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RESUMO

BRITO, Amanda Fernanded). Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2015.
Resposta ao estresse por etanol em Kluyveromyces marxianus CCT 7735: uma analise da
expressdo génica e do perfil metabdlicoOrientador: Wendel Batista da Silveira.
Coorientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.

A producéo de etanol combustivel pode ser aumentada pelo estabelecimento de novas
tecnologias que utilizam subprodutos agroindustriais como matéria-prima. O soro de queijo €
um subproduto que pode ser utilizado como substrato para a producéo de etanol. A levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 7735 é capaz de produzir etanol da lactose do soro de queijo,
contudo concentracdes de etanol superiores a 6% (v/v) afetam o crescimento dessa levedura.
Apesar deesse ser o principal entrave para a utilizacdo de Kluyveromyces marxianus em
processos de producdo de etanol, existem poucas informacdes sobre os efeitos e respostas
adaptativas ao etanol nessa levedura. Recentemente, o transcriptoma dessa levedura cultivada
sob estresse por etanol foi obtido, todavia os dados ainda ndo foram confirmados. Neste
trabalho, o transcriptoma foi validado por meio da analise da expressdo dos genes que
codificam as enzimas transcetolase, hexoquinase, succinato desidrogenase e isocitrato lisase,
respectivamente, por PCR em tempo real (QPCR). No intuito de compreender as respostas
adaptativas de Kluyveromyces marxianus ao etanol, foi analisado o perfil metabdlaco dest
levedura sob estresse por esse biocombustivel. Os metabdlitos intracelulares foram analisados
por um sistema de cromatografia a gas (GC) acomadun espectrometro de massa (MS).
Posteriormente, os metabdlitos identificados foram correlacionados com os dados do
transcriptoma, também obtido sob estresse por etanol. A analise dos componentes principais
indicou que o etanol provocou alteracdes no perfil metabdlico da levedura. O aumento d
abundancia relativa dos metabdlitos acido nicotinico, alanina, valina, prolina, inositol,
gentibiose, melibiose e lactulose parece estar associado as respostas adaptativas ao etanol em
Kluyveromyces marxianus CCT 7735. Além disso, a analise do perfil metabolico, juntamente
com as informacdes do transcriptoma, evidenciou que a via glicolitica é inibida pelo etanol e a
via das pentoses fosfato e o ciclo do glioxilato sdo importantes no periodo de 4 h sob estresse

por etanol.
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ABSTRACT

BRITO, Amanda Fernandes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2015.
Response to stress caused by ethanol in Kluyveromyces marxianus CCT 7735: an analysi

of the gene expression and metabolic profileAdviser Wendel Batista da Silveira. Co-
Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli.

The production of ethanol may be enhanced by setting up new technologies that use
agroindustriaby-products as raw material. Cheese whey is a by-product that can be used as a
substrate for the production of ethanol. The yeast Kluyveromyces marxianus CCT 7735 is able
of producing ethanol from the lactose present in the cheese whey, concentrations higher than
6% (v/v) affect the growth of such yeast, however. Although being the main obstacle for
using Kluyveromyces marxianus ethanol production processes, there is little information on

the effects and the adaptive responses to the ethanol on such yeast. Recently, the
transcriptome of that yeast, cultivated under stress in the ethanol, has been obtained.
Nevertheless, the data have not been confirmed yet. In this work, the transcriptome was
validated by analysis of gene expression that encodes the edzgnsketolase, hexokinase,
succinato desidrogenase and isocitratolisase, respectively by PCR in real time (qPCR). In
order to understand the adaptive responses of Kluyveromyces martiatmesethanol, the
metabolic profile of this yeast under ethanol stress was analysed. The intracellular metabolites
were analysed by a gas chromatography system (GC) coupled with a mass spectrometer (MS).
After that, the identified metabolites were correlated to data of transcriptome, which was also
obtained under ethanol stress. The analysis of the principal components revealed that ethanol
promoted changes in the metabolic profile of this yeast. The increase in the relative
abundance of nicotinic acid, alanine, valine, proline, inositol, gentibiose, melibiose and
lactulose may be associated with adaptive responses to ethanol in Kluyveromyces marxianus
CCT 7735. In addition, the analysis of the metabolic profile together with information of
transcriptome revealed that the glycolytic pathway is inhibited by the ethanol, and the
phosphate pentose pathway and the glyoxylate pathway are important in the 4-hour period

under ethanol stress.
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1. INTRODUCAO

O etanol, principal biocombustivel utilizado no mundo, € produzido, sobretudo, em
processos fermentativos que utilizam o milho e a cana-de-acucar como matérias-primas, que
sdo, todavia, alimentos. Assim, a crescente demanda por esse combustivel requer o
desenvolvimento de tecnologias que utilizem matérias-primas alternativas, a exemplo do uso
de subprodutos agroindustriais. Entre esses subprodutos, destaca-se o soro de queijo, efluente
da industria de laticinios que pode ser utilizado como matéria-prima para a producdo de
etanol. Esse processo € ambientalmente vantajoso, pois alia o tratamento do soro de queijo a
producéo de bioetanol.

A tradicional levedura da fermentacéo alcodlica, Saccharomyces cerevisiae, é incapaz,
no entanto, de metabolizar a lactose do soro de queijo, apesar de algumas linhagens de
Kluyveromyces marxianus utiliza&- como fonte de carbono e energia. A lactose €
transportada para o citoplasma pela permease de lactose e, posteriormente, hidrolisada em
glicose ¢ galactose, em uma reagdo catalisada pela enzima PB-galactosidase. Enquanto a
glicose é metabolizada diretamente a piruvato, pela via glicolitica, a galactose é
primeiramente transformada em glicose-6-P na via de Leloir. Em seggsdametabdlito
entra na via glicolitica.

Kluyveromyces marxianus CCT 7735 apresenta potencial para produzir etanol de
permeado de soro de queijo. Recentemente, as condicfes Otimas de producdo de etanol a
partir dessa matéria-prima foram determinadas: temperatura entre 33,3-38,3 °C, pH entre 4,5-
5,7, biomassa entre 1,26-1,68 g concentracéo de lactose entre 50-108(QINIZ et al.,

2013). Contudo, essa levedura tem o0 seu crescimento inibido em concentragbes de etanol
proximas a 6% (v/v), sendo esse o principal entrave para o estabelecimento de um processo
fermentativo industrial. Em Kluyveromyces marxianus, tanto o efeito quanto as respostas
adaptativas ao etanol sdo pouco conhecidos. No entanto, tais respostas vém sendo bastant
estudadas em Saccharomyces cerevisiae, que €é mais tolerante ao etanol do que
Kluyveromyces marxianus. Em resposta ao etanol, Saccharomyces cerevisike areg
expressao génica, altera a composicao lipidica da membrana plasmatica e induz a sintese de
proteinas e metabolitos. Porém, os mecanismos de respassss ldvedura ndo sao

completamente entendidos.



O genoma de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 foi anunciado recentemente, e o
transcriptoma dessa levedura tem sido analisado sob condicdo de estresse por etanol, porém
eses dados precisam ser validados pela analise da expressao de alguns genes por PCR em
tempo real. A confirmacao desses dados propiciard que as repostas dessa levedura ao etanol
comecem a ser compreendidas. A identificacdo dos metabdlitos associada a essas respostas
permitira correlaciona-los com os dados de expresséo génica, fornecendo a compreensao mais
sistémica das respostas adaptativas ao etanol. Nesse contexto, neste trabalho os objetivos
foram confirmar os dados da analise transcriptdmica e analisar a expressao de genes
relacionados ao metabolismo energético, bem como identificar metabdlitos que possam estar
associados as respostas adaptativas de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 ao estresse por

etanol.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As leveduras sdo micro-organismos eucariontes unicelulares capazes de converter
acucares em etanol (YANASE et al., 2010; HENDERSON et al., 2011; FELDMANN, 2012).
Por isso, sdo amplamente utilizadas na fabricacdo de bebidas alcodlicas (MENGGEN; LIU,
2010; PAIS et al., 2013) e producédo de etanol combustivel (GOSHIMA et al., 2013; KIM et
al., 2013b).

