidade de oxigénio
diminui. Em outras espécies de leveduras, como D. bruxellensis e S. cerevisiae, 0
destino metabdlico do piruvato formado em taxas altas passa da respiracdo para a
fermentacdo, mesmo quando o oxigénio é abundante (ROZPEDOWSKA et al.,
2011).

A habilidade de fermentar, mesmo na presenca de oxigénio, é chamada de
efeito Crabtree (Figura 3), e teve como base a aquisicdo de diversas caracteristicas
genéticas que resultaram em uma estratégia evolutiva denominada “make-
accumulate-consume” (“fazer-acumular-consumir”), na qual as leveduras possuem (i)
grande capacidade de assimilacdo de acucares, (ii) elevada taxa de producéo, (iii)
alta capacidade de acumulo e tolerancia ao etanol, (iv) bem como seu posterior
consumo (ROZPEDOWSKA et al., 2011). O resultado fisiolégico da aquisicao desta
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estratégia (Efeito Crabtree) é o favorecimento da fermentacdo em detrimento da
respiracéo, sendo esse efeito frequentemente associado a saturacdo da capacidade
celular em re-oxidar o NADH resultante da glicdlise (PROCHAZKA et al., 2010;
ROZPEDOWSKA et al.,, 2011). Essa saturacdo faz com que o0 piruvato seja
direcionado ao metabolismo fermentativo, possibilitando que o NADH seja re-
oxidado via fermentacdo alcOolica. Apesar de a respiracdo apresentar maior
eficiéncia energética, a estratégia “make-accumulate-consume” é vantajosa, pois
proporciona um melhor desempenho competitivo frente a outras espécies
(ROZPEDOWSKA et al., 2011).

Figura 3. Efeito “Cabtree positivo” de D. bruxellensis Y879 (CBS 2499) em condi¢6es aerobias.
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Fonte: Adaptado de Rozpedowska et al. (2011)

Como mencionado acima, durante o crescimento aerobio, as células de
levedura podem produzir energia na forma de ATP tanto pelo direcionamento do
piruvato para a cadeia respiratoria, na mitocéndria, quanto pela via fermentativa
(ROZPEDOWSKA et al., 2011; PEREIRA et al., 2012). A preferéncia por um ou outro
mecanismo depende, entre outros aspectos, da espécie e das condi¢des nutricionais
do meio, sendo que nesses casos, em geral, a producdo de energia ndo é um fator
limitante do crescimento celular (CURTIN et al., 2014). Por outro lado, na auséncia
de oxigénio, um dos principais problemas enfrentados pelas leveduras é o baixo

crescimento, devido a auséncia de aceptores finais de elétrons na cadeia



22

respiratoria (WEUSTHUIS et al.,, 1994; CURTIN et al., 2014). Nesse cenario, a
producdo de ATP é restrita a glicolise. Por sua vez, a glicolise utiliza o cofator NAD*
para a oxidacdo de intermediarios da via, gerando NADH (a forma reduzida do
cofator), que deve ser posteriormente reoxidado (MAGASANIK B & KAISER CA,
2002). Na auséncia de oxigénio, a fermentacdo € a principal via utilizada pelas
leveduras para restaurar o balanco redox (SCHIFFERDECKER et al, 2014). Devido
a menor eficiéncia energética da fermentacdo, o crescimento em anaerobiose é
geralmente menor quando comparado a aerobiose (ESTELA-ESCALANTE et al.,
2014).

Outra caracteristica fisiologica marcante de D. bruxellensis é o chamado
efeito Custers, no qual ocorre a inibicdo temporaria da fermentacéo alcoolica, como
resultado da auséncia de oxigénio (CUSTERS, 1940; WIJSMAN et al., 1984). Este
efeito é ocasionado pela tendéncia das células de D. bruxellensis em produzir
acetato, além da baixa capacidade de producéo de glicerol, uma forma alternativa de
restaurar o balanco redox celular (SCHEFFERS, 1966; WIJSMAN et al., 1984; DE
BARROS PITA et al, 2013b). A escassez de NAD* causada pelo seu uso na
oxidacao do acetaldeido a acetato e consequente diminuicdo da razdo NAD*/NADH,

resulta em diminui¢éo do fluxo glicolitico.

1.1.4 Metabolismo central do nitrogénio

O nitrogénio € um nutriente vital para todos os organismos, podendo estar
disponivel no ambiente para ser assimilado em diferentes formas. A maioria das
leveduras possui a habilidade de assimilar uma grande quantidade de fontes de
nitrogénio, o que torna amplo o espectro de ambientes capazes de suportar o
crescimento destes organismos (SIVERIO, 2002). Os compostos nitrogenados sao
transportados para dentro da célula geralmente através de proteinas
transmembrana, como as permeases codificadas pelos genes GAP1, MEP1 e PUT4
(DE BARROS PITA et al, 2013b; MARINI et al., 2000; MAGASANIK & KAISER,
2002; CAIN & KAISER, 2011). Uma vez dentro da célula, sdo assimilados e
direcionados para reacdes de biossintese ou catabolizadas para a liberacdo de

nitrogénio na forma de amonio intracelular e assim para a producéo de glutamato e
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posteriormente glutamina (MAGASANIK, 2002). Estes dois aminoacidos servem
como doadores de nitrogénio para todos o0s outros compostos nitrogenados da
célula e, juntamente com a amonia, formam a via do Metabolismo Central do
Nitrogénio (Figura 4) (DE BARROS PITA et al., 2013b; MAGASANIK & KAISER,
2002, MAGSANIK, 2003).

Figura 4. Metabolismo Central do Nitrogénio. Os compostos nitrogenados séo sintetizados a partir de
glutamato ou glutamina. A principal via para a sintese de glutamato é através da combinacéo de
amodnia com o a-cetoglutarato, que é sintetizado a partir de acetil-CoA nos passos iniciais do ciclo do
acido citrico. A glutamina é produzida pela combinag¢édo da amdnia com glutamato.
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Fonte: Adaptado de Barros Pita et al. (2013a).

Em S. cerevisiae, a sintese de glutamato ocorre pela acdo da enzima
glutamato desidrogenase dependente de NADP*, produto do gene GDH1 (NADP-
GDH, EC 1.4.1.4) através da combinacdo do ion amdnio com o a-cetoglutarato
(MAGASANIK & KAISER, 2002). Em seguida, o glutamato pode ser convertido a
glutamina pela incorporagéo de outro ion amonio, pela glutamina sintetase produzida
pelo gene GLN1. A Unica forma de sintetizar glutamina é mediante a glutamina
sintetase e células que carecem desta enzima necessitam glutamina para crescer
(SCHIFFERDECKER et al., 2014). No entanto, a perda de GDH1 que codifica para

glutamato desidrogenase somente reduz a taxa de crescimento em amonia
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(MAGASANIK & KAISER, 2002; MAGASANIK, 2003). A habilidade de mutantes
gdhl crescerem em amodnia € devida a existéncia da enzima glutamato sintase
(GOGAT, EC 1.4.1.14), produto do gene GLT1 (MILLER & MAGASANIK, 1990;
MAGASANIK & KAISER, 2002).

As leveduras podem assimilar uma ampla variedade de compostos
nitrogenados classificados como fontes “preferenciais” ou “primarias” e “nao-
preferenciais” ou “secundarias” de acordo as diferentes taxas de crescimentos
proporcionadas por estas fontes ao serem assimiladas (DE BARROS PITA et al,
2013b; MAGASANIK & KAISER, 2002). Compostos nitrogenados prontamente
utilizaveis proporcionam taxas mais de crescimento mais altas do que fontes que
necessitam de reacdes adicionais para serem assimiladas (CONTERNO et al., 2006;
GODARD et al.,, 2007). No caso de S. cerevisiae e D. bruxellensis, as fontes
preferenciais de nitrogénio incluem amonio, glutamato, glutamina e asparagina,
enguanto leucina, prolina e metionina sdo fontes ndo-preferenciais (TER SCHURE,
1998; MAGASANIK & KAISER, 2002; MAGASANIK, 2003; BOER et al., 2007). Em
geral, fontes inorganicas de nitrogénio, tais como nitrato e nitrito, séo classificadas
como fontes secundarias e cuja capacidade de assimilacdo é restrita a algumas
poucas espécies (SIVERIO, 2002). Desta forma, essas fontes sdo utilizadas apenas
guando fontes preferenciais ndo estdo disponiveis, a partir da expressdo genes
codificantes de proteinas envolvidas na sua assimilagdo (DE BARROS PITA et al.,
2013b MAGASANIK & KAISER, 2002).

Em leveduras, o crescimento é frequentemente limitado pela disponibilidade
de fontes primarias de nitrogénio (ATTFIELD, 1997; PRETORIUS, 2000). Para se
adaptar as varias condicdes ambientais, as leveduras desenvolveram um complexo
sistema regulatério do metabolismo do nitrogénio, capaz de garantir 0 uso da
“‘melhor” fonte de nitrogénio disponivel. Esta regulacdo, obtida primariamente por
controle transcricional, € conhecida como Represséo pelo Catabdlito do Nitrogénio
(RCN) e consiste na inducdo de genes necessarios e na repressao de genes
dispensaveis em determinado momento (COOPER, 2002; MAGASANIK & KAISER,
2002). Este mecanismo € responsavel por impedir ou reduzir a capacidade sintética
das células para a formagdo de enzimas e permeases para a utilizacdo de fontes

secundarias, quando uma fonte preferencial esta disponivel (MARZLUF, 1997;
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MAGASANIK & KAISER, 2002). No que se refere ao metabolismo central é
fundamental o entendimento da regulacéo das vias de assimilacdo de nitrogénio, ja
gue a disponibilidade deste nutriente influencia diversos aspectos do crescimento

celular e da fermentacéo alcoolica.

