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RESUMO - A levedura Lipomyces starkeyi apresenta uma grande propensao ao
acumulo de triacilglicerdis, utilizando diferentes fontes de carbono (Xilose, Glicose, e
outros residuos) tornando-a um potencial alvo para producdo de 6leos microbianos.
Utilizando como base o genoma da levedura, previamente sequenciado por nosso
grupo (dados ainda ndo publicados), foram selecionados 9 genes relacionados ao
metabolismo de Xilose para analise do nivel de expressdo génico destes durante o
processo fermentativo. Foram realizados cultivos em frascos agitados com diferentes
fontes de carbono, glicose (controle), xilose além da técnica de Real-Time PCR para
analise da expressdo génica. Os dados mostram que os genes Xilose redutase (XYL1);
Xilose desidrogenase (XylB); Xilonolactanase (XyIC); Xilonato desidratase (XyID) se
apresentaram induzidos durante as fermentacGes na presenca de Xilose, sendo os 3
ultimos presentes em uma via alternativa de degradacéao de xilose, que parece restrita a
alguns poucos grupos de bactérias, na qual através de 4 ou 5 passos enzimaticos a
xilose pode ser oxidada gerando piruvato e/ou oxoglutarato. Os resultados também
mostram o papel importante dos genes da via das pentoses fosfato (ZWF1, GND1 e
PGI1) na assimilagdo de xilose.

1. INTRODUCAO

As diferentes espécies de Lipomyces apresentam uma grande propensdo ao
acumulo de triacilglicerdis. Sua capacidade de produzir lipideos utilizando diferentes fontes
de carbono, tais como, xilose, etanol, e a L-arabinose, ou usando uma mistura de
glicose/xilose (Zhao et al., 2008, Tapia et al., 2012, Anschau et al., 2014) e xilose/celobiose
(Gong et al., 2012), bem como outros residuos (Angerbauer et al., 2008) tornaram a levedura
Lipomyces starkeyi um potencial alvo para producdo de 6leos microbianos.

Materiais lignocelulésicos contendo celulose, hemicelulose e lignina s&o recursos
orgénicos renovaveis abundantes, que podem ser utilizados para a producdo de energia e
produtos bioquimicos (Weber et al., 2010). Entre 23% e 40% da biomassa lignocelulosica é
constituida de hemicelulose, sendo seu principal componente a xilose (Jin et al., 2003).

A via da pentose fosfato (PPP) é a rota bioquimica para o metabolismo de xilose,
sendo encontrada em virtualmente todos os organismos celulares. Em leveduras, fungos
filamentosos e outros eucariotos, a conversao de xilose em xilose 5P acontece em dois passos,
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via uma reducdo e posterior oxidacdo, que sdo mediadas pelas enzimas xilose redutase
(XYL1, Xyllp) e xilitol desidrogenase (XYL2, Xyl2p), respectivamente (Jeffries et al., 2007).

Existem pelo menos duas outras vias para o catabolismo de Xxilose que foram
descritas apenas em procariotos (Weimberg 1961, Dahms 1974, Stephens et al., 2007).
Comum nestas duas vias € o fato da xilose ser oxidada pela enzima xilose desidrogenase
(XyIB). Em seguida a molécula de Xilonolactona é convertida em Xilonato pela enzima
xilonolactanse (XylC). Na terceira etapa Xilonato é metabolizado, pela enzima xilose
desidratase (XylID), em 2-Dehidro-3-Deoxi-Xilonato. Estd molécula pode seguir duas vias
distintas, na primeira conhecida como via de Dahm, a molécula é metabolizada em Piruvato e
Gliceraldeido pela enzima 2-Dehidro-3-Deoxi-Xilonato aldolase (KDXA), enquanto na outra
via a mesma molécula é convertida em 2-oxoglutarato e redirecionada para o Ciclo do Acido
Citrico(Stephens et al., 2007).Porém, esta rota que parece atipica de fungos e outros
eucariotos, esta presente em espécies de bacterias como Pseudomonas, Gluconobacter ssp,
Caulobacter crescentus e Haloarcula marismortui (Toivari et al., 2010). Recentemente,
leveduras como Saccharomyces cerevisae e Kluyveromyces lactis, foram geneticamente
modificadas para a producio de Acido Xildnico, através da insercdo de genes que codificam a
enzima XylB obtida do fungo Trichoderma reesei (Toivari et al., 2012).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO E MEIO DE CULTIVO

Foi utilizada no experimento a linhagem de levedura oleaginosa Lipomyces
starkeyi DSM70826. Para o pré-in6culo foram utilizados o meio YPD, para posterior
fermentacdo em Glicose, e 0 meio YPX -para posterior fermentacdo em Xilose. Os meios
contendo o pré-indculo foram incubados em agitador orbital (Shell Lab, USA) a 28°C e 250
rpm até atingirem a OD = 0,4 numa diluicdo de 50x.