O etanol, principal biocombustivel produzido no mundo, é obtido substancialmente a
partir da fermentacdo da sacarose e da glicose do amido de milho, todavia essas matérias-
primas também séo utilizadas pela industria de alimentos (HU et al., 2012; RUYTERS et al.,
2015). Nas ultimas décadas, entretanto, a utilizacao industrial de leveduras para a producao de
etanol a partir de residuos agroindustriais vem sendo bastante estudada (ANTONI et al., 2007;
HICKERT et al., 2013; CANIZO et al., 2014). Entre esses subprodutos, destacam-se 0 bagaco
de canade-aclcar (SOUZA et al., 2012; DIAS et al., 2013; ORTRZ 2014), palha de milho
(CASTRO; ROBERTO, 2014) e soro de queijo (SILVEIRA et al.,, 2005; ZOPPELLARI;
BARDI, 2013; DINIZ et al., 2014). Essas fontes de energia possuem acucares fermentaveis
capazes de atender a crescente demanda por matérias-primas para a producdo de
combustiveis, sem concorrer com a agroindustria (MARYANA et al., 2014; MANZETTI;
ANDERSEN, 2015; GUPTA; VERMA, 2015).

O soro de queijo é um efluente oriundo da industria de laticinios (ARIYANTI;
HADIYANTO, 2013; SANSONETTI et al., 2013), que promove poluicdo ambiental quando
descartado sem tratamento prévio na natureza (KOUSHKI et al., 2012). A fermentacdo da
lactose, acucar do soro de queijo, € uma forma de aliar o tratamento desse subproduto a
obtencdo de etanol (FLORENCIO et al., 2013; GABARDO et al., 2014). No entanto,
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), a tradicional levedura da fermeltagbcaa
n&o assimila a lactose (GUIMARAES et al., 2010; RODRUSSAMEE et al., 2011), sendo
necessario utilizar outra levedura que converta esse acucar em etanol. Assim, a levedura
Kluyveromyces marxianus metaboliza varios tipos de acucares, entre eles a lactose (GUO et
al., 2010; SIGNORI et al.,, 2014). Além disso, essa levedura apresenta elevada taxa de
crescimento e termotolerancia (ABDEL-BANAT et al., 200BRTWATTANASAKUL et
al., 2013; ZHANG et al., 2014).



Kluyveromyces marxianus possui os genes LAG12AC4, que codificam a permease
de lactose ¢ a enzima [-galactosidase, respectivamente (LANE; MORRISSEY, 2010;
GABARDO et al., 2014). Primeiro, a lactose €é transportada do meio extracelular pela
permease¢m seguida, a enzima f-galactosidase catalisa a reacdo de hidrélise da molécula de
lactose em glicose e galactose. A glicose é direcionada para a via glicolitica, enquanto a
galactose € metabolizada pela via de Leloir (SYRIOPOULOS et al., 2008), formando a
glicose 1-P, que é convertida em glicose 6-P, que entra na via glicolitica (SEIBOITH et a
2007). O piruvato, ultimo intermediario da via glicolitica, dependendo das condiedes d
cultivo, pode seguir pelo ciclo do &cido citrico, que é totalmente oxidadg,ao@@ntrar na
via fermentativa, sendo reduzido a etanol (BAl et al., 2008; PFEIFFER; MORLEY, 2014).

LACTOSE

Lactose permease

Citoplasma

y

LACTOSE

B-galactosidase | Glicose
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v Gallp Gal7p Pgm
Galactose — Gal 1-P — Glc 1-P ——Glc6-P —» —» —5 Piruvato
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Acetaldeido
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Figura 1 - Representacdo do metabolismo da lactose em leveduras do género Kluyesro@gtlp:
galactoquinase; Gal7p: uridiltransferase; Pgm: fosfoglicomutase; Hxq: hexoquinase; pRdvato
descarboxilasee Aldh: aldeido desidrogenase. Fonte: Adaptado de RUBIO-TEXEIRA, 2005; RUBIO-
TEXEIRA, 2006.



Inicialmente, Kluyveromyces marxianus foi classificada como levedura Crabtree
negativa (FONSECA, 2008; ZOPPELLARI; BARDI, 2014), isto €, o metabolismo é
direcionado preferencialmente para o ciclo do acido tricarboxilico em aerobiose. Todavia, ha
estudos mostrando que algumas linhagens produzem etanol quando cultivadas em altas
concentracbes de acUcar, sendo classificadas como respirofermentativas, ou seja, a
fermentacdo e a respiracdo ocorrem simultaneamente (LANE; MORRISSEY, 2011; DINIZ et
al., 2014).

Kluyveromyces marxianus tem sido isolada de diferentes ambientes e, por isso,
apresenta alta diversidade metabdlica e substancial grau de polimorfismo intraespecifico
(ROCHA et al., 2011b; BRAGANCA et al., 2015). A levedura Kluyveromyces marxianus
CCT 7735, inicialmente denominada Kluyveromyces marxianus UFV-3, foi isolada de uma
indastria de laticinios na regido da Zona da Mata mineira. Essa levedura converte a lactose do
soro de queijo a etanol com rendimentos préximos ao tedérico, quando cultivada em alta
concentracdo de lactose e baixo nivel de oxigénio (SILVEIRA et al., 2005). As condicdes
otimas de producdo de etanol nesse substrato foram estabelecidas posteriormente (DINIZ et
al., 2012). Contudo, enquanto a Saccharomyces cerevisiae tolera concentracbes de etanol
acima de 10% (v/v), Kluyveromyces marxianus nao sobrevive em concentra¢des de etanol
superiores a 6% (v/v) (GIL et al.,, 1996; PINA et al.,, 2004; COSTA et al.,, 2014).
Kluyveromyces marxianus CCTT 7735 apresenta forte inibicAo do seu crescimento na
concentracdo de etanol 8% (v/v) (SILVEIRA et al., 2005). Apesar de Saccharomyces
cerevisiae ser mais tolerante ao etanol, a acumulasd® metabdlito durante a fermentacao
interfere em sua viabilidade e capacidade fermentativa (LEWIS et al., 2010; KIM et al.,
2013a). Assim, o efeito e as respostas adaptativas ao etanol vém sendo amplamente
investigados, a fim de compreender os mecanismos de tolerancia ao etanol.