1.1.5 Metabolismo do nitrato

Apesar de ser bem documentado em fungos filamentosos, o metabolismo do
nitrato ainda é pouco estudado em leveduras (MARZLUF, 1997; SIVERIO, 2002).
Um dos motivos que justificam esse fato € a auséncia da via de assimilacdo deste
composto nitrogenado em S. cerevisiae. Desta forma, os primeiros estudos
moleculares sobre a assimilagdo do nitrato em leveduras foram conduzidos por
AVILA et al., (1995) em Hansenula polymorpha, com a clonagem do gene de YNR1,
codificante da enzima nitrato redutase. Posteriormente, com o sequenciamento do
genoma de D. bruxellensis, a identificacdo dos cinco genes que compdem a via de
assimilacao de nitrato deu inicio aos estudos sobre o metabolismo deste composto
nesta levedura (WOOLFIT et al., 2007).

O processo de assimilacdo do nitrato (Figura 5) ocorre pela entrada do anion
NOs por meio do transportador de alta afinidade codificado pelo gene YNT1. Uma
vez dentro das células, esse anion é convertido em amoénia por duas reacbes de
reducao consecutivas catalisadas pelas enzimas nitrato redutase (que converte NO3
a NO2) codificada pelo gene YNR1 e nitrito redutase (que converte NO2~ a NH4")
codificada pelo gene YNI1 (AVILA et al., 1995). Em Hansenula polymorpha, estes
genes estdo localizados em um cluster génico e apresentam co-regulacédo induzida

por nitrato (Figura 4).
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Figura 5. Via de assimilacdo de nitrato pela levedura Dekkera bruxellensis.
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Fonte: Adaptado de Siverio (2002).

Em D. bruxellensis, apesar de o0s genes estruturais também estarem
dispostos em um cluster, pouco é conhecido acerca da regulacdo da expressao
destes genes (CURTIN et al., 2014). Além dos genes estruturais (YNR1, YNI1 e
YNT1), H. polymorpha e D. bruxellensis possuem outros dois genes, YNAL e YNA2,
que codificam fatores de transcrigdo do tipo Zn(ll)2Cyss (AVILA ET AL., 1998; AVILA
ET AL., 2002; WOOLFIT ET AL., 2007) e que estao relacionados com a regulacéo

da expressao dos genes estruturais.

Em 2011, nosso grupo de pesquisa mostrou que a linhagem GDB248 da
levedura D. bruxellensis era capaz de assimilar e metabolizar nitrato pela presenca
desse cluster génico intacto, e que essa metabolizacdo era concomitante a
assimilacdo de amonia (DE BARROS PITA et al., 2011). A partir dai foi formulada a
hiptese de que a capacidade de assimilar nitrato, ausente na levedura S.
cerevisiae, conferiria uma vantagem seletiva a D. bruxellensis no processo industrial
de producéo de etanol a partir de caldo de cana que poderia explicar os episodios de
crescimento da populacédo deste contaminante no processo industrial (DE SOUZA
LIBERAL et al.,, 2007). De BARROS PITA et al., (2013a) mostraram que a co-
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assimilacdo améonio-nitrato promovia 0 aumento da producdo de etanol,
provavelmente pela diminuicdo do chamado efeito Custer, fato que foi corroborado
posteriormente (DE BARROS PITA et al., 2011; GALAFASSI et al., 2013). Dados
fisiolégicos e de expressdo génica mostraram que a assimilacdo de nitrato como
unica fonte de nitrogénio induz em D. bruxellensis o metabolismo respiratorio (DE
BARROS PITA et al 2013a; DE BARROS PITA et al., 2013b). Esses dados foram
corroborados por analises protebmicas que mostraram a producdo de proteinas do
metabolismo oxidativo nos cultivos em nitrato (BARBOSA-NETO et al., 2014). Em
conjunto, esses dados apontam para o nitrato como um importante fator que
influencia o metabolismo energético de uma levedura intimamente associada com a

fermentacéo alcoolica industrial.

1.1.6 genética de Dekkera bruxellensis

D. bruxellensis é uma levedura que possui uma grande diversidade genética.
Os primeiros estudos moleculares foram conduzidos em 2007, ano em que um
sequenciamento parcial do seu genoma foi publicado (WOOLFIT et al., 2007).
Posteriormente, outros estudos foram realizados, visando principalmente a sua
caracterizagdo cromossbmica, bem como analises de expressdo génica
(HELLBORG & PISKUR, 2009; DE BARROS PITA et al., 2011). Com a utilizacéo de
técnicas classicas de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado e DNA fingerprinting,
diversos estudos reportaram uma alta variabilidade genética entre linhagens de D.
bruxellensis, nos quais foi sugerida uma correlagdo entre grupos genotipicos de D.
bruxellensis e seu meio de isolamento (CONTENDO et al.,2006; CRAUWELS et al.,
2015).

As diversas linhagens estudadas de D. bruxellensis apresentam genoma
poliploide, contendo entre quatro e nove cromossomos (HELLBORG & PISKUR,
2009). Além das diferencas de ploidia, em geral, aberragcbes cromossémicas como
aneuploidia, inser¢cdes entre linhagens especificas, delecdes e perda de
heterozigozidade por conversdo génica tém sido descritas (CRAUWELS et al.,
2014). Ap6s o sequenciamento completo do seu genoma, em 2012, diversos

aspectos genéticos de D. bruxellensis foram revelados. Curiosamente, duas
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linhagens desta levedura (CBS2499 e AWRI1499) foram sequenciadas em paralelo
e confirmaram a sua alta variabilidade intra-especifica (PISKUR et al., 2012;
CURTIN et al., 2012). A linhagem de D. bruxellensis AWRI1499 isolada de vinicolas
australianas, possui genoma triploide com aproximadamente 5000 genes e 12,7 Mb
de tamanho e provavelmente surgiu a partir de uma hibridizacdo de duas espécies
proximamente relacionadas possuindo consequentemente um genoma triploide
(CURTIN et al.,, 2012). O genoma dessa linhagem é constituido de um “nucleo
diploide”, com dois conjuntos cromossOmicos heterozigotos e um terceiro conjunto
haploide divergente (CURTIN et al., 2012). A outra linhagem, CBS2499, apresenta
genoma com 13,4 Mb de tamanho e aproximadamente 5600 genes (PISKUR et al.,
2012).

D. bruxellensis € um parente distante de S. cerevisiae e ambas sao
encontradas frequentemente nos mesmos habitats e compartiiham varias
caracteristicas fisioldgicas relacionadas com nutricdo, producdo de niveis elevados
de etanol e capacidade de crescer sem oxigénio (PISKUR et al., 2012). Apesar das
semelhancas, a partir do sequenciamento do genoma de D. bruxellensis, ao
contrario do que se acreditava, foi relatado que D. bruxellensis é filogeneticamente
mais préxima a Pichia (Komagataella) pastoris, uma levedura conhecida pela baixa
producao de etanol em aerobiose (PISKUR et al., 2012). Ainda, D. bruxellensis nao
possui em seu genoma as principais caracteristicas genéticas associadas ao alto
desempenho fermentativo de S. cerevisiae. Por exemplo, trés eventos cruciais que
ocorreram durante 0 curso evolutivo de S. cerevisiae, (i) a duplicagdo total do
genoma, seguida de (ii) perda massiva de blocos génicos e enriquecimento de
genes ADH e (iii) a transferéncia horizontal do gene URAL, responsavel pela sintese
de novo de pirimidinas em anaerobiose, ndo foram detectados em D. bruxellensis
(PISKUR & LANGKJAER, 2004; PISKUR et al., 2006).

Apesar de um evento de duplicacdo total do genoma nao ter sido encontrado
em D. bruxellensis, em comparacdo com espécies proximas, essa levedura possui
enriguecimento de genes que podem aumentar a sobrevivéncia no ambiente de
fermentacdo, tais como genes codificantes de permeases de aminoacidos, além de
alcool e aldeido desidrogenases (CURTIN et al., 2012; PISKUR et al., 2012). Ambas

as linhagens sequenciadas possuem, por exemplo, genes ADH (alcool
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desidrogenase) duplicados de forma independente, que sdo responsaveis pelo
metabolismo de alcoois, incluindo etanol, e também uma gama de compostos
aromaticos (PISKUR et al., 2012). O fato de o nivel de segmentos duplicados no
genoma de D. bruxellensis estar dentro do esperado para espécies que nao
sofreram eventos de duplicacdo do pode justificar a mais baixa capacidade
fermentativa, em comparacdo com S. cerevisiae (DE BARROS PITA et al., 2013;
ROZPEDOWSKA et al., 2011).

Analises recentes com ferramentas de bioinformatica tém colocado a D.
bruxellensis como membro de um grupo evolutivo “intermediario” compreendido por
espécies como Komagetalla pastoris, Kuraishia capsulata e Ogataea polymorpha
gue parece ter divergido de um clado progenitor contendo um ancestral comum com
S. cerevisiae (CURTIN & PRETORIUS 2014). Dados gendmicos inferem outras
adaptacdes proprias de D. bruxellensis ndo compartilhadas com S. cerevisiae. A
expansdo de genes chaves relacionados a S. cerevisiae ocorreram em ORFs que
codificam proteinas de membrana celular envolvidas com o crescimento de pseudo-
hifas e amino-permeases (CURTIN & PRETORIUS 2014). Este ultimo é significativo
porque a habilidade de algumas linhagens de utilizar nitrato como fonte de nitrogénio
(BORNEMAN et al.,, 2014) junto com a eficiente assimilacdo de aminoacidos
exégenos podem facilitar crescimento B. bruxellensis no vinho, apesar do
esgotamento de fontes de nitrogénio favoraveis para S. cerevisiae (CURTIN &
PRETORIUS 2014).