O meio de indculo foi preparado contendo 30g/L de carboidrato, sendo Glicose
para 0 meio GSM e Xilose para 0 meio XSM, além de 0,4 g/L de MgSO,, 0,7g/L de NH4SOy,
3,5¢/L de KH,PO,, 1,0g/L de Na,HPO,, 0.04g/L de CaCl,, 0,08¢/L de ZnSQO,, 0,001g/L de
CuSQq, 0,001g/L de CoCl,, 0,001g/L de molibdato de amdnio e 0,005 g/L de MnSQO,. Sendo
o cultivo realizado com relacdo C/N = 50.

O cultivo foi realizado em meio contendo 10% de in6culo, sendo posteriormente
colocados em agitador orbital a 28°C e 200rpm de agitacdo. Cabe salientar que 0s ensaios
foram realizados em duplicata bioldgica e as amostras foram coletadas periodicamente, em
intervalos de 24 horas, iniciando no tempo Oh até o tempo 96h.

2.2. METODOLOGIA ANALITICA

Uma curva de crescimento de microrganismo foi construida relacionando leituras
de diluicdo de biomassa e concentracdo por absorbancia a 600nm numa faixa de 0.1 a 0.6
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utilizando leitora de placas (Multilabel Plate Reader VICTOR X4). Uma curva padrédo foi
construida utilizando concentragdes conhecidas de biomassa.

O consumo de acglcar no meio de cultura foi analisado por cromatografia como
descrito por Tapia et al., (2012). A extracdo de lipideos foi baseada no método gravimétrico
de Bligh & Dyer, (1959) modificado por Manirakiza e colaboradores (Manirakiza et al.,
2001). A concentracado residual de nitrogénio no meio de cultura foi estimada usando a reagéo
de Berthelot e medindo o produto de reagcdo a 630 nm. Uma curva de calibracao foi construida
com diferentes concentragdes de sulfato de amdnio (5-60 mg / L de N-NH4) de acordo com
Tapia et al., (2012).

2.3. REACAO DE REAL-TIME PCR

Para extracdo de RNA, a biomassa foi coletada, congelada imediatamente em
nitrogénio liquido e posteriormente acondicionada em biofreezer a -80°C até 0 momento da
extracdo. A separacdo de &cidos nucleicos foi realizada pela metodologia de Fenol acido
guente segundo Lin et al, 1996. Para elucidacdo da correta extracdo das amostras de RNA, as
mesmas foram submetidas a quantificagdo em aparelho Nanodrop (Thermo scientific, USA) e
corrida eletroforética em gel de agarose. A reacdo procedeu-se em termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystem®, USA).

A analise dos dados obtidos, bem como as analises estatisticas, foram—feitasfoi
feita utilizando o software REST ®: Relative Expression Software Tool (Pfaffl et al., 2001),
sendo que as analises estatisticas foram realizadas com um intervalo de confianca p < 0,1.

2.4, ESCOLHA DOS GENES CANDIDATOS.

Os genes candidatos foram selecionados de acordo com sua funcdo em rotas
metabdlicas consideradas essenciais para o metabolismo de xilose em leveduras, segundo
estudos presentes na literatura (Kruger and von Schaewen 2003, Jeffries et al., 2007, Stephens
et al., 2007, Liu et al., 2011, Toivari et al., 2012) e utilizando como base o genoma da
levedura L. starkeyi previamente sequenciado pelo nosso grupo de pesquisa. Sendo
selecionados 0s genes ligados a via alternativa de metabolismo de xilose descrita
anteriormente (XyIB, XyIC e XyID), o gene XYL1 da via usual de metabolismo de xilose em
eucariotos, os genes GND1 (6-fosfogliconato desidrogenase), ZWF1 (Glicose-6-fosfato
desidrogenase), PGI1 (Gliconolactanase) presentes na via das pentoses fosfato além dos genes
HXK1 (hexoquinase) e PGK (fosfogliceratoquinase) presentes na via glicolitica. Foram
testados 3 genes para a condi¢do de genes de referéncia, ACT1, UBC6 e RPS26A. Estes 3
genes foram escolhidos devido a sua ampla utilizagdo como genes normalizadores em
experimentos envolvendo a técnica de Real-time PCR (Tang et al., 2009, Teste et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO.
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3.1. RESULTADOS DOS PARAMETROS DE CULTIVO EM