O etanol inibe o crescimento celular, provocando alteracbes metabdlicas e estruturais
que levam a reducédo da viabilidade das leveduras durante o processo fermentativo (WANG et
al., 2007; RICCI et al., 2012; BLEOANCA et al., 2013). A Figura 2 mostra os principais
efeitos do estresse por etanol na levedura Saccharomyces cerevisiae. O etanol reabiza liga
com o0s grupos polares dos fosfolipidios presentes nas membranas, reduzindoa assim,
quantidade de agua dessa estrutura, 0 que induz a sua desidratacdo (PATRA et al., 2006).
Além disso, a interacdo do etanol com os lipidios da membrana celular interfere na

integridade dssa estrutura, aumentando a sua permeabilidade e fluidez, o que promove a



dissipacdo do potencial eletroquimico de membrana com a subsequente acidificagdo
intracelular (MA; LIU, 2010a; VANEGAS et al.,, 2012; PASCHOS et al.,, 2015). Esse
metabolito induz a reducéo da espessura da membrana (DICKEY et al., 2010), afetando o
transporte de pequenas moléculas, como aminoacidos e acucares (ALEXANDRE et al., 2001;
LEI et al., 2007; BLEOANCA et al., 2013). O etanol ainda estimula a formacgéo de espécies
reativas de oxigénio que causam danos ao DNA (HONG et al., 2010; KAHR et al., 2011;
SASANO, 2012a), lipidios e proteinas (AUESUKAREE et al., 2009; ANDERSON et al.,
2012). Ele também inativa enzimas importantes, como a hexoquinase e 0 piruvato quinase,
pela mudanca conformacional da estruturaadgssteinas (HONG et al., 2010; DOGAN et

al., 2014; PASCHOS et al., 2015).
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Figura 2 - Representacdo dos principais mecanismos de inibigdo celular por etanol em iSiaeefdVH:
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Devido a exposicdo aos efeitos toxicos do etanol, as leveduras reorganizam as
atividades celulares para se adaptarem a essa condi¢cdo de estresse, garantindo, assim, a su
sobrevivéncia (ARAKI et al., 2009; PLAZA et al., 2013; PASCHOS et al.,, 2015). As
estratégias utilizadas pelas leveduras para tolerar os efeitos tdéxicos do etanol incluem
regulacdo da expressédo génica, remodelamento de estruturas celulares e sintese de metabdlitos
(YU etal.,, 2012; LI et al., 2012).

A resposta transcricional possibilita a identificacdo de genes de reapattnol em
leveduras (LEWIS et al., 2010). A alteracdo na expressao de genes relacionados a organizacao
da parede celular, membrana, biogénese, biossintese de proteinas e trealose, bem como
aqueles envolvidos no metabolismo de aminoéacidos, nucleotideos, lipidios, acidos graxos e
ergosterol, é descrita na literatura como responsavel por conferir a levedura Sacasmromyc
cerevisae tolerancia ao etanol (TEIXEIRA et al., 2009; YOSHIKAWA et al., 2009; PEREZ-
GALLARDO et al., 2013).

A ativacdo de genes relacionados a resposta ao estresse ambiental (ESR) induz
expressdo dos genes associados a geracdo de energia, como genes que codificam enzimas
glicoliticas (BERRY et al., 2011). No entanto, 0os genes envolvidos no crescimento celular e
na sintese de RNA mensageiro e de proteinas sédo reprimidos (STANLEY et al., 2010). Além
disso, as vias de transducgéo de sinal que regulam a atividade dos fatores de transcricdo Hsf1,
Msn2 e Msn4 sao requeridas na protecédo contra o estresse por etanol (BERRY et al., 2011).
Hsfl é fator de transcricdo que induz a expressao de genes que codificam proteinas do choque
térmico, HSEs (ARAKI et al., 2009; NOGUCHI et al.,, 2011). O etanol estimula a
translocacao de Msn2 e Msn4 do citoplasma para o nucleo, levando a ativacdo da transcricdo
dos genes associados aos elementos de respostas ao estresse (WATANABE et al., 2009;
NOGUCHI et al., 2011), dos genes que codificam as proteinas de choque térmico e dos genes
cujos produtos controlam a acumulacéo de trealose (VOORST et al., 2006; BLEOANCA et
al., 2013). Os genes de sintese da trealose (TPS1, TPS2PT8U2 e UPG1) sao regulados
positivamente sob o estresse por alcool, elevando, assim, a quantidade de trealose no meio.
Esse metabdlito ajuda no dobramento correto de proteinas e inibe a desnaturacédo de proteinas,
bem como diminui a permeabilidade da membrana (DING et al.,, 2010; MAHMUD et al.,
2012; ZHENG et al., 2013; WANG et al., 2014). Trealose ainda protege as membranas dos
estresses ambientais, uma vez que esse carboidrato interage com o0s grupos polares dos
fosfolipidios presentes nessa estrutura, substituindo as moléculas de agua perdidas e evitando,
assim, a perda da integridade e fluidez da membrana (TANG et al., 2007; SENGUPTA et al.,



2011). As respostas ao estresse por etanol envolvendo os fatores transcricionais HSF1 e
Msn2/Msn4 sdo fundamentais para estabilizar e prevenir a agregacdo de proteinas
desnaturadas e mal dobradas (BLEOANCA et al., 2013).

Os mecanismos de tolerancia ao etanol em leveduras sdo complexos e envolvem
multiplos genes e, embora a expressdo de varios genes tenha sido associada as linhagens de
leveduras Saccharomyces cerewsigesistentes ao etanol, é importante quantificar a
expressao desses genes pelo método do PCR em tempo realRdPEemR-Kluyveromyces
marxianus, para entender a relevancia desses genes durante a tolerancia ao etandl,(LIU et a
2009; MA; LIU, 2010b). A andlise da expressdo génica permite compreender as respostas
transcricionais ocorridas nas células de\ddwariacdes ambientais (PUROHIT et al., 2015).

O envolvimento de alguns genes na resposta ao estresse por etanol foi analisado utilizando
esse método. O gene Rpil que codifica a proteina RPI1, regulador negativo da via do cAMP
na levedura Saccharomyces cerevisae, foi considerado importante para prolongar a
sobrevivéncia das células sob estresse, conferindo resisténcia a parede celular durante o
estresse por etanol (PURIA et al., 2009). Segundo Zhang et al. (2015), a super expressao dos
genes ERG1, ERGO ERGL11, envolvidos nas vias de biossintese de ergosterol, aumentou a
resisténcia da levedura Saccharomyces cerevisiae ZTW1 ao estresse por etanol. Ess
resultado é consistente com a conclusdo de estudos anteriores de que o ergosterol exerce
efeito protetor quando a levedura é submetida a esse tipo de estresse (ZHAO et al., 2009;
ZHENG et al., 2013).

As principais respostas da levedura Saccharomyces cerevisiae ao estresse por etanol
envolvem as proteinas do choque térmico (HSPs), bem como as chaperonas SSA e APJI, que
sdo altamente expressassse condicdo de estresse. As HSPs pertencem a classe das
chaperonas, enzimas que atuam auxiliando o enovelamento proteico, assegurando a
conformacéo funcional das proteinas apds os processos de desnaturacdo provocados pelo
etanol (MCCLELLAN et al., 2007; GONG et al., 2009; NICOLAOU et al., 2010). Além
disso, os estudos com Saccharomyces cerevisiae demonstraram que o0 aminoacido prolina tem
0s niveis aumentados durante o estresse por etanol, contribuindo para aumentar a estabilidade
das membranas, bem como prevenir a agregacdo proteica durante o redobramento proteico
(TAKAGI et al.,, 2005; PHAM; WRIGHT, 2008; KITAGAKI; TAKAGI, 2014). Ess
aminoacido ainda atua capturando as espécies reativas de oxigénio e impedindo seu acumulo
intracelular (TAKAGI, 2008; SASANO, 2012b



Os danos causados pelo etanol na membrana de leveduras provocam mudanga na
composicao fosfolipidica desta estrutura (HENDERSON et al.,, 2011), aumentando o
conteudo de acidos graxos insaturados e ergosterol para estabilizar a sua fluidez (ZHAO,
2009; VANEGAS et al., 2012). Em Saccharomyces cerevisiae, 0s acidos graxos
monoinsaturados palmitoleico e oleico sdo sintetizados para compensar os danos causados
pelo estresse por etanol, conferindo tolerancia as leveduras (YOU et al., 2003; AGUILERA et
al.,, 2006; LEWIS et al.,, 2010). O ergosterol, principal estetal membrana de
Saccharomyces cerevisiae (HENDERSON et al., 2011), preserva a integridade estrutural da
membrana em condicbes de estresse ambiental (DICKEY et al., 2010). Essa molécula
interage com os lipideos, formando uma fase liquida ordenada, modulando a interacdo do
etanol com a membrana, protegendo-a dos efeitos deletérios dos alcoois (VANEGAS et al.,
2010).