Estudos de expressdo genica de D. bruxellensis vem sendo conduzidos em
diferentes grupos de pesquisa do mundo, no intuito de verificar as capacidades
metabdlicas de D. bruxellensis em resposta a diferentes condi¢cdes, com foco em
seus tracos nutricionais, resposta a estresse, entre outros (NARDI et al., 2011; DE
BARROS PITA et al.,, 2011; DE BARROS PITA et al., 2013a,b). Por exemplo, a
resposta a estresse e adaptacdo de D. bruxellensis ao ambiente de producéo de
vinho sédo devidas a mecanismos uUnicos para esta levedura (NARDI et al., 2011).
Ainda, outros trabalhos de expressdo génica de D. bruxellensis identificaram dois
genes ARO10, codificantes da enzima fenilpiruvato descarboxilase no genoma da
levedura, uma caracteristica Unica entre os hemiascomicetos (DE SOUZA LIBERAL
et al., 2012; DE BARROS PITA et al., 2013).
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Um estudo de transcriptdmica global por RNA-Seq revelou a expressao do
complexo respiratorio | de NADH-ubiquinona embora D. bruxellensis seja uma
levedura Crabtree positiva. A alta expressdao de enzimas geradoras de NADH
comparado como a geracdo de enzimas NAD* pode ser a razdo para o desequilibrio
NADH anteriormente observado e o resultante efeito Custer em D. bruxellensis
(TIUKOVA et al., 2013). Também foi achado que o alto grau de expressdo de genes
transportadores de agucar é consistente com a hipétese de que a competitividade de
D. bruxellensis é devido a uma maior afinidade para o substrato limitante (TIUKOVA
et al., 2013).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral:

Investigar a influéncia de fontes de nitrogénio no metabolismo central da levedura

Dekkera bruxellensis em condic6es anaerobias.

1.2.2 Objetivos especificos:

a) determinar a influéncia da fonte de nitrogénio nos principais parametros

fisioldégicos de D. bruxellensis cultivada em anaerobiose;

b) determinar a influéncia da fonte de nitrogénio no perfil de expressdo de genes

de vias metabdlicas centrais de D. bruxellensis em condi¢des anaerdbias.
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1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Linhagens e meios de cultura

A linhagem da levedura utilizada neste trabalho foi D. bruxellensis GDB 248
isolada do processo industrial (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007). Para os cultivos
celulares, foram realizados pré-in6culos usando o meio sintético YNB (Yeast
Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium sulfate) suplementado com glicose a
110 mM e com sulfato de amdnio a 38 mM (75 mM final de nitrogénio), como fonte
de nitrogénio. Durante os pré-inéculos, a células foram cultivadas em frascos de
vidro de 125 mL, com 50 mL de volume final, em agitacdo constante de 150 rpm em

agitador orbital durante 48 horas a 30 °C.

Com intuito de avaliar a influéncia da fonte de nitrogénio no crescimento e
metabolismo da levedura cultivada em anaerobiose, células de D. bruxellensis com
concentracdo de 107 células x ml (DO = 1), foram inoculadas em meios especificos
(YNB), contendo glicose como fonte de carbono a 110 mM e uma de trés possiveis
combinacbes de fontes de nitrogénio (Tabela 1). Aos meios especificos foram
adicionados (i) sulfato de amdnio, (ii) nitrato de sédio ou (iii) uma mistura contendo
ambas as fontes. Em todos os meios, a concentracdo final de nitrogénio foi de 75
mM. Adicionalmente, para garantir o crescimento celular em anaerobiose, 0s meios

foram suplementados com Tween 80 e ergosterol (BLOMQVIST et al., 2012).

Tabela 1. Fontes de nitrogénio utilizadas, suas respectivas concentracdes (g/L e M). As quantidades
de cada fonte foram calculadas de modo que todos os meios apresentassem concentragdes
equimolares de nitrogénio.

Fonte de N Composto g/L []mM []mMdeN
Amobnio Sulfato de Amoénio 5 37,8 75,6
Nitrato Nitrato de Sodio 6,43 75,6 75,6

Ambas as Sulfato de Amonio 2,5 37,8 37,8
fontes Nitrato de Sédio 3,21 37,8 37,8

Fonte: Adaptado de Barros Pita et al. (2013a).
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1.3.2 Ensaios de crescimento anaerébio com diferentes fontes de N em D.

bruxellensis

Com o objetivo de realizar uma triagem inicial da influéncia da fonte de
nitrogénio no metabolismo anaerébio de D. bruxellensis, 0os ensaios de crescimento
foram acompanhados por um periodo de 70h. Com este ensaio, foi possivel
determinar os periodos referentes aos diferentes estagios do crescimento, que
refletem os diferentes estados metabdlicos das células. Desta forma, a partir do pré-
in6culo, as células foram coletadas e centrifugadas a 4000 rpm em tubos cdnicos
estéreis de 15 ml durante 5 min e posteriormente resuspendidas em solugcado salina
NaCl 85%. Os indculos foram realizados nos meios especificos descritos na Tabela
1 e ajustados para uma densidade celular inicial igual a 0,1 DOsoonm €m um volume
final de 1500 pL. Subsequentemente, os meios inoculados foram transferidos para
placas (contendo 48 pocos) do microfermentador Biolector (Micro Fermentation
System Biolector AN, M2p Labs) (Figura 6A). Para cada meio especifico, foram
utilizados 7 pogos como réplicas técnicas e um po¢go como controle interno (Figura
6B). O crescimento celular foi realizado em duplicatas bioldégicas com agitacdo de
800 rpm, a 30 °C e a leitura da DO obtida a cada intervalo de 30 minutos. O controle
do crescimento anaerobico foi mantido com o uso do kit de anaerobiose que faz
parte do microfermentador Biolector e que contém uma camara conectada a uma
fonte de nitrogénio gasoso (Figura 6 C e D) com quantidade O2 presente no

nitrogénio: menor do que 1 ppm de O2.
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Figura 6. Equipamento para cultivo em anaerobiose. A. Sistema de micro fermentacéo Biolector. B.
Placa para cultivo celular com selante. C e D. Camara de anaerobiose com a entrada e saida de
nitrogénio.

BioLector

Fonte: Pefia-Moreno et al. (2017).

A partir dos dados obtidos na triagem, foram determinados cinco pontos
(durante o crescimento) para coleta de amostras visando a dosagem de metabdlitos
extracelulares e os estudos de expressdo génica (ver secao “Resultados”). Desta
forma, foram subsequentemente realizados cinco ensaios de crescimento para cada
meio especifico utilizado, sendo um ensaio para cada ponto de coleta, que
representa um estagio metabdlico diferente durante o experimento. Os ensaios
foram realizados nas mesmas condigbes descritas para a triagem e permitiram
coletas individualizadas de amostras nos tempos previamente estabelecidos. As
amostras foram coletadas, centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos e as células
foram separadas dos sobrenadantes. As células foram congeladas imediatamente
em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o momento do isolamento do
RNA. Os sobrenadantes foram armazenados em tubos conicos de 15 ml a -20 °C até

0 momento da dosagem dos metabdlitos extracelulares.

1.3.3 Determinacdo da producao de metabdlitos extracelulares

Para a determinacdo da producdo de metabdlitos extracelulares, o0s

sobrenadantes dos cinco pontos de coleta para cada meio descrito foram analisados
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por HPLC para a quantificacdo dos seguintes metabdlitos: glicose, frutose, sucrose,
etanol, glicerol e acetato. Estes foram separados pela coluna Aminex HPX-87H
BioRad a 60 °C, utilizando-se H2SO4 a 8 mM como fase movel na vazao de 0,6
mL/min e detectados por um detector UV conectado em série a um detector do tipo
indice de refracdo. As amostras foram preparadas como descrito por BLOMQVIST et
al., (2010) por filtracdo do sobrenadante através de um filtro estéril de 0,22 ml e
congelacéo a -20 °C até a analise. A biomassa foi determinada a partir da densidade
Optica das culturas, utilizando uma curva padrdo anterior e 0Ss parametros

fermentativos calculados segundo descrito por LEITE et al., (2012).

1.3.4 Isolamento do RNA e sintese de cDNA

As células mantidas a -80 °C foram processadas para extracado de RNA total
usando o Kit Maxwell 16 LEV simply RNA Blood de acordo as instru¢cdes do
fabricante (Promega Corporation, USA). Logo apds a extracdo, as amostras foram
quantificadas com auxilio do Nanodrop® (Thermo Fischer Scientific, EUA), com o
objetivo de determinar a concentragdo de &acidos nucléicos e a qualidade das
amostras no processo de extracdo. A integridade do RNA foi comprovada por
eletroforese em gel de agarose 1%, corrido a 100V e 50 mA em tampéo TE livre de
nucleases.

A sintese do cDNA foi realizada num periodo de tempo maximo de 24 horas
a partir do RNA total extraido com auxilio do Kit ImProm-1I™ Reverse Transcription
System Promega |l (Promega, EUA), seguindo as instrucbes do fabricante. A
guantidade inicial de RNA foi padronizada para 0,5 pg de RNA total para sintetizar
20 pl de cDNA. O cDNA foi posteriormente armazenado em freezer a -20 °C. As
etapas de isolamento do RNA e sintese de cDNA seguiram as recomendacdes
propostas no MIQE Guidelines (BUSTIN et al., 2012).



35

1.3.5 Ensaios de expresséao génica por PCR em Tempo Real

Para a determinacdo da influéncia da fonte de nitrogénio no metabolismo
anaerobio de D. bruxellensis, um estudo cinético acerca da expressdo de genes
envolvidos no metabolismo central desta levedura foi conduzido por PCR em Tempo
Real, utilizando o método de quantificacdo relativa da expressao génica por fatores
de normalizacdo (geNorm). Os ensaios foram realizados no sistema de deteccao ABI
Prism 7300 (Applied Biosystems, EUA), utilizando o kit SYBR Green PCR Master
Mix, como descrito previamente (DE BARROS PITA et al., 2012). Os genes alvo e
de referéncia utilizados no presente estudo estdo descritos na Tabela 2.
Adicionalmente, para o controle de qualidade das amostras, foram executados
testes para a estimativa da contaminacdo com DNA genbémico (RT negativo). Os
genes TEF1 e ACT1 foram utilizados como genes de referéncia (DE BARROS PITA
et al., 2013a), utilizando-se o cDNA de todas as amostras e observando a
homogeneidade de sua expressao. Os procedimentos de validacdo dos genes alvo e
analise dos dados foram realizadas segundo DE BARROS PITA et al., (2013a).

Tabela 2. Descricdo dos genes alvo e Genbank IDs.