GLICOSE E XILOSE.

As figuras 1 e 2 a seguir mostram os resultados das fermentacdes em glicose
e xilose, quanto ao perfil de consumo de nitrogénio e agucares, bem como a formagéo de
biomassa e lipideos.
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Figura 1: Parametros de concentracdo de biomassa e lipideos, além de consumo de
glicose e nitrogénio para fermentacdo em glicose.

O actmulo de lipideos foi mensurado a partir das 48h, pois utilizando o método
Bligh-Dyer para quantificagdo de lipideos, é necessaria uma quantidade minima de 200mg de
biomassa, ndo atingida nos tempos anteriores.

Com relagdo a concentracdo final de biomassa e lipideos, observaram-se 0s
valores de 10,860 g/L e 3,637 g/L, respectivamente, sendo que a concentracdo de lipideos
corresponde a um percentual em massa de 33,49% em relacdo ao peso seco de biomassa.
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Figura 2: Parametros de concentracdo de biomassa e lipideos, além de consumo de xilose
e nitrogénio para fermentacdo em Xilose.

Assim como na fermentacdo em glicose, o acumulo de lipideo s6 pbde ser
mensurado a partir das 48h, pelos mesmos motivos expostos anteriormente. Observou-se uma
concentracdo final de biomassa de 10,590 g/L. Com relacdo ao acumulo final de lipideos
observou-se uma concentracdo final de 3,253 g/L, que corresponde a um percentual de
30,71% do peso total da biomassa seca.

3.2. ANALISE DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES
LIGADOS AO METABOLISMO DE XILOSE.

Dos 3 possiveis genes normalizadores testados, aquele que se mostrou mais
eficiente e com menor oscilagdo quanto aos valores de Ct ao longo da fermentacéo, bem como
nas 2 diferentes condi¢des de cultivo foi o gene ACT1(18,256 + 0,59). Portanto este gene foi
o0 escolhido como gene de referéncia para analise dos demais.

A tabela 1 mostra os valores relativos de expressdao dos genes ligados ao
metabolismo de xilose para a fermentacdo em meio contendo xilose como fonte de carbono.
Os valores com sinal de negativo demonstram que 0s genes estdo reprimidos enquanto 0s
valores positivos significam que o gene se encontra induzido quando comparados aos mesmos
tempos da fermentagdo em glicose.
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Tabela 1: Resultados da expressao relativa dos genes durante a fermentagéo em xilose.

Expresséo relativa (log)

Genes 24h 48h 72h 96h
XylC 162+04 1,13 £ 0,26* 1,89 +£0,42* 3,29 +1,02*
XylID -0,12 £ 0,03 0,26 + 0,06 1,07 £0,43 1,85 + 0,65*
XYL1 518 + 1,45* 4,70 +1,08* 3,81 +1,15* 3,92 +1,10*
XylB(1) 5,78 +1,53* 4,65 +1,43* 451 +1,18* 4,37+1,21*
XylB(2) 6,17 +1,44* 453 +1,37* 2,93 +0,78* 4,90 + 1,45*
PGK1 1,10 £ 0,52 -1,17 £ 0,02* 0,50 + 0,06 -0,95 £ 0,02*
GND1 1,64 +0,02* 1,96 + 0,38* -0,04 £ 0,01 -0,20 £ 0,03
PGI1 0,59 +0,20 1,30 £ 0,35* -0,35+0,16 -0,80+£ 0,18
HXK1 -0,60 + 0,07 0,11+ 0,04 0,80 + 0,34 -0,06 £ 0,03

*Dados estatisticamente significativos P< 0,1

Observando apenas os valores destacados com asterisco, é possivel observar que
0s genes Xilose redutase (XYL1) e as duas copias do gene Xylose desidrogenase (XylIB) estdo
induzidos em relacdo a fermentacdo em glicose, durante todo o processo fermentativo. Além
destes os genes Xilonolactanse (XyIC) e Xilonato desidratase (XyID) também aparecem como
induzido, sendo o primeiro nos tempo 48h, 72h e 96h e 0 segundo nos tempos 72h e 96h.