Estudos realizados sobre as alteracbes moleculares da membrana em leveduras
tolerantes ao etanol indicaram que o lipidio insaturado fosfatidilinositol e o ergosterol
presentes nessa estrutura promoveram uma reorganizacdo lateral da bicamada lipidica,
impedindo a reducdo da espessura da membrana, ou seja, ndo permitiram o0 processo de
interdigitagéo induzida pelo etanol (HENDERSON et al., 2011). Além disso, essas alteracfes
contribuiram para manter a espessura adequada da membrana, conferindo, assim, fator de

sobrevivéncia celular diante da toxicidade do etanol (VANEGAS et al., 2012).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Fisiologia de Micro-Organismos
e de Genética Molecular e de Micro-Organismos, localizados no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéaria (BIOAGRO) e no Nucleo de Andlises de Biomoléculas
(NuBioMol), ambos da Universidade Federal de Vigcosa (UFV).

3.1 Micro-organismo e manutencao

Neste trabalho foi utilizada a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7735,
anteriormente denominada UFV-3, pertencente ao acervo de culturas do Laboratorio de
Fisiologia de Micro-Organismos do Departamento de Microbiologia (DMB) da UFV. Essa
levedura também se encontra depositada na Cole¢édo de Cultura Tropical da Fundacéo André
Tonsello, em Campinas, SP. A cultura de levedura foi mantida em meio YP [extrato de
levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v)] acrescido de glicerol 50% (v/v) a -80 °C, e em meio
sélido YPD &agar [extrato de levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v) glicose 2% (p/v) e agar 2%
(p/v)] a4 °C.

3.2. Condicdes de cultivo de Kluyveromyces marxianus CCT 7735

Para obtencdo do inéculo, a cultura estoque de Kluyveromyces marxianus CCT 7735
mantida a -80 °C foi ativada e inoculada em erlenmeyers de 250 mL com 60 mL de meio
YPD. Em seguida, foram incubadas em agitador rotatério (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
25D) a 37 °C, com agitdo de 180 rpm, por 16 h. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 9.000 x g, durante 5 min, a 4 °C, sendo o sedimento celular obtido lavado duas
vezes com agua peptonada 0,1% (p/v). Apds essa etapa, as leveduras foram inoculadas em 60
mL de meio YP acrescido de lactose 2% (p/v) e lactose com valor de pH de 5,5, em frascos
erlenmeyers de 250 mL, para obtencdo de uma densidade OpticgonfPQde
aproximadamente 0,2. Entdo, as células foram cultivadas em batelada a 37 °C, com agitacéo
de 180 rpm até a cultura atingir a E&m= 0,8, mensurada em espectrofotbmetro de
microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific, Finland). Nessa fase do crescimento, retirou-
se uma amostra (controle sem etanol). As células restantes foram centrifugadas e

ressuspendidas em YP, sendo posteriormente adiceaddatose e, a seguir, ao etanol 6%
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(v/v). Apos o periodo de &4 h de cultivo sob estresse por etanol, aliquotas foram coletadas
para analises posteriores.

3.3. Perfil metabdlico de Kluyveromyces marxianus CCT7735

As células de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 cultivadas na auséncia e presenca
de etanol 6% (v/v) tiveram o metabolismo interrompido apds a amostragem, usando o método
de Quenching descrito previamente (CANELAS et al.,, 2008). Uma aliquota de 5 mL das
amostras foi adicionada a 5 mL de uma solucdo de metanol gelado (70% v/v, -80 °C). A
seguir, as células foram sedimentadas em uma centrifuga refrigerada a 12.000 x g durante 10
min e, entdo, congeladas a -80 °C. Posteriormente, os metabdlitos foram extraidos utilizando o
método descrito por WasBobas et al. (2005), com algumas modificacbes. Nesse
procedimento, foram adicionados 1,5 mL de tampdo de extracdo (agua, metanol e
cloroférmio) e 6QuL do padrao interno ribitol (0,2 mg/mL) as células mantidas a -80 °C. Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas no voértex por 10 seg e agitadas no Thermomixer
comfort (Eppendorf) a 950 rpm por 30 min, a 4 °C. Apds essa etapa, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpa¥ °C, por 10 min, e 1 mL do sobrenadante foi transferido para
novos tubos. Depois disso, 750 de agua ultrapura foram adicionados aos frascos, que
foram, em seguida, agitados por 10 seg e centrifugados a 12.000 rpm por 15 min, a 4 °C. Ao
término da centrifuga¢do, 50 pL dos sobrenadantes foram transferidos para outros tubos.
Essas solucbes foram submetidas a secagem em speedvac por 30 min. Apés o processo de
liofilizacdo, foi realizada a etapa de derivatizacdo por meio de uma reacdo de sililacéo:
trimetilsililacdo (MST), descrito por Roessner et al. (2000).

Aos extratos secos foram adicionados 40 pL de metoxiamina (methoxylamine-
hydrochloride 20 mg/mL) dissolvidos em pirimidina. Posteriormente, as amostras foram
agitadas em um agitador de microtubos Thermomixer comfort (Eppeada® rom durante
2 h,a37°C.

Em seguida, 70 uL. de uma solucdo de N-methyl-N-(trimethyisilyl) trifluoro acetamid
(MSTFA), acrescida de 20 uL mL™* da mistura-padr&o do indice de retencéo (FAMES), foram
adicionados as amostrastds foram agitadas por 30 min a 37 °C e centrifugadas por 10 min
a 13.000 rpm.

Para a analise dos metabdlitos intracelulares, 100 puL das amostras foram transferidos
para um sistema de cromatografia a gas (GC) (Agilent Technologies 7890A), com coluna

capilar DB-35MS, 30 m x 0,32 mm x 26, um (Agilent Technologies), acoplado ao
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espectrometro de massa (MS) TruTOF®HT TOFMS (LECO Instruments). Para o
processamento cromatografico e de convolucdo espectral de nfasaas,utilizadoso
software Chroma TOF, versdo 4.50.8.0. (LECO Instruments), e bibliotecas de massa
espectrais de compostos derivados de trimetilsilicio (TMS), obtido do Instituto Max Planck de
Fisiologia Molecular Vegetal (http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de/csbdb). Atribuicdo ao pico
foi verificada com o software TagSearch [Luedemann, 2008 (bioinformatics)]. As areas de
picos cromatograficos dos ions fragmentados foram verificadas, normalizadas pela area do

pico correspondente ao ribitol e corrigidas pelo nimero de células de cada amostra extraida.