Gene  Genbank ID Descricéo

YNT1 EF364426 Proteina transportadora de nitrato

YNR1 EF364428 Enzima Nitrito redutase

YNI1 EF364429 Enzima Nitrito redutase

MEP1 EI017852 Permease de aménio (alta afinidade)

GAP1 EI011930 Permease geral e aminoacidos

PUT4 El016538 Permease de prolina (alta afinidade)

GLT1 EI014757 Glutamato sintetase (GOGAT) dependete de NAD*
GDH1 EI014207 Glutamato desidrogenase dependente de NAD(P)*
PFK1 BK006941 Subunidade alfa da fosfofrutoquinase heterooctamerica
FBP1 BK006945 Frutose-1,6-bisfosfatase

PDC1 BK006945 Isoenzima piruvato descarboxilase

ALD3 BK006946 Aldeido desidrogenase citoplasmatica
ALD5 BK006939 Aldeido desidrogenase mitocondrial

ADH1 BK006948 Alcool desidrogenase (isoenzima fermentativa)

SDH1 BK006943 Flavoproteina subunidade de succinato desidrogenase
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ATP1 BK006936 Subunidade alfa do setor de F1 ATP sintase
TEF1 BK006949 Gene de referéncia. Fator de alongamento de traducado EF-1 alfa
ACT1 EF364427 Gene de referéncia. Actina.

Fonte: www.nchi.org.com

Todos os experimentos foram realizados em duplicata biolégica com triplicatas
técnicas para cada tratamento. Para a quantificacdo da expressado génica, os dados
foram analisados no programa Microsoft® Excel® 2007 e os fatores de
normalizacdo calculados pelo algoritmo geNorm, que normaliza os dados de
expressao quando mais de um gene de referéncia é utilizado (VANDESOMPELE et
al., 2002). Todas as etapas dos ensaios de expressao génica por PCR em Tempo
Real seguiram as recomendacdes propostas no MIQE Guidelines (BUSTIN et al.,
20009).

2 RESULTADOS

2.1 INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NO CRESCIMENTO ANAEROBIO
DE D. BRUXELLENSIS

O perfil de crescimento celular de D. bruxellensis apresentado no ensaio de
triagem foi determinante para o estabelecimento dos pontos de coleta de amostras
para dosagem de metabdlitos extracelulares e para 0s ensaios de expressao génica.
Como pode ser observado na Figura 7, embora a fase lag tenha sido
aproximadamente igual nas trés diferentes combinacfes de fontes de nitrogénio
utilizadas (12h), a cinética de crescimento exponencial apresentou diferencas

significativas nos trés meios.

Em meio contendo sulfato de amonio o crescimento anaerobio das células de
D. bruxellensis foi continuo e os estagios observados na curva representam um
modelo classico de crescimento microbiano, com as fases lag, log, estacionaria e de

declinio bem delimitadas (Figura 7A). Por outro lado, quando as células de D.
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bruxellensis foram submetidas a crescimento anaerdbio com o nitrato como fonte
Unica (Figura 7B) ou concomitante a presenca de amoénio (Figura 7C), o perfil de
crescimento apresentou interrupcdo temporaria que acontece aproximadamente
apos 30 horas de cultivo que perdurou por aproximadamente cinco horas, sendo
seguida por uma nova fase exponencial de crescimento. Esta segunda fase
exponencial ocorreu por mais 15 e 10 horas nos meios contendo nitrato ou ambas
as fontes de nitrogénio, respectivamente. Embora o comportamento celular nos
meios contendo nitrato tenha sido similar (com duas fases exponenciais), a
biomassa final foi menor no meio que continha apenas nitrato como fonte de

nitrogénio.

Figura 7. Curvas de crescimento de D. bruxellensis GDB248 cultivadas em anaerobiose e em
presenca de glicose e diferentes fontes de nitrogénio: A. aménia, B. nitrato, C. meio misto.
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Fonte: Pefia-Moreno et al. (2017).

A partir desses perfis foram estabelecidos cinco pontos de coleta ao longo
dos ensaios de crescimento subsequentes, nos seguintes tempos: (i) Oh, no inicio
dos cultivos, (ii) 8 h, no meio da primeira fase lag, (iii) 24 h, no meio da primeira fase
log, (iv) 30 h, n meio da fase de parada temporéria e (v) 40 h, no meio da segunda
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fase log. Para fins de comparacao, o meio de referéncia (contendo apenas amonio)
teve amostras coletadas nos mesmos periodos de tempo. Apés a determinacdo dos
pontos de coleta na triagem inicial, os ensaios de crescimento anaerobio na
presenca de diferentes fontes de N foram repetidos para permitir que as amostras
fossem coletadas em momentos especificos e que representassem os diferentes
estagios metabolicos observados. Assim, para cada um dos trés meios especificos
utilizados no presente estudo, foram realizados cinco novos ensaios de crescimento,
totalizando 15 amostras coletadas. Isso mostra que a parada observada representa

um fenémeno bioldgico de transicdo metabdlica e ndo um artefato experimental.

Os valores de velocidades de crescimento foram calculados a partir das
médias de todos os ensaios realizados. No meio contendo amdnio como fonte Unica,
a taxa de crescimento foi de 0,20 h* (+0.01), enquanto nos meios contendo nitrato
como fonte Unica ou a mistura das duas fontes os valores foram de 0,23 h' (+0.02) e
0,20 h' (x0.02). Dessa forma, ndo houve diferenca estatisticamente significante
nesse parametro considerando a fonte de nitrogénio utilizada. No entanto é
importante destacar que o tempo de entrada de D. bruxellensis na segunda fase Lag
foi diferente para cada meio com contetudo de nitrato, sendo mais rapido no meio
misto com entrada em 28 horas e duracdo de 4 horas na fase Lag; e em
contrapartida, células no meio contendo unicamente nitrato, comecaram a segunda
fase Lag em 30 horas e duracdo de 4 horas e meia antes de comecar a segunda
fase exponencial. Isto se vé refletido no comportamento fisioldégico das células ao

longo do tempo.

2.2 INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NA PRODUCAO DE
METABOLITOS DE INTERESSE INDUSTRIAL EM D. BRUXELLENSIS EM
ANAEROBIOSE

A resposta fisiologica de D. bruxellensis GDB 248 submetida a trés fontes de
nitrogénio em condigcbes de anaerobiose foi determinada para cada momento
fisiologico observado. A producéo de etanol foi observada nos trés meios de cultura
assim que as células iniciaram a fase de crescimento (Tabela 3), indicando que para

essa linhagem o efeito Custer ndo parece ser evidente.
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Tabela 3. Parametros fisioldgicos de cultivos de D. bruxellensis GDB248 em anaerobiose com
amonio, nitrato ou ambas as fontes de nitrogénio

FONTE DE

TEMPO DE CULTIVO

PARAMETROS
N 8h 24h 30h 40h 70h
G"Cose(ﬁ/‘z)”sum'da 10,3 (+0,03) 37,9 (¢1,9)  37,1(0,37) 66,6 (x0,03) 100 (0,0)
_ Etanol (g/L) 0 (+0,0) 2,08 (+0,07) 3,41 (+0,2) 5,567 (+0,54) 9,25 (+0,02)
AmMonio Yus etanol (g/g) 0 (20,0) 0,28 (+0,09) 0,46 (+0,02) 0,42 (+0,04) 0,46 (+0,001)
Yys (9/9) 0 (+0,0) 0,680 (+0,13) 0,466 (+0,03) 0,458 (+0,07) 0,337 (+0,01)
Ypis CO2 (9/g) 0 (+0.0) 0,26 (+0,001) 0,44 (+0,0) 0,40 (+0,02) 0,44 (+0,01)
G"Cose(ﬁ/f)’)”sum'da 8,05 (+0,03) 25,35 (x0,66) 35,95 (¢0,5) 79,35 (x0,1) 100 (0,0)
. Etanol (g/L) 0 (+0,0) 1,82 (+0,10) 3,64 (+0,1) 6,52 (+1,10) 9,61 (+0,32)
Nitrato Ypis etanol (g/g) 0 (20,0) 0,36 (+0,03) 0,51 (+0,1) 0,41 (+0,01) 0,48 (+0,01)
Yws (9/9) 0 (+0,0) 0,601 (+0,07) 0,415(+0,04) 0,446 (+0,02) 0,311 (+0,003)
Ypis CO2 (g/g) 0 (+0,0) 0,34 (+0,002) 0,48 (+0,0) 0,39 (+1,9) 0,46 (+0,05)
Glicose consumida 9,75 (+0,5) 30,0 (x0,07) 67,6 (x0,20) 80,02 (+0,20) 100 (+0,0)
(%)
Etanol (g/L) 0 (+0,0) 2,69 (+0,53) 6,40 (+0,3) 5,37 (+1,9) 8,54(+0,10)
fm‘t’rrz‘i't% Ypis etanol (g/g) 0 (+0,0) 0,45 (+0,02) 0,40 (¥0,05) 0,40 (+0,04) 0,43 (+0,005)
Yxs (g/g) 0 (+0,0) 0,540 (+0,21) 0,388 (+0,1) 0,546 (+0,05) 0,388(+0,001)
Ypis CO2 (g/g) 0 (+0,0) 0,43 (+0,00) 0,38 (+0,0) 0,38 (+0,33) 0,41 (+0,001)

Fonte: Pefia-Moreno et al. (2017).

Entretanto, foi observado que mesmo na fase lag houve algum consumo de glicose
possivelmente associado a um crescimento muito lento desacoplado da producédo de

etanol mesmo em anaerobiose (Figura 8A).

Nas trés condicdes de cultivos celulares, o consumo de glicose foi parecido,
sendo levemente maior no meio misto entre 24 e 30horas, a0 mesmo tempo que a
producdo de etanol aumenta (Figura 8B). Igualmente, a velocidade média de
consumo de substrato no meio misto no mesmo intervalo do tempo, presentou o
maior pico em comparacdo com o0s outros meios (Figura 8D). Entretanto a
velocidade média de producdo de etanol neste mesmo intervalo € a mais baixa das
trés condicdes (Figura 8E), refletida na interrupgéo temporaria que entre 24-30 horas

onde a célula tem essa mudanca metabdlica.
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Destaca-se também no meio unicamente com amonio, a velocidade média de
consumo de glicose presentou seu maior pico no intervalo 30-40 horas, onde o
crescimento celular continua sendo exponencial, entretanto, as outras condi¢des

estdo saindo da segunda fase lag e comecgando sua segunda fase exponencial.