Estes dados corroboram com os dados preditos durante a analise genémica da
levedura Lipomyces starkeyi, demonstrando que os genes preditos como sendo XylIB, XyIC e
XylID estdo presentes no genoma da levedura e como proposto participam ativamente do
metabolismo de xilose. E interessante observar que os valores de expressio sio proximos
durante toda a fermentacdo para os genes XYL1 e XylB, o que indica que eles podem estar
sendo co-expressos. As coOpias dos genes xilose desidrogenase (XylB), por usarem
preferencialmente o co-fator NADP+, seriam responsaveis por regenerar o co-fator NADPH
utilizado pela enzima xilose redutase (Xyl1p), (Suzuki and Onishi 1973, Berghall et al., 2007,
Toivari et al., 2012). Em bactérias, esta rota alternativa de degradacdo de xilose, é estudada
devido a sua utilizacdo industrial visando a producdo de D-xilonato, conhecido
industrialmente como acido xilénico (Toivari et al., 2012).

Poucos estudos reportam a presenca deste gene em eucariotos (Suzuki and Onishi
1973, Kanauchi and Bamforth 2003). Assim, a presenca deste gene expresso na levedura
Lipomyces starkeyi representa uma importante fonte de estudos futuros, uma vez que sé&o
rarissimos os relatos da presenca de enzimas capazes de desidrogenar acgucares (Twerdochlib
et al., 1994, Tsai et al., 1995, Kim et al., 1998, Elshafei and Abdel-Fatah 2001). Uma vez que
essa levedura apresenta comportamentos fermentativos peculiares, como 0 consumo
simultaneo de glicose e xilose e consumo de inibidores tradicionais gerados durante a
hidrélise &cida do bagaco (trabalho em andamento em nosso laboratorio), é possivel que a
presenca de vias alternativas incomuns como esta esteja por tras destas particularidades da
espécie.

No caso dos genes ligados a via das pentoses fosfato (PPP), que é conhecidamente
mais ativa durante o metabolismo de xilose (Jeffries et al., 2007) foi possivel observar que 0s
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genes GND1 e PGI1 (Gluconolactanase) também estdo induzidos, nos tempos em que a xilose
estd sendo consumida (24h e 48h). O gene GND1 faz parte da fase oxidativa da via PPP e
responsavel por um dos principais pontos de regeneracdo do cofator NADPH, o qual é
utilizado pela enzima xilose redutase no 1° passo do metabolismo de xilose. Ja a maior
expressao relativa do gene PGI1 possivelmente estd ligada a sua funcdo na producdo de
Frutose-6-Fosfato, que participa no desvio do fluxo da glicélise para via PPP.

4. CONCLUSAO.

As analises transcriptdmicas mostraram que os genes XYL1, XyIB, XyIC e XylD
participam do processo de metabolismo de xilose, uma vez que todos se apresentaram
induzidos quando comparados a fermentacdo onde a fonte de carbono era a glicose. Enquanto
0 gene XYL1 é conhecido por fazer parte da via principal de metabolismo de xilose em
fungos e leveduras, os demais (XyIB, XyIC e XyID) fazem parte de uma via ndo usual de
metabolismo de xilose em leveduras, que necessita de estudos adicionais a fim de entender
qual seu verdadeiro papel no consumo de xilose. Além destes a analise também mostrou o
papel importante que os genes da via das pentoses fosfato (ZWF1, GND1 e PGI1)
desempenham durante o consumo de xilose. Todos estes genes se mostram importantes fontes
de estudo para entendimento do funcionamento metabdlico da levedura Lipomyces starkeyi e
suas importantes caracteristicas bioldgicas, tais como consumo de xilose, inibidores e
propensdo ao acumulo de lipideos. Além disso, estes mesmos genes podem se tornar alvos de
interesse para manipulacdo genética da levedura em questdo ou até mesmo para clonagem em
outras espécies.
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