3.4. Andlise estatistica

Os dados obtidosadCromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de M&s3as (
MS) foram normalizados e, posteriormente, exportados, para o software R (R Development
Core Team, 2015), para a analise dos componentes principais (PCA). Na representacédo do
grafico PCA, a dispersdo grafica das amostras biolégicas é baseada nas dieslagida
diferencas apresentadas no conjunto de dados metabdlicos. As distancias entre 0s grupos
evidenciaram a diferenca global entre os perfis metabdlicos das leveduras com os diferentes
tratamentos, auséncia de etanol e presenca de etanol ap6s 1 h e 4 h sob estresse. A anali
estatistica multivariada foi realizada utilizando a média das replicatas das amostras. O nivel
de significancia da abundéancia relativa dos metabdlitos identificados na presenca de etanol
em relacdo aos identificados na auséncia de etanol foi avaliado pelos testes t e ANOVA,
utilizando o software R. Metabdlitos que apresentaram p-valor menor que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3.5. Determinacao do consumo de etanol por HPLC

As amostras-controle e recolhidas ap6s 1 h e 4 h sob estresse por etanol (6% v/v) foram
fitradas em membranas de 0,22 um. As concentracdes de etanol foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no cromatdgrafo Shimadzu LC 20AT
acoplado a um detector de indice de refracdo e coluna de troca idnica Phenomenex Rezex
ROA (300x7,8 mm), na temperatura de 30 °C, usaedwido sulfurico 0,005 M como fase

movel, em um fluxo constante de 0,7 mL rhin
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3.6. Amostragem e extracao do RNA total

Inicialmente, a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7735 foi cultivada em meio
YPL, conforme descrito no subitem 3.2. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em
60 mL de YPL. Uma aliquota de 20 mL foi recolhida como amostra-controle. Aos 40 mL
restantes de meio foi adicionado etanol 6% (v/v). Posteriormente, as amostras-controle e
aquelas recolhidas apés 1 h e 4 h, em condicdo de estresse por etanol, foram ressuspendidas
em RNA later (Ambion-Life Technologies, USA) e mantidas por 1 h nessa condicdo na
temperatura ambiente. A seguir, essas amostras foram centrifugadas e os sedimentos
armazenados a -80 °C.

O RNA total foi obtido utilizando o miRneasy Mini Kit (Qiagen, Netherlands), como
sugerido por Tesorero et al. (2013), e a sua qualidade foi avaliada em gel de agarose 1% (p/v).
Posteriormente, a quantidade do RNA foi determinada por espectrofotometro, A = 260 nm, e a
razdo A260/A280, calculada. Entéo, 1 pg de RNA foi tratado com DNAse | RNAse free

(BioLabs, New England), para posterior sintese da fita de DNA complementar.

3.7.RT-q(PCR)

A partir do RNA extraido nas condi¢des do subitem 3.6, foi realizada a sintese do DNA
complementar (cDNA). Para a sintese de 20 uL cDNA, 0,5 pug do RNA tratado com DNAse
foi utilizado na reacéo de transcricdo reversa ImProm-Il (Promega, USA) contendo random
primers, como descrito no manual do fabricante. Os produtos de amplificacédo gerados foram
analisados em gel de agarose 1,0% (p/v). O controle positivo da reagc&o de transcricao reversa
foi realizado com DNA gendmico de Kluyveromyces marxianus, enquanto para o controle
negativo se utilizou o RNA total tratado com DNAse.

A anadlise da expressao dos genes que codificam as enzimas transcetolase (ch8 g282),
hexoquinase (ch6_g384), succinato desidrogenase (ch5_g512) e isocitrato liase (ch7_g159)
foi realizada através do PCR em Tempo Real. J4 o PCR quantitativo (QPCR) foi preparado
com 0 SYBR® Green Platinum® SuperScript® Il (Invitrogen, USA). Em um volume de 25
pl de reacdo, adicionarase-1 pl de cDNA, 12,5 ul da mistura SYBR® Green (corante
SYBR® Green |, MgSO4, dNTPs e Taq polimerase), 1 ul de cada primer e 4,5 plade ag
DEPC. A eficiéncia desses primers foi verificada por PCR, estampianoers utilizados no
gPCR listados na Tabela 1.
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A amplificacao foi realizada no equipamento da Bio-Rad (CFX96 Real-Time System),
usando o seguinte programa, 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos (95 °C por 30 seg, 60 °C
por 1 min e 72 °C por 10 min, para mensurar a fluorescéncia) e resfriamento para 4 °C. A
intensidade da fluorescéncia de cada transcritor,doC determinada a partir do aumento
linear da fluorescéncia acima da fluorescéncia basal (background). A expressdo dés genes
determinada por comparacdo das amostras de cDNA obtidas a partir do RNA total
proveniente da levedura cultivada na auséncia e presenca de etanol, como descrito no subitem
3.2.

A expresséao relativa foi determinada utilizando o método de quantificagdo relativa
24T (WINER et al., 1999; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), tendo a expressdo do gene
constitutivoch4_g216,que codifica gliceraldeido 3-P desidrogenase, na auséncia de etanol,
como controle enddgeno de referéncia. Para calcular a eficiéncia de cada paedeupnan
curva-padrao usando uma série de diluicdes de cDNA foi constisdsk.experimento foi

realizado em trés réplicas biologicas, com triplicata experimental.

Tabela 1 -Primers utilizados na analise porqPCR

Primer alvo Sequéncia &> 3) Tamanho Referéncia
Amplicon

Hexoquinase ch6_g384R (GCAATGGCTCAGAGACACCT) 110 Este trabalho
ch6_g384F (TGCCAGACCACTTGAGAACTG)

Succinato ch5_g512RGGAGGGGGAGCAACATAAGC) 100 Este trabalho

desidrogenast ch5_g512F (GCTTTCCAAACTACCGCCAAG)

Transcetolase ch8 _g282R (TGTCCCAATCTTGTCCGTCG) 119 Este trabalho
ch8_g282F GGAGGCACCGAATCTGTTCA)

Isocitrato ch7_g159R (CAGTGTTCTGTGATGCGTGC) 117 Este trabalho

liase ch7_g159F (GCAAACTCCTTCGCTTGCTC)

Gliceraldeido ch4_g216RTCTCTGAAGGTAAGTTGAAGGACG) 120 Este trabalho

3-P :

desidrogenase ch4_g216(ACGGCTTGAATGGAGACGTAG

(end6geno)
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise da expresséo génica em Kluyveromyces marxianus CCT 7735 sob estresse
por etanol

A expressao relativa dos genes ch8 ¢g282, ch6 _g384, ch5 g512 e ch7_g159, que
codificam as enzimas transcetolase, hexoquinase, succinato desidrogenase e isocitrato liase,
respectivamente, foi analisada por PCR em tempo real (QPCR). Os genes descritos foram
selecionados com a finalidade de compreender as respostas d¢rangisriem Kluyveromyces
marxianus CCT 7735 sob estresse por etanol, contribuindo, assim, para a compreensao dos
mecanismos de resposta ao etanol nessa levedura.

O perfil da expresséo desses genes foi obtido pela comparacéo do cultivo na presenca
e auséncia de etanol. Apds a adicdo de etanol, amostras foram coletadas nos periodos de 1 e 4
h. Desse modo, a expressdo dos genes na auséncia de etanol foram padronizados para 1.
Quando essa relacéo foi maior que 1, o nivel de expressdo do gene aumentou. Quando esse
valor foi menor que 1, a expresséo dos genes diminuiu.

A Figura 3ilustra essas alteracdes ocorridas na expressao relativa dos genes. Apés 1 h
de exposicdo ao etanol, observou-se reducdo na expressao dos genes analisados. Apds um
periodo de 4 h de estresse etandlico, a expressdo dos genes que codificam as enzimas
hexoquinases que catalisam a reacdo de glicose a glicose 6-P na viacglieositiccinato
desidrogenase, enzima que atua no ciclo do &cido citrico, permaneceu com menor expressao
No entanto, foi observado aumento na expressdo dos genes que codificam as enzimas
transcetolase e isocitrato liase, enzimas que atuam, respectivamente, na via das Pentoses
Fosfato e Ciclo do Glioxilato.