Foi observado também que o rendimento de biomassa a partir de glicose ou outro
metabadlito foi maior nos meios contendo aménio comparado com 0 meio com nitrato
como Unica fonte de nitrogénio. Finalmente, os valores de rendimento na producéo
de etanol foram similares nas trés condi¢cdes ao longo do tempo, mesmo tendo seu
pico mais alto para cada meio, em horas diferentes, o que estaria relacionado com o

consumo de glicose (Figura 8C).

Adicionalmente, ao serem analisadas as taxas de consumo de glicose e
producdo de etanol nos intervalos definidos a partir do formato da curva de
crescimento para cada condicdo (Figura 8D e 8E), foi observado um perfil similar nas
trés condices ao longo do tempo com destaque nos intervalos 24-30 horas e 30-40

horas.



Figura 8. Dados fisioldgicos de D. bruxellensis em anaerobiose em meios com trés fontes de
nitrogénio. A. Consumo de Glicose B. Produc¢éo de etanol C. Rendimento de producéo de etanol D.
Velocidade média de consumo de glicose E. Velocidade média de producéo de etanol.
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2.3 INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NA EXPRESSAO DE GENES
ENVOLVIDOS NO METABOLISMO CENTRAL DE D. BRUXELLENSIS EM
ANAEROBIOSE

Com o intuito de verificar a influéncia do nitrogénio na expressao de genes do
metabolismo central de D. bruxellensis, as amostras de cDNA foram analisadas por
PCR em Tempo Real para a determinacdo dos niveis de expressdo dos genes
descritos na Tabela 2 do item Materiais e Métodos. Estes genes estéao relacionados

com diferentes vias quem compdem o metabolismo central de D. bruxellensis.

Para os estudos de cinética da expressao de genes do metabolismo central
de D. bruxellensis, as amostras no tempo Oh de cada meio especifico foram
utilizadas como referéncia no caso dos genes YNT1, YNR1, YNI1, MEP1, GAP1,
PUT4, GLT1 e GDH1 para que os niveis de expressdo dos genes em todos 0s
outros tempos de coleta fossem comparados. Entretanto, para os genes PDC1,
ALDS5, ALD3, ADH1, PFK1, SDH1 e ATP1, os estudos cinéticos foram realizados
utilizando como referéncia as amostras no tempo 8h de cada meio especifico. Essa
alteracéo foi necessaria para evitar um erro de interpretacdo derivado da analise das
amostras no tempo Oh, nas quais 0s niveis de expressdo desses genes eram
bastante elevados, resultando em queda substancial da expressdo no tempo 8h.
Para facilitar a andlise dos dados de expressao, os genes foram agrupados em cinco
categorias, de acordo com a sua funcdo ou participagdo em uma determinada via
metabdlica. Os cinco grupos sao descritos como a seguir: (i) genes da via do nitrato,
(i) genes que codificam permeases de fontes de nitrogénio e (iii) genes do
metabolismo central do nitrogénio, (iv) genes da via glicolitica e fermentacdo da
glicose e, (v) genes envolvidos na producdo de ATP e cadeia respiratoria

mitocondrial.

2.3.1 Expresséo dos genes da via de assimilag&o do nitrato (NIT)

Os dados de quantificagao relativa obtidos por RT-gPCR mostraram, como
esperado, que os genes da via de assimilagao de nitrato (genes NIT), YNT1, YNR1,

YNI1 sofrem maior inducdo quando células de D. bruxellensis estdo expostas a esta
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fonte de nitrogénio, especialmente apés 24 horas de cultivo, onde foram detectados
MRNA’s correspondentes aos genes NIT. Curiosamente, no meio contendo amoénio
como fonte Unica de nitrogénio, apesar de apresentarem baixos niveis de expressao,
0s genes da via da assimilagdo do nitrato ndo estavam completamente reprimidos
(Figura 9), como esperado pelo efeito da Repressao pelo Metabdlito do Nitrogénio
(RCN) (MAGASANIK, 2002). Os genes NIT apresentaram um perfil de expressao

peculiar, com alternancias entre altos e baixos niveis de mRNA.

O gene YNTL1, que codifica o transportador de nitrato, € induzido em presenca
dessa fonte, principalmente ap6s 24 horas de cultivo, onde o crescimento celular
estd em plena fase logaritmica (Figura 9A). Nesta condicdo, a expressado génica é
aumentada em quase 120 vezes. ApoOs de 30 horas de cultivo, a expressdo deste
gene é sensivelmente reduzida (quantidade relativa proxima a zero), apresentando
nova inducdo apos 40 horas, especialmente no meio contendo nitrato como fonte
Unica de nitrogénio. Curiosamente, em meio misto, o0 gene YNT1 néo foi reprimido
pela presenca de amonio, indicando que esse gene nao é susceptivel a RCN, pelo

menos nas condi¢cbes avaliadas.

Os demais genes NIT (YNR1 e YNI1) apresentaram um perfil de indugéo pelo
nitrato similar ao observado para YNT1 (Figura 9B, 9C). O gene YNI1 apresentou 0s
maiores niveis de mRNA detectados enquanto que a expressao do gene YNRL1 foi a
menor para esta via. Por outro lado, YNR1 e YNI1 tiveram seus niveis de expressao
reduzidos em presenca de amodnio no meio misto, quando comparados com 0 meio
contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Isto indica que YNR1 e YNI1 séo
regulados de maneira coordenada, porém distinta da observada no gene YNTL1.
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Figura 9. Representacdo esquematica da via de assimilagéo do nitrato. Quantificacéo relativa de
mRNA'’s dos genes envolvidos na via da assimilacdo do nitrato com diferentes fontes de nitrogénio
(condicao de referéncia, tempo 0h). A. Gene que codifica o transportador de nitrato (YNT1) B. Gene
gue codifica a enzima nitrato redutase (YNR1) C. Gene que codifica a enzima nitrito redutase (YNI1).
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Fonte: Pefia-Moreno et al. (2017).

2.3.2 Expresséao dos genes que codificam permeases de fontes de nitrogénio

Os niveis de expressdo dos genes MEP1, GAP1l e PUT4, que codificam
permeases para amonio e aminoacidos foram avaliados em resposta a fonte de

nitrogénio disponivel (Figura 10). De maneira geral, os genes foram induzidos em D.
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bruxellensis quando a disponibilidade de nitrogénio estava reduzida, seguindo um
padrdo de regulacdo susceptivel a RCN. Os niveis de mRNA dos genes MEP1,
GAP1 e PUT4 no tempo Oh foi relativamente maior comparado com o tempo 8h.
Somente ap6s 40h de cultivo, quando a concentracdo de nitrogénio no meio ja
estava provavelmente bastante reduzida, o nivel de expressdao desses genes foi

significativamente induzido.

O gene MEP1 (Figura 10A), que codifica a permease de alta afinidade para
amonio teve um perfil de expressdo parecida nos trés meios, sendo sua expressao
significativamente induzida no tempo 24h em presenca de nitrato como fonte de
nitrogénio. Em aménio, apesar da inducédo observada no tempo 24h, a expressao de
MEP1 foi inferior em comparagdo aos meios contendo nitrato. Apds 40 horas de
cultivo, a diferenca na expressédo (inducdo) do gene MEP1 em meios contendo
nitrato, em comparagado ao meio de referéncia foi ainda maior. Destaca-se que estes

genes estariam sendo desreprimidos pela auséncia da fonte de nitrogénio.
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Figura 10. Representacdo esquematica de permases de amdnio e aminoacidos. Quantificagcao
relativa (com respeito ao tempo 0 horas) de mMRNA’s dos genes que codificam permeases em trés
fontes de nitrogénio A. Gene que codifica a permease de alta afinidade para aménio (MEP1) B. Gene
gue codifica a permease geral de aminoacidos (GAP1) C. Gene que codifica a permease de alta
afinidade especifica de prolina (PUTA4).
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Com relacéo ao gene GAP1 (Figura 10B), o perfil de regulacao transcricional
foi similar nos trés meios, como aconteceu com a expressdo de MEP1. Apds 24
horas de cultivo, o nivel de expressdo do gene foi apenas levemente induzido pelas
fontes de nitrogénio empregadas. Somente apds 40 horas, 0s niveis de expressao

foram significativamente induzidos, principalmente no meio contendo nitrato como
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fonte Unica de nitrogénio. De maneira similar, a expressdo do gene PUT4 (Figura
10C) foi significativamente induzida apenas apos 40h de cultivo. Esses perfis
indicam que a regulagdo génica nesses casos, €é mais dependente da

disponibilidade da fonte de nitrogénio do que da sua natureza.

2.3.3 Expresséao dos genes que codificam proteinas do metabolismo central do

nitrogénio

Para avaliar o efeito da fonte utilizada no metabolismo central do nitrogénio, o
perfil de expressédo de genes envolvidos na assimilagdo de amonio e biosintese de
glutamato foi determinado em anaerobiose. O gene GDH1, que codifica a enzima
glutamato desidrogenase dependente de NADP®*, responsavel pela sintese de
glutamato a partir de amonio e alfa-cetoglutarato, teve sua expressao induzida
apenas apoés 24 horas de cultivo (Figura 11A). Essa inducao ocorreu principalmente
em meios contendo nitrato, em comparacdo com a referéncia. No cultivo realizado
no meio misto, a indugcéo do gene GDH1 foi a metade da observada para o meio
com nitrato como fonte Gnica. E importante destacar que nos pontos de analise Oh e
8h, a expresséo do gene GDH1 ja era elevada (dados ndo mostrados), originada a
partir de um pré-cultivo em amdnio como fonte de nitrogénio. Por outro lado, apds 30
horas de cultivo, a expressao de GDH1 foi sensivelmente reduzida, o que também

foi observado apos 40h.