A alteracdo no nivel de expressdo dos genes analisados neste trabalho indica que as
leveduras induzem a reprogramacéo génica, a fim de responder ao estresse provocado pelo
etanol. E o aumento na expressdo génica observado apdés o periodo de 4 h pode estar

relacionado a um mecanismo de tolerancia ao etanol.
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Figura 3 - Expressao relativa dos genes ch5_g512, ch6_g384, ch8_g282echfurl 88dificam as enzimas
succinato desidrogenase, hexoquinase, transcetolase e isocitrato liase, respeetivéenéluyveromyces
marxianus CCT 7735 cultivada sob estresse por etanol. T = 1 h & repdesentam os periodos de cultivo sob

estresse por etanol (6% v/v) em relagédo ao controle, auséncia de etanol.

* Teste t significativo para p-valor < 0,05 em relagéo ao controle (auséncia de etanol).

4.2. Perfil metabdlico de Kluyveromyces marxianus em resposta ao estresse por etanol

Neste experimento foram detectados 70 compostos, porém apenas 23 metabdlitos
(Tabela 4) foram identificados pela bibliotesra Kluyveromyces marxianus CCT 7735, tanto
na auséncia de etanol quanto sob estresse por etanol. Esses metabdlitos foram classificados

guimicamente em acidos organicos, aminoacidos, aglcares e polidlcoois.
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por GC-MS na auséncia e presenca de etanol

Tabela 4- Metabdlitos intracelulares de Kluyveromyces marxianus CCT 7735, identificados

Concentracéo de etanol (%)

0 6 (T H)L 6 (T =4h)
Metabdlitos Abundancia relativa (mg/ml) /n° de célula
Acidos organicos
Acido citrico 4,84656E-12 4,36256E-11* 8,33497E-11*
Acido nicotinico 3,86807E-13 2,19378E-11* 6,79176E-11*
Acido malico 5,49054E-13 6,21613E-12* 7,3415E-12 *
Aminoacidos
Alanina 3,24518E-14 1,72794E-12* 1,94664E-12*
Asparagina 2,57961E-12 3,23391E-11 1,91688E-11
Aspartato 2,87965E-11 4,64852E-10 2,70367E-10
Fenilalanina 2,32344E-11 3,20567E-10 1,99183E-10
Glicina 8,45815E-11 1,05077E-09 8,27569E-10
Glutamato 5,91906E-11 7,2645E-10 7,2645E-10
Isoleucina 6,9886E-12 9,69863E-11 6,25281E-11
Lisina 1,49397E-11 1,95995E-10 1,52252E-10
Metionina 8,10711E-12 1,26083E-10 9,0154E-11
Ornitina 3,55521E-12 5,0257E-11* 5,13182E-11*
Prolina 1,66829E-11 2,29268E-10* 2,54497E-10*
Serina 2,41032E-11 3,47795E-10 2,32877E-10
Tirosina 1,75252E-11 2,31115E-10 1,53042E-10
Valina 6,40281E-12 7,44797E-11* 8,58131E-11*
AcuUcares
Gentibiose 3,88187E-13 1,34344E-11* 1,68007E-11*
Glicose 1,18088E-13 3,87761E-12 2,75184E-12
Melibiose 2,65266E-13 4,50813E-12* 5,42644E-12*
Lactulose 3,23593E-12 3,9268E-11* 3,52217E-11*
Polialcoois
Galactinol 2,72629E-13 4,17924E-12* 4,79992E-12*
Inositol 2,08318E-12 2,19378E-11* 2,19378E-11*

(*) Significativo p < 0,05 pela analise de ANOVA e pelo teste t, amostras corapaadontrole.

Entre esses 23 metabdlitos, 12 apresentaram diferencas significativas quando se
compara o controle com o cultivo sob estresse por etanol, a saber: ornitina, prolina, alanina,
valina, citrato, malato, acido nicotinico, gentibiose, melibiose, galactinol, inositol e lactulose.
Portanto, essas variacdes foram relacionadas, principalmente, ao metabolismo de

carboidratos, aminoacidos e acidos orgéanicos.
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A analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando os metabdlitos que
foram significativos estatisticamente, no intuito de reduzir a dimensionalidade dos dados e
representar graficamente as alteragcbes induzidas pelo etanol no perfil metabdlico de
Kluyveromyces marxianus, bem como identificar quais metabdlitos estavam associados a
condicéo de estresse por etano

A andlise explicou 77,20% da variancia acumulada nos dois primeiros componentes
PC1 e PC2 (Figura 4). O primeiro componente (PC1) contribuiu com 62,56% da variancia
explicada, e o segundo componente (PC2) explicou 14,64% da variancia dos dados. Ness
figura, pode-se observar que as amostras foram aglomeradas em trés grupos distintos:
leveduras na auséncia de etanol no 3° quadrante (grupo vermelho), leveduras tratadas com
etanol ap6s 4 h no 1°quadrante (grupo azul) e leveduras tratadas com etanol depois de 1 h no
4° quadrante (grupo verde).

A separacdo espacial entre esses agrupamentos demonstrou diferenga entre as
amostras-controle (a esquerda) e as leveduras tratadas com etanol (a direita), ou seja, o etanol
influenciou o perfil metabdlito de Kluyveromyces marxianus. Além disso, os metabdlitos
apresentaram comportamentos distintos nesses agrupamentos. No grupo azul, eles
apresentaram elevados valores nos dois componentes principais, no grupo verde
demonstraram alto valor no primeiro componente e baixo no segundo, enquanto no grupo-

controle foram verificados baixos valores nos dois componentes.
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Figura 4 - Analise de componentes principais dos metabdlitos produzidos por Kioyezs marxianus CCT
7735na auséncia (controle) e presenca de etanol, periodos de h.HOs 4netabdlitos avaliados por meio da
analise dos componentes principais foram: alanina, prolina, galactinol,igestilnelibiose, ornitina, valina,
malato, lactulose, inositol, citrato, asparagina, aspartato, fenilalanina, glicina, glytasolacina, lisina,
metionina, serina, tirosina e glicose. Os tratamentos correspondencar@ole (grupo vermelho),,k- etanol

apos 1 h (grupo verde)Es,-etanol apés 4 h (grupo azul).

O peso dos metabdlitos na contribuicdo dos componentes principais demonstrou que
as variaveis apresentaram correlagdo positiva com o componente principal 1 (Talssta 5).
significa que esses metabdlitos influenciaram as amostras tratadas com etanol emgelacédo a
amostras-controle. No entanto, as amostras tratadas com etanol apés 4 h foram influenciadas
por variaveis que apresentaram correlacao negativa e positiva com o componente principal 2.
Citrato e lactulose foram os metabdlitos que mais influenciaram as amostras ap6s 4 h sob

estresse por etanol em relag@@mostras na auséncia de etanol.

Tabela 5Peso dos metabdlitos nos componentes principais

Metabalitos PC1 PC2

Alanina 0,2014667 0,03032851
Acido nicotinico 0,3114470 -0,05174621
Citrato 0,2800167 0,51732235
Galactinol 0,3106360 -0,14637947
Gentibiose 0,3062315 -0,16290141
Inositol 0,2948251 -0,24292323
Lactulose 0,2562590 0,75241607
Malato 0,3111138 -0,10030524
Melibiose 0,3095970 -0,12260878
Ornitina 0,3099985 -0,04401286
Prolina 0,3095445 -0,15314714
Valina 0,3117202 -0,07816148
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4.3. Analise do consumo de etanol por Kluyveromyces marxianus CCT 7735

A fim de verificar se as leveduras consumiram o etanol do meio extracelular durante o
periodo de 1 h a 4 h sob estresse por etanol, a concentracdo de etinfui (déterminada
por HPLC.

O teor médio de etanol verificado para t = 1 h foi de 57,58 ghquanto para t =H
esse valor foi de 48,60 gl conforme demonstrado na Tabela 4. A diferenca de 8, 98 gL
observada durante esse intervalo de tempo indica que ocorreu diminuicdo no teor de etanol
em t =4 h. Embora o teor de etanol tenha diminuido, o nimero de células verificadas durante
o periodo de 1 h a 4 h ndo foi substancialmente alterado (Tabela4), sugerindo que as leveduras

utilizaram o etanol do meio extracelular.

Tabela 4 - Numero de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 e concentracdo de

etanol no sobrenadante

Numero de células Concentrac&o de etanof (gL
1ch 4ch 1ch £
Mip=2,34x10™"  Mygp=2,19x10" M1, = 57,58 Man= 48,60
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5. DISCUSSAO

O transcriptoma de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 sob estresse por etanol foi
obtido recentemente, cujos dados sdo mostrados na Figura 6, os quais ainda nao foram
publicados (manuscrito em preparacdo) e precisam ser confirmados. No intuito de
compreender 0s mecanismos de respostas ao etanol, a expressdo dos genes ch8_g282
ch6_g384, ch5 g512 e ch7_gl159, que codificam as enzimas transcetolase, hexoquinase,
succinato desidrogenase e isocitrato lisase, respectivamente, foi analisada porAgPCR.
analise da expressao desses genes € importante porque eles codificam enzimas relacionada:
ao metabolismo energético que contribuem para o entendimento das alteragbes metabdlicas
que ocorrem durante o estresse etandlico. Além disso, o perfil metabdlico dessa levedura foi
analisado nas mesmas condicbes de estresse utilizadas na obtencdo dos dados do
transcriptoma, a fim de compreender o efeito e as respostas adaptativas de Kluyveromyces

marxianus CCT 7735 ao estresse por etanol.
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Figura 6 - Dados obtidos do transcriptoma de Kluyveromyces maréabusstresse por etanol.
Fonte DINIZ et al., 2016 (manuscrito em preparacao).
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A andlise do transcriptoma de Kluyveromyces marxianus CCT 7735 (Figura 7) indicou
que a maioria dos genes que codificam enzimas da via glicolitica teve sua expressao
reprimida no periodo de 1 h sob estresse por etanol. Observou-se ainda que o ativador
transcricional de genes glicoliticos Gcerlp também teve sua expressao reprimida. Neste
trabalho, verificou-se que a trangéo do gene que codifica a hexoquinase, enzima que
catalisa a primeira reacdo da via glicolitica, foi reprimida. O perfil metabdlico identificado
nesta dissertacdo reforca os dados do transcriptoma, isto €, a via glicolitica é inibida pelo
etanol. O acumulo da lactulose, metabdlito formado a partir da lactose, fonte de carbono
usada nos experimentos, indica que houve pouca liberacdo de glicose e galactose,
contribuindo, possivelmente, para a dimgéd do fluxo de carbono, tanto na via glicolitica
quanto na via de Leloir. Esta Ultima via é responsavel pelo metabolismo de galactose. E
importante salientar que a andlise do transcriptoma indicou que os genes ch2_g313, ch2_g311
e ch3_g90, que codificam as enzimas da via de Leloir galactocinase, galactose
uridiltransferase e fosfoglicomutase, respectivamente, tiveram sua expressao repsagla;
alteracbe sdo demonstradas na Figura 6. Estudo sobre as respostas metabdlicas em
Saccharomyces cerevisiae sob estresse por etanol também evidenciou que a viadbecolitic
inibida por esse agente estressor (LI et al., 2012).
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Figura 7 - Representacéo das principais altera¢des ocorridas nas vias relacionadas ao metabolismo de lactose.
Fonte: LEHNINGER et al., 2002.
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Os niveis de malato e citrato, intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (TCA)
aumentaram em resposta ao estresse por etanol. O excesso de citrato pode contribuir para a
inibicdo da via glicolitica, tendo em vista que esse metabdlito regula negativamente a enzima
fosfofrutocinase. Além disso, o acumulo de citrato indica que a demanda energética@ baixa
que resulta na diminuicao do fluxo de carbono pelo TCA. O acumulo de malato, intermediario
do TCA, também indica que o fluxo de carbono nesse ciclo diminuiu. Esses resultados
confirmam que os transcriptomas indicaram que os genes que codificam as enzimas aconitato
hidratase, fumarato redutase e succinato desidrogenase do TCA foram reprimidos, como
mostrado na igura 8. Neste trabalho, foi confirmado que o gene que codifica a succinato
desidrogenase (SDH) foi reprimido. Ding e colaboradores (2010) também verificaram que,
sob estresse por etanol, o0 metabolismo central das linhagens de Saccharomyces cerevisae
MAT o/a, MAT a (CGMCC 2758-1) e MAT o (CGMCC 2758-2) foi alterado.
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Em condicdes de estresse por etanol, as leveduras reorganizam a expressao dos gene:s
relacionados ao metabolismo energético para garantir a sobrevivéncia (STANLEY et al.,
2010). A ativacao dos genes ch8_g282 e ch7_g159 que codificam as enzimas transcetolase da
via das pentoses fosfato e isocitrato liase do ciclo do glioxilato, respectivamente, apds 4 h de
exposi¢cdo ao etanol, indica que a levedura utilizou parte do etanol consumido (Tabela 4)
como fonte de carbono. O genes_g228, que codifica malato sintase, enzima da via do
glioxilato, observado no transcriptoma (manuscrito em preparacdo), também se encontrava
ativo. Além disso, a ativacdo dos genes ch8 g286 e ch4 gl03 que codificam,
respectivamente, as enzimas 4&lcool desidrogenase | e lll reforcam a ideia de que
Kluyveromyces marxianus utilizou o etanol do meio de cultura. Uma vez que nao houve
crescimento nesse periodo, esse consumo esta relacionado com a adaptacdo daalevedura

condicdo de estresse (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo das alteracBes relacionadas ao consumo de etanol e sua utilizagélo gelo c
glioxilato. Fonte: TORTORA et al., 2006.

Os resultados do transcriptoma (Figura 6) indicaram que, além do gene que codifica a
transcetolase, os genes chl_g725 e ch6_g22, que codificam as enzimas glicose 6-P isomerase

e ribulose 3-P epimerase, respectivamente, tiveram aumento na sua expressao, sugerindo que
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a via da pentose fosfato € importante na condicdo de estresse por etanol. Liu e colaboradores
(2009) observaram que, em Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-50316, a integracao da
expressdo dos genes da via glicolitica e das pentoses fosfato foi fundamental na adaptacéo
dessa levedura ao etanol. Além disso, a via das pentoses fosfato fornece NADPH, precursor
na biossintese de lipideos que sdo essenciais para a tolerancia ao etanol em leveduras (Figure
10).
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Figura 10 - Representacao das alteragcfes ocorridas na via das pentoses fosfathEFHMIRGER
et al., 2002.

O aumento no nivel de &cido nicotinico apos 4 h de exposi¢do ao etanol indica que
esse metabolito, precursor das coenzimas NADH e NADPH, foi acumulado em resposta ao
desequilibrio redox celular causado pelo etanol. NADPH é importante para a eliminacdo das
espécies reativas de oxigénio (ROSa manutencdo do balam redox durante o estress
oxidativo em leveduras (PERRONE et al., 2008; TAN et al., 2009; PEREZ-GALLARDO et
al., 2013). Deve-se salientar que a exg@sao etanol leva a formacéo de espécies reativas de
oxigénio em levedura®OGAN et al., 2014).