Por outro lado, o gene GLT1, que codifica a enzima glutamato sintase,
responsavel por sintetizar glutamato a partir de glutamina e alfa-cetoglutarato,
apresentou significativa reducdo na sua expressdo apés 8 horas de cultivo (Figura
11B). Esse gene permaneceu pouco expresso ao longo do tempo nos trés meios e

teve sua expressao aumentada apenas apoés 40 horas de cultivo.
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Figura 11. Representacdo esquematica da via de assimilagéo do nitrogénio e produc¢éo de glutamato.
Quantificagéo relativa (com respeito ao tempo 0 horas) de mRNA’s dos genes que codificam

proteinas do metabolismo central do nitrogénio em trés fontes de nitrogénio. A. Enzima glutamato

desidrogenase (GDH1) B. Enzima glutamato sintase (GLT1).
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2.3.4 Expresséo de genes da via glicolitica e fermentacéo da glicose

#-NH4+/ NO3-

Para avaliar os efeitos da fonte de nitrogénio na expressao de genes envolvidos com

a glicdlise e a via fermentativa, os genes PFK1, PDC1, ADH1, ALD3 e ALDS5 foram

analisados (Figuras 12 e 13). O perfil de expressdo do gene PFK1 que codifica a

fosfofrutoquinase, enzima chave da glicolise € similar nos trés meios testados,

porém com maior inducdo em meio contendo apenas amoénio como fonte de

nitrogénio (Figura 12A). A indugéo na expressédo do gene PFK1 e posterior queda

em 30 horas seria uma consequéncia do alto fluxo glicolitico, no qual, para controle

da via, a célula diminui a expressao desse gene.
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Figura 12. Representacdo esquematica resumida da via glicolitica. A. Quantificacao relativa (com
respeito ao tempo 8 horas) de mRNA’s do gene que codifica Fosfo fructoquinase (PFK1) em trés
fontes de nitrogénio
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Apébs o final da glicélise e producdo de piruvato, o NAD* consumido durante a via
glicolitica deve ser restaurado, em anaerobiose, majoritariamente pela fermentacao.
Desta forma, os genes da via fermentativa foram avaliados quanto a resposta a fonte
de nitrogénio. Estes genes foram analisados utilizando-se o tempo 8h como
referéncia, uma vez que seus altos niveis de expressdo no tempo Oh (dados néo

mostrados) causavam uma distor¢do na analise quantitativa.

O gene PDC1, que codifica a enzima piruvato descarboxilase, primeira da via
e responsavel pela descarboxilagcdo do piruvato a acetaldeido, apresentou um pico
de indugcdo em meio contendo aménio apds 30 horas de cultivo (Figura 13A).
Entretanto, para os demais tempos, todas as combinacdes de fontes de nitrogénio
foram capazes de induzir a expressdo do gene PDC1, porém com diferencas
menores entre as fontes. Possivelmente, apds 30 horas em meio contendo amoénio,
a célula continua com alto fluxo pela via glicolitica e consequentemente necessita
converter piruvato a acetaldeido em altas taxas. Por outro lado, nos meios contendo
nitrato, o tempo 30h coincide com a parada no crescimento observada nos ensaios

pertinentes (Figura 7). A expressdo deste gene diminui apdés 40h, no meio da
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segunda fase log de crescimento, quando as fontes de carbono e nitrogénio estéao

comecando a esgotar.

O gene ADH1, envolvido na reducédo de acetaldeido a etanol, foi induzido
apos 24 horas de cultivo, especialmente nos meios contendo aménio ou nitrato
como fontes Unicas de nitrogénio, indicando uma necessidade mais elevada do fluxo
de piruvato pela via fermentativa nessas condi¢cfes (Figura 13B). Por outro lado, em
meio misto, a expressdo desse gene permanece estavel até o ponto 40h, quando

ocorre 0 seu pico de indugéo.

Os genes ALD5 e ALD3 (aldeido desidrogenases mitocondrial e
citoplasmatica, respectivamente), que codificam enzimas envolvidas com a oxidagao
de acetaldeido a acetato, apresentaram perfil de expressao similar, porém, com
algumas diferencas importantes. O gene ALD5 (ALD mitocondrial) foi mais induzido
em meios contendo amoénio, enquanto que ALD3 (ALD citoplasmética) foi mais
induzido em meios contendo nitrato. Ambos 0s genes apresentaram inducdo apos
24 e 40 horas e reducdes significativas nos tempos
8 e 30h.
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Figura 13. Representacdo esquematica da via fermentativa. Quantificacéo relativa (com respeito ao
tempo 8 horas) de mRNA'’s dos genes da via fermentativa em trés fontes de nitrogénio A. Gene que
codifica a enzima piruvato descarboxilase (PDC1) B. Gene que codifica a enzima alcool
desidrogenase (ADH1) C. Gene que codifica aldeido desidrogenase mitocondrial (ALD5) D. Gene que
codifica aldeido desidrogenase citoplasmatica (ALD3).
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Destaca-se que ao observar a quantificagcéo relativa dos genes que compdem a via
fermentativa, nas trés condi¢cdes testadas em anaerobiose, foi determinado que a
expressao desses genes ocorria de maneira coordenada e a taxa de producéo de
etanol (mmol.L.h'') também estava relacionada com a expresséo desses genes. Por
tanto foi estabelecido uma relacdo entre a expressdo dos ADH, ALD e PDC e os
dados de velocidade de producédo de etanol em diferentes intervalos de crescimento

anaerobio da figura 8E (Figura 14).

Figura 14. Relagdo da expresséo de genes PDC1, ADH1 e ALDs e velocidade de producéo de etanol
em cultivos de D. bruxellensis em trés condi¢des A. Sulfato de Ambnio B. Nitrato de sédio e C. Meio
misto
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Fonte: Pefia-Moreno et al. (2017).

2.3.5 Expressédo de genes envolvidos na producéo de ATP e cadeia respiratoria

mitocondrial

O gene SDH1, que codifica a subunidade flavoproteina da enzima Succinato
desidrogenase apresentou um perfil de expressdo similar para as trés fontes
testadas (Figura 15A), com picos de inducdo apos 24 e 40 horas de cultivo. Para o
gene ATP1, que codifica uma subunidade do complexo F1FO da ATP sintase, 0s
maiores indices de expressao foram observados em meio contendo nitrato (como
fonte Gnica ou misto), indicando uma maior necessidade de producdo de ATP

nessas condicdes (Figura 15B).

Figura 15. Quantificacdo relativa (com respeito ao tempo 8 horas) de mRNA’s de dois genes
envolvidos na sintese de ATP e na cadeia respirat6ria mitocondrial em trés fontes de nitrogénio A.
Gene que codifica a subunidade flavoproteina da enzima Succinato desidrogenase (SDH1) B. Gene
gue codifica uma subunidade do complexo F1F0 da ATP sintase (ATP1).
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3 ANALISE DE RESULTADOS

3.1 INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NO CRESCIMENTO ANAEROBIO

DE D. BRUXELLENSIS

A levedura D. bruxellensis foi capaz de crescer nos trés meios com diferentes
combinacBes de fontes diferentes de nitrogénio em anaerobiose. O uso de nitrato
como fonte de nitrogénio pode conferir a D. bruxellensis vantagem seletiva de
crescimento e fermentagdo quando comparado com S. cerevisiae (DE BARROS
PITA et al., 2013a). Com relacdo ao crescimento celular, ndo houve diferenca
significativa nas velocidades de crescimento nos trés meios. Entretanto,
curiosamente, as velocidades de crescimento exibidas por D. bruxellensis em
anaerobiose sdo maiores do que as observadas em aerobiose (DE BARROS PITA
et al.,, 2011; DE BARROS PITA et al.,, 2013a; LEITE et al., 2013). A partir dos
resultados encontrados por de Barros Pita e colaboradores em 2013, experimentos
realizados com diferentes linhagens de D. bruxellensis, com condi¢des de carbono e
nitrogénio parecidos ou nao (dados ainda ndo publicados) exibiram que o
crescimento desta levedura é diferente entre linhagens. Estudos de diversidade
genética tem revelado uma alta variabilidade entre as linhagens de D. bruxellensis,
gue pode resultar em alta diversidade fenotipica nesta levedura (CRAUWELS et al.,

2015).

Em contrapartida, a curva de crescimento nos meios contendo nitrato

apresentou um perfil bastante peculiar. Nesses meios, o crescimento celular nao foi
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continuo, sendo temporariamente interrompido por um periodo aproximado de cinco
horas e seguido por um novo ciclo de crescimento. Desta forma, nos meios
contendo nitrato, a curva de crescimento apresentou duas fases exponenciais, em
um comportamento tipicamente diduxico. O conceito de diauxia se refere a um
crescimento em duas fases, geralmente associado a presenca ou metabolismo de
duas fontes de carbono diferentes, sendo as duas fontes utilizadas em uma ordem
de preferéncia pela célula (GALDIERI et al., 2010). Em S. cerevisiae, a diauxia é
vinculada ao metabolismo respiro-fermentativo, no qual a glicose é oxidada a
piruvato na glicélise, que é subsequentemente direcionado para a via fermentativa
para a producdo de etanol. Apds o esgotamento da glicose, ocorre a troca diduxica,
na qual o etanol é metabolizado em um processo dependente de oxigénio
(GALDIERI et al., 2010). Nesse sentido, o etanol é geralmente classificado como
uma fonte de carbono respiravel, pois necessita da cadeia respiratéria para reoxidar

o NADH formado durante a sua utilizagdo (SCHIFFERDECKER et al., 2014).

3.2 INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NA PRODUCAO DE
METABOLITOS DE INTERESSE INDUSTRIAL EM D. BRUXELLENSIS EM

ANAEROBIOSE

A levedura D. bruxellensis apresentou perfis de crescimento diferentes em
resposta a fonte de nitrogénio no meio, o que em geral, reflete em diferentes painéis
de metabdlitos secundarios produzidos ao longo do tempo. O perfil de crescimento
observado para essa levedura em presenca de nitrato (fonte Unica e em combinacéo
com amonio), com duas fases de crescimento exponencial, sugeria a possibilidade

de ocorréncia de uma troca diauxica incomum em D. bruxellensis. Visto que as
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células de D. bruxellensis foram cultivadas em ambiente livre de oxigénio e, por
consequéncia, impeditivo da utilizacdo da cadeia respiratoria, essa troca diauxica
envolveria o consumo do etanol, mesmo na auséncia de oxigénio, 0 que seria
permitido pela assimilagéo do nitrato, mesmo em presenca de amoénio (DE BARROS
PITA etal., 2011). Para que uma eventual diauxia fosse induzida pela assimilagéo
de nitrato, D. bruxellensis deveria ser capaz de direcionar o NADH produzido pelo
consumo de etanol para a reducdo do nitrato a amdnio, pelas enzimas nitrato e
nitrito redutase. O nitrato presente no meio poderia, em principio, permitir a
reoxidacdo do NADH gerado a partir do metabolismo do etanol, mesmo em
anaerobiose. Isso acontece pelo fato de que para que ocorra a assimilacéo de 1 mol
de nitrato, ou seja, sua reducdo a amonio, ha o consumo de 4 mols de equivalentes
redutores, NADH ou NADPH (GALDIERI et al.,, 2010, DE BARROS PITA et al.,
2013b). No meio contendo amdnio, o NADH gerado a partir do consumo do etanol
nao teria como ser reoxidado em anaerobiose. Isto significa que o nitrato seria 0
maior contribuinte para restaurar essa taxa de crescimento do meio misto em
anaerobiose (SCHIFFERDECKER et al., 2014). Essa hipOtese poderia ser
confirmada pela analise dos dados de dosagem de metabdlitos extracelulares por

HPLC.

Entretanto, apés analise do consumo de acglcares e producdo de metabolitos
secundarios nesses meios, a possibilidade de diauxia induzida pelo nitrato em D.
bruxellensis foi refutada. Para suportar a hipotese, o etanol produzido durante a
fermentacdo (primeira fase log do crescimento) deveria ser gradativamente
consumido pelas células apds a troca diauxica (segunda fase log), o que ndo pbde
ser comprovado. Ainda, no periodo da interrupcdo do crescimento, a glicose ainda

ndo havia sido completamente consumida. Nesse sentido, outros estudos séo



57

necessarios para determinar as causas e efeitos das duas fases log do crescimento
anaeroébio de D. bruxellensis em presenca de nitrato. Ainda, é importante notar que,
diferente do observado em anaerobiose, D. bruxellensis exibe elevadas quantidades
de &cido acético em condigcdes aerGbias por meio da via NAD+ aldeido-

desidrogenase (DE BARROS PITA et al., 2013).

3.2.1 Influéncia da fonte de nitrogénio na expresséo de genes davia de

assimilacdo do nitrato (NIT)

Os dados de analise de expressao génica mostram que os genes NIT ndo sao
completamente reprimidos pela presenca de ions aménio. Quando o nitrato é
internalizado, a sua assimilacdo € dependente de duas reacdes de reducédo, que
envolvem o consumo de equivalentes redutores (NADH ou NADPH) e resultam na
liberacdo de aménio (DE BARROS PITA et al.,, 2011; MAGASANIK & KAISER,
2002). Embora a RCN seja desencadeada pela presen¢a de amonio sinalizando alta
disponibilidade de nitrogénio (MAGASANIK & KAISER, 2002), nos cultivos em
anaerobiose, ha um escape, ainda que parcial, dos efeitos da RCN. Esta aparente
‘inducao” da expresséao dos genes NIT, mesmo em crescimento em meio contendo
apenas amonio, é provavelmente o resultado do consumo destes ions pelas células
de D. bruxellensis, o que resulta em queda da concentragdo intracelular do
repressor. A diminuicdo da concentracdo de amonio intracelular € um sinal de que a
célula precisa captar fontes alternativas de nitrogénio, através do alivio da RCN
(AVILA et al., 2002; DE BARROS PITA et al., 2011). Desta forma, genes que
codificam proteinas necesséarias ao metabolismo de fontes secundarias de nitrogénio

podem ser expressos, na maior parte das vezes associada a presenca de um indutor
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(DE BARROS PITA et al.,, 2011). A expressdo detectada dos genes NIT foi
transiente, uma vez que apés 40 horas de cultivo, o nivel de expressdo do gene
YNI1 foi novamente reduzido, indicando que na auséncia do indutor da via (nitrato),

a expressédo dos genes NIT € apenas basal.

Os genes YNR1 e YNI1 apresentaram uma regulacdo coordenada, uma vez
gue seus perfis de expressao foram similares ao longo dos experimentos. Esses
genes foram induzidos por nitrato e susceptiveis & RCN. Esse padrédo coordenado
da expressao dos genes YNR1 e YNI1 foi previamente descrito para D. bruxellensis
em condi¢cOes de limitacdo de oxigénio (DE BARROS PITA et al., 2013b). Por outro
lado, o gene YNTL1, que codifica o transportador de nitrato, apresentou um perfil
diferente. Esse gene nao foi submetido a RCN, sendo expresso mesmo ha presenca
de aménio no meio misto, similar ao encontrado para condicdo de aerobiose (DE
BARROS PITA et al.,, 2011). Dessa forma, apesar de clusterizados, os genes NIT
apresentam padrdes diferentes de regulagcédo, dependendo das condi¢cdes impostas

pelo meio.

De fato, em presenca de oxigénio, os genes NIT ndo foram submetidos a
RCN (DE BARROS PITA et al., 2011). Por outro lado, em limitagcdo de oxigénio, 0s
genes NIT foram reprimidos pela presenca de aménio no meio misto (DE BARROS
PITA et al., 2013b). Essas observacfes sugerem que a regulacao dos genes NIT em
D. bruxellensis é sensivel a disponibilidade de oxigénio no meio. O consumo de
nitrato, mesmo em presenca de amonio, parece ser um desperdicio energético, uma
vez que ha utilizacdo de 4 mols de equivalentes redutores (NADH ou NADPH) para
a sua assimilacao (Siverio, 2002). Esses equivalentes redutores poderiam ser, de

outra forma, direcionados para a sintese de ATP. Entretanto, em condi¢cdes nas
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guais o oxigénio é abundante, as células de D. bruxellensis podem utilizar a cadeia
respiratoria para a geracdo eficiente de energia na forma de ATP (DE BARROS
PITA et al.,, 2011). Assim, a co-assimilagdo de nitrato e amonio n&o resultaria

necessariamente em diminuicdo do crescimento celular.

Em contrapartida, com a escassez ou auséncia completa de oxigénio, D.
bruxellensis pode apenas gerar energia pela utilizacdo da glicélise e subsequente
fermentacdo, um processo bem menos eficiente do ponto de vista energético. Nesse
cenario, a repressao da utilizacdo de nitrato, uma fonte de nitrogénio com alto custo
energético de assimilacdo, parece ser razoavel (DE BARROS PITA et al., 2013b).
Os resultados do presente trabalho, em conjunto com dados anteriores obtidos pelo
grupo de pesquisa indicam que a disponibilidade de oxigénio é importante na
regulacdo da expressao dos genes NIT. O fato de o gene YNTL1 ter escapado ao
controle da RCN no presente trabalho € motivo para estudos mais aprofundados

sobre a regulacdo dos genes NIT em D. bruxellensis.

3.2.2 Influéncia da fonte de nitrogénio na expressao de genes que codificam

permeases de fontes de nitrogénio

Os compostos nitrogenados séo transportados usualmente através de
proteinas transmembrana, entre elas aquelas codificadas pelos genes GAP1, MEP1,
e PUT4 genes (DE BARROS PITA et al., 2013b, MARINI et al., 2000; MAGASANIK
& KAISER, 2002). No presente trabalho, os niveis de expressado desses genes, que
codificam permeases para amonio e aminoacidos foram avaliados em resposta a

fonte de nitrogénio disponivel. Em S. cerevisiae, esses genes sdo submetidos a
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RCN, o que significa que ndo devem ser expressos em presenca de fontes
preferenciais de nitrogénio (MAGASANIK, 2002). Em D. bruxellensis cultivada em
aerobiose, esses genes foram de fato, induzidos quando a disponibilidade da fonte
preferencial, amonio, estava reduzida (DE BARROS PITA et al, 2013b). No presente
trabalho, o perfil de expresséo desses genes foi similar ao previamente descrito para
condi¢cdes aerbbias, indicando pouca ou nenhuma influéncia do oxigénio na

expressao desses genes (DE BARROS PITA et al., 2013b).

Na presenca de altas concentra¢des (inicio dos cultivos) da fonte preferencial,
amonio, a expressdo dos genes das permeases € baixa, devido a RCN. Em meio
contendo nitrato como fonte Unica de nitrogénio, a expressdo dos genes também
permanece baixa, nesse caso, provavelmente pela auséncia de indutores
apropriados. A utilizacédo de nitrato, aparentemente com um baixo fluxo de liberacao
de amoénio (resultado de sua assimilagdo), mantém o gene das permeases
desreprimidos e passiveis de inducdo ao longo dos ensaios. O gene MEP1 é um
transportador de alta afinidade para ions aménio e, em S. cerevisiae, esse gene
somente € expresso em baixas concentracdes de aménio (BELTRAN et al., 2004).
No presente trabalho, apds 8 horas de cultivo em meio contendo amoénio, o gene
MEP1 foi reprimido em relacdo ao tempo Oh. Essa repressdo se deve,
provavelmente a uma expressao elevada no meio de referéncia. Com o passar do
tempo e consequente diminuicdo da concentracdo de amdnio no meio, MEP1 passar

a ser induzido, devido ao alivio da RCN (BELTRAN et al., 2004).

Tanto a sintese como a atividade de GAPl1 e PUT4 sao rigorosamente
reguladas de acordo com a qualidade da fonte de nitrogénio no meio, sendo que

fontes preferenciais e/ou niveis elevados de aminoacidos reprimem Gapl tanto
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transcricional como pos-traducionalmente (MAGASANIK & KAISER, 2002). A
transcricdo desses genes também é regulada positivamente pela RCN. Além da sua
funcdo de transporte, o gene GAP1 desempenha um papel como um sensor de
aminoacidos na répida ativacdo da via PKA ap6s a adicdo de aminoacidos as
células que carecem do nitrogénio (DONATON, 2003). Curiosamente, no presente
trabalho, GAP1 foi 0 gene que apresentou 0 maior pico de inducédo, principalmente
em presenca de nitrato. Essa indug&o foi mais significativa ao final dos cultivos,
guando a concentracdo de nitrogénio ja deve ser muito baixa e a célula precisa
dispor de varias possibilidades de captacdo de compostos nitrogenados

(DONATON, 2003).