O aumento nos niveis do aminoacido alanina em Kluyveromyces marxianus parece
conferir tolerdncia ao estresse por etanol, uma vez que a adicdo desse aminoacido no meio de
cultura de leveduras contribui para a tolerancia ao estresse por etanol (PHAM; WRIGHT,
2008). Li e colaboradores (2013) verificaram que os aminoacidos alanina e prolina sao

26



importantes para a protegdo contra os danos oxidativos, prevenindo a geragdo de ROS e a
oxidacgdo de lipideos e proteinas em eritrécitos de peixes. Em células endoteliais humanas, a
alanina estimulou a resposta antioxidativa, protegendo as células do dano oxidativo
(GROSSER et al., 2004).

Em Saccharomyces cerevisiae, a prolina exerce papel importante na sua adaptacao
etanol (SEKINE et al., 2007; YOSHIKAWA et al., 2009; LOURENCO et al., 2013) Ess
aminoacido promove a estabilidade das membranas, inibe a agregacéao de proteinas e elimina
as espécies reativas de oxigénio (ROS) (DING et al., 2009; SASANO, 2012ab). A analise
metabolémica de leveduras mutantes, S. cerevisiae BY4742, sob estresse por etanol
demonstrou que os metabdlitos, prolina, valina e inositol contribuiram para a tolerdncia dessas
leveduras ao etanol (OHTA et al., 2015). Entretanto, apesar do acumulo de prolina em
Kluyveromyces marxianus sob estresse por etanol, nenhuma modificacdo na expressao dos
genes de biossintese de prolina foi notada durante a analise do transcriptoma dessa levedura.
Contudo, verificou-se aumento na expressao dos genes ch6_g208 e ch3_g10, codificadores de
permeases especificas de prolina (Put4p), sugerindo que o acumulo de prolina ocorreu em
razao da sua captacdo do meio de cultura. Em células de Saccharomyces cesteissaea
por etanol, o aumento na concentragéo intracelular de prolina ocorreu pelo transporte mediado
pela permease Put4 (KAINO; TAKAGI, 2008; ZHAO; BAI, 2009). A expressédo do gene
PUT4 também é ativada durante os processos de fabricacdo de vinho em resposta ao estresst
imposto durante a fermentacdo (MARKS et al., 20@&;; LIU, 2010a). Prolina também
protege as plantas da dissé&maT OSHIBA et al., 1997). Em condicdes de estresse hidrico, o
acumulo de ornitina é essencial para a sintese de prolina (HERVIEU et al., 1994). O acamulo
do amino&cido ornitina possivelmente contribuiu para a sintese de prolina, que pode estar
associada a adaptacao de Kluyveromyces marxianus ao estresse por etanol.

O aumento no conteudo de inositol, observado em Kluyveromyces marxianus CCT
7735 sob estresse por etanol, pode estar relacionado a resposta a esse alcool. Ding e
colaboradores (2010) verificaram que 0 aumento no nivel de inositol contribuiu para proteger
linhagens de Saccharomyces cerevisiae haploides e diploides contra os danos causados pelc
etanol. Em leveduras, os genes de biossintese de fosfolipidios sédo ativados na presenca de
inositol (DERANIEH et al., 2015). A anélise do transcriptoma de Kluyveromyces marxianus
CCT 7735 sob estresse por etanol indicou que houve ativacéo dos genes ch6_g244, ch6_g65,
ch3_g137, que codificam, respectivamente, as enzimas fosfatidilinositol, N-acetilglicosamina
fosfatidilinositol e quinase fosfatidilinositol. Isso sugere que o acumulo de inositol esta

relacionado a maior sintese de fosfatidilinositol nessa levedura. Em Saccharomyces cerevisiae
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L2056, o maior nivel de fosfatildilinositol ha membrana contribuiu para a toleranca dess
linhagem ao etanol (HENDERSON et al., 2011). Além disso, o inositol contribuiu para a
tolerancia ao etanol em Saccharomyces cerevisae K901, por estimular a atividade ATPase,
evitando, assim, a acidificacao do citoplasma (FURUKAWA et al., 2004). Em Kluyveromyces
marxianus IGC 2671a ativacdo da ATPase de membrana plasmética foi identificada como
resposta ao estresse por etanol (ROSACORREIA, 1992).

E conhecido que o etanol gera espécies reativas de oxigénio que inibem a funcdo
mitocondrial e causa danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA (BLEONCA et al., 2013;
SPENCER et al., 2014). Galactinol, composto que pode ser originado a partir de inositol,
contribui para a tolerancia ao estresse oxidativo em plantas (VALLURU; ENDE, 2011). Em
Arabidopsis thaliana, a super expressdo do gene TsGOLS2 que codifica a enzima galactinol
sintase leva ao aumento da sintese de galactinol, responsavel por eliminar as espécies reativas
de oxigénio formadas nessas plantas, tornando-as mais tolerantes ao estresse oxidativo
(NISHIZAWA et al., 2008; SUN et al., 2013). E possivel que o aumento no teor de galactinol
em K. marxianus CCT 7735 sob estresse por etanol esteja relacionado ao estresse oxidativo
induzido por etanol.

A trealose (a-D-glicopiranosil a-D-glicopiranosideo) é um dissacarideo presente em
leveduras (LUCIO-ETEROVIC et al., 2005; LOPEZ et al., 2008; PALABIYIK; GHODS,
2015). O acumulo desse metabdlito durante o estresse por etanol evita a agregacao proteica €
previne a desnaturacdo das proteinas (DING et al., 2009; RODRIGUEZ-NAVARRO et al.,
2010; WANG et al., 2014). Além disso, em condicdes de estresse hidrico, trealose atua como
osmoprotetor das membranas, protegendo-as da dissecacdo (GARG et al., 2002). O etanol
reduz a quantidade de agua das membranas, provocando estresse hidrico nessas estrutura
(GARGA et al., 2002; PATRA et al., 2006). Contudo, esse metabdlito ndo foi identificado no
perfil metabdlico de Kluyveromyces marxianus. Entretanto, o acumulo dos dissacarideos
melibiose e lactulose sugere que esses podem desempenhar papel semelhante ao da trealos
em Kluyveromyces marxianus sob estresse por etanol, haja vista que esses carboidratos sao
analogos da trealose (LEE et al., 20¥5pentibiose, isdmero da trealose, também pode estar
envolvida com a adaptacdo de leveduras ao etanol. Esse metabdlito atua como osmoprotetor
em bactérias Rhizobium leguminosarawythrobacter aureus (GOUFFI et al., 1999). Gouffi
e colaboradores (2000) verificaram que o acumulo de gentibiose em Sinorhizobium éneliloti

um mecanismo de osmoprotec@ssas bactérias.
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6. CONCLUSOES

A analise da expressdo dos genes ch8 282, ch6 g384, ch5 g512 e ch7_g159, que
codificam as enzimas transcetolase, hexoquinase, succinato desidrogenase e isocitrato lisase,
respectivamente, permitiu confirmar alteracdes no metabolismo central de Kluyveromyces
marxianus CCT 7735 sob estresse por etanol.

A andlise de componentes principais indicou que o etanol promoveu alteracbes no
perfil metabodlico dessa levedura. O aumento no conteddo dos metabdlitos acido nicotinico,
alanina, prolina, inositol, gentibiose, melibiose e lactulose parece estar associado as respostas
adaptativas ao etanol em Kluyveromyces marxianus CCT 7735.

A anadlise do perfil metabdlico, juntamente com as informacdes do transcriptoma,
indicou que a via glicolitica é inibida pelo etanol e a via da pentose fosfato e o ciclo do
glioxilato sé@o importantes no periodo de 4 h sob estresse por etanol em razdo, possivelmente,
do consumo desse alcool.

Portanto, a associacdo entre os dados do transcriptoma e do perfil metabdlico de

Kluyveromyces marxianus permitiu identificar algumas das respostas adaptativas ao etanol.
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