Em geral, os genes para permeases em D. bruxellensis sdo sensiveis a
natureza e disponibilidade da fonte de nitrogénio em anaerobiose (DE BARROS
PITA et al., 2013b) e o consumo preferencial de amoénio pelas células no inicio dos
cultivos resulta na reducdo da concentracdo dessa fonte, aliviando os efeitos da
RCN. Por outro lado, nos cultivos contendo ambas as fontes, a assimilacdo de
nitrato deve contribuir para uma liberacdo de ambnio em baixas velocidades,
mantendo os genes das permeases desreprimidos e passiveis de inducdo ao longo

do ensaio.

3.2.3 Influéncia da fonte de nitrogénio na expressao dos genes que codificam

proteinas do metabolismo central do nitrogénio

Os genes envolvidos na assimilagcdo de amoénio e producédo de glutamato e

glutamina compdem o chamado metabolismo central do nitrogénio e séo de
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fundamental importancia para a célula (MAGASANIK & KAISER, 2002). O perfil de
expresséo do gene GLT1 foi bastante similar para os trés meios testados, indicando
gue a regulacdo génica é principalmente dependente da disponibilidade de
nitrogénio em detrimento a natureza da fonte. Esse gene foi induzido apenas no final
dos cultivos, quando a concentracdo de nitrogénio era provavelmente muito baixa.
Em cultivos realizados com células de D. bruxellensis em aerobiose, o gene GLT1,
gue codifica a enzima glutamato sintase, apresentou perfil de expressao similar ao
encontrado no presente trabalho, indicando que GLT1 apresenta um papel
secundario na assimilacdo do aménio (DE BARROS PITA et al., 2013b). Em S.
cerevisiae, GLT1 também €& apontado como um gene secundario na producéo de
glutamato (MAGASANIK & KAISER, 2002). Por outro lado, a maior expressdo do
gene GDH1 em meios contendo nitrato, apds 24 horas de cultivo poderia esta
relacionado com o consumo de NADP(H) e a alta demanda energética que precisa

esta fonte para ser assimilada.

Destaca-se que os genes GDH1 e GLT1 apresentaram padrdes de regulacéo
inversos. GDH1 estava mais expresso no tempo Oh, enquanto que GLT1 tinha
baixos niveis de expressao, indicando que GDHL1 é a principal enzima de sintese de
glutamato em D. bruxellensis, quando o aménio ndo é limitante. Ao longo do
crescimento e com o consumo de aménio, GDH1 teve sua expressdo bastante
reduzida, enquanto que GLT1 passou a ser o principal gene expresso, assumindo o
papel de principal enzima responsavel pela sintese de glutamato nessas condic¢des.
Um perfil de expressao bastante similar foi obtido com esses genes, em cultivos de
D. bruxellensis em aerobiose (DE BARROS PITA et al., 2013b). Essa troca de
papéis entre GDH1 e GLT1 pode ser justificada pelas diferentes afinidades das

enzimas pelos substratos (PROCHAZKA et al., 2010)
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3.2.4 Influéncia da fonte de nitrogénio na expresséao de genes da via glicolitica

e fermentacéo da glicose

Uns dos genes chaves na via glicolitica, o gene PFK1 foi analisado segundo
seu perfil de expressdao em anaerobiose, evidenciando que este gene poderia se
adaptar a necessidade da célula. No inicio dos cultivos quando 0 meio possui alta
quantidade de glicose, o gene foi expresso em menor quantidade comparado com o
tempo 40 horas, nas trés condi¢des. No tempo 40h quando h& pouca disponibilidade
de glicose nos cultivos, 0 gene tenta se expressar possivelmente para tentar captar
a pouca glicose. Do mesmo modo, essa adaptacdo pode se evidenciar que no
tempo 30 horas presentou uma queda que poderia refletir o controle da via

glicolitica.

Estudos sobre a regulacdo de genes glicoliticos sugerem que a glicose induz
fortemente a sintese de mRNA de PFK1 (MOORE et al.,, 2005). Isso facilita a
producdo de fosfofrutoquinase durante uma mudanca de glicélise gliconeogénese.
Ainda, a atividade fosfofrutoquinase esté sujeita ao controle alostérico (RODICIO et

al., 2000).

O gene PDC1 foi induzido de forma crescente nas trés condicbes, com
ndamero maior de transcritos no meio contendo aménio, indicando que, de fato, o
piruvato € direcionado para o metabolismo fermentativo da célula em anaerobiose
(DICKINSON JR et al., 2003). De maneira similar, o gene ADH1 apresentou inducao

acompanhando o perfil de PDC1. Um estudo prévio mostrou que os genes PDC1 e
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ADH1 estdo mais expressos em condi¢des anaerobias. Além disso, Adhl é a Unica
isoforma de éalcool desidrogenase capaz de transformar eficientemente o acetaldeido
para etanol durante o crescimento em glicose independentemente da disponibilidade

de oxigénio (WIEBE et al., 2008).

Os genes ALD5 e ADL3, apresentaram perfis de expressao similar nos trés
meios a partir do tempo 24 horas mesmo sem presenca de acetato no meio (WANG
X et al., 1998). As acetaldeido desidrogenases (ALDH) tem um papel importante no
metabolismo do acetaldeido e uma das condicGes de estresse que a levedura pode
encontrar € a presenca deste composto. No caso dos genes ALD3 e ALD2 séo
enzimas citosolicas muito préximas, sao induzidas em resposta ao etanol ou
estresse e repressao pela glicose. Em um estudo realizado por Aranda e del Olmo
(2003) em S. cerevisiae, a adicdo de acetaldeido ou etanol em cultivos de leveduras,
induziu a expressao de alguns genes de ALD e levou a um aumento na atividade de
ALDH. Apesar disso, eles também sugerem que mecanismos poés-transcricionais
elou pos-traducionais estdo envolvidos na regulacdo da atividade dessas enzimas

(ARANDA & DEL OLMO, 2003).

E possivel identificar a expresséo coordenada destes genes de maneira que quanto
maior foi a expressdo de ADH1 maior foi a velocidade de producéo de etanol. De
maneira antagbnica, quanto maior foi a expressao de ALD (representada pela média
da expressao entre ALD3 e ALD5) menor foi a velocidade de producédo de etanol. A
relacdo do nivel de expressdo do gene PCD1 com este parametro fisiolégico foi
menos direta, e parece depender da relacdo entre ADH1 e ALD. Esta analise

fornecera subsidio para que se possa estabelecer a proporcionalidade de expresséo
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entre os trés genes e definir as razdes de expressao que induzem preferencialmente

a producéao de etanol ou preferencialmente de acetato.

3.2.5 Influéncia da fonte de nitrogénio na expressao de genes envolvidos na

producdo de ATP e cadeia respiratdria mitocondrial.

Os genes SDH1 e ATP1 estéo relacionados com o metabolismo respiratorio
e, em principio, ndo deveriam estar expressos em auséncia de oxigénio
(OYEDOTUN & LEMIRE, 2004). Entretanto, ambos 0s genes apresentaram indugao
ao longo dos cultivos em anaerobiose, indicando que de certa forma, principalmente
em presenca de nitrato, as células de D. bruxellensis possuem alta demanda
energética. Essa alta demanda faz com que a célula continue produzindo transcritos
para esses genes, em uma tentativa de permanecer pronta para um eventual
surgimento de oxigénio com subsequente aproveitamento da cadeia respiratéria. Um
estudo recente do nosso grupo de pesquisa encontrou resultados similares para
cultivos em anaerobiose com presenca de magnésio com S. cerevisiae (DE SOUZA
LIBERAL et al., 2012). Adicionalmente, um perfil similar de expresséo do gene ATP1
foi encontrado em cultivos de D. bruxellensis em limitacdo de oxigénio (DE BARROS

PITA et al., 2013a).
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4 CONCLUSAO

Dekkera bruxellensis possui alta capacidade de crescimento em anaerobiose,
com velocidades superiores as observadas em aerobiose;

D. bruxellensis é capaz de crescer em anaerobiose mesmo com fontes
secundarias de nitrogénio de maneira similar ao que acontece com fontes
primarias;

O comportamento fisiolégico de D. bruxellensis em anaerobiose presentou um
perfil proximo no consumo de glicose e na producdo de etanol independente
da fonte de nitrogénio;

Os genes do metabolismo do nitrato de D. bruxellensis sdo induzidos na
presenca do seu indutor. No entanto, em meios contendo amonio 0s genes
nao sao completamente reprimidos, permitindo uma eventual expressédo e
escape da RCN;

A pesar de clusterizados, os genes da via de assimilacéo de nitrato ndo estéo
regulados de igual maneira em anaerobiose;

Os genes que codificam permeases e do metabolismo central do nitrogénio
em D. bruxellensis cultivada em anaerobiose s&o principalmente regulados
pela disponibilidade de nitrogénio em detrimento da fonte;

Genes da via glicolitica e fermentativa foram expressos de maneira
coordenada nos meios de amonio e de nitrato, onde o fluxo glicolitico € alto e
a célula estabelece um controle na expressdo desses genes como

consequéncia desse fluxo;
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e Os genes da cadeia respiratéria podem ser expressos mesmo em
anaerobiose, como controle para um eventual surgimento e aproveitamento
do oxigénio;

e Em conjunto, foi estabelecido que em anaerobiose, a regulacdo dos genes
NIT acontece de maneira diferente ao observado em aerobiose, sendo o
oxigénio um fator importante na expressdo desses genes. Conjuntamente, a
expressdo nao esperada dos genes SDH1 e ATP1 nas condi¢cdes descritas
anteriormente forneceram novos dados para esclarecer o metabolismo da

nossa linhagem industrial.